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1. GIRIS

GOmiik dislerin ¢ekimi, oral ve maksillofasiyal cerrahlarin en sik
gerceklestirdikleri cerrahi igslemlerden birisidir. Gomiik alt yirmi yas disleri, gomiik
kalma prevalansi en yiiksek olan dislerdir (1-3). Gomiik digler uzun yillar agizda
semptom vermeden kalabildikleri gibi bazen semptomatik veya asemptomatik olarak
patoloji gelismesine de neden olabilirler. Gomiik dislerin folikiillerinden oral
kavitenin en ¢ok goriilen ikinci odontojenik kisti ve en cok goriilen gelisimsel

odontojenik kisti olan dentigerdz kist gelisebilir (4).

Dislerin ¢ekimini gerektiren endikasyonlar disinda hi¢bir semptom vermeyen,
radyografik muayenede saglikli goriintii veren gomiik yirmi yas dislerinin ¢ekim
karar ile ilgili tam bir fikir birligine varilamamistir. Asemptomatik ve radyografik
olarak saglikli gorlinen gdmiik yirmi yas dislerinin folikiillerinde yapilan histolojik
incelemelerde tespit edilen patolojik degisiklikler proflaktik ¢ekimin tercih edilmesi

gerektigi seklinde yorumlanmaktadir (5-8).

Histolojik degisimler bazi gevresel faktorlere bagli gelisebilmektedir. Bu
nedenle asemptomatik gomiikk yirmi yas dislerinin folikiillerinde histolojik
incelemeler sonucu tespit edilen patolojik degisiklikler, bu degisikliklere neden

olabilecek ¢evresel faktorlerin neler olabilecegi konusunu giindeme getirmistir.

Sigara kullanim1 en sik akciger kanserine neden olmakla beraber, bas-boyun
bolgesi kanserlerinin de en biiyiik etkenlerinden biridir ve erkeklerdeki bas-boyun
bolgesi kanserlerinin %23'inden sorumlu tutulmaktadir (9-11). Bas-boyun bdlgesi
kanserlerinin yaklasik %65'i oral kavitede ve farinkste meydana gelirken, bu
kanserlerden skuamoz hiicreli karsinom en sik goriilen altinci kanser tiiriidiir ve en
cok oral kavitede ve orofarinkste goriilmektedir (9, 12). Sigara icinde yer alan
kanserojen maddelere tekrarlayan sekilde maruz kalma, oral kavitenin gok katli yassi

epitel hiicrelerinde neoplastik degisikliklere yol agmaktadir (13).

Dokularin kansere yatkinligin1 ve kanserin prognozunu degerlendirmek i¢in
yapilan ¢aligmalarda Ki-67 ve p53 proteinlerinin yani sira p63 proteinin de kanserle
iliskili olabilecegi rapor edilmistir (14-18). Ki-67, hiicre proliferasyonu i¢in hayati

oneme sahip bir proteindir ancak etki mekanizmasi hakkinda net bir bilgi



bulunmamaktadir (19). Ki-67 proteinin dokulardaki ekspresyonu, patolojide timor
hiicrelerin biiyiime fraksiyonunu 6lgmek ic¢in hiicre ¢ogalmasi belirleyicisi olarak

kullanilir (14).

p53 ve p63 proteinleri p53 gen ailesinin tyeleridir (17, 20, 21). p53 proteini
normal kosullar altinda dokularda ¢ok az miktarda bulunur. Normal hiicre siklusunda
herhangi bir degisiklik yaratacak veya hiicrenin kanserli hiicreye doniigmesine yol
acacak bir mutasyonu tetikleyebilecek hiicresel stress varliginda aktive olur. Aktive
olan p53 proteini hiicre siklusunu durdurarak veya apoptozu baslatarak hasarli
hiicrelerin yok edilmesini saglar (20). p63 proteini de benzer sekilde timor

baskilayici protein olarak islev goriir (17).

Organizmanin genomunda meydana gelen degisikliklere DNA lezyonlari
denir (22). DNA hasarlar1 olustuklarinda, hiicre i¢inde yer alan ¢ok sayida kontrol
mekanizmas1 devreye girerek DNA'nin kendisini tamir etmesi i¢in hiicre siklusunu
durdurur. Eger hasar tamir edilemiyorsa, hiicre apoptoza yonlendirilir. Mutasyonlar
ise kontrol mekanizmalarindan kagmay1 basaran ve sonraki nesillere aktarilan DNA
hasarlaridir (23, 24). Sigara iginde DNA hasar1 olusturdgu bilinen ¢ok sayida bilesik

mevcuttur.

Bu caligmanin amaci, radyografik olarak saglikli ve asemptomatik olan
gomiik alt yirmi yas dislerinden elde edilen perikoronal folikiillerde, Ki-67 ve p53
proteinlerinin immunohistokimyasal boyanmalar1 ve dagiliminin yani sira p53 ve p63
proteinlerinin sentezlendigi DNA bolgelerinde herhangi bir mutasyon olup
olmadiginin tespit edilmesi ve elde edilen bulgularin sigara kullanimiyla iligkili olup

olmadiginin arastiriimasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gomiik Alt Yirmi Yas Disleri

Dental arkta yeterli yer olmamas1 sonucu komsu disin engellemesi, odontoma
veya kist gibi patolojik bir olusum veya anormal pozisyonda gelismis olmasi
nedeniyle normal siirme yasinda agiz i¢cinde normal fonksiyonel pozisyona siirmesi
engellenmis olan dislere “gomiik dis” denir. Agizda gomiik kalma oran1 en fazla olan
dis, en son siiren alt yirmi yas disleridir (1-3). Bu disler ortalama 20 yas civarinda
stirmekle beraber siirme yas1 24'e kadar ¢ikabilmektedir (2). Daha da 6tesi bu diglerin
gomiik olsalar bile 30'lu yagslara kadar c¢ene kemigi icinde hareket -ettikleri,
pozisyonlarmin degistigi ve hatta agiz igine siirebildikleri rapor edilmistir (25, 26).

Bu dislerin gomiik kalma prevalanst farkli populasyonlarda yapilan caligmalar

sonucunda %7-72 arasinda bulunmustur (3, 27-31)
2.1.1. Gomiik Kalma Nedenleri

Dislerin  gomiik kalmasinda sistemik ve lokal faktorler etkilidir.
Kleidokraniyal displazi gibi genetik sendromlar nedeniyle diglerin gémiik kalmasina
“primer retansiyon” denir. Hipotiroidizm, hipopituitarizm gibi endokrin hastaliklar,
atesli hastaliklar, Down sendromu ve radayasyona maruz kalma dislerin gomik

kalmasina neden olabilecek sistemik faktorlerdir (2).

Daha siklikla diglerin gomiik kalmasinda lokal faktorler rol oynamaktadir.

Dislerin gomiik kalmasina neden olabilecek lokal faktorler:

l. siit disi retansiyonu

Il.  malpoze dis germi

I1l.  dental ark boyu yetersizligi
IV. siipernumere dis

V. odontojenik tiimdrler

VI. anormal siirme yolu

VIl. damak dudak yarigidir (2).



2.1.2. Gomiik Alt Yirmi Yas Disleri ile Iliskili Patolojiler ve Cekim

Endikasyonlar:

GoOmiik dislerin patolojiye neden olabilme potansiyellerinin olmasi bu dislerin

proflaktik olarak cekilmesini savunanlarin en 6nemli gerekgesini olusturmaktadir.

GoOmiik alt yirmi yas dislerinden gelisebilecek patolojiler sunlardir:

Perikoronitis: Yar1 gomiik alt yirmi yas disinin kronunu ¢evreleyen yumusak
dokularda gingivitise benzer enflamatuar yanit olusma ihtimali vardir (2).
Gomiik alt yirmi yas dislerinin takip edildigi calismalarda perikoronitis gelisme
insidanst %8 ile %64 arasinda bulunmustur (32-34). Gomiik alt yirmi yas
dislerinin ¢ekim nedenlerine bakildiginda, perikoronitise bagl gémiik alt yirmi
yas dislerin ¢ekilme prevalansi ise %6 ile %26 arasinda rapor edilmistir (31,

35).

Agri: Nadiren hastalar hi¢bir klinik veya radyografik patoloji bulgusu
olmamasina ragmen c¢enelerinde gomiik yirmi yas disi bolgelerinde agridan
sikayet ederler. Nedeni tam olarak bilinmese de bu dislerin ¢ekilmesiyle
genellikle bu agrilar son bulur (2). Gomiik mandibular yirmi yas dislerinde agri
insidans1 tam gomiik dislerde %13, yar1 gomiik dislerde %22 ile 40 arasinda

rapor edilmistir (3, 32, 33).

Komsu dislerde kok rezorpsiyonu: Yirmi yas disleri komsu dislerin koklerinde
rezorpsiyona yol acabilir. Yapilan ¢alismalarda, gomiikk yirmi yas dislerine
baghh komsu dislerin koklerinde rezorpsiyon goriilme sikligi, radyografik
incelemeler sonucunda, %0-7,5, (29, 33, 36, 37). Komsu disin koklerinde
rezorpsiyon meydana geldigi farkedilirse gomiik dis hemen c¢ekilmelidir.
Rezorpsiyon ¢ok siddetliyse ve yirmi yas disi belirgin sekilde ikinci molarin
koklerinin i¢ine dogru yer degistirmisse her iki disin de c¢ekilmesi gerekebilir

).



IV. Ortodontik problemler: Gomiik yirmi yas disleri, 6zellikle mandibular disler,

VI.

bazi ortodontik problemlere neden olabilir. Bu problemler ii¢ baslik altinda

toplanir:

Alt Keser Diglerde Capragsiklik: Gomiik alt yirmi yas dislerinin alt keser
dislerde caprasikliga yol ag¢tigina dair net bir kanit mevcut degildir (38,
39).

Ortodontik Tedavinin Engellenmesi: Bazi durumlarda molar dislerin
ortodontik olarak distalize edilmesi gerekmektedir. Bu vakalarda gomiik
yirmi yas dislerinin ¢ekimi tedaviyi hizlandirir ve daha oOngoriilebilir

sonuglar elde edilmesini saglar (2).

Ortognatik Cerrahiye Hazirlik: Mandibular osteotomi planlanan hastalarda
osteotomi hattindaki gomiik dislerin ¢ekiminin ertelenmesi, Ozellikle
mandibular ilerletme cerrahilerinde, distal segmentin proksimal tarafinda
lingual kemigin kalinliginda ve kalitesinde azalmaya neden olur ve
fiksasyonu zorlastirir. Disler cerrahi dncesi ¢ekilecekse ¢ekim boslugunun

olgun kemikle dolmasi i¢in yeterince beklenmesi gerekir (2).

Cene kiriklari: Mandibula yiiziin alt tigliisiinii olusturan kemik yapidir ve en sik
kirik goriilen yiiz kemigidir. Mandibular angulus bdlgesi, kondilar proges ve
mentumun her iki tarafi mekanik olarak zayif bolgelerdir. Gomiik yirmi yas
disilerinin varliginin mandibular angulus bolgesinde kemik ylizey alanini
azaltarak kirik olusma riskini arttirdig1 bilinmekte ve bu nedenle 6zellikle fizik
giice dayali sporlarla ugrasan genglerde bu dislerin proflaktik olarak ¢ekilmesi
gerektigi goriisii savunulmaktadir (1, 2). Ancak lida ve ark. ile Zhu ve ark.'nin
yaptiklar1 caligmalarda gomiik mandibular yirmi yas dislerinin varliginin

kondil kirigi riskini azalttigini gostermislerdir (40, 41).

Protez altinda kalan disler: Hareketli veya sabit protez yapimindan Once,
protezlerin yer alacagi alanda herhangi bir gomiik disin olmamasma dikkat
edilmelidir. Tam kemik retansiyonlu, asemptomatik disler, hasta 40 yasin
iizerindeyse birakilabilir. Ancak doku destekli bir hareketli protezin oturacagi
alanda ince kemik retansiyonlu ya da mukoza retansiyonlu bir gomiik dis

mevcutsa, bu dis c¢ekilmelidir. Eger bu disler ¢ekilmezse protez kullanimina
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baglh olarak meydana gelecek kemik rezorpsiyonu sonucu {izerini Orten
mukozay1 perfore ederek agiz igine siirecektir. Bu bolgede agr1 ve iltihap

olusma riski yiiksektir ve protezin kullanimini engeller (2).

Periodontal hastaliklar: Periodontal dokularin sagligi i¢in gomiik yirmi yas
dislerin c¢ekilmesi gerekebilir. Dicus-Brookes ve ark. yaptiklar1 calismada
perikoronitis sikayetiyle bagvuran hastalarda, gomiik yirmi yas dislerin
¢ekiminin hem ikinci molar dislerin hem de daha anteriordaki dislerin
periodontal saglhigina kavusmasinda etkili oldugunu rapor etmislerdir (42).
Yapilan caligmalarda gomiik alt yirmi yas disi olan bireylerde mandibular
ikinci molar digin distalinde S5mm'den derin cep bulunma oran1 %9
bulunmustur (3). Gomiik yirmi yas dislerinin yaklasik %5'i periodontal
nedenlerle ¢ekilmektedir (2).

Dis ciirtikleri: Mandibular yirmi yas disinde veya komsu ikinci molar diste en
sik servikal bolgede ¢iirlik gelisir. Bu bolgeyi etkili sekilde temizleyemeyecegi
ve dis hekimi de ii¢lincli molar dise erismekte zorluk yasayacagi icin bu disler
cekilir. Ayrica bu dislerde ¢ok farkli kok-kanal morfolojileri goriilebilmesi
nedeniyle kok kanal tedavisi yerine ¢ekim karart verilebilir (43). Gomiik yirmi

yas dislerinin %15'1 dislerde olusan ¢iiriikk nedeniyle ¢ekilmektedir (2).

Odontojenik kist ve tiimor olusumu: Cene i¢inde gomiik kalmis yirmi yas
disleri kistik veya neoplastik degisimlere ugrayabilirler. Kronun olusumundan
sorumlu olan folikiiler kese kistik dejenerasyona ugradiginda dentiger6z kist
olusumuna neden olur. Bu keseden odontojenik tiimor veya daha nadir olarak
malignansi de geligebilir (2). Cenelerde en sik goriilen gelisimsel kist olan
dentiger6z kist indirgenmis mine epitelinin proliferasyonu, kemik rezorpsiyon
faktorlerinin salgilanmast ve kist sivisnin osmolaritesinde artis sonucu
meydana gelir. En sik hayatin ikinci ve liglincii dekadlarinda goriiliir ve
erkeklerde goriilme insidanst kadinlara gore daha fazladir (4). Genellikle
kadinlarda, 40 yas altinda ve maksillada goriilen gelisimsel odontojenik bir kist
olan kalsifiye odontojenik kistin odontojenik epitel artiklarindan koken aldigi
diistiniilmektedir. Cogunlukla maksillada goriilmekle beraber gomiik alt yirmi

yas disi folikiilinde de epitelyal odontojenik kist goriilmiistiir (4, 44).



GOmiik alt yirmi yas dislerinin folikiillerinden gelisen kist prevalansini,
%2,31 ile %2,9 gibi diisiik bulan calismalar oldugu gibi, %23, %34, %37 %46 ve
%50 gibi yliksek oranlarda bulan ¢alismalar da vardir (5-7, 44-47).

Curran ve ark. yaptiklart c¢alismada gomiik alt yirmi yas dislerinin
folikiillerinden odontojenik  keratokistik tiimor, odontoma, ameloblastoma,
karsinoma, kalsifiye epitelyal odontojenik tiimér ve odontojenik miksoma
gelisebildigini belirtmislerdir (44). Gomiik alt yirmi yas disi folikiilii ile iligkili teshis
edilen tiimorlerin patogenezinde folikiiler bag dokusu, dental lamina artiklari, mine
organi, odontojenik artiklar, indirgenmis mine epiteli ve ozellikle dentigerdz kist
olmakla beraber odontojenik Kistlerin epitel duvarlar1 rol almaktadir. Ancak bu

hiicrelerin neoplastik doniisiim ge¢irmesine neden olan faktorler bilinmemektedir (4).

Gomiik alt yirmi yas dislerinin folikiillerinin histopatolojik incelemelerinde
timor gelisme riski %0,79 ile %1,17 bulunmustur. Bunlarin %0,2'si malign
timorlerdir (Sekil 1) (6, 44).

Sekil 1. Dis ¢ekim kararini verirken dikkate alinmasi gereken durumlar.

Kandasamy ve ark. (2009)'dan modifiye edilmistir.



2.1.3. Gomiik Alt Yirmi Yas Dislerinin Cekim Kontrendikasyonlari

GOmiik yirmi yas dislerinin ¢ekiminin riskleri, hastaya saglayacagi faydadan

daha fazlaysa, dislerin ¢ekimi kontrendikedir. Buna gore:

Hastanin ¢ok geng veya ¢ok yasli olmasi: Dokularin iyilesmesi genellikle geng
hastalarda daha cabuk ve tam olur ancak yine de ¢ok geng¢ hastalarda gomiik
yirmi yas dislerinin ¢ekimi kontrendikedir. Bazi hekimler biiyiime ve gelisimin
dogru analiz edilmesiyle bir disin gdmiik kalip kalmayacaginin ¢ok dnceden
belirlenebilecegini ve buna gore gomiik kalacagi diisiiniilen dislerin germ
halindeyken erken yaslarda cekilebilecegini savunmuslardir. Ancak
gilinlimiizde, bu dislerin ileride siirebilecegi diisliniilmektedir ve bu nedenle bu

dislerin erken yaslarda ¢ekilmemesi gerektigi savunulmaktadir (2).

Hastanin yasi ilerledik¢e kemik daha kalsifiye bir hal alir ve esnekligini
kaybeder. Ayrica iyilesme mekanizmasi zayiflar. Bu nedenle hastada gomiik
yirmi yas disi ¢ekiminden sonra daha biiyiik bir defekt meydana gelir. 40 yas
tizeri hastalarda, cekimden sonra iyilesme siireci 18 yasindaki bir hastaya gore
daha uzun siirer (2). Ayrica ilerlemis yasla beraber intraoperatif ve postoperatif

komplikasyon gelisme riski de artmaktadir (48).

Genel kural olarak, hasta 40 yasin iizerindeyse, tam kemik retansiyonlu,
oral kavite ile iletisimi olmayan ve patoloji bulgusu olmayan disler ¢ekim

yerine takip edilebilir.

Sistemik hastalik varligi: Gomiik disi olan hastalarda oOzellikle ileri yasta
olanlarda eslik eden sistemik hastalik bulunma ihtimali de yiiksektir. Yasla
beraber kardiyovaskuler hastalik, pulmoner hastalik ve diger hastaliklarin
goriilme insidans1 artar. ilerlemis yas ve sistemik hastaliklar bu dislerin

¢ekilmesi i¢in kontrendikasyon olustururlar (2).

Konjenital koagulopati, astim, epilepsi gibi diger rahatsizliklar geng
bireylerin saglik durumlarini etkileyebilir. Bu bireylerde gomiik dislerin

patoloji gelismeden ¢ekilmesi gerekebilir (2).



I1l. Komsu anatomik olusumlara zarar verme riski: Eger gomiik yirmi yas disinin
cekilmesinin, komsulugunda bulunan sinir, dis, siniis gibi énemli anatomik
yapilara zarar verme riski yiiksekse bu diglerin yerinde birakilmasi gerekir.
Ayrica yagh hastalarda gomiik yirmi yas disi ¢ekiminden sonra olusan kemik
defektleri tam olarak dolmayacagindan ikinci molar disin kaybina neden
olabilir (2).

2.1.4. Perikoronal Folikiil

Primitif dental sak veya dental folikiil, odontojenik ektomezensimden koken
alir ve dig germinin sement, periodontal ligament ve alveolar kemik yapimindan
sorumlu olan kismini olusturur. Disler ¢ene i¢inde gelisimini tamamladiktan sonra
folikiiliin koronal parcasi perikoronal kese veya folikiil (PF) olarak adlandirilir ve
stirmemis dislerde krona yapisik durumda bulunur (Resim 1) (49, 50). Fibroz bag
dokusu ve odontogenezisin epitel artiklarindan olusur ve patolojiye neden olan bu

epitel artiklaridir (50).

Resim 1. Panoramik radyografide gémiik alt yirmi yas disinin kronu etrafinda yer
alan perikoronal follikiiliin goriintiisii.

Perikoronal folikiillerden, dentiger6z kist, keratokistik odontojenik tiimor,
ameloblastoma gibi kist ve tiimorler gelisebilmektedir (5, 46, 47, 51). Ayrica nadiren
de olsa malign lezyonlar gelistigi de rapor edilmistir (6, 44, 52).



Perikoronal folikiil radyografide gomiik disin kronu cevresinde radyoopak
sinirla ¢evrilmis radyolusent alan olarak izlenir. Asemptomatik tam gomiik alt yirmi
yas dislerinin ¢ekim kararimm1 vermek i¢in yapilan radyografik tetkiklerde kron
cevresindeki radyolusent alanin genisliginin en 6nemli kriter oldugu savunulur. Buna
gore intraoral radyografide 2,5 mm, panoramik radyografide magnifikasyon hatasi da
hesap edilerek 3 mm'den daha genis folikiil araligi siipheli olarak
degerlendirilmelidir (50, 53). Ancak bazi arastirmacilar, radyografide normal kabul
edilen folikiil genisligine sahip vakalarda histolojik incelemelerde patolojik
degisiklikler goriilebilecegi gibi 3mm'den genis folikiil araligi olan vakalarda da
saglikli folikiil tespit edilebilecegini rapor etmislerdir (5, 7, 45-47, 49, 52, 54). Ancak
yapilan histolojik incelemelerde, folikiilde kistik degisiklik olup olmadigini
belirlemek i¢in kullanilan kriterler tartigmalidir. Bazi arastirmacilar folikdil
kesitlerinde yogun bag dokusu tizerinde indirgenmis mine epiteli yerine devamli ¢ok
katli yass1 epitel varliginin veya bag dokusu iginde epitel adaciklarinin varliginin
kistik donlisiimii isaret ettigini One siirerken bazi aragtirmacilar ise bu farkliligin kist
tanis1 konmasi icin yeterli olamayacagini, 2,5mm'nin altinda folikiil genisligi olan
vakalarda folikiilde ¢ok katli yass1 epitel izlenebilecegi gibi folikiil aralig1 genislemis
hiperplastik folikiillerin kesitlerinde de indirgenmis mine epitelinin izlenebilecegini
belirtmislerdir (7, 44, 46, 47, 55). Bu nedenle kist tanis1 konabilmesi i¢in patolojik
bir kavitenin olmasi, sivi veya yari-kati igeriginin olmasi ve kistik epitel varlig1 gibi
kriterlere sahip olmasi gerektigini savunurlar (56). Bazi yazarlar biitiin ¢ikarilan
perikoronal folikiillerin rutin olarak histolojik incelemeye gonderilmesi gerektigini

savunmaktadirlar (52).

Perikoronal folikiillerin patolojik incelemelerinde, epiteldeki kistik
degisiklikler, enflamasyon varligi, epidermal growth factor receptor (EGFR), Ki-67,
p53, p63, integrin, Minichromosome maintenance protein-2 (MCM2), proliferating
cell nuclear antigen (PCNA), b-cell lymphoma-2 (bcl-2) proteinlerinin epitel
hiicrelerindeki dagilimi1 ve yogunlugu gibi parametreler arastirilmistir (8, 45, 50, 57-

61).
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2.2. Ki-67

Hiicre ¢ekirdegi proteini olan Ki-67 (pKi-67), 395 kDa agirhiginda ve
genomdaki yaklasik 30,000 baz ¢ifti tarafindan kodlanan biiyiik bir proteindir (19).
Bu antijeni taniyip, baglanan Ki-67 ise IgGl simifindan murin monoklonal bir
antikordur (62). ilk olarak Kiel (Almanya) sehrinde yapilan bir caligmada tespit
edilmistir. Calismada kullanilan kiiltiir 6rnekleri icinden 67. 6rnekte tespit edilen bu
proteine sehrin adi1 ve tespit edildigi drnek numarasinin adi verilmistir. Ki-67'nin iki
izoform proteini bulunur ve bu iki izoform protein de dahil olmak {izere en az 6 farkli
mRNA dizilimi oldugu kabul edilir. cDNA'larin her iki izoformunun da merkez
parcasi 6845 baz ¢iftinden olusan ekzon 13 tarafindan kodlanir ve zincir seklinde 16
tekrardan olusur. Bu tekrarlara “Ki-67 tekrarlar1” denir. Bu tekrarlarda 66 baz cifti
yiiksek oranda korunur bunlara “Ki-67 motifi” denir ve bu motifler antikorun
baglandigi epitoplar1 kodlar (63). Bu proteinin yapisiyla ilgili yapilan g¢alismalar
sonucunda daha onceden kesfedilmis olan higbir polipeptide benzemedigi ortaya
¢ikmistir. Bu nedenle protein yapisiyla ilgili ne kadar ¢ok sey biliniyor olsa da
hiicresel fonksiyonu ve biyokimyasal 6zellikleri ile ilgili ¢ok az sey bilinmektedir

(64, 65).

Gerdes ve ark. yaptiklar1 g¢alismada Ki-67 proteininin sadece ¢ogalan
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde bulunan bir antijene baglandigini ve dinlenme fazinda
(Go) olan hiicrelerde bu antijenin bulunmadigini rapor etmislerdir (66). Yapilan
aragtirmalar, hiicre ¢ogalmasiyla iligkili bu antijenin hiicre dongiisiiniin biitiin aktif
donemlerinde (Gi, S, G, ve mitoz) var oldugunu, ancak ilk kez bdoliinmeye
baslayacak olan hiicrelerde G; fazinin erken evrelerinde ve dinlenme safhasindaki
hiicrelerde (Gg) bulunmadigini gostermistir (Sekil 2) (67). Gerdes ve ark.
tonsillerdeki germinal merkez hiicrelerinin, epitelin bazal hiicrelerinin, testislerin
farklilagmamis spermatogonialarinin tiimiiniin Ki-67 ile boyanmasinin pozitif olmasi
ve karaciger, bobrek ve beyin hiicrelerinin Ki-67 boyanmasinin negatif bulunmasi
ayrica fitohemaglutinin ile c¢ogalmasi i¢in stimule edilen periferal kandaki
lenfositlerin pozitif boyanirken, forbol esterleri tarafindan makrofaj hiicrelerine
farklilagsmas1 indiiklenen HL-60 hiicrelerinde (premyelositik hiicre dizini)

boyanmanin goriilmemesi bu proteinin hiicre proliferasyonu ile iliskili oldugu
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goriisiinii  desteklemektedir (66). Ayrica immunohistokimyasal boyamalar, bu
niikleer antijeninin mitozun biitiin evrelerinde kromozom iizerinde ayrica interfaz

evresindeki hiicrelerin de ¢ekirdeginde yer aldigini gostermistir (66).
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Sekil 2. Ki-67nin hiicre dongiisiinde ekspresyonu.

Gerdes ve ark. (1984)'ten izin alinarak kullanilmigtir.

Ki-67'nin mitoz asamasindaki hiicrelerde dagilimlarinin incelendigi
calismalarda Ki-67 antijeninin dagilimmin DNA veya histon varligindan bagimsiz
oldugu gosterilmistir. Buna gore Ki-67 antijeninin kromozom iskeleti olarak bilinen
non-histon protein yapilarla iligkili olabilecegi belirtilmistir (65). Bridger ve ark. Ki-
67'nin mitozdan ¢ikarak G evresine giren hiicrelerde iki farkli dagilim gosterdigini
rapor etmislerdir. G;'in erken evrelerinde, Ki-67 niikleoplazmada sentromerlere ve
satellit DNA'lara bagl odaklar halinde boyanirken ilerleyen siirecte ¢ekirdekeik
icindeki pKi-67 boyanmasi artarken nukleoplazmadaki Ki-67 boyanmasi
azalmaktadir. Buna gore arastirmacilar, Ki-67'nin satellit DNA'lara baglanarak bu
bolgeleri mitoz bolinmeden sonra yeniden organize olan c¢ekirdek¢ik icine
yonlendiriyor olabilecegini one siirmiislerdir (68). MacCallum ve ark. ise Ki-67 ve

diger ¢ekirdek proteinlerinin hiicre dongiisti sirasindaki dagilimlarini incelemisler ve
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Ki-67min hiicrenin metabolik ihtiyaglarmin arttigi hiicre boéliinmesi sirasinda,
ribozom biyogenezinde verimliligi arttiran faktor olarak etki ediyor olabilecegini

iddia etmislerdir (69).

Ki-67 ve hiicre ¢ogalmasi arasindaki bu yakin iliski, bu proteinin belirli bir
hiicre populasyonunun biiylime fraksiyonunun (hiicre dongiisii igindeki hiicre sayisi)
belirlenmesinde miikkemmel bir belirleyici olmasini saglamistir ve bu nedenle
kanser teshislerinde ve kanserin prognozunun belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir (63, 64). Ayrica bazi ¢alismalarda Ki-67'nin, anti-
proliferatif ilaglarin ve radyoterapinin terapotik etkinligini tespit etmek i¢in
kullanilabilecegi belirtilmistir (62, 70). Ancak besin yetersizligine bagl olarak S, G2
ve M evrelerinde olan hiicrelerin biiylik bir kisminin Ki-67 boyanmasinin negatif
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (65). Buna baglh olarak biiyiik tiimérlerin
merkezinden alinan biyopsilerde hiicrelerin beslenmesi bozulacagindan biiyiime

fraksiyonu hatali olarak diisiik gézlenebilir (62).

Monoklonal Ki-67 antikorunun en biiyiik dezavantaji, boyama i¢in taze veya
dondurulmus dokulara ihtiya¢ duyulmasidir. Daha giincel antikorlar olan poliklonal
Ki-67 ve MIB-1, Ki-67 geninin rekombinant fragmanlarindan kodlanan peptitlere
kars1 olusur ve formaldehitte saklanmis olan histolojik kesitlerde ve mikrodalgaya
maruz kalan konvansiyonel kesitlerde de etkilidirler (71, 72). Hiicre ¢ogalmasinin
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesinde kullanilan farkli proteinlerden
poliklonal Ki-67 ve MIB-1'in en iyi hiicre ¢ogalmasi belirleyicisi oldugu rapor
edilmistir (72, 73).

Yapilan c¢aligmalarda, saglikli, displazik ve kanserli dokularda Ki-67
seviyeleri farklilik gostermistir (74). Ayrica odontojenik keratokistik tiimorde,
dentigerdz kistten ve dentigerdz kistte, dental folikiil ve oral mukozadan daha yiiksek
oranda Ki-67 tespit edilmis ve Ki-67 boyanan hiicreler saglikli dokuda bazal
tabakada siirli iken displazik ve kistik donilisim goriilen olgularda yiizeyel
tabakalarda da Ki-67 boyanan hiicreler goriilmistiir (59, 73, 75, 76). Enflamasyon
varhiginin, Ki-67 seviyesinin yiikkselmesine neden oldugu rapor edilmistir (59, 74, 76,
77). Bu bulgular 1s1¢inda Ki-67'nin hastaligin ilerleyisi ile ilgili fikir verebilecegi

ancak neoplastik doniisiimii gostermeyecegi savunulmustur (74).
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2.3. p53 ve p63

p53 ve p63, p53 gen ailesine ait olan transkripsiyon faktorleridir ve gelisme,
farklilasma ve strese karsi hiicre cevabinda gorev alirlar. Bu gen ailesinin ilk
goriildiigii canlilar denizsakayigi ve kamgili organizmalarin atalaridir ve p63/p73
genine daha ¢ok benzerler. Bu genlerin gorevi tireme hiicrelerinin DNA hasarindan
korunmasidir. Kikirdakli baliklar gibi ilk omurgali tiirlerinde ise bu ata genler ¢ift
kopya olugsturarak p53 genine benzer bir gen ortaya ¢ikmistir. Bu asamada yetiskin
dokularin rejenerasyonunda somatik kok hiicreler gorev almaya baslarken, p53 geni
de tiimor baskilayici fakorlerde goriilen, kok hiicreleri ve projenitor hiicreleri DNA
hasarindan kaynakli mutasyonlardan koruma gorevini iistlenmeye baslamistir (78).
p63'in memelilerde oositlerin genetik stabilitesinin saglanmasindan sorumlu
oldugunun ve hasarli hiicreleri yok ettiginin kesfedilmesi, bu genin evrimsel olarak
en eski form oldugunu disiindiiriir (79). Canlinin ortalama 6mriiniin, herhangi bir
hiicrenin ortalama dmriinden daha uzun olmasi nedeniyle doku yenilenmesi zorunlu
hale gelmistir. Buna bagl olarak da p63 geninin rol oynadig1 ve germ hiicrelerindeki
genetik sagligin korunmasi i¢in gerekli olan kontrol mekanizmasindan, p53 geninin
rol oynadig1 ve somatik hiicrelerdeki genetik sagligin korunmasi icin gerekli olan

daha kompleks ve genel kontrol mekanizmalarina gegise ihtiya¢ duyulmustur (21).
2.3.1. p53

TP53 geni retinoblastoma geninden sonra kesfedilen ikinci timor baskilayici
gendir. p53, ilk olarak 1979 yilinda 53 kd agirhiginda bir protein olarak
tamimlanmustir. Saglikli hiicrelerde diisiik seviyelerde bulunurken, SV40-transforme
hiicrelerde ekspresyonunun arttiginin gosterilmesi, ilk basta hatali sekilde onkogen
olarak siniflandirilmasina neden olmustur. Daha sonra yapilan g¢alismalarda ise
sagliklt p53 proteininin ekspresyonunun transformasyonu durdurdugu yani timor

baskilayici bir gen oldugu belirtilmistir (80).

Insanlarda TP53 geni kromozom 17p13.1'de yer alir. 1. ekzondan 11. ekzona
kadar 19.198 niikleotidden olusur. Kodlayici sekans ikinci ekzondan baslar ve son
ekzona kadar devam eder (78). TP53 geninin kodladigi ve 393 amino asitten olusan

proteinin adi ise p53'tiir (81). Bu proteinde amino-terminal ugtaki 1-42. rezidiiler

14



transaktivasyon alanini igerir. Bunlardan 22 ve 23. rezidiiler bu aktivite i¢in kritik
Oneme sahiptir. 43-63. rezidiiler arasinda yer alan ikinci bir transaktivasyon alaninin
genomdaki p53 tarafindan diizenlenen genlerin transkripsiyonunu aktive ettigi
diistiniilir. Bu alami prolinden zengin olan ve apoptoziste ve protein-protein
etkilesimlerinde rol oynayan bir alan takip eder. 102 ve 292. rezidiiler, p53 tarafindan
kontrol edilen genlerin intronlarinda veya bu intronlarin yakinlarindaki DNA
sekanslarinda dejenerasyonu tespit eden DNA baglantis1 alanini olusturur. 324 ve
355. rezidiiler arasi1 p53 proteininin tetramerizasyon alanini olusturur. 356 ile 393.
rezidiilerden olusan karboksi-terminal alan p53 proteinin stabilitesini ve DNA
baglanma aktivitesini kontrol eder (Sekil 3). p53 ve p63 genlerinin amino-terminal
uclarinda meydana gelen splicing (amino-terminal transaktivasyon alaninin
kaynagmasi) transkripsiyonu baskilayan izoform proteinlerin yapimia yol agcar.
Karboksi-terminal ugta meydana gelen splicing proteinin stabilitesini ve DNA'ya

baglanmasini kontrol eden izoform proteinlerin yapilmasina neden olur (78).

Dia Baflant) Boigesl - Tetdmerizasyon Blges!| Karboksl Terminal Biges! |

Transakiivagyon pliges|
1 1

Sekil 3. p53'lin sematik goriintiisii. 1-42. rezidiiler aras1 aktivasyon bolgesi; 102-292.
rezidiiler arasi dizilime 6zgii DNA baglant1 bolgesi; 324-355. rezidiiler aras1
tetramerizasyon bolgesi; 356-393. rezidiiler aras1 karboksi terminal alan.

p53 ailesi hakkinda yapilan ¢aligmalar 6zellikle tiimdr baskilayict rolleri
tizerine odaklanmistir (21). p53 proteini normal kosullar altinda dokularda ¢ok az
miktarda bulunur. Ancak normal hiicresel donglisiiniin ilerleyigini bozan veya
hiicrenin genomunda bir mutasyona neden olabilecek herhangi bir hiicresel stres
varhiginda aktive olarak hiicre dongiistinii durdurur (20, 82). TP53 geninin aktive
olmasina neden olabilecek {i¢ genetik agidan belirgin yolak oldugu bilinmektedir: 1)
onkogenler, 2) UV 1sinlar1 ve iyonize radyasyon ve 3) hipoksi, sitokinler ve biiyiime
faktorleri gibi diger uyaranlar (81). Aktive olan p53 proteini ya hiicre dongiisiinii G1
evresinde durdurarak hiicrenin DNA hasarini tamir etmesi i¢in zaman saglar ya da
hiicreyi apoptoza yonlendirerek hasarli DNA'nin ¢ogalmasini engeller (83). Aslinda
TP53'lin hiicresel streslere cevabi stresin tiiriine gore ¢ok farklilik gosterebilmektedir.
Yapilan caligmalar hiicrelerin besin eksikligine karsi verdigi yanitlarda glukoz

metabolizmasinin diizenlenmesinde veya oksidatif stres varliginda ROS (reaktif
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oksijen tiirleri) seviyesini indirgenmesinde p53'iin rol aldigin1 gostermistir. Bu veriler
15181inda, p53'iin strese verilen yanitta iki onemli ancak birbiriyle zit fonksiyonu
oldugu soylenebilir (84). Bu fonksiyonlardan birincisi, giinliik yasamda karsilagilan
diisiik dereceli ve devamli streslere bagli olarak meydana gelen kiigiik DNA
hasarlarinda, ROS seviyesini diisiirerek ve hasarli hiicrenin DNA'sin1 tamir etmesini
saglayarak hiicrenin yasamasmi saglamaktir. Ikinci bir fonksiyonu ise, onkogen
aktivasyonu veya yiiksek dozda radyasyona maruz kalma gibi siddetli ve devamh
streslerde, ROS seviyesini yiikselterek hiicreyi apoptoza yonlendirmektir (Sekil 4)
(85-87).

Saglikli pS3 ol
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Sekil 4. Saglikli ve mutant p53'iin genotoksik streslere karsi yanit.
Bensaad ve ark. (2005)'den modifiye edilmistir.

p53'lin tiimor baskilayic1 6zelliginin yani sira bazi kanser tedavilerinin etki
mekanizmasinda da rol oynadig1 diisliniilmektedir. p53 proteininin  kanser
hiicrelerinin radyoterapiye ve kemoterapiye yanitinda da rol oynadigi gosterilmistir

(88, 89). Ancak p53 proteininin kemoterapotik ilaglara yaniti tek diize degildir.
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Kanser hiicrelerinde, TP53 geninde mutasyon olmasi veya olmamasi ve
mutasyonlarin ¢esidi gibi faktorler, farkli kemoterapotik ilaglara olan direnci etkiler

(88-90).

p53 proteininin yar1 6mrii ¢ok kisa oldugu i¢in (4-20 dk.) normal dokularda
immiinohistokimyasal boyamalarla tespit edilemez (24, 81, 91-95). Boyanma
gbzlenen ¢ok az sayidaki hiicre ise epitelin bazal tabakasinda yer alir (81). Ancak
hiicrelerde meydana gelen strese ve bu stres sonucu olusan DNA hasarina bagh
olarak aktive olan p53 proteini dokularda daha uzun siire kalabilir (82, 96-98).
p53'in dokularda daha uzun siire kalmasini saglayan farkli mekanizmalar mevcuttur.
Bunlar p53'in  fosforilasyonu, Mdm2 fosforilasyonu, p53'in sitoplazmik

sekestrasyonu, p14°~*

aktivasyonu gibi mekanizmalardir. Bu mekanizmalarin tlimii
de p53 proteininin diizenleyicisi ve yikimini kontrol eden protein olan Mdm2'nin
p53'e baglanarak, p531in hiicre c¢ekirdeginden sitoplazmaya aktarilmasini ve
yikiminin baslatilmasini engellemektedir (Sekil 5) (81, 99). Ayrica TP53 geninde
meydana gelen mutasyon sonucu tiretilen mutant p53 proteinleri de hiicrelerde uzun
siire kalabilir. Uretilen mutant p53 proteinleri hem tiimér baskilayict &zelliklerini
kaybederler hem de Mdm2'yi aktive edemezler. Bu nedenle p53 proteininin yikimi

meydana gelmez (81, 92, 100).
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Sekil 5. Genotoksik strese karsi olusan yanitta, p53 stabilizasyonu ve fonksiyonunu
diizenleyici mekanizmalar.

Kubbutat ve ark. (1998)'den izin alarak kullanilmistir.

Farkli lezyonlarda veya hastaliklarda p53 proteininin varligi arastirilirken
immiinohistokimyasal boyama teknigi kullanilir. Ancak immiinohistokimyasal
boyamalarda kullanilan antikorlar saglikli ve mutant p53'leri ayirt edemezler (81).
Ayrica immunohistokimyasal boyamalarda kullanilan farkli antikorlar farkli izoform
p53 proteinlerini tespit edebilirler ancak bunlari ayirt edemezler (20, 101). Bu
nedenle p53 proteininin saglikli m1 yoksa mutant m1 oldugunu belirlemek i¢in TP53
geninin incelenmesinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi ve sonrasinda
dizilim analizi veya ¢esitli jel analizleri uygulanmaktadir (81). Son yillarda nested
PZR teknigi ile yapilan ¢aligmalarda 6zellikle yass1 hiicreli karsinom gibi hastalikli
doku Orneklerinde p53'iin farkli izoformlarini sentezleyen mRNA'larin varlig tespit
edilmistir (101). Ancak mevcut antikor boyamalari ile bu izoform proteinlerin

dokularda varlig1 tespit edilememistir (94).

Farkli lezyonlarda p53 proteininin varliginin arastirildigi ¢alismalarda, oral
pemalign lezyonlarin ve durumlarin malign transformasyon olasiligin1 belirlemede

p53 ve Ki-67 ekspresyonunun belirleyici olabilecegini gosteren ¢alismalarin yani sira
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(16, 102-104), tam tersi goriisii destekleyen calismalar da mevcuttur (105). Bu
calismalarda, orneklerde p53 tespit edilmesinin nedeni olarak TP53'teki mutasyona
bagli mutant p53 proteinlerin sentezlenmesi ve bu proteinlerin yar1 dmriiniin daha
uzun olmasi nedeniyle dokularda daha uzun siire kalmasi oldugu one siiriilmiistiir.
p53 boyanmasi ile kanser gelisimi arasindaki iliski de bu proteinlerin hasarl
proteinler olmasi nedeniyle tiimor baskilayic1 6zelliklerini kaybetmis olmalarina
baglanmistir (16, 81, 95, 104, 106-108). Ancak mutasyon izlenmeden de p53
proteininin ekspresyonunun artabilecegini gosteren calismalar mevcuttur. Ayrica
farkli odontojenik patolojilerin farkli biyolojik davraniglar géstermelerinin nedeninin

de p53 proteini olabilecegi diisiiniilmektedir (96, 109, 110).
2.3.2. p63

p63, timor baskilayict trankripsiyon faktdrii olan p53 ile yapisal ve
fonksiyonel olarak homolog olan bir proteindir. Diziliminin p53'e benzer olmasi ve
yapisinda p53 ile benzer alanlar igermesi nedeniyle oligomer olusturabilir, DNA'ya
baglanabilir, DNA hasarina yanit olarak p53'e duyarli genleri aktive ederek hiicre
dongiistinii durdurabilir ve apoptozu tetikleyebilir (21). TP63 geni kromozom 3927-
29 tiizerinde yer alir ve 14 ekzonda 265,822 niikleotitten olusur (Sekil 6). pS3 gen
ailesinin en son kesfedilen iiyesi olmasina ragmen yapilan arastirmalar bu genin bu
ailenin en eski iiyesi oldugunu ortaya koymustur (21, 78, 79, 111).

DINA Bait Boiges! Tatimeizasyon Biges %mmmm |

Tranzaktivesyon Bligesi

Sekil 6. p63 proteininin yapisinin sematik goriiniim.

p63'lin, transaktivasyon alani igeren tam boyuttaki izoformlar1 TA63, amino
uctan budanmis olan ve transaktivasyon alani igermeyen izoformlart ise AN63 olarak
adlandirtlir (21). Transaktivasyon alani bulunmadigi icin transkripsiyon ozelligi
bulunmayan AN63 proteininin AN63a, AN63B ve AN63y olmak iizere {i¢ izoformu
vardir (21, 111). Bunun disinda karboksi ucunda eklentiye ugramis olan ii¢ izoform

protein ile beraber en az 6 tane izoform protein oldugu diisiiniilmektedir (111).

p63'in evrimsel gelisim siirecinde ilk gorildiigli organizmalar olan

denizsakay1g1 ve kamgcili organizmalardaki gdrevinin iireme hiicrelerini stres ve
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cevresel etkenlere bagli hasarlardan korumak ve saglikli nesillerin gelisimini
saglamak oldugu bilinmektedir (21, 78). Organizma gelisip daha karmasik yapilara
gecildiginde, p53 gen ailesi bu gorevlerinin yaninda baska gorevlerde almaya
baglamistir (78). Tam boy p63 proteini olan TA63, p53'e benzer sekilde gorev
yaparken, budanmis olan AN izoformlarinin aktif izoformlarin inhibitérii olarak
gorev yaptigr distndlir (21, 111, 112). p63'in, timor baskilayici mekanizmalarda
p53'le beraber ¢aligmasinin yani sira, stres yoklugunda en 6nemli gorevi gelisim ve
farklilasmanin diizenlenmesidir (21). p63, gelisim siirecinde epitel katmanlarinin
olusmasmin indiiksiyonunda ve olgun epidermiste pluripotent kok hiicre
populasyonunun korunmasinda énemli rol oynar (111). Yassi epitel ve tiirevlerinin,
ekstremitelerin ve kraniyofasiyal yapilarin gelisiminde de p63'iin rolii vardir (21,
113, 114). p63'in, epidermisin gelisiminin énemli bir pargast olan keratinositlerin
cogalmas1 ve farklilasmasi olaylarimi diizenleyen ana faktér oldugu calismalar
sonucunda rapor edilmistir (111, 115). p63 knockout fareler kullanilarak yapilan
deneylerde, yavrular canli dogmuslar ancak derileri ve lakrimal epitel, tiikriik bezi
epiteli gibi ¢ok katli epitelleri olmadigi icin kisa siire icinde Slmiislerdir (21, 78,
113). p63™ embryolarin gelisimi incelendiginde embriyolojik 11. giinde (E11) dental
lamina olusumunun saglikli embriyolarla aymi sekilde gelistigi ancak E12 ve E13'te
diglerin olusmasinda 6ncii olan dental plakodlarin gelismedigi goriilmiistiir (112). Bu
calismalarda elde edilen bir bagka bulgu ise embriyolojik gelisim doneminde epitel
ve epidermis katmanlarinin  olusumundan, hayat boyu bu dokularin
rejenerasyonundan, kok hiicre populasyonunun varliginin devamliligindan ve
farklilagmasindan sorumlu olan p63'iin, transaktivasyon bolgesi icermeyen ANp63
oldugu tespit edilmistir (112, 113, 115). Ayrica ANp63'in klonojenik ve ¢ogalma
kapasitesi yiiksek epitel hiicrelerinde ekspresyonunun fazla olmasi ve p63‘/' epitel
kok hiicrelerinin prematiire proliferasyona ugramasi, bu genin epitel kok hiicrelerinin
¢ogalma kapasitelerini belirleyen anahtar faktdr oldugunu diistindiiriir (116). Lee ve
ark.'min zebra baliklar1 iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarda, epitel hiicrelerinin
proliferasyonunu ANp63'iin sagladigin1 ve bunun i¢inde p53'lin transkripsiyonel
olarak aktive olmasini engelledigini belirtmislerdir (115). Saglikli oral epitelde p63
izoformlarimin varhiginin incelenmesinde, saglikli oral epitelin bazal tabakalarinda

ANp63a yogun olarak izlenirken, {ist tabakalarda TAp63a boyanmasinin daha yogun
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oldugu rapor edilmistir. Yani epitelin rejenerasyonundan sorumlu olan kok hiicre
popiilasyonun bulundugu bazal tabakada ANp63a, epitelin farklilasmasini
tamamlamis hiicrelerden olusan iist katmanlarindaysa TAp63a tespit edilmistir. Bu
sonuca gore, kok hiicre populasyonunun devamliligini ANp63a saglarken
farklilasmada ise TAp63a'nin goérevi olabilecegi One sirilmiistir (117). p63 ve
p53'iin hiicre ¢ogalmasi, hiicre ¢ogalmasinin durdurulmasi ve apoptozda nasil gorev
aldiklarini arastiran g¢aligmalarda, hiicre kiiltiirlerinde ANp63'iin ve p53'in hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi, DNA tamiri ve apoptozda gorev alan hedef genlerde
konsensus  baglanti noktalarma  baglandiklari, hiicrelerde = DNA  hasar
olusturuldugunda ise ANp63 miktarinin azalirken p53'in ayn1 kaldig1 gosterilmis ve
ANp63 ile p53'iin z1t etki gosterdikleri ve birbirlerinin diizenleyicisi olabilecekleri
sonucuna varilmistir (118). Ancak daha sonra yapilan caligmalarda, ANp63'in
baskilandig1 hiicre kiiltiirlerinde, p53'in durumundan bagimsiz olarak hiicrelerin
apoptoza ugradigi, bu nedenle ANp63'in pS53'ten bagimsiz bir mekanizmayla
apoptozu inhibe etmis olabilecegi belirtilmistir (112, 119, 120). Oral displazi ve oral
yasst hiicreli karsinomlarda p53 ve p63 boyanmasi arasinda korelasyon bulunmamasi
da iki proteinin birbirinden bagimsiz islevleri oldugu goriisiinii desteklemektedir

(103).

p63 ve Ki-67 ekspresyonunun beraber izlendigi mesane kanseri ve
myoepitelyal karsinoma hastalarinda hastalik daha siddetli seyretmis ve daha ¢ok
rekiirens ve metastaz izlenmistir (18, 121). Oral premalign lezyonlarin malign
transformasyon riskinin belirlenmesinde de ANp63'iin belirleyici olabilecegi
belirtilmistir (122) Yapilan bir ¢alismada, p63'in kemigin dev hiicreli tiimoriinde
varlig1 tespit edilmis ve santral dev hiicreli timdrle ayirict tanida kullanilabilecegi
rapor edilmistir (15). Benzer sckilde akcigerlerde yassi hiicreli karsinomla
adenokarsinomun ayirici tanisinda, tirotelyal karsinomla renal hiicreli karsinomun
ayirict tanisinda, prostat kanserinin teshisinde ve bazi meme kanserlerinin bazal

fenotipinin belirlenmesinde de p63 kullanilabilir (123).
2.4. Sigara

Antik  Misir'de, Perslerde, Cin'de ve Mayalarda tiitiin kullanildig:
bilinmektedir. Ancak tiitiiniin Avrupa'ya gelisi, Kristof Kolomb'un Yeni Diinya'y1 ilk
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kesfettigi seyahatinden sonradir. Yayginlasmasi ise 16. yiizyilda olmustur. ilk
zamanlar tedavi edici etkileri olduguna inanilan, Kutsal bir bitki olarak kabul
edilmistir. Titliniin, sagirlik, bas agrisi, dis agrisi, karin agrisi, parazit, oksiiriik,
astim, yanik, epilepsi, kanser, kolik ve karaciger, dalak ve uterus hastaliklarinin
tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (124, 125). Ancak 17. yiizyilin sonunda

tiitliniin tedavi edici 6zelliklerinin biiyiik bir kismi kanitlanamamistir (124).

Tiitiine kars: ilk goriis 1604 yilinda Ingiltere Krali I. James tarafindan ortaya
atilmigtir. Bir sene sonra Oxford'da halka agik bir tartisma gerceklestirilmis ve
burada tiitiin kullaniminin korliige, sagirhia, viicutta giigsiizliige ve yasam siiresinin

kisalmasina yola agabilecegi goriisti belirtilmistir (124).

Sigara yapimi ise ilk olarak 1880'lerde baslamistir ancak 1920'lere kadar
yaygin bir titlin {irlinii olarak kabul gormemistir. Sigara disinda tiitlin, tiitiin
yapraklaria sarilarak, pipo denilen bir ucunda tiitiin konulan bir haznesi olan tahta
cubuk ile veya nargile adi verilen ve tiitiin dumanimin suyun i¢inden gecirilerek
filtrelendigi mekanizmalarla kullanilabildigi gibi direkt olarak ¢igneyerek veya toz

haline getirip burundan ¢ekerek de tiiketilebilmektedir (124).
2.4.1. Sigara Dumanimin Kimyasal Bilesenleri

Sigaranin i¢inde yaklasik 5000 kimyasal bilesen bulunur (126-128).
Bunlardan 81 tanesi Uluslararast Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan
kanserojen madde olarak smiflandirilmigtir (126). Sigara dumami dort simifta

smiflandirilmistir (129):

Ana akim dumani: Sigara icen kisi, yanan sigarayr i¢ine ¢ektigi sirada

sigaranin 1200-1600°C sicaklikta yanmasi sonucu olusan sigara dumanidir.

Yan akim dumani: Sigara igen kisi, sigaradan bir nefes ictikten sonra bir
sonraki nefese kadar sigaranin yanan ucu yaklasik 900°C'de yanmaya devam ederken

¢ikan sigara dumanidir.

Ikincil sigara dumani: %85 yan akim ve %15 kisinin disar {ifledigi ana akim

dumaninin karigimidir.
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Ucgiinciil sigara dumani: Yeni tanimlanan bu duman tiirii sigara kullanimi
bittikten sonra mekanda bulunan duvar, kapi, esyalar, giysiler, cilt vb. yiizeyler
tarafindan emilen ve kimyasal doniisiime ugrayarak yeni toksik bilesenler olusmasina

neden olan artik tiitiin dumanidir (130).

Sigara dumaninin %95'1 gazlardan olusur ve yogunluklu olarak azot, oksijen
ve karbondioksit bulunur. (131) Sigara dumaninda bulunan kanserojen bilesikler ise

ana grup olarak:

e Polisiklik hidrokarbonlar

e Aza-arenler

e N-nitrozaminler

e Aromatik aminler

e Heterosiklik aromatik aminler

e Aldehitler

e (Cesitli organik bilesikler

e Inorganik bilesiklerden
olusur (131).

Sigara dumaninda bulunan formaldehit ve o,B-doymamis aldehitler gibi
kanserojenler direkt olarak DNA'ya baglanarak kovalent eklentiler olusturabilirken,
cogu kanserojenik bilesikler prokanserojen olarak siniflandirilir ve kanserojenik etki
gosterebilmeleri igin metabolik olarak aktive olmalart gerekir (129). Sigara
dumaninda bulunan kanserojen maddeler, sitokrom P450 enzimi tarafindan
metabolize edilerek viicuttan atilir. Ancak bu islem sirasinda ortaya cikan ve
elektrofilik bolge igeren metabolitler oldukca reaktiftirler ve kolayca DNA ile
etkilesime girerek DNA eklentileri olusturabilirler (132).

Sigara dumaninda bulunan bir diger zararli madde grubu ise serbest
radikallerdir. Sigara dumaninin gaz fazinda agirlikli olarak nitrik oksit, partikiil
fazinda ise kinon-hidrokinon karigimi bulunmaktadir. Nitrik oksit ve partikiil fazinda

bulunan kinonlar sinerjistik etki gostererek redoks tepkimelerini baslatirlar ve son
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irlin olarak da oksijen molekiillerinden hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi

reaktif iirlinler meydana gelir. Bu reaktif {irtinler hiicrelerde DNA hasar1 olusturur
(131).

2.4.2. Sigara Kullanimi ve Agiz Saghgi

Viicutta sigara dumanina ilk maruz kalan bolge agiz i¢i oldugu i¢in, sigaranin
ag1z i¢i dokularda yikict etkileri olabilecegi diisiiniilmiistiir ve yapilan ¢alismalarda
sigara kullanim1 ile periodontal hastaliklar, dis ciiriikleri, oral kanserler arasinda
iliski oldugu gosterilmistir (133). Ayrica hamilelikte sigara kullaniminin bebekte
yarik damak-dudak gelisimi riskini arttirdig1 gosterilmistir (134, 135). Ayrica sigara
kullaniminin sigaraya bagli melanozis, nikotin stomatiti, killi dil, halitozis, oral

kandidiyazis, kuru soket gibi durumlarla da iliskili oldugu gosterilmistir (133).

Sigaranin yara iyilesmesi tizerindeki etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmese
de olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (136). Sigarada bulunan kimyasal
maddeler, noétrofiller ve makrofajlar gibi viicudun savunma hiicrelerinin yapisini
bozarak yara iyilesmesinde gecikmelere veya kotii yara iyilesmesine neden olur.
Ayrica vazokonstriktdr etkisi ve eritrosit proliferasyonunu azaltan etkisi nedeniyle
dokulara taginan O, miktar1 azalarak hipoksiye neden olur. Fibroblast yapiminin

azalmasi sonucu kollajen tiretimi azalir ve yaralarin gerinim dayanimlar1 azalir (128).

Tiitinde bulunan kanserojen maddeler ¢ok farkli DNA lezyonlarina neden
olabilirler. Bunlar, seker hasari, apurinik/aprimidinik (AP) bolgeler, modifiye bazlar
(6r. 0°-mG ve 8-0x0G) baz eklentileri gibi kiiciik lezyonlar olabilecegi gibi DNA
capraz baglantilart ve kirilmalari gibi daha ciddi lezyonlar da olabilir. Sigara
kullanimi, basg-boyun bolgesi kanserlerinin en biiyiik etkenlerinden biridir (9-11).
Yass1 hiicreli karsinom en ¢ok goriilen bas-boyun kanseri tiirlerinden biridir ve en sik
oral kavite ve orofarinkste goriiliir (12). Sigara i¢inde yer alan kanserojen maddelere
tekrarlayan sekilde maruz kalma, oral kavitenin ¢ok katli yassi epitel hiicrelerinde
neoplastik degisikliklere yol agar (13). Yapilan ¢aligmalarda giinliik tiiketilen sigara
miktarinin ve sigara kullanma siiresinin oral kanser riskini arttirdigi belirtilmistir
(137). Sigara dumaninda bulunan kanserojen maddeler ¢ok iyi bilinmekle beraber
kansere yol agma mekanizmalari tam olarak acikliga kavugmamistir (138). Sigara

igilirken maruz kalinan PAH (polisiklik aromatik hidrokarbonlar), nikotin tiirevi N-
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nitrozamin ketonlar ve diger kanserojen maddeler, metabolik detoksifikasyon iglemi
ile viicuttan atilabilir veya metabolik aktivasyon sonucu DNA'ya baglanabilir. DNA,
ya kendini tamir eder ya da apoptozla hiicre kendini yok eder. Ancak p53, p26 gibi
genlerde meydana gelen bazi mutasyonlar sonucu hasarli DNA kendini kodlamaya
devam ederek cogalir ve akciger kanseri gelisebilir (131). Ayrica sigaranin ig¢inde
bulunan kinon ve hidrokinon gibi serbest radikaller oksijen molekiilleri ile etkilesime
girerek reaktif oksijen tiirevleri olusturup hiicre DNA'larinda hasara yol acabilir
(127, 131). Serbest radikaller, farkli mekanizmalarla kanserin farkli basamaklarinda

rol oynayabilir (Sekil 7).

Antioksidanlar ve antioksidan enzimler|

} *™ Protein hasari e
/ T Modings

. o
= peroksidasyonu St
. . tamiri

Radikaller ; rd
' DNA >
T e > aslanoic
kesintileri \ Baglangic
= DNA baz

- degisimleri .
ve eklentileri llerleme
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Sekil 7. Radikallerin ve antioksidanlarin timor olusumundaki rolleri.

Pryor ve ark. (1997)'den alinmustir.

Uzun siireli sigara kullaniminin hiicrelerdeki mitokondrilerde mutasyona yol

act1g1 ve bu mitokondrilerin apoptoza direngli hale geldikleri gosterilmistir (138).
2.5. Mutasyon

Organizmanin genomunda meydana gelen degisikliklere DNA lezyonlar
denir. DNA lezyonlar1 spontan olarak gelisebilir (depiirinasyon), endojen olarak
tetiklenebilir (reaktif oksijen tiirevleri), radyasyon (UV isinlari, X-isinlari) ve
kimyasallara maruz kalinmasi sonucunda meydana gelebilir. DNA hasarina yol agan
etkenler mutasyona ve kanser olusumuna neden olduklar1 i¢in mutajenik ve
kanserojen olarak adlandirilirlar (22). Ancak DNA'da kimyasal hasar meydana

gelmesi tek basina mutajenik bir olay degildir. DNA hasar1t meydana geldikten sonra
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bu DNA'nin kendi kopyasini ¢ogaltarak diger nesillere aktarmasini engelleyen ¢ok
sayida kontrol mekanizmasi mevcuttur (22, 24). Eger hasarli DNA bu kontrol
mekanizmalarindan kagip kendini ¢cogaltabilirse ve sonraki hiicrelere bu hasarli DNA
dizilimi aktarilirsa mutasyon ger¢eklesmis demektir (Sekil 8). Yani mutasyon, hiicre
cogalmast ile sonraki hiicrelere aktarilabilen genetik materyaldeki degisiklik
demektir (23, 24). Hiicrede meydana gelen mutasyon kansere neden olabilecek bir
proteinin aktivitesini arttirtyorsa, mutasyonun meydana geldigi gen onkogen olarak
smiflandirilir; eger mutasyon genin aktivitesini azaltarak kanser olusumunu

tetikliyorsa, bu genler timor baskilayici gen olarak siniflandirilir (24).

-

Ekzojen ve endojen kaynakh

L DNA hasan )
Proliferatif hiicrelerde Prolifere olmayan hiicrelerde
DNA hasan _ . DNA hasan
DNA tamiri
l Y
Tamir veya Transkripsiyon
* ficre S, 2
replikasyonda____ Hf_““r“ — Bl kp' N
hata slimi ORaj
¥ Y
Mutasyonlarm Azalmig gen
klonal ekspresyonu
ekspansiyonu
Y
Premalign Doku ve organlarda
lezyonlar fonksiyonel gerileme

Sekil 8. Kanser olusumu ve yaslanmada DNA hasar1 ve DNA tamirinin rolii.
Mutasyonlar genomdaki degisikligin tiiriine gore siniflandirilir. Bunlar:

> Baz ¢ifti (niikleotit ¢ifti) degisikligi: ikiye ayrilir, piirin grubu niikleobazlar
veya pirimidin grubu niikleobazlar ayni grup niikleobazlarla yer degistirebilir
(A—G), (C—T) veya karsit grup niikleobazlar ile yer degistirebilir (A—C),
(G—T). Bu baz degisiklikleri olusturduklar etkilere gore:

a. Etkisiz (silent) mutasyon : Yeni kod, farkli bir amino asit kodlamaz, eski

amino asit kodlanmaya devam eder.
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b. Hatali anlaml1 (missense) mutasyon : Yeni baz dizilimi eski amino asitten

farkli bir amino asit kodlar.

C. Anlamsiz (nonsense) mutasyon : Yeni baz dizilimi herhangi bir amino
asit kodlamaz, sonlama kodonuna doniisiir ve normalden kisa protein
sentezlenerek genin normal fonksiyonunu yerine getirmesine engel teskil

eder.

Eger baz ¢ifti degisikligi genin 5' ucundaki diizenleyici bdlgelerde meydana
gelirse, genin transkripsiyon, translasyon ve splicing o6zelliklerinde degisiklige yol
agabilir.

X/

X Cerceve kaymasi (frame shift) : Genin kodlama bolgesinde bir veya daha ¢ok
niikleotitin eklenmesi veya silinmesi ile meydana gelir. Genlerde amino asit
kodlayan kodonlar ii¢ niikleotitten olusur ve protein kodlayan dizilim bir
gergeve olusturur. Bu niikleotit dizilimine bir veya daha fazla niikleotit
eklenir veya c¢ikarilirsa kodlama c¢ergevesinde kayma meydana gelir ve
protein i¢indeki tiim amino asit dizilimi degisir. Dogru protein kodu digindaki
tim kod ¢erceveleri genellikle durdurucu kodon (stop kodonu) igerecekleri

icin kodlanan protein normalden kisa budanmis mutant bir protein olacaktir

(23).

Mutasyonlar hiicre dongiisiiniin dogal bir sonucu olarak spontan sekilde
meydana gelebilir. Bu tiir mutasyonlara spontan mutasyon denir. Eger mutasyon
DNA'nin gevresel ajanlarla veya mutajen faktorlerle etkilesimi sonucu meydana

geliyorsa indiiklenmis mutasyon adini alir (23).

Indiiklenmis mutasyona yola agabilen mutajenik faktorler ise sunlardir:
<> Kimyasal Mutajenler

¢ Baz analoglar1 : Bromourasil ve aminopurin

¢ Bazlarin yapilarin1 ve eslesme 6zelliklerini bozan kimyasallar : Nitroz

asit, nitrozoguanidin, metil metansulfonat, etil metansulfonat
¢ Dizin arasina eklenen ajanlar : akridin orange, proflavin, etidium bromid

¢ DNA yapisini bozan ajanlar : peroksitler, psoralen, NAAAF
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o Iyonize Radyasyon

¢ Elektromanyetik spektrum : Elektromanyetik dalgalar farkli dalga
boylarinda ve farkli enerjilerde olur. Dalga boyu kisaldik¢a icerdigi
enerji fazlalasir. Biyolojik etkileri agisindan dnemli olanlar ise UV, X

15101 ve gamma radyasyonudur.

0 lIyonize radyasyon : X ve gamma 1gmlar1 yiiksek enerjileri sayesinde
biyolojik molekiillerle temas ettiklerinde reaktif iyonlar olusturabilirler.

Bu 1sinlara iyonize radyasyon denir.

¢ UV (ultraviyole) : UV ismlar1 daha az enerjiye sahip olduklari igin
biyolojik molekiilleri iyonize etme kapasitesine sahip degillerdir ancak
dalga boylar1 nedeniyler DNA bazlar1 ve proteinlerin aromatik amino
asitleri tarafindan emilirler. Bu nedenle 6nemli biyolojik ve genetik

etkileri vardir (23).

Insanlarda yaygin goriilen hastaliklarin genetik 6zelliklerini arastirmak igin
olusturulann “DNA Polimorfizmi Kesif Kaynagi”'ndan elde edilen verilere gore
DNA'da gozlenen dizilim farkliliklarinin %90" tek baz degisimi yani SNP'dir (Single
nucleotide polymorphism) (139).

2.5.1. TP53 Mutasyonlari

Timorlerde en sik goriilen genetik bozukluk TP53 geninde meydana gelen
mutasyonlardir ve %50'den fazla oranda goriiliir (132, 140). Bas boyun bolgesinde
ve agiz iginde en sik goriilen kanser tiirlerinden birisi yassi hiicreli karsinomdur (12,
141). Yapilan calismalarda yassi hiicreli karsinomlarda yiiksek oranda TP53
mutasyonu bulunmustur %75 (142), %21 (141), %33 (91). Bunun yani sira
ameloblastomada, ameloblastik karsinomada, oral liken planusta, oral epitelyal
displazilerde, oral hiperkeratozda, karsinoma in situ'da, graniiler hiicreli tiimorde,
keratokistik odontojenik tiimorde ve dentiger6z kistte de TP53 geni mutasyonu rapor
edilmistir (91, 110, 142-146). TP53 geninde mutasyon gozlenmeyen kanserlerin
biiyiikk bir kisminda ise p53 proteininin inaktivasyonu séz konusudur (20, 147).
Yapilan calismalarda p53'iin kanser kok hiicreleri ile alakali oldugu ve kok hiicre

belirtegleri iceren kanserlerde p53 mutasyonu gozlenirken, iyi farklilagsmis kanser
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hiicrelerinde saglam p53 goriildiigii rapor edilmistir (148). Bu mutasyonlar
sonucunda p53 proteini ya timor baskilayic1 6zelligini kaybeder ya da onkogenik
ozellik kazanir (132). Cok gesitli timor vakalari tizerinde yapilan galigmalarda kolon
kanserlerinin %75-80'inde p53'in her iki alelinde de kayip oldugu, bunlardan birinde
delesyon (silinme) digerinde ise nokta mutasyon meydana geldigi gosterilmistir.
Nokta mutasyon sonucu siklikla yanlis kodlama ve hatali protein sentezi gerceklesir.
Benzer sekilde akciger kanserlerinde, beyin ve meme tiimorlerinde de p53
bolgesinde homozigotlukta azalma goriiliir. p53'iin tek bir alelinde meydana gelen
mutasyonlar (delesyon-silinme) ¢ekinik 6zelliklidir ve saglam alelde de inaktivasyon
meydana geldiginde timoér olusumuna neden olurlar (149). ilk baslarda p53
proteinindeki mutasyonlarin biiylik cogunlugunun 5 ve 8. ekzonlar arasinda meydana
geldigi diisiiniiliirken daha sonralart 4., 10. ve daha az oranda 9. ekzonlarda da sik
mutasyon gozlendigi belirtilmistir (147). pS3 mutasyonlarinin bilyiik ¢ogunlugu,
proteinin DNA'y1 baglayan bdlgesinde meydana gelen, hatali kodlamaya yol agan
nokta mutasyonlar olmalar1 nedeniyle daha stabil ancak inaktif olan ve tiimdr
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde biriken proteinlerin sentezlenmesine neden olur (90,
132, 147). TP53 mutasyonlar1 ile dokularda p53 birikimi meydana gelmesi
arasindaki korelasyon %80'dir (147, 150). %20 oraninda goriilen gergeve kaymasi
mutasyonlar1 veya anlamsiz mutasyonlar daha ¢ok 4., 9. ve 10. ekzonlarda meydana
gelir ve protein sentezi olmadigi i¢in immiinohistokimyasal yontemlerle tespit
edilemez (147). Diger timor baskilayict genlerin aksine p53 mutasyonu goriilen
hiicrelerde tam boy mutant p53 proteininin ekspresyonunun yiiksek seviyelerde
izlenmeye devam etmesi ve insan kanserlerinde p53 geninde silinme
mutasyonlarindan ziyade hatali kodlama mutasyonlarmin daha ¢ok goriilmesi bu
proteinlerin bir sekilde islev kazanimi yoluyla onkogenik 06zellik kazanmis
olabilecegini veya kanserin ilerlemesinde rol oynayabilecegini diisiindiiriir (90, 147,
151). Saglikli ve mutant p53 proteinlerinin beraber goriildiigii durumlarda mutant
proteinler saglikli proteinler ile tetramer olusturarak saglikli proteinlerin

fonksiyonlarini inhibe edici etki gosterirler (24, 147, 152).

TP53 geninde meydana gelen somatik mutasyonlarin diginda germ hattinda
meydana gelen mutasyonlar, Li-Fraumeni Sendromu'na neden olur (153, 154). Li-

Fraumeni Sendromu teshisinde klinik olarak, hasta bireyde erken yasta sarkoma,
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birinci derece akrabalardan birinde <45 yasinda kanser gelisimi ve yine birinci veya
ikinci derece akrabalardan birinde <45 yasinda kanser veya herhangi bir yasta

sarkoma gelisimi olmasi1 gerekir (155).

Oral bolgede en sik goriilen kanser tipi olan yassi hiicreli karsinomun
etyolojisinde tiitiin mamiillerinin biiyiik bir rolii olmasi ve bu kanser tiirlerinde ayni
zamanda yliksek oranda TP53 geni mutasyonu izlenmesi, tiitiin mamiillerinin TP53
geninde mutasyona yol agabilecegi diislincesini dogurmustur. Yapilan ¢aligmalarda
titlin Urlinlerini kullananlarda TP53 mutasyonuna daha sik rastlandigi rapor
edilmistir (10, 156-160). Ayrica oral yassi hiicreli karsinomlarda ve akciger
kanserinde sigara kullanan bireylerde G:C—A:T tranzisyonu ve G:C—T:A
transversiyonlarinin daha ¢ok goriilmesi tiitlin mamiillerinin iginde yer alan
kanserojen maddelerin TP53 geni {izerinde belli bir mutajenik etki gosterdigi
goriisiinii desteklemektedir (132, 161). Yapilan arastirmalarda akciger kanserlerinin
etyolojisinde sigarada bulunan kanserojen maddelerden PAH ve akroleinin DNA
eklentisi olusturarak rol oynadig1 ve bu eklentilerin ayn1 zamanda p53 geninin en sik
mutasyon gozlenen hotspots bolgelerinde meydana geldigi rapor edilmistir. Ayrica
bu kanserojen maddelerin olusturdudu DNA eklentilerinin en stk G—T

transversiyonuna neden oldugu belirtilmistir. (132, 162).
2.5.2. TP63 Mutasyonlari

TP53 geninin tersine TP63 geninde mutasyon nadiren izlenir (111, 163).
Fareler iizerinde yapilan calismalarda p63+/' farelerin yasam siirelerinin p63+/+
farelerden daha kisa oldugu rapor edilmistir. p63+/' farelerde, yassi hiicreli karsinom,
histiyositik sarkoma gibi malign tiimorlerin yani sira, yasst hiicreli hiperplazi,

akciger adenomu gibi premalign lezyonlar gelismistir (164).

Kanserlerde TP63 geninde mutasyon nadir olarak izlenirken kanserlerin
biiyiik ¢gogunlugunda p63 proteininin ekspresyonunda artis gézlenir (103, 111). Oral
yasst hiicreli kanserlerde kanser evresi ile p63 ekspresyonu arasindaki baglanti,
timor hiicresi neslinin olgunlagmamis olmasina baglanmistir. Kot farklilagsmis
kanserlerde p63 ekspresyonunun izlenmemesinin ise bu kanser hiicrelerinin tamamen
farklilasmis olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmustiir (103). Farkli p63 izoform

proteinlerini tespit etme yetenegine sahip giincel antikorlar kullanilarak yapilan
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immunohistokimyasal analizlerde 6zellikle yass1 hiicreli karsinomda ANp63

proteininin ekspresyonunda artis gozlenmistir (123, 165).

Bununla beraber Stransky ve ark. bas boyun bdlgesi kanserlerinde gdzlenen
mutasyonlari inceledikleri ¢alismalarinda TP53 disinda en ¢ok mutasyon goriilen gen
grubunun epidermal yapilarin gelisiminden sorumlu NOTCHL1, IRF6 ve TP63 genleri
oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilar, bu genlerdeki mutasyonlarin, prekiirsér
hiicrelerin ¢ok katli yass1 hiicrelere farklilasma siirecini sekteye ugratarak yassi

hiicreli karsinom gelisimine neden olduklari hipotezini 6ne siirmiislerdir (166).

Agiz i¢i dokularda ve lezyonlarda p63 ekspresyonunun incelendigi
caligmalarda, p63'in en yogun olarak keratokistik odontojenik tiimoérlede boyandigi
ve p63 boyanan hiicrelerin, normal agiz i¢i mukozasinin tersine bazal tabakayla
siirli kalmadigi belirtilmistir (167). Yapilan ¢alismalarda, oral epitelyal displazide,
oral yassi hiicreli karsinomda, oral submukéz fibroziste, eritrolokoplakide p63
ekspresyonunun yogun olarak izlendigi rapor edilmistiir (103, 168-170). p63a ve
ANp63a'ya 6zgli monoklonal antikorlarla boyama yapilan saglikli oral epitel ve yassi
hiicreli karsinom 6rneklerinde bu proteinlere rastlanmistir. Saglikli oral epitelde,
hiperplazi gozlenen bolgelerde p63a/ANp63a boyanmasi epitelin spinoz tabakasina
kadar uzanirken, pS3 boyanmasi bazal tabakayla sinirli kalmistir. Folikiilde bulunan
odontojenik epitelde ise p53 ve p63 proteinlerine rastlanmamistir. Bununla beraber
yasst hiicreli karsinom orneklerinde p630/ANp63a ve p53 boyanmasinin dagilimi
benzer sekilde olmustur (81, 117). Ozellikle ameloblastomanin farkl: tiirlerinin ve
diger epitel kokenli odontojenik tiimorlerin farkli klinik ve patolojik 6zellikler

gostermelerinde p63'iin rolii olabilecegi one siiriilmiistiir (171).
2.5.3. DNA Sentezleme ve Genotipleme
2.5.3.1. PZR (Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

“flk olarak 1983 yilinda Kary Mulllis tarafindan icat edilen polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) DNA'min belirli bir bolgesinin 6zel primerler kullanilarak
zincirleme reaksiyonlarla ¢ogaltilmasi islemidir. PZR isleminde kopyalanacak DNA
bolgesi 'sablon', bu sablonun kopyalanacak sekansini belirleyen ve kopyalama

islemini baslatan 6zel ajanlar ise 'primer' olarak adlandirilir. Primerler baglanmig
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olduklar1i DNA'nin sentezlenecek olan bdlgesindeki baz dizilimine uygun baz
dizilimine sahip oligoniikleotit zincirlerdir. Her iki DNA zincirinin kopyalanmasi
icin 3' uglar1 birbirine dogru yonlenmis iki farkli primer DNA zincirleri ile birlesir.
Bu primerler DNA polimeraz enziminin DNA sentezini baglatacagi bdlgeleri
olusturarak, sablon DNA'min kopyalanacak olan bélgesini sinirlar. Reaksiyonun
baslangicinda c¢ok eser miktarlarda bulunan DNA sablonu reaksiyon ilerledikce
cogalirken, primerlerin konsantrasyonu reaksiyon boyunca ayni kalir. PZR farklh

sicaklik degerlerinde gelisen ii¢ asamada gergeklesir.

94°C'de sablon DNA denatiire olarak tamamlayici1 zincirler birbirinden

ayrilir.

Reaksiyon sogurularak, 40-72°C arasinda primerlerin sablon DNA ile

birlesmesi saglanir.

Son olarak reaksiyon polimerizasyon reaksiyonu i¢in optimum sicaklik olan

72°C'ye 1s1tilarak polimerizasyon islemi baslatilir.

[lk ii¢ basamak uygulama igin istenilen DNA miktari elde edilinceye kadar
25-40 defa tekrarlanir. En son olarak reaksiyon, uygulamaya ve kullanilan termal

siklus cihazina gore oda sicakligina veya 4°C'ye kadar sogutulur.” (172)

Polimeraz zincir reaksiyonu
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1. Denatiirasyon (94-96°C)
2. Tavlama (68°C)
3. Uzatma (72°C)

Sekil 9. PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu).

McPherson ve ark. (2000)'den izin alinarak kullanilmistir.
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2.5.3.2. PZR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism, Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Simirlayici Par¢a Uzunluk

Polimorfizmi)

Hastaliklarla iliskili genlerde meydana gelen somatik mutasyonlar ¢ogu
zaman izole edilmelerini saglayacak fonksiyonel degisikliklere yol a¢gmazlar. Bu
nedenle in vitro yontemlerle izole edilmeleri veya ¢ogaltilmalart miimkiin olmaz. Bu
nedenle mutasyona ugramis hiicrelerin tespitinde degisen fenotipik 6zelliklerinin
yerine ilgili gendeki dizilim farkliliklarini tespit edecek biyokimyasal ayirma ve
tespit yontemlerine ihtiya¢ duyulur (173). Sinirlayici parga uzunluk polimorfizmi,
homolog DNA dizilimlerinde, 0zel restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
parcalandiktan sonra farkli uzunluklarda parcalarin meydana gelmesiyle tespit

edilebilen farkliliklardir (174).

PZR-RFLP isleminde ilk olarak izole edilen DNA, RFLP islemi icin yeterli
miktar elde edilene kadar PZR ile ¢ogaltilir. PZR isleminde polimorfizm incelenecek
gen bolgesinin ¢ogaltilmasi hedeflenir (175). Yeterli miktarda PZR {iriini elde
ettikten sonra, daha Onceden tespit edilmis olan SNP'lere uygun restriksiyon
enzimleri kullanilarak DNA pargalara ayrilir. Restriksiyon enzimlerinin kesim
noktalarinda polimorfizm varligina veya yokluguna bagl olarak ya kesim ger¢eklesir
veya gerceklesmez. Boylece farkli uzunluklarda DNA pargalari elde edilmis olur. Bu
DNA parcalar1 agar elektroforezde yiiriitiilerek aralarindaki agirlik farki nedeniyle
birbirinden ayrismasi saglanir ve kisinin gen dizilminde incelenen polimorfizmin

varhigi degerlendirilir (174).

Bizim ¢alisgmamizda amag, sigara icen ve igmeyen, sistemik olarak saglikli
bireylerin, asemptomatik tam gOmiik alt yirmi yas dislerinin perikoronal
folikiillerinde, Ki-67 ve p53 proteinlerinin ekspresyonunun immunohistokimyasal
metotlarla degerlendirilmesi ve TP53 ve TP63 genlerinde, oral bdlgede goriilen
kanser tiirleri ile iligskili SNP'lerin en ¢ok goriildiigii 29 nokta tespit ederek, SNP
varliginin MALDI-TOF MS teknigi kullanilarak incelenmesidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis
Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali'nda gerceklestirildi. Calisma igin
08.05.2013 tarihinde, 125 say1 ile Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan onay alind1 (Ek-1). Proje Siileyman Demirel
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Destekleme
Protokolii tarafindan, 28.05.2013 tarihli karar ve 3608-D2-13 proje numarasi ile
desteklendi (Ek-2).

3.1. Gerec

Calismaya, Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis
Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dal1 klinigine, tam gémiik alt yirmi yas disi
cekimi i¢in bagvuran hastalar dahil edildi. Calismaya, 18 yasindan biiyiik, sistemik
olarak saglikli, son bir ay icerisinde analjezik veya antibiyotik kullanmamuis, klinik
olarak asemptomatik tam gomiik alt yirmi yas disi olan ve panoramik radyografide
perikoronal araligin 2,5 mm'den az oldugu hastalar dahil edildi. 50 sigara igen ve 50
sigara icmeyen olmak {izere toplam 100 hasta calismaya dahil edildi. Hastalarin
sosyodemorgrafik bilgileri, sigara kullanma durumlar1 kaydedildi. Cekim
endikasyonu konan diglerin kemik retansiyonu durumlar1 (tam-yarim), Winter's
siniflandirmasina gore pozisyonlari (distoanguler, mezioanguler, horizontal, vertikal)
ve dis gelisim evreleri kaydedildi. Dis gelisim evrelerini smiflandirmak igin

Demirjian ve ark.'nin, ¢alismasinda gelistirdigi sistem kullanildi (176, 177).
3.2. Yontem
3.2.1. Hastalara Uygulanan Islemler

Calisma kriterlerine uyan hastalara, yapilacak islemler ve olasi riskleri
anlatildiktan sonra ¢alisma hakkinda bilgi verildi. Calismaya dahil olmay1 kabul eden

hastalara “Aydinlatilmis onam formu” imzalatilarak onaylar1 alind1 (Ek-3).

Calismya dahil olan tiim hastalarin iglem Oncesinde Oral Diagnoz ve

Radyoloji Anabilim Dali'nda panoramik radyograflart alind1 (Resim 1). Radyograflar
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Planmeca, ProMax (Planmeca Oy, Helsinki, Finlandiya) X-ray cihaz1 ile ¢ekildi.
Elde edilen radyograflar Planmeca Romexis (Planmeca Oy, Helsinki, Finlandiya)
yazilimi aracilifiyla dijital ortama aktarildi. Programdaki araglar kullanilarak
calismaya dahil edilen gomiik yirmi yas dislerinin perikoronal araliklari, en genis
noktalar1 baz alinarak dijital olarak Ol¢iildii. Perikoronal araligi 2,5 mm'den genis

olan disler ¢aligmaya dahil edilmedi.

Resim 2. Calismaya dahil edilen hastalardan alinan panoramik radyografide yapilan
dijital 6lgtim.

Calismaya dahil edilen hastalardan medikal ve dental anamnez alindi. Tiim
hastalarin yasi, cinsiyeti, sigara kullanma durumlar1 kaydedildi. Sistemik rahatsizlig1
olan, son bir ay iginde herhangi bir nedenle analjezik, antienflamatuar veya
antibiyotik kullanmis olan hastalar ve 18 yasini doldurmamais olan hastalar calismaya
dahil edilmedi. Sigara kullanan hastalarin, sigara kullanma siireleri yil olarak ve
giinde ictikleri sigara miktar1 kaydedildi. Bir giinde tiiketilen paket sayisi ile sigara
kullanilan y1l sayis1 ¢arpilarak paket yili hesaplandi.

Aragtirmaya katilan hastalarin  cerrahi iglemleri Siilleyman Demirel
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi
Anabilim Dali ameliyathanesinde, lokal anestezi altinda, asepsi-antisepsi kosullari

saglanarak gerceklestirildi. Ameliyata baglamadan 6nce 40 mg/ml articaine HCI ve
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0,012 mg/ml epinefrin HCI igeren 4cc lokal anestezik madde (Ultracaine DS forte,
Aventis Ilag Sanayi Tic. A.S., Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak inferior alveoler,
lingual ve bukkal sinir blogu ile lokal anestezi saglandi. Anestezi saglandiktan sonra
rutin gomiik yirmi yas disi ¢ekim teknikleri ve prensipleri uygulanarak dis ¢ekimi
yapildi. Perikoronal folikiil tek parca halinde ve zedelenmeden ¢ikarilmaya ¢alisildi.
Folikiiller 1ki esit parcaya ayrildiktan sonra immunohistokimyasal boyama
uygulanacak parca %10'luk formaldehit i¢inde, genetik analiz uygulanacak parca ise
serum fizyolojik icinde ve +4°C'de muhafaza edildi. Cekim soketi kiirete edilip,
kanama kontrolii saglandiktan sonra, yara agizlar1 tam yuvarlak igneli 3/0 ipek dikis
(Dogsan Tibbi Mal. Tic. A.S., Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak primer kapatildi. Tiim
hastalara ameliyat sonras1 Oneriler ve yara bakimi anlatildi. Analjezik, antibiyotik ve
gargara recgete edilen hastalar iglem sonrasi 7. glinde kontrol ve dikiglerin alinmasi

i¢in tekrar ¢agrildi.
3.2.2. Immunohistokimyasal Boyama

Orneklerin ~ immunohistolokimyasal ~ incelemesi ~ 6zel  bir  patoloji

laboratuvarinda yapildi.
3.2.2.1. Dokularin Hazirlanmasi

Notral  formaldehit  soliisyonunda, immersiyon fiksasyon yoOntemi
uygulanarak tespit edilen dokular, ¢esme suyu altinda bir gece siiren yikama

isleminden sonra doku takip kasetlerine alindi.
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Resim 3. Doku takip kasetlerine alinan 6rnekler.

Daha sonra sirasiyla asagidaki islemler uygulandi.

A. Dehidratasyon

Dokular dereceli alkollerde asagida belirtilen siirelerde bekletildi.

Alkol Derecesi Siire

%50'de 1 saat
%70'te 1 saat
%96'da 1 saat
%96'da 1 saat
%100'de 1 saat
%100'de 1 saat

B. Seffaflastirma

Ksilolde 1 saat

C. Emdirme

Yumusak parafinde (60°C etiivde) 1 saat.
Yumusak parafinde (60°C etiivde) 1 saat

Yumusak parafinde (60°C etiivde) 1 saat
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D. Gémme
Boncuk parafin kullanilarak dokular bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan
kizakli mikrotom kullanilarak 4 mikron kalinliginda kesitler alindi.

3.2.2.2. immunohistokimyasal Cahsmalar

Elde edilen tiim doku ornekleri rutin histolojik yontemler kullanilarak
parafine gomiildii. Dokulardan (American Optical 820 Rotary Microtome, New

York, ABD) alinan 4 pm kalinliginda seri kesitler lizinli lamlara alindi.

3.2.2.3. immiinohistokimyasal Boyamada Kullanilan Kimyasallarin
Hazirlamis1

1. Primer antikorlar:

Ki-67

p53

2. Sekonder antikor:

Biotinylated Goat-Anti Polyvalent (link/sar1 soliisyon).

Streptavidin Peroxidase (laber/pembe soliisyon).

3. TBS (Tris Buffered Saline) hazirlanisi:

TBS soliisyonu, her biri 500 ml'lik mezur ile 25 ml TBS ve 475 ml distile

suda ¢oziinerek hazirlandi. Her boyama igin taze soliisyon hazirlandi.
4. Sitrat Buffer hazirlanisi:

Sitrat buffer soliisyonu, her biri 100 ml'lik mezur ile 10 ml Sitrat buffer ve 10

ml distile suda ¢oziinerek hazirlandi ve taze olarak kullanildi.
5. %3’ lik Hidrojen Peroksit Soliisyonu:

90 ml metanol iizerine 10 ml %30 luk hidrojen peroksit eklenerek karigtirildi.

Her boyama i¢in taze soliisyon hazirlandi.
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6. Kromojen:

DAB (diaminobenzidin), horseradish-peroksidaz enziminin substrati olarak
kullanildi. Uretici firmanin (Labvision, Kaliforniya, ABD) onerisine gére 2 ml
substrat i¢cin 1 damla kromojen igerecek sekilde karigtirildi. Her karigim

kullanimindan yaklasik 10 dk once taze olarak hazirlandi.
3.2.2.4. Iimmunohistokimyasal Boyama Islemi

4 pm kalmhginda ede edilen parafin kesitler etivde 60°C'de yarim saat
bekletildi.

» Parafin giderme (deparafinizasyon) islemi i¢in ksilol-1"de 15 dk

* Parafin giderme (deparafinizasyon) isleminin devami ksilol-2 de 15 dk
%100liik alkolde 5 dk

%96 lik alkolde 5 dk

%70’ lik alkolde 5 dk bekletildi.

* PBS soliisyonunda 5 dk bekletildi.

* Kesitler sodyum sitrat tamponunda mikrodalga firinda 4 kez 5 dk. kaynatildi

ve oda 1sisinda 20 dk. sogumaya birakildi.
* 20 dk. sogumadan sonra lamlar distile su ile yikandi.

* PAP pen kalem ile polilizinli lamlarin iizerindeki doku kesitlerinin etrafi

cizildi. Bu islem ileriki sathalarda da gerektik¢e tekrarlandi.

* Dokularin iizerini kaplayacak sekilde ve diger dokularla karismamasina

dikkat edilerek %3 liik H,O; soliisyonu damlatildi. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
* Kesitler akan musluk suyunda 6 defa yikandi.
* Kesitler TBS soliisyonunda 1 kez yikand.

* Dokunun iizerini kapatacak sekilde Large Volume Ultra V block
(Labvision, Kaliforniya, ABD) damlatildi ve 10 dk bekletildi.
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» Lamlardaki son kesitlere kontrol amaciyla sekonder antikor, diger kesitlerin
iizerine de primer antikor damlatildi. Lamlar nemli kabin icerisinde +4C" de bir saat
bekletildi.

* Kesitler TBS ile 2 kez 5'er dk. bekleterek yikandi.

* Sekonder antikor, dokularin iizerini kaplayacak sekilde damlatilarak 10 dk.
beklendi.

* Kesitler TBS ile 2 kez 5'er dakika bekleterek yikandi.

* Dokunun {iizerini tamamen kaplayacak sekilde streptavidin peroksidaz

(Labvision, Kaliforniya, ABD) damlatild1 ve 10 dk. beklendi.
* Kesitler, TBS ile 2 kez 5'er dk. bekleterek yikandi.

* DAB soliisyonu (Labvision, Kaliforniya, ABD), dokularin iizerine

damlatild1 ve reaksiyon vermesi i¢in 10 dk beklendi.
* Kesitler distile su ile yikanda.

« Zit boyama hematoksilen (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Almanya) ile 10 sn siiresince yapildi.
* Cesme suyunda 5 dk yikandi.

* Sirasiyla %70, %90 ve %100'lik alkol serilerinden batir ¢ikar yapilarak
gecirildi.

* Kesitler seffaflagana kadar ksilolde bekletildi.

* Biomount kullanilarak kapama yapildi.
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Resim 4. Orneklere antikor uygulanmast.

Resim 5. immunohistokimyasal boyamaya tabi tutulan érnekler.
3.2.25. Immunohistokimyasal = Boyanmammn  Skorlanmasi  ve

Degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde iki faktor goz
oniinde bulunduruldu. Ilk olarak, hiicre cekirdegi boyanan hiicre sayis1 skorlandi.

Daha sonra ise hiicre ¢ekirdeklerinin boyanma yogunlugu skorlandi.
Ornekler skorlanirken:
Boyanan hiicre sayisina gore
0 puan : boyanma yok
1 puan : %1'den az boyanma var

2 puan : %1-10 aras1 boyanma var
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3 puan : %11-33 aras1 boyanma var

4 puan : %34-66 aras1 boyanma var

5 puan : %67'den fazla boyanma var
Boyanma yogunluguna gore

0 puan : boyanma yok

1 puan : zayif boyanma var

2 puan : orta derecede boyanma var

3 puan : yogun boyanma var

seklinde skorlandi ve iki skorun toplami, incelenen 6rnegin skoru olarak
alindi. Skorlama isleminden sonra toplam skoru 4'ten kiiglik olan 6rnekler “negatif”,

4'ten biiyiik olanlar ise “pozitif” olarak degerlendirildi (178).
3.2.3. DNA Dizilimi ve Mutasyon Analizi

Orneklerden elde edilen DNA'larda TP53 ve TP63 genlerindeki olasi
mutasyonlar1 incelemek i¢in MALDI-TOF MS yontemi uyugulanmistir. Niikleik asit
degisikliklerini saptamak i¢in hedef bolgeler MassARRAY® TYPER 4.0 (Agena
Bioscience Inc., San Diego, A.B.D) genotipleme yazilimi ve 6zel olarak tasarlanmig

primer ciftleri kullanilarak ¢ogaltildi (Resim 6).

AV vssen

i
;

Resim 6. MassARRAY analiz cihazi
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3.2.3.1. DNA izolasyonu ve Kalitesi

Yiiksek miktarda PZR amplikonu yapmak i¢in genomik DNA (gDNA)
kalibmin saf olmasi ve degrade olmamasi gerekmektedir. izolasyon sonrasinda ve
PZR oOncesinde gDNA kantitasyonu yapilarak ultraviyole spektrofotometre
Olgiimlerinde 260 nm ve 280 nm dalga boyu sonu¢ oranlarinin 1,8-2,0 araliinda

oldugu teyit edildi.
3.2.3.2. Calisma Diliisyonu

Kantitasyon sonrasinda DNA'nin biiyilk bir kismi 50 ng/ul stok
konsantrasyonunda diliie edildi. Genotipleme ¢alismasinda her bir reaksiyon i¢in 25-

30 ng DNA gerekmektedir.

3.2.3.3. Genotipleme Testi icin Gereken PZR Primer ve Uzama Probu

Dizaym

1. SNP veya mutasyon bolgesi secimi: Yapilan calismada, sigaranin TP53 ve
TP63 genleri iizerindeki mutajenik etkilerini degerlendirmek ve bu genlerde
mutasyon varligini incelemek amaciyla en sik SNP izlenen, TP63 geni igin 8
(rs113993963, rs113993964, rs113993965, rs121908835, rs121908836,
rs121908837, rs121908838, rs121908839), TP53 geni igin 21 (rs2287497,
rs2287498, rs2287499, rs2909430, rs3021069, rs8079544, rs9895829,
rs11540654, rs12947788, rs12951053, rs17551157, rs17880560, rs59758982,
rs121912658, rs121912662, rs121912664, rs121912665, rs141402957,
rs281865547, rs397516435, rs397516436) farkli bolgede SNP varlig1 arastirildi.
Genler lzerinde incelenecek noktalari belirlemek i¢in National Center for
Biotechonolgy Information data base of Single Nucleotide Polymorphisms
(NCBI dbSNP) veri tabaninda tarama yapildi ve her iki gen icin “clinical
significance” bolimiinde pathologic veya likely pathologic yazan rs bélgeleri
secildi. Bunun yaninda SNP analizinde kullanilacak kitin dizayni1 geregi bazi rs

noktalar1 elendi bu bolgelerin yerine kit dizayninda yer alan rs bolgeleri eklendi.

2.  Amplifikasyon primerleri dizayn edilmesi: PZR multipleks amplifikasyon

primerleri Assay Design Suite 1.0 yazilimi1 (Agena Bioscience Inc., San Diego,
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A.B.D) kullanilarak dizayn edildi. Amplifikasyon primer ¢iftleri ortamda yer

alan template dizileri ile hibridize olarak reaksiyonu baslatti.

3. Uzama problarimin dizayn edilmesi: Tek baz uzama problar1 Assay Design
Suite 1.0 yazilimi (Agena Bioscience Inc., San Diego, A.B.D) kullanilarak
dizayn edildi. Problar amplifikasyon asamasinda modifiye edilen PZR iiriiniine
spesifik hibridizasyon gerceklestirerek ortamda var olan her bir allelin

belirlenmesi icin tek baz spesifik uzama gergeklestirir.
3.2.3.4. Sequenom MassARRAY® Protokol
3.2.3.4.1. DNA'nin Genotipleme I¢in Cogaltilmasi

Niikleik asit degisimlerinin belirlenebilmesi ve MassARRAY®™ (Agena
Bioscience Inc., San Diego, A.B.D) sisteminde kullanilabilmesi i¢in 6nce gDNA'daki
hedef bolge, dizayn sonucu elde edilen primer ¢iftleri kullanilarak multipleks PZR ile
cogaltildi.

3.2.3.4.2. ANTP Nétralizasyonu (SAP Reaksiyonu)

Amplifikasyon {rinlerindeki baglanmamis dNTP'ler shrimp alkaline
phosphatase (SAP) ile notralize edildi. SAP, serbest ANTP'den bir fosfat kopararak

geri doniisiimsiiz olarak dNDP'ye cevirir.

3.2.3.4.3. iPLEX Gold® Reaksiyonu Hazirlama (Tek Baz Spesifik Uzama
Reaksiyonu)

Uriinler daha sonra iPLEX (Agena Bioscience Inc., San Diego, A.B.D)
uzama reaksiyonuna tabi tutuldu. Dizayn edilen problarin, hedef bolge ile

hibridizasyonu ve tek kiitle modifiye niikleotid uzamasi gerceklesti.
3.2.3.4.4. Rezin ile Temizleme

Kiitle spektrometrik analizin optimize edilmesi ic¢in, iPLEX reaksiyon
tiriinleri Na®, K*, Mg" gibi iyonlar1 uzaklastirarak arka plan kirliligini en aza

indirmek icin katyonik degisim saglayan rezin ile en az 30 dk. muamele edildi. Islem
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sonrast PZR iirlinleri, 4000 rpm hizinda santrifiij edilerek fazla rezinin dibe

¢Okelmesi saglandi.
3.2.3.4.5. SpectroCHIP® Dagilim

Hedef bolgenin amplifikasyonu, SAP uygulamasi ile baglanmamis serbest
bulunan dNTP'lerin defosforile edilmesi, tek baz spesifik uzama reaksiyonu ve
ortamdaki tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in rezin uygulamasi asamalarinmi takiben elde
edilen modifiye iiriin, 384-element SpectroCHIP® Il (Agena Bioscience Inc., San
Diego, A.B.D) iizerine dagitildi. Bu islemde yaklasitk 15 nl PZR iiriiniiniin
SpectroCHIP® II iizerine dagitilmast igin nanodispenser cihazi kullanild (Sekil 10).

izole Dizayn tahlili Marker se¢imi
DRI IRy Primerler ¥
iy " E a == e ’.@
AT
g a i e
.Tﬂ e :: —
. = \ f{,.r P

PZR ve baz uzatma
(~8sa.) SpectroCHIP’in hazirlanmasi MassARRAY ile analiz
(~20dk.) (30dk.-1sa.)

Sekil 10. DNA izolasyonu, PZR ile DNA'nin ¢ogaltilmasi ve MassARRAY analizi
i¢in hazirlanmasi.

3.2.3.4.6. MALDI-TOF MS ile Veri Analizi

MassARRAY Nanodispenser (Agena Bioscience Inc., San Diego, A.B.D) ile
iizerine PZR iiriinii dagitilan 384-element SpectroCHIP® 11 (Agena Bioscience Inc.,
San Diego, A.B.D), analiz i¢in MassARRAY® Analyser 4 (Agena Bioscience Inc.,
San Diego, A.B.D) cihazina yiiklendi. Lazer atimi sonrasi elde edilen verilerin
analizi, spektro goriintiisiiniin ve allel spesifik piklerin elde edilmesi i¢in (iPLEX
SpectroCHIP® 11 analizi) MassARRAY® TYPER 4.0 (Agena Bioscience Inc., San
Diego, A.B.D) genotipleme yazilimi kullanildi (Sekil 11).
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Sekil 11. MALDI-TOF MS yontemi ile DNA analizi.

3.3. istatistiksel Analiz

Calismada hasta bilgileri ve gen bolgelerine ait siniflandirilmis verilerde say1
ve %'ler hesaplandi. Daha sonra gen bdlgeleri ile sigara kullanimi arasinda iki yonlii
tablolar olusturularak x* bagimsizlik testi ve kritik goriilen oranlarda da iki oran

karsilastirmasinda z testi kullanilmistir.

Kemik retansiyonu durumu ile gen bolgeleri arasinda iki yonlii tablolar
olusturularak x? bagimsizlik testi ve kritik oranlar gorildiiglinde iki oran

karsilagtirilmasinda z testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya 18-50 yas arasinda, radyografik ve klinik olarak asemptomatik tam
gomiik alt yirmi yas disi bulunan, 58'i kadin, 42'si erkek toplam 100 hasta dahil
edildi. Sigara i¢en 50 hasta calisma grubuna, igmeyen 50 hasta kontrol grubuna dahil
edildi.

Calismaya katilan hastalarin yas ortalamas1 22,85+5,85'ti. Sigara
kullanmayan kontrol grubunun yas ortalamas1 21,36+5,12, sigara kullanan ¢aligma
grubunun yas ortalamasi ise 24,34+6,20 olarak bulunmustur. Kadinlarin yas
ortalamas1 23,21+6,89, erkeklerinki ise 22,36+4,04'tiir (Tablo 1).

Tablo 1. Calismaya dahil edilen hastalarin sigara kullanma durumu ve
cinsyiyete gore yas ortalamalar1 dagilimu.

Sigara kullanma durumu

Yas ortalamasi

+ =
Kadin 26,89+8,23 21,5545,55 23,21+6,89
Erkek 22,91+4,21 20,604+2,95 22,36+4,04
Yas ortalamasi 24,34+6,20 21,36+5,12 22,85+5,85

Calismaya dahil edilen hastalarin %58'i kadin, %42'si erkektir. Sigara igen
hastalarin %36's1 kadin, %64l erkek hastadan olusmaktadir. Sigara kullanmayan

hastalarin ise %80'1 kadin, %20'si erkek hastadan olusmaktadir (Tablo 2).

Calismaya dahil edilen hastalarin sigara kullanma aligkanliklar:
incelendiginde, en kisa siiredir sigara kullanan hasta 7 aydir sigara kullanirken, en
uzun siiredir sigara kullanan hasta 33 yildir sigara kullanmaktaydi. Ortalama sigara
kullannma siiresi 7,67+6,35 yildir. Sigara kullanma miktarina gore ise en az sigara
kullanan hasta ayda 1-2 adet sigara kullandigin1 belirtirken, en ¢ok sigara kullanan
hasta giinde 30 adet sigara kullandigint belirtmistir. Calisma grubunun ortalama
giinde kullandig1 sigara adedi 12,49+7,48 bulunmustur. Giinliik tiiketilen sigaranin
paket cinsinden miktari ile toplamda sigara kullanilan siirenin y1l olarak ¢arpimi ile
elde edilen “pakety1l” degerleri ise en diisiik 0,006, en yiikksek 25 bulunmustur.

Caligma grubunun ortalama “pakety1l” degeri ise 4,90+5,06 olarak bulunmustur.
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Tablo 2. Cinsiyetlere gore sigara kullanim durumu dagilimi.

Cinsiyet

Kadin (%) Erkek (%0) Toplam (%)

Toplam 58 (58) 42 (42) 100 (100)

Dislerin kemik retansiyonu degerlendirilirken tam kemik ve yarim kemik
retansiyonlu olarak siniflandirildi. Buna gore ¢alisma boyunca g¢ekilen dislerin 70'i

tam, 30'u ise yarim kemik retansiyonluydu (Tablo 3).

Diglerin  pozisyonlar1 Winter's simiflandirmasina gore simiflandirildi.
Calismaya dahil olan dislerin 2'si distoanguler, 17'si mezioanguler, 26's1 horizontal

ve 55 tanesi vertikaldi (Tablo 3).

Dig gelisim evreleri degerlendirilirken Demirjian  siniflandiriimasi
kullanilmistir (Resim 7). Buna gore ¢alismaya dahil edilen 100 hastadan cekilen
gémiik yirmi yas dislerinin 4 tanesi D evresinde, 36 tanesi E evresinde, 28 tanesi F

evresinde, 10 tanesi G evresinde ve 14 tanesi de H evresindeydi (Tablo 3).

Resim 7. Demirjian ve ark.'nin siniflandirmasina gore ¢alismada gekilen dislerin
gelisim evreleri. A: D Evresi, B: E Evresi, C: F Evresi, D: G Evresi, E: H Evresi.
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Tablo 3'de c¢aligmaya katilan hastalarin sosyodemografik bilgileri, dis

retansiyonu, disin pozisyonu ve dis gelisim evreleri verilmistir.

Tablo 3. Calismaya katilan hastalarin sosyodemografik bilgileri.

Say1 (%)

Sigara kullanimi
Evet 50 (50)
Hayir 50 (50

Dis pozisyonu

Distoanguler 2 (2
Vertikal 55 (55)
Mezioanguler 17 (17)
Horizontal 26 (26

4.1. Immunohistokimyasal Boyama Sonuclar

Kontrol ve ¢alisma grubunda yapilan immunohistokimyasal analizlerde, p53
ve Ki-67 proteinlerinin boyanma skorlar1 degerlendirilmis ve doku o6rneklerinin
boyanma skorlar1 4'den diisiik bulundugu i¢in “negatif” olarak rapor edilmistir. Bu

verilere istatistiksel analiz uygulanamamustir.
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Resim 8. Orneklerin immiinohistokimyasal boyanma sonuglari. a Ki-67 boyamast,
b p53 boyamast, x100 biiyiitme.

4.2. DNA Dizilimi ve SNP Analizi Sonuglari

Daha onceden veritabani taramasi sonucu belirlenmis olan, TP53 geni
tizerinde 21, TP63 geni iizerinde ise 8 bolgede MALDI-TOF MS (Sequenom, San
Diego, ABD) yontemi ile SNP varligi arastirilmistir. Analiz sonucunda TP63 geni

iizerinde herhangi bir SNP varlig: tespit edilmemistir. TP53 geni iizerinde ise 10
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bolgede SNP varligi gézlenmistir (Sek. 12, Resim 9). SNP gozlenen bolgeler ve

meydana gelen baz degisimleri tablo 4'te verilmistir.

@
<
&
=

WRAP53-07
WRAP53-08
TP53-09

TP53-10

TP53-65
TP53-66

/RAPS3-
—\ WRA
P53-65
—
\ TP53-66
TPS3-
e
\  TPs3-11

5'UTR 3'UTR

Sekil 12. p53'tin ve gozlenen SNPlerin gen lizerindeki konumlarinin sematik
goriintiisii. a I¢i bos kutucuklar kodlama yapmayan ekzon bolgeleri. b Mavi
kutucuklar kodlayici ekzon bolgeleri. ¢ Kutucuklari birlestiren ¢izgiler intronlar.
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rs17880560
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Resim 9. rs17880560 bolgesinde tespit edilen SNP sonucu farkli genotiplerin
MALDI-TOF MS analiziyle elde edilen gériintiileri. A: Homozigot saglikli genotip

B: Heterozigot genotip ve C Homozigot polimorfik genotip.
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Tablo 4. Calismada SNP gozlenen rs bolgeleri ve SNP500Cancer
Sistemindeki kodu ile bolgede meydana gelen baz ¢ifti degisimi.

(gﬁfsg)g g;:;l::?g) Baz-cifti degisimi
rs2287497 (WRAP53-07) C>T
rs2287498 (WRAP53-08) Ex2+19A>G
rs2287499 (WRAP53-11) Ex1-230C>G
rs2909430 (TP53-66) IVS4-91A>G
rs8079544 (TP53-09) IVS1-112C>T
rs9895829 (TP53-65) IVS4-125A>G
rs12947788 (TP53-10) IVS7+72G>A
rs12951053 (TP53-11) IVS7+92A>C
rs17551157 delC
rs17880560 delCACGGC

Bu bolgelerdeki baz degisimlerinin sigara kullanimi ile arasindaki iliskiyi
degerlendirmek igin X° testi kullanilmustir. Yapilan x° analizine gore, rs2287497 gen
bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip igmeme durumu arasinda hesaplanan X test
istatistigi 3,84 olarak bulunmus olup istatistik olarak onemli degildir. Ayrica rs
2287497 gen bolgesindeki sigara igmeyenlerde C bazi1 goriilme orani (38/50'den
0,76) ile sigara igenlerde C bazi goriilme orani (45/50'den 0,90) arasindaki fark,
yapilan z testi sonucunda istatistik olarak 6nemli bulunmamistir. Bunun anlami,

rs2287497 gen bolgesinin baz dizilimi, sigara kullanimindan bagimsizdir.

1s2287498 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip icmeme durumu
arasinda hesaplanan X’ test istatistigi 1,50 olarak bulunmus olup istatistik olarak
onemli degildir. rs 2287498 gen bolgesinde, sigara igmeyenlerde G bazi goriilme
orani (29/50'den 0,58) ile sigara i¢enlerde G bazi1 goriilme orami (33/50'den 0,66)
arasindaki fark, yapilan z testi sonucunda istatistik olarak onemli bulunmamistir.
Sonu¢ olarak, rs2287498 gen bdlgesinin baz dizilimi sigara kullanimindan

bagimsizdir.

rs2287499 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip icmeme durumu
arasinda hesaplanan X° test istatistigi 3,275 olarak bulunmus olup istatistik olarak
Oonemli degildir. 1s2287499 gen bolgesinde, sigara igmeyenlerde G bazi goriilme

orani (43/50'den 0,86) ile sigara i¢enlerde G bazi goriilme orani (48/50'den 0,96)
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arasindaki fark, yapilan z testi sonucunda istatistik olarak 6nemli bulunmamustir.
Sonug olarak, rs2287499 gen bdlgesinin baz dizilimi sigara kullanimindan

bagimsizdir.

1s2909430 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip icmeme durumu
arasinda hesaplanan X test istatistigi 1,67 olarak bulunmus olup istatistik olarak
onemli degildir. Bunun anlami, rs2909430 gen bolgesinin baz dizilimi sigara

kullanimindan bagimsizdir.

rs8079544 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip igcmeme durumu
arasinda hesaplanan X test istatistigi 1,895 olarak bulunmus olup istatistik olarak
onemli degildir. Bunun anlami, rs8079544 gen bolgesinin baz dizilimi sigara

kullanimindan bagimsizdir.

r$s9895829 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip igcmeme durumu
arasinda hesaplanan X test istatistigi 1,895 olarak bulunmus olup istatistik olarak
onemli degildir. Sonug¢ olarak, rs9895829 gen boélgesinin baz dizilimi sigara

kullanimindan bagimsizdir.

rs12947788 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip igmeme durumu
arasinda hesaplanan X test istatistigi 1,012 olarak bulunmus olup istatistik olarak
onemli degildir. Bunun anlami, rs12947788 gen bolgesinin baz dizilimi sigara

kullanimindan bagimsizdir.

rs12951053 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip igmeme durumu
arasinda hesaplanan X test istatistigi 1,012 olarak bulunmus olup istatistik olarak
onemli degildir. Bunun anlami, rs12951053 gen bolgesinin baz dizilimi sigara

kullanimindan bagimsizdir.

rs17551157 gen bolgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip igmeme durumu
arasinda hesaplanan X test istatistigi 2,178 olarak bulunmus olup istatistik olarak
Oonemli degildir. rs17551157 gen bolgesinde, sigara icmeyenlerde C bazinda delesyon
goriilme oran1 (43/50'den 0,86) ile sigara icenlerde C bazinda delesyon goriilme orani
(47/50'den 0,94) arasindaki fark, yapilan z testi sonucunda istatistik olarak onemli
bulunmamistir. Sonu¢ olarak, rs17551157 gen bélgesinin baz dizilimi sigara

kullanimindan bagimsizdir.
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rs17880560 gen bdlgesinin baz dizilimi ile sigara i¢ip igmeme durumu
arasinda hesaplanan X° test istatistigi 1,89 olarak bulunmus olup istatistik olarak
onemli degildir. Bunun anlami, rs17880560 gen bdlgesinin baz dizilimi sigara

kullanimindan bagimsizdir.

rs bolgelerinde gozlenen SNPlerin sigara kullanma durumuna gore
dagilimlar1 ve X testi sonugclari tablo 5'te gosterilmistir.
Tablo 5. SNP gozlenen rs noktalarinda genotiplerin goriilme sikliklart ve

sigara ile iligkileri (AA saglikli baz dizisi homozigot; Aa heterozigot; aa polimorfik
baz dizisi homozigot; + sigara kullaniyor, - sigara kullanmiyor).

Sigara Genotip
Kullanimi AA Aa aa X
+ 0,900 0,100 0
rs2287497 - 0,760 0,220 0,020 3,840
0,830 0,160 0,010

+ 0 0,040 0,960
rs2287499 - 0,020 0,120 0,860 3,275

(@ Ne)

rs8079544 - 0,920 0,080
0,950 0,050

1,895

+ 0,860 0,140 0
rs12947788 . 0,840 0,140 0,020 1,012

+ 0 0,060 0,940
rs17551157 - 0,020 0,120 0,860 2,178
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rs noktalarinda gériilen genotiplerin cinsiyetlere gore dagilimi incelenirken x?
testi uygulanmustir. Yapilan analizler sonucunda rs bolgelerinde goriilen genotiplerin
dagilimi, cinsiyetten bagimsiz bulunmustur. Cinsiyet ve genotip dagilimi ve X’ testi

sonugclari tablo 6'da verilmistir.

Tablo 6. Her bir rs noktasinda genotiplerin cinsiyete gore goriilme oranlart.

Genotip

Cinsiyet

AA Aa aa N

K 0,017 0,345 0,638
rs2287498 E 0 0,405 0,595 1,032
0,010 0,370 0,620

K 0,034 0,362 0,603
rs2909430 E 0 0,262 0,738 2,881

0,020 0,320 0,660

K 0,931 0,069 0
rs9895829 E 0,976 0,024 0 1,046
0,950 0,050

K 0,845 0,138 0,017
rs12951053 E 0,857 0,143 0 0,733
0,850 0,140 0,010

K 0,052 0,345 0,603
rs17880560 E 0,143 0,262 0,595 2,791

0,090 0,310 0,600
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Dislerin tam veya yarim kemik retansiyonlu olma durumu ile rs noktalarinda
goriilen genotiplerin  dagilmini incelemek igin X* testi uygulanmustir. Analiz
sonuglarina gore rs bolgelerinde goriilen genotiplerin dagilimi dislerin tam veya
yarim kemik retansiyonlu olma durumundan bagimsizdir. x* degerleri 0,251 ile 4,924
arasinda degismektedir. Dislerin kemik retansiyon durumu ile genotiplerin goriilme
oranlart ve X? degerleri tablo 7'de verilmistir.

Tablo 7. Dislerin kemik retansiyonu durumuna goére rs noktalarinda
genotiplerin goriilme oranlari.

Genotip
AA Aa aa N

Kemik Retansiyonu

tam 0,014 0,343 0,643
rs2287498 yarim 0 0,433 0,567 1,090

0,010 0,370 0,620

tam 0 0,314 0,686
rs2909430 yarim 0,067 0,333 0,600
0,020 0,320 0,660

4,924

tam 0,943 0,057 0
rs9895829 yarim 0,967 0,033 0 0,251
0,950 0,050

tam 0,857 0,129
rs12951053 yarim 0,833 0,167 0,0140
0,850 0,140 0,010

0,660

tam 0,100 0,300 0,600
rs17880560 yarim 0,067 0,333 0,600 0,335
0,090 0,310 0,600

a1
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Dislerin ¢ene igindeki pozisyonu ile rs bolgelerinde goriilen genotiplerin
oranlariin kiyaslanmasinda X% testi kullanilmis ve iki degisken arasinda iligki
bulunamamistir. Elde edilen X degerleri 0,251 ile 9,070 arasinda bulunmustur. Dis

pozisyonu ve s bolgelerindeki goriilen genotiplerin dagilimi tablo8'de verilmistir.

Tablo 8. Dislerin pozisyonlarina gére genotiplerin goriilme sayilari.

Genotip

Dis Pozisyonu

AA Aa aa N

distoanguler 0 1 0

horizontal 0 0,407 0,593
PRSI mezioanguler 0 0,375 0,625 4,717

vertikal 0,018 0,327 0,655

distoanguler 0 0 1

horizontal 0,074 0,296 0,600
rs2909430 mezioanguler 0 0,500 0,500 9,070

vertikal 0 0,291 0,709

distoanguler 1 0 0
horizontal 0,926 0,074 0
rs9895829 mezioanguler 1 0 0 0,251
vertikal 0,945 0,055 0
0,950 0,050 0




rs12951053

rs17880560

distoanguler
horizontal
mezioanguler
vertikal

1

0,926
0,750
0,836

0
0,074
0,250
0,146

0

0
0,018

distoanguler 0,500 0 0,500
horizontal 0,148 0,222 0,630
mezioanguler 0 0,313 0,687
vertikal 0,073 0,364 0,563

0,090 0,310 0,600

3,767

8,572
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5. TARTISMA

Gomiik dis ¢ekimi oral ve maksillofasiyal cerrahide en sik gerceklestirilen
cerrahi islemdir (1, 2, 179). Gomiik kalma prevalansi en yiiksek dis olan alt yirmi yas
disleri, uzun yillar semptom vermeden durabildigi gibi bazen de perikoronit, agri,
cene kiriklar1 ve odontojenik kist ve tiimorler gibi patolojik durumlara yol agabilirler
(1-3, 6, 33, 47, 52, 180). Cekim endikasyonu olusturan durumlarin varlig1 disinda,
asemptomatik gomiik diglerin proflaktik c¢ekimi hakkinda heniiz goriis birligine
varilamamistir. Proflaktik ¢ekimin karsisinda olan arastirmacilar, bu dislerin uzun
yillar hi¢bir semptom vermeden durabildigini, bu dislerin ¢cekim karari ile hastalarin
gereksiz yere postoperatif komplikasyon riski ile karsi karsiya birakildiklarimi ve
saglik masraflarinin gereksiz yere arttirildigini belirtmektedirler (38, 39, 181). Ayrica
yapilan uzun siireli ¢aligsmalarda, bu dislerin 30'lu yaslarda bile agizda normal
konumlarina siirebildikleri rapor edilmistir (25, 26). Proflaktik ¢ekimi savunanlar ise
bu dislerin her zaman patolojik doniistim riski tasidiklarin1 ve ilerleyen yaslarda
hastalarin hem yaslanmaya bagli hem de olasi eslik eden sistemik hastaliklar
nedeniyle postoperatif komplikasyonlar1 ve tedaviyi daha zor tolere edeceklerini 6ne

stirmektedirler (35, 48).

Asemptomatik tam gOmiik alt yirmi yas dislerinden bahsederken sadece
klinik olarak semptom vermemis digler degil, ayn1 zamanda higbir hastalik bulgusu
olmayan disler kastedilmektedir (38). Bu nedenle hekim tam gomiik alt yirmi yas
disinin ¢ekim endikasyonuna karar verirken, klinik semptom ve bulgularin yaninda

radyografik goriintiileri de degerlendirmelidir.

Literatirde, panoramik radyografide perikoronal radyolusensinin,
magnifikasyon payr da goz Onlinde bulundurularak, 2,5-3 mm'den genis oldugu
dislerin siipheli olarak degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir (50, 53). Ancak
yapilan caligmalarda perikoronal radyolusensinin 2,5 mm'den daha dar oldugu ve
klinik olarak asemptomatik olan dislerin perikoronal folikiillerinde de histopatolojik
degisikliklerin goriilebilecegi rapor edilmistir. Bu tiir dislerde en ¢ok goriilen patoloji
dentigeréz kist olurken, odontojenik keratokistik tiimoér, ameloblastoma, kalsifiye
epitelyal odontojenik tiimor, odontojenik miksoma, odontojenik fibroma ve malign

fibrosarkoma gibi patolojiler de rapor edilmistir (5, 7, 45-47, 52, 180, 182). Ayrica
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yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarda asemptomatik tam gémiik alt yirmi yas
dislerin folikiillerinde, EGFR, Ki-67, p53, bcl-2, p63, integrin, MCM2, PCNA gibi
hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozunda gorevli proteinlerin varligi ve

dagilimi arastirilmstir (8, 45, 50, 57-60).

Odontojenik patolojilerin etyolojisinde, epitel artiklarinin proliferasyonunun
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Odontojenik keratokistik tlimor, dentigerdz Kkist,
dental folikiil ve oral mukoza iizerinde yapilan ¢alismada, odontojenik keratokistik
timorde dentigerz kistten ve dentiger6z kistte dental folikiil ve oral mukozadan
daha yiiksek oranda Ki-67 tespit edilmis ve Ki-67 boyanan hiicreler saglikli dokuda
bazal tabakada smirli iken displazik ve kistik donlisim goriilen olgularda

boyanmanin yiizeyel tabakalara da uzandig1 gortilmiistiir (59, 73, 75).

Ik olarak 1983 yilinda Gerdes ve ark. tarafindan kesfedilen Ki-67 antijeni,
hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen ¢ok kisa zamanda klinik kullanimi, 6zellikle
patolojide, olduk¢a yayginlasmis bir protein olmustur (64, 65, 69, 183). Ki-67
lizerine yapilan ¢alismalar, bu proteinin hiicre dongiisii sirasinda ¢ekirdek
organizasyonunun saglanmasi, ribozom biyogenezinin etkinliginin arttirtlmasi gibi
gorevleri olabilecegini rapor etmislerdir ancak bu proteinin bilinen en 6nemli 6zelligi
sadece ¢ogalan hiicrelerin ¢ekirdeklerinde (Gi, S, G, ve M evreleri) bulunurken
dinlenme fazindaki hiicre g¢ekirdeklerinde (Gg) goriilmemeleridir (67-69). Ki-67
proteini {izerine yapilan c¢alismalar sonucunda, bu proteinin belirli bir hiicre
populasyonunun “biiytime fraksiyonunu” (hiicre dongiisii igindeki hiicre sayisi)

belirlemede kullanilabilecegi gosterilmistir (63, 64).

p53, ilk kesfedilen tiimdr baskilayici genlerden biridir. TP53 geni kromozom
17p13.1'de yer alir ve 11 ekzondan olusur. Kodlama ikinci ekzondan baglar 11.
ekzona kadar devam eder (78). llkel tek hiicreli canlilarda yer alan p53 proteininin
ilkel tiirlerinin gorevi gamet hiicrelerini DNA hasarlarindan korumak iken, daha
gelismis ilk omurgali canlilardan itibaren p53 proteininin gorevi somatik kok
hiicreleri ve projenitdr hiicreleri DNA hasarlarindan korumak olmustur (78). p53
proteini normal saglikli dokularda ¢ok az miktarda bulunur ve yar1 6mrii ¢ok kisa
oldugu i¢in rutin immunohistokimyasal yontemlerle tespit edilemez (24, 81, 91-95,

184). Ancak normal hiicre dongiisiiniin ilerleyisini bozan veya hiicrenin genomunda
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bir mutasyona neden olabilecek herhangi bir hiicresel stres varliginda p53 proteini
cesitli yolaklarla stabilize olarak hiicrelerde daha uzun siire kalir ve hiicre
dongiistinii, DNA tamiri igin zaman kazandirmak amaciyla durdurur (20). Eger DNA
hasar1 geri dondiiriilemeyecek diizeyde ise hiicreyi apoptoza yonlendirerek hasarli
genomun ¢ogalmasini engeller (92). Cesitli lezyonlarda immunohistokimyasal
yontemlerle p53 proteininin ekspresyonunun arastirildigi c¢alismalarda, normal
saglikli dokularda p53 proteini gézlenmezken ya da sadece hiicre ¢ogalmasinin
oldugu bazal tabakada gozlenirken, farkli evrelerdeki kanser dokularinda ve
premalign lezyonlarda p53 proteininin ekspresyonunun arttigi ve suprabazal
tabakalara da yayildigi gosterilmistir (16, 75, 91, 93, 95, 102-104, 185-188).
Premalign ve malign lezyonlarda p53'iin yiiksek oranda ekspresyonunun izlenmesi,
bu proteinler hakkinda iki goriisii 6ne ¢ikarmistir. Baz1 ¢aligsmacilar, p53 proteininin
timor baskilayic1 6zelliginden dolay:r malign ve premalign lezyonlarin etyolojisinde
rol oynayan DNA hasarlarinin tamiri i¢in hiicre dongiisiinii durdurmak veya hasarli
DNA'ya sahip hiicreleri apoptoza yonlendirmek, boylelikle tiimor hiicrelerinin asiri
cogalmasini ve ilerlemesini engellemek amaciyla transkripsiyonunun arttigimi iddia
etmektedirler (82, 97, 98, 189, 190). Bu siiregte farkli mekanizmalar, p53'in
yikiminda rol oynayan MDM2 proteini ile baglanarak p53'in yikilmasim
engellemektedir ve proteinin yar1 dmrii 48 saate kadar uzayabilmektedir (81, 99, 184)
Ikinci bir goriise gore ise TP53 geninde meydana gelen bir mutasyon nedeniyle
mutant ve yar1 dmrii daha uzun olan (yaklasik 9 saat) bir protein sentezlenmektedir

ve dokularda tespit edilebilen protein, mutant p53 proteinidir (81, 92, 100, 184, 191).

TP63 geni kromozom 3027-29 fizerinde yer alir ve 265,822 niikleotitten
olusur. 14 ekzon vardir ve kodlama 1. ekzondan baslar. Omurgali canlilar gelistikce
p53 gen ailesinin fonksiyonlar1 artar ve p63 deri ve diger organlarin gelisimini
kontrol eden transkripsiyonel diizenleyici olarak gorev alir. p5S3 gen ailesi liyelerinin
ilk goriildiigii canlilar, deniz sakayiklar1 ve kamgili organizmalardir. Bu canlilarda
goriilen p53 ailesine iiye genler daha ¢ok giiniimiiz canlilarindaki p63 genine
benzemektedir ve gamet hiicrelerinin DNA hasarindan korunmasinda gorevlidir.
Omurgali canlilara gecisle beraber p63 geni ikiye ayrilir ve p63 disi esey hiicrelerinin
DNA hasarindan korunmasindaki gorevini siirdiiriitken ek olarak epitel hiicre

ylizeylerinin ve bazi organlarin olusumunda da rol almaya baglar (78). p63
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mutasyonlar1 sonucunda bireylerde ektrodaktili, ektodermal displazi, damak dudak
yarigl, EEC sendromu, vyarik el/ayak malformasyonu gozlenirken, kanser
insidansinda artig gézlenmemistir. Ayrica kanserlerde goriilen somatik mutasyonlarin
¢ok az bir kism1 p63 mutasyonlaridir (78). Farkli lezyonlarda p63 ekspresyonunun
arastirildigr bir ¢alismada Vered ve ark., ANp63 izoform proteininin bazal/kok
hiicrelerde goriildiiglinii, bununla beraber daha iist katmanlarda bulunan tamamen
farklilasmis keratinositlerde TAp63'iin daha yogun gdzlendigini rapor etmistir.
Ancak displazik degisiklikler sonucunda bu dagilim bozularak ANp63'iin baskin hale
geldigi belirtilmistir (102). Kanserlerde TP63 geninde mutasyon nadir olarak
izlenirken kanserlerin biiyiik ¢ogunlugunda p63 proteininin ekspresyonunda artis
gozlenir (103, 111) Oral premalign lezyonlarin malign transformasyon riskinin
belirlenmesinde de ANp63'iin belirleyici olabilecegi One siirilmistir (122).
Kanserlerin alt tiirlerinin ayirici tanisinda da p63'in ekspresyonunun faydali

olabilecegi belirtilmistir (15, 123).

Sigaranin i¢inde yaklagik 5000 kimyasal bilesen bulunur ve agiz sagligi
tizerinde ¢ok cesitli etkileri vardir. Bunlardan en 6nemlisi ve hayati olani ise yassi
hiicreli karsinomdur. Bas boyun bolgesi kanserleri arasinda en ¢ok goriilen kanser
tiirleri arasinda yer alan yasst hiicreli karsinomun etyolojisinde sigara kullanimi
onemli bir faktordiir. Sigara dumanina tekrarlayan maruziyet sonucunda oral
kavitenin ¢ok katli yasst epitel hiicrelerinde DNA hasar1 meydana geldigi ve
neoplazilerin gelistigi diisliniilmektedir. Yass1 hiicreli kanserlerin yaklasik %50’sinde
TP53 geninde mutasyon goriilmesi ve yapilan ¢alismalarda tiitlin {iriinlerini
kullananlarda TP53 mutasyonuna daha sik rastlanmasi, bu iki faktdr arasindaki
iliskiyi dogrulamaktadir (10, 156-160).

Radyografik olarak saglikli, asemptomatik tam gomiik alt yirmi yas dislerinin
cekimi ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda bu dislerin perikoronal dokular1 histopatolojik
incelemeye tabi tutulmus ve farkli oranlarda patolojik degisikliklerin oldugu rapor
edilmistir. Histopatolojik incelemeye ek olarak yapilan immunohistokimyasal
boyama ¢alismalarinda bu dokularda EGFR, Ki-67, p53, p63, integrin, MCM2,
PCNA, bcl-2 gibi proteinlerin epitel hiicrelerindeki dagilimi ve yogunlugu gibi
parametreler aragtirilmistir (8, 45, 50, 57-61). p53 ve p63 proteinlerinin

immunohistokimyasal yontemlerle dokularda incelenmesi yaygin olarak kullanilan
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bir metotdur. Baas ve ark. tarafindan hatali pozitif sonu¢ verme ihtimalinin
bulundugu rapor edilmesine ragmen 6zellikle saglikli dokularda, diisiik seviyelerdeki
p53 proteininin boyanmasini saglamak i¢in antijen retrieval yontemi ve sinyal
amplifikasyon yontemi ile antikorlarin hassasiyetinin arttirilmasi yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir (95, 192). Ancak bu proteinlerin farkli lezyonlarda ve
kanser tiirlerinde ekspresyonunun artmasinin, proteinlerin stabilizasyonunun
artmasindan mi kaynaklandig1 yoksa bu proteinleri sentezleyen gen bolgelerinde bir
mutasyon sonucu yart Omrii daha uzun proteinlerin sentezlenmesinden mi
kaynaklandig1 tam olarak agiklanamamustir. Genel goriis lezyonlarin siddeti arttikca
ozellikle p53 proteininin boyanma yogunlugu ve dagilimmin degistigi yoniindedir.

Ayrica p53 proteininin ekspresyonundaki artigla, TP53 geninde mutasyon goriilme

siklig1 arasinda korelasyon bulunmustur (147, 150).

p53 boyanmasinmi degerlendirirken, pozitiflik i¢in %10-30 esik degeri koyan
calismalar vardir (105). Bu tiir calismalarin yaninda literatiirde doku 6rneklerinde en
yogun boyanma izlenen alanlarda boyanan hiicrelerin sayisini yiizdesel olarak veren
(16, 109), hiicrelerin yiizdesel oranlarini 0'dan 4'e kadar skorlayan (104, 142)
boyanma yogunluguna ve dagilimima gore degerlendiren (146, 191), epitel boyunca
pS53 pozitif hiicreleri sayan ve milimetre basina diisen p53 pozitif hiicre sayisini
Labeling Index (LI) olarak belirleyen (193), hem boyanma yiizdesi hem de boyanma

yogunlugu skorlarmin toplamini degerlendiren ¢aligmalar da (61) mevcuttur.

Bizim ¢alismamizda, gémiik alt yirmi yas dislerinin folikiil hiicrelerinin
bliylime fraksiyonunu belirlemek i¢in dokularda Ki-67 boyanmasi incelenmistir.
Ayrica sigara i¢gen ve igmeyen bireylerin dokularinin hiicre ¢ogalma indeksi arasinda
fark olup olmadigr arastirnlmistir. Sigaranin hiicreler iizerindeki genotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in hiicre genomunun koruyucusu olan p53 proteininin
ekspresyonu immunohistokimyasal yontemlerle incelenmistir. Ayrica sigaranin
mutajenik 6zelliginin TP53 ve TP63 genleri lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
folikiillerden izole edilen DNA'larda, NCBI dbSNP veritabani yardimiyla
belirlenmis, stk mutasyon gozlenen ve klinik olarak onem arz eden 29 noktada

MALDI-TOF MS yontemiyle SNP varliklar incelenmistir.
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Yapilan ¢alismada sigara icen ve igmeyen bireylerde, radyografik ve klinik
olarak saglikli tam gomiik alt yirmi yas dislerinin perikoronal folikiillerinde yapilan
immunohistokimyasal boyama isleminde, Ki-67 boyanma sonuglar1 “negatif” olarak
bulunmustur. Bu sonuglar daha 6nce Toptas ve ark. (61), Cabbar ve ark. (59),
Edamatsu ve ark.'mn (194) yaptiklari ¢alismalarinin sonuglarindan farkli
bulunmustur. Edematsu ve ark.'nmin ¢alismasinda, Ki-67 ekspresyonunun folikiil
epitelinin morfolojik 6zelliklerinin farkliligindan etkilenebilecegi belirtilmistir.
Calismasinda, proliferatif rete ¢ikintilar1 bulunan folikiil epitellerinde Ki-67
indeksinin, indirgenmis mine epiteli ve c¢ok kathh yass1i epitel igeren
folikiillerdekinden daha yiiksek oldugunu rapor etmistir (194). Benzer sekilde
Cabbar ve ark. da caligsmalarinda inceledikleri folikiillerde, folikiil epitelindeki
histolojik degisikliklerin Ki-67 indeksini etkiledigini rapor etmislerdir (59). Toptas
ve ark. ise calismasinda Ki-67 indeksindeki farklilig1 bireylerin sigara kullanimina

baglamustir (61).

Bizim ¢alismamizin Ki-67 ekspresyonu ile ilgili sonuglari, Saragoglu ve ark.
calismasiyla uyumlu bulunmustur. Saracoglu ve ark. ¢aligmalarinda odontojenik
epitel artiklarinda Ki-67 boyanmasinin bulunmamasini, bu hiicrelerin dinlenme
fazinda olmasina baglamustir (77). Adelsperger ve ark., asemptomatik gémiik yirmi
yas disleri lizerinde yaptiklar1 histopatolojik ve immunohistokimyasal calismada da
benzer sonuglar bulmuslardir. Calismacilar asemptomatik dislerin folikiillerinde
histopatolojik incelemede patolojik doniisiim izlemedikleri orneklerde, hiicre
proliferasyonu belirleyicisi olan PCNA boyanmasinin izlenmedigini ancak patolojik
doniistim  tespit ettikleri Orneklerde yiikksek oranda PCNA  boyanmasi
gozlemlediklerini rapor etmislerdir (45). Oliveira ve ark. dental folikiiliin morfolojik
yapisint inceledikleri calismalarinda %23 oraninda epitelin bulunmadigini, %63
oraninda indirgenmis mine epitelinin bulundugunu ve %14 oraninda ¢ok katl1 yass1
epitel bulundugunu rapor etmislerdir. Ayrica dis gelisimi ilerledik¢e folikiil
epitelindeki aktivitenin azaldigini belirtmislerdir. Bunu da folikiiliin zamanla
olgunlagmasina baglamiglardir (49). Villalba ve ark., ¢alismasinda enflamasyon
gbzlenen folikiilleri ¢alisma dis1 birakmis ve sonugta diger calismacilardan daha
diisiik Ki-67 indeksi rapor etmistir. Daha onceki ¢aligmalarda yiiksek Ki-67 indeksi

bulunmasint bu folikiillerde enflamasyon varligina baglamistir (50). Bizim
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calismamizda Ki-67 boyanmasinin gdézlenmemesinin nedeni folikiilde epitel
izlenmemesi veya epitel hiicrelerinin dinlenme fazinda olmasi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica calismaya 18 yas tistii bireylerin dahil edilmis olmasi ve bu
bireylerin dis gelisimlerinin ileri safthalarinda olmalar1 folikiil epitelinin olgunlagmis
olmasina ve bu nedenle proliferasyon izlenmemesine, dolayisiyla Ki-67 ekspresyonu
izlenmemesine neden olmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica klinik ve
radyografik olarak asemptomatik dislerin secilmesi nedeniyle, her ne kadar
histopatolojik incelemelerle teyit edilmemis olsa da, folikiill &rneklerinde
enflamasyon olmamasi da Ki-67 ekspresyonunun izlenmemesine sebep olarak

gosterilebilir.

Bizim ¢alisgmamizda yapilan immunohistokimyasal boyamalarda dental
folikiillerde p53 boyanma sonuglar1 “negatif” olarak bulunmustur. Bu sonuglar
Toptas ve ark.'nin. ¢alismasinin sonuglartyla uyumluluk gostermemektedir. Toptas
ve ark. caligmasinda sigara igcen bireylerde daha yogun olmak iizere sigara igmeyen
bireylerde de p53 ekspresyonu gozlendigini belirtmistir. Sigara icen bireylerde
ekspresyonun daha yogun olmasini ise sigaranin kanserojen etkisi dolayistyla TP53
geninde meydana gelmis olabilecek mutasyonlara baglamistir (61). Kaur ve ark. ve
Field ve ark. normal saglikli mukozada, oral malign lezyonlu bdlgenin karsit
tarafinda yer alan saglikli mukozada, oral malign lezyon cevresindeki saglikli
mukozada ve nonmalign lezyonlarda p53 boyanmasinin izlenmedigini bununla
beraber displazik lezyonlarda ve oral yassi hiicreli karsinomda asir1 ekspresyonunun
izlendigini rapor etmislerdir. Ayrica p53'in asir1 ekspresyonunun tiitiin iirtinlerinin
kullanimiyla iligkili oldugu belirtilmistir (157, 195). Ralhan ve ark. tiitiin {rtini
kullanan, premalign lezyon ve yassi hiicreli karsinom teshisi konmus hastalarda
TP53 mutasyonu ve p53 ekspresyonunu aragtirmislar ve missense mutasyon goriilen
vakalarda p53 ekspresyonu izlenirken, nonsense mutasyon izlenen vakalarda p53
boyanmasi izlenmedigini rapor etmislerdir (196). Ancak missense mutasyonun
varligiin tek basina boyanma goriilmesi i¢in yeterli bir neden olmadigini, ayni
zamanda mutasyonun gozlendigi bolgenin de boyanmada etkili oldugunu
diistinmekteyiz. Calismamizda yiiksek oranda missense mutasyon izlenmesine

ragmen, bu mutasyonlarin TP53 ile kismen c¢akisan ve bu gen lizerinde susturucu
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etkisi olan WRAP53 geninde meydana gelmis olmasi, p53 boyanmasi

izlenmemesinin nedeni olarak gdsterilebilir.

Bizim ¢alismamizda elde edilen p53 ekspresyonu sonuglari Matsumoto ve
ark., Kaur ve ark. ve Nylander ve ark.'in ¢aligmalarinin sonuglari ile uyumludur (57,
195, 197). Matsumoto ve ark. indirgenmis epitel ve ¢ok katli yassi epitel igeren
dental folikiillerde p53 tespit edilmedigini rapor etmistir (57). Semenzati ve ark.,
sigara dumanina maruz birakilan ratlarda Ki-67 ekspresyonu izlenirken, p53
ekspresyonu izlenmedigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, sigaranin olusturdugu
hasar nedeniyle dokularda proliferasyonun arttigini ve bu nedenle Ki-67 ekspresyonu
izlendigini ancak deney siiresinin kisa olmasi nedeniyle neoplastik dontistimiin
baslamadigin1 ve bu nedenle p53 ekspresyonunun gézlenmemis olabilecegini iddia
etmiglerdir (9). Bizim ¢alismamizda, Ki-67 skorlarina bakarak, drneklerde sigaraya
bagli hiicre proliferasyonunda artis meydana gelmedigi soylenebilir. Orneklerin p53
skorlarinin “0” bulunmasinin nedeni olarak, hiicrelerin proliferasyon hizinda artis
olmamasi, sigaranin kanserojen etkilerine bagli TP53 geninde yar1 6mrii uzun mutant
p53 proteini sentezlenmesine neden olacak bir mutasyon meydana gelmemis olmasi
ve saglikli p53 proteininin yar1 dmriiniin ¢ok kisa olmasi gosterilebilir. pS3 ve Ki-67
proteinlerinin ekspresyonlarin1 degerlendirmek amaciyla, asemptomatik dislerle
beraber klinik ve radyografik olarak semptom vermis dislerin de dahil edildigi ve

histopatolojik incelemelerin de yapildig1 daha kapsamli bir ¢caligma yapilabilir.

DNA'da spontan olarak gelisen hasarlara DNA lezyonlar1 denir. Eger DNA
hasarlar1 kontrol mekanizmalarindan kagmay1 basarip bu hasari sonraki nesillere
aktarmay1 basarabilirse DNA'da mutasyon meydana gelmis demektir (23, 24).
Hiicrede meydana gelen mutasyon kansere neden olabilecek bir proteinin aktivitesini
arttirtyorsa, mutasyonun meydana geldigi gen, onkogen olarak siniflandirilir; eger
mutasyon genin aktivitesini azaltarak kanser olusumunu tetikliyorsa, bu genler timor

baskilayici gen olarak siiflandirilir (24).

TP53, kanserlerde en sik mutasyonu rapor edilen timdr baskilayici gendir
(132, 140). Bas boyun bolgesinde en ¢ok goriilen yassi hiicreli karsinomda da en sik
TP53 geninde mutasyon izlenir (91, 140-142, 198). Bunun yani sira ameloblastoma,

ameloblastik karsinoma, oral liken planus, keratokistik odontojenik tiimor, epitelyal
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displazi gibi oral lezyonlarda da TP53 geninde mutasyon rapor edilmistir (91, 110,
142-146). Ancak kanserlerde goriilen TP53 mutasyonlarinda diger tiimor baskilayici
genlerde oldugu gibi delesyon veya budanmis protein sentezlenmesi ¢ok sik olarak
gdzlenmez. Bunun yerine saglikli genin yaninda tam boy protein sentezleyen ancak
mutasyona ugramis olan alel yer alir (152). Mutant katlanmamis p53 proteini saglikli
p53 proteinine baglanarak tetramer olusturur. Bu oligomerizasyon sonucunda saglikli
p53 proteini de mutant p53'in seklini alir ve fonksiyonunu kaybeder (152, 190).
Mutant p53 proteinlerinin DNA'ya baglanma 6zellikleri kaybolur ¢iinkii mutasyonlar
baglant1 yolaklarinin birini veya hepsini etkiler (152, 190). p53'te meydana gelen
mutasyonlar siklikla hatali protein sentezine yol agan missense mutasyonlardir ve
gen dizilimi tlizerinde rastgele dagilim gostermezler (199). TP53 geninde meydana
gelen polimorfizmlerin %90'dan fazlasi kodlayici bolgeler disinda meydana gelir
(199). En ¢ok mutasyon izlenen bdlgeler 130 ve 290, amino asit rezidiileri arasinda
kalan bolgelerdir. Bu mutasyonlarin biiylik ¢ogunlugu ise farkli tiirler arasinda
yiiksek oranda korunmus olan 4 bdlgede izlenir; bunlar: 117-142. rezidiiler, 171-181.
rezidiiler, 234-258. rezidiiler, 270-286. rezidiilerdir (149).

Yapilan ¢alismalar tiitiin {irtinlerinin kullaniminin TP53 mutasyonuna yol
actigin1 gostermistir (10, 156-160). Oral yassi hiicreli karsinomlarda ve akciger
kanserinde sigara kullanan bireylerde G:C—A:T tranzisyonu ve G:C—T:A
transversiyonlarinin  daha c¢ok goriilmesi ve sigarada bulunan kanserojen
maddelerden PAH ve akroleinin TP53 geninde hotspots olarak adlandirilan ve en sik
mutasyon gozlenen bolgelerde DNA eklentisi olusturmasi, tlitiin mamiillerinin i¢inde
yer alan kanserojen maddelerin TP53 geni {izerinde belli bir mutajenik etki gosterdigi
goriisiinii desteklemektedir (132, 161, 162).

TP53'in tersine TP63 geninde nadiren mutasyon izlenir (111, 163). Ancak,
bas boyun bdlgesi kanserlerinde TP53'den sonra en ¢ok mutasyon goriilen gen
grubunun epidermal yapilarin gelisiminden sorumlu olan NOTCH1, IRF6 ve TP63
genleri oldugu rapor edilmistir (166).

Dizilim varyasyonlari, genom i¢inde tanimlanmis bolgelerde meydana gelen
baz degisiklikleridir. SNP, single nucleotide polymorphism taniminin kisaltmasi

olmakla beraber sadece tek baz degisikliklerini kapsamamaktadir. Kisa baz dizisi
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eklenmesi veya silinmesi, mikrosatelit tekrar varyasyonlari da SNP taniminin iginde
yer almaktadir. Bu degisimler, farkli fenotipik 6zelliklerden sorumlu tutulmaktadir.
Kanser, kalp hastaliklar1 vb. hastaliklara yatkinlik acisindan da genomda yer alan bu
varyasyonlarin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ik olarak 1998 yilinda, genetik
caligmalarda genom varyasyonlarini igeren bir kataloga duyulan ihtiyag¢ iizerine
kurulan dbSNP'e ilk zamanlar teknolojik imkanlarin yetersizligi nedeniyle ¢ok az ve
sagliksiz veri girisi yapilabilmis olsa da, son donemdeki teknolojik gelismelerle daha
detayli DNA analizlerinin daha az maliyetlerle yapilabilmesi sayesinde artik tiim gen

bolgelerinde SNP analizi yapilabilmektedir (200).

Calismamizda, NCBI dbSNP veri tabani taranarak TP63 geni iizerinde 8,

TPS53 geni lizerinde ise 21 rs bolgesinde SNP varlig1 arastirilmistir.

MALDI-TOF MS analizi ile folikiillerden izole edilen DNA'lar iizerinde
yapilan ¢alisma sonucunda TP63 geni iizerindeki 8 rs noktasinda (rs113993963,
rs113993964, rs113993965, rs121908835, rs121908836, rs121908837, rs121908838,
rs121908839) herhangi bir SNP varligi gézlenmedi. TP53 geni iizerinde de 11 rs
bolgesinde (rs3021069, rs11540654, 1s59758982, rs121912658, rs121912662,
rs121912664, rs121912665, rs141402957, rs281865547, rs397516435, rs397516436)
SNP varlhigi tespit edilemedi. Bununla beraber, rs2287497 (WRAP53 intronik),
rs2287498 (WRAPS53 ekzon 2), rs2287499 (promotor bolge), rs2909430 (intron 4),
rs8079544 (intron 1), rs9895829 (intron 4), rs12947788 (intron 7), rs12951053
(intron 7), rs17551157, rs17880560 (3' cevreleyici bolge) bolgelerinde ise sigaradan
bagimsiz SNP varlig1 tespit edildi.

TP53 geninde SNP gozlenen rs noktalar incelendiginde, TP53 geninin 5'
ucuna komsu ve kismen bu genle c¢akisan ve TP53 geninin diizenleyicisi olan
WRAPS53 geni bolgesinde intronik bir degisim olan rs2287497'de, normal dizilimde
olmas1 gereken C bazinin yerine T bazinin gectigi goriildii. Yapilan caligmalarda
rs2287497 bolgesinde meydana gelen C>T degisiminin yumurtalik kanseri ile iligkili
oldugu rapor edilmistir (201). Pineada ve ark., urotelyal mesane kanserinde TP53
varyantlarinin rollerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, Beyaz Avrupa irkinda saglikli
homozigot genotip goriilme oranini 0,799, heterozigot genotip oranin1 0,190 ve

polimorfik homozigot oranini ise 0,010 olarak bulmuslardir. Kanser teshisi konan
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hastalarda ise bu oranlar 0,813, 0,178 ve 0,008 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak
Avrupa 1rkinda, rs2287497 bolgesinde goriilen varyasyonlarin mesane kanseri ile
iliskili olmadigini 6ne siirmiislerdir (202). Medrek ve ark. ise invaziv yumurtalik
kanseri teshisi konmus hastalarla, saglikli bireylerin genotiplerini karsilagtirdiklar
calismalarinda, calisma grubunda rs2287497 boélgesinde kontrol grubuna kiyasla
daha fazla oranda T/T homozigot genotipi goriildiigiinii belirtmis ve bu genotipin
invaziv yumurtalik kanseri riskini arttirdigini 6ne siirmiislerdir (203). Bizim
calismamizda rs2287497 bolgesinde C/C homozigot goriilme oranit 0,830, C/T
heterozigot goriilme orant 0,160 ve T/T homozigot goriilme orant 0,010
bulunmustur. Sigara kullananlarda bu oranlar sirasiyla 0,900, 0,100 ve 0 iken
kullanmayanlarda 0,760, 0,220 ve 0,020 bulunmustur. Bizim c¢aligmamizda tiim
populasyonda elde edilen sonuclar, Pineada ve ark. ile Medrek ve ark.'nin
calismalarinda bulduklar1 sonuglarla uyumludur (202, 203). rs2287497 bolgesinde
SNP goriilme oran1 (C/T ve T/T) %17'dir.

rs2287498 bolgesi, WRAPS53 geninin 2. ekzonuna denk gelmektedir. Bu
bolgedeki SNP sonucunda fenilalanin aminoasitini kodlayan baz diziliminde bulunan
G baz1 A bazi ile yer degistirir ancak olusan sessiz mutasyon nedeniyle aym
aminoasit yani fenilalanin kodlanmaya devam eder (204). Bununla beraber yapilan
calismalar sonucunda, rs2287498 ve rs12951053 bolgesindeki varyantlarin birlikte
birlesme bolgelerinin  fonksiyonunu etkiledigi diistiniilmektedir (201). Ayrica
rs2287498 bolgesindeki G>A degisiminin yumurtalik kanseri ve meme kanseri ile
iliskili oldugu gosterilmistir (203-205). Closas ve ark.'nin ¢alismasinda, Polonyali ve
Norvegli saglikli  populasyonda saglikli  homozigot genotip 0,838 oraninda
goriilirken meme kanserli bireylerde bu oran 0,818 olarak bulunmustur. Meme
kanserinin alt gruplart karsilastirildiginda ise 1s2287498 bolgesindeki SNP
varliginda, OR (&strojen reseptdrii) negatif meme kanseri riskininin artti§1 rapor
edilmistir (205). Bizim ¢alismamizda rs2287498 bolgesinde A/A homozigot goriilme
orant 0,010, G/A heterozigot goriilme oran1 0,370, G/G homozigot goriilme orani
0,620 olarak bulunmustur. Sigara kullananlarda ve kullanmayanlarda bu oranlar
0/0,020, 0,340/0,400, 0,660/0,580 olarak bulunmustur. Calismamizda tim
populasyonda elde edilen sonuglar Medrek ve ark.'min calismasinda buldugu

sonuclarla benzer bulunmustur ancak arastirmaci bizim ¢alismamizda saglikli
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genotip kabul edilen A/A homozigot genotipinin hasta bireylerde daha ¢ok
gozlendigini belirtmistir (203). rs2287498 bolgesinde SNP goriilme orant (A/G ve
G/G) %99 bulunmustur.

1rs2287499 bolgesi WRAPS3 geninin 1. ekzonunda yer alir (206). Bu bolgede
arjinin amino asidi kodlayan baz diziliminde yer alan C bazinin yerini G baz alir ve
glisin amino asidi kodlanmaya baslar (missense-kayip mutasyon) (207). Bu degisim,
SIFT ve Polyphen-2 sunucular tarafindan benign degisim olarak siniflandirilmistir
(208). 1rs2287499 Dbolgesindeki polimorfizmin meme kanseri ile iliskisinin
arastirildigi ¢alismalarda geliskili sonuglar elde edilmistir (205, 209, 210). Baynes ve
ark.'nin ¢alismalarinda kontrol grubunda bulduklar1 saglikli homozigot genotip orani
0,790 iken, hasta grubunda bu oran 0,777 olmustur. Heterozigot genotip ise sirasiyla
kontrol grubunda 0,193, hasta grubunda 0,207, homozigot polimorfizm ise kontrol
grubunda 0,017, hasta grubunda 0,016 bulunmustur (210). Bonab ve ark. Iran'da
Azeri populasyonu iizerinde yaptig1 ¢alismada, kontrol grubunda saglikli homozigot
genotip oranint 0,665, heterozigot genotip oranin1 0,276 ve homozigot polimorfik
genotip oraninit 0,059 olarak rapor etmislerdir. Hasta grubunda ise bu oranlar 0,694,
0,277 ve 0,029 olarak rapor edilmistir (209). Baynes ve ark. ile Bonab ve ark.
yaptiklar1 calismalarin sonuglarina gore rs2287499 bolgesinde goriilen SNPlerin
meme kanseri ile iligkisi olmadigin1 belirtmiglerdir (209, 210). Closas ve ark.'nin
calismasinda, homozigot saglikli genotip goriilme orani, saglikli populasyonda
0,771, hasta populasyonunda ise 0,747; heterozigot genotip goériilme orani saglikli
grupta 0,217, hasta grupta 0,234; homozigot polimorfik genotip goriilme orani ise
saglikli grupta 0,012, hasta grubunda 0,019 olarak bulunmustur (205). Closas ve ark.
ise 2287499 bolgesindeki farkli genotiplerin, OR negatif meme kanseri ile iliskili
olabilecegini belirtmistir (205). Lan ve ark. ise benzene maruz kalan isgilerle, maruz
kalmayan kontrol grubunun kandaki beyaz kiire sayisim1 karsilastirdigi calismada,
kontrol grubunda rs2287499 bolgesinde ii¢ farkli genotipteki (C/C, C/G, G/QG)
bireyler arasinda fark olmadigini ancak benzene maruz kalan is¢ilerden G/G
genotipine sahip olanlarin beyaz kiire sayisinin anlamli oranda diisiik oldugunu rapor
etmistir. Bunu da, WRAP53 dahil, baz1 genlerdeki farkli genotiplerin, benzene bagl
gelisen hematotoksisiteye duyarliligi etkiledigi seklinde yorumlamistir (206). Bizim
calismamizda rs2287499 bolgesinde C/C homozigot genotip goriilme orani 0,010,
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C/G heterozigot genotip oranit 0,080, G/G homozigot genotip orant 0,910 olarak
bulunmustur.  Sigara kullanan  grupta oranlar sirasiyla, 0/0,040/0,960,
kullanmayanlarda ise 0,020/0,12/0,86 olarak bulunmustur. Genel populasyonda
goriilen oranlar daha 6nce yapilmis ¢alismalarla uyumluluk gostermemektedir (205,
209-211). Daha onceki ¢alismalarda C/C genotipi 6nemli oranda fazla goriliirken
(0,665-0,778), bizim g¢alismamizda C/C genotipi goriilme orani oldukga diistiktiir
(0,010). rs2287499 bolgesinde SNP oran1 %99 bulunmustur.

TP53 geninin 4. intronunda yer alan rs2909430'da A bazinin yerini G bazi
alir. Bu bolgede meydana gelen SNP'lerin 50 yas altindaki kadinlarda invaziv meme
kanseri riskini azalttig1 rapor edilmistir (212). Pineda ve ark. TP53 geninde yaygin
olarak goriilen SNPlerin mesane kanseri ile iliskilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
r$2909430 bolgesinde saglikli homozigot genotip goriilme oranini 0,727, heterozigot
genotip goriilme oranint 0,247 ve homozigot polimorfik genotip goriilme oranin
0,025 olarak bulmuslardir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda 1rs2909430
bolgesinde goriilen SNPlerin mesane kanseri ile iliskili olmadigimni belirtmislerdir
(202). Closas ve ark.'min c¢alismasinda bu oranlar, 0,807/0,178/0,015 olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gore, bu bdlgede goriilen SNPlerin meme kanseri ile
iliskili olmadig1 rapor edilmistir (205). Mechanic ve ark. ¢alismasinda ise Afro-
Amerikan populasyonda rs2909430 bolgesindeki polimorfizmlerin rs1042522,
rs9895829, 1rs1625895 ve 1s12951053 bolgelerindeki polimorfizmlerle beraber
goriildiigli durumlarda akciger kanseri riskinin arttigini ve prognozunun da daha kotii
oldugunu rapor etmislerdir. Beyaz 1rkta ise bdyle bir durumun olmadigim
belirtmislerdir. Calismalarinda elde ettikleri oranlar, Afro-Amerikan ve Beyaz irkta
sirastyla homozigot saglikli genotip i¢in 0,530/0,780, heterozigot genotip igin
0,400/0,210 ve homozigot polimorfik genotip igin 0,070/0,020 olmustur (213). Bizim
calismamizda rs2909430 bolgesinde, A/A genotipi 0,660, A/G genotipi 0,320, G/G
genotipi ise 0,020 oraninda goriilmiistiir. Sigara kullananlarda bu oranlar sirasiyla
0,720, 0,260 ve 0,020, kullanmayanlarda ise 0,600, 0,380 ve 0,020 olarak
bulunmustur. Calismamiza dahil edilen populasyonda goriilen genotip oranlart farkli
populasyonlardan elde edilen oranlarla uyusmaktadir (202, 205, 212-214). rs2909430
bolgesinde SNP goriilme orani (A/G, G/G) %34'tir.
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rs8079544, 1. intronda yer alir. Baz dizisindeki C bazinin yerini T bazi alir.
rs8079544 iizerinde yapilan az sayida ¢alisma sonucunda herhangi bir kanser tiiriiyle
iligkilendirilememistir. Pineda ve ark., Beyaz Avrupa 1rki iizerinde yaptig1 calismada
saglikli populasyonda saglikli homozigot genotip oranini 0,904, heterozigot genotip
oranint 0,093 ve homozigot polimorfik genotip oranim1 0,003 olarak rapor
etmislerdir. Bu oranlar mesane kanseri teshisi konmus hastalarda goriilen oranlardan
farkli bulunmamustir (202). Koshiol ve ark. da Human Papilloma Viriis (HPV)
enfeksiyonu olan veya servikal intraepitelyal neoplazi goriilen hastalardan olusan
populasyonda saglikli homozigot genotip oranini 0,931, heterozigot genotip oranini
0,065 ve homozigot polimorfik genotip oranini da 0,004 olarak rapor etmislerdir. Bu
oranlar saglikli hastalarla karsilastirdiginda (0,937/0,061/0,002) istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (214). Bizim ¢alismamizda C/C genotipi 0,950, C/T genotipi
ise 0,050 oraninda goriilmiistiir. T/T homozigot genotipi goriilmemistir. Sigara
kullananlarda C/C genotipi 0,980, C/T genotipi 0,020 oraninda, kullanmayanlarda ise
C/C genotipi 0,920, C/T genotipi 0,080 oraninda goriilmiistiir. Calisma
populasyonunda goriilen oranlar NCBI dbSNP CAUCI1 (Beyaz 1rk) populasyonunda
goriilen oranlarla uyumludur (215). rs8079544 bolgesinde SNP goriilme orani %5

bulunmustur.

rs9895829'ta goriilen SNP intronik bir polimorfizmdir. TP53 geninin 4.
intronunda meydana gelir. Baz dizisindeki A bazinin yerini G bazi alir. Mesane
kanseri olan hastalarda, rs9895829 bolgesinde G aleli goriilme orani istatistiksel
olarak anlamli oranda yiiksek bulunmustur (216). Bizim ¢alismamizda rs9895829
bolgesinde A/A genotipi 0,950 (sigara +: 0,980; sigara -: 0,920), A/G genotipi ise
0,050 (sigara +: 0,020; sigara -: 0,080) oraninda goriilmistir. Lin ve ark.
calismasinda saglikli populasyonda homozigot saglikli genotip 0,904 oraninda,
heterozigot genotip 0,096 oraninda bulunurken, homozigot polimorfik genotip tespit
edilmemistir (216). Bizim ¢alismamizin sonuglari, NCBI dbSNP CAUCI
populasyonunun sonuglariyla uyusmaktadir (215). rs9895829 bolgesinde SNP

goriilme orani1 %5 bulunmustur.

rs12947788 bolgesindeki SNP, 7. intronda G bazinin yerine A bazinin
ge¢mesiyle olusur. Yapilan c¢aligmalarda malign plevral mezotelyoma ve akciger

kanseri olan hastalarda rs12947788 bolgesinde SNP goriilme oram1 daha fazla
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bulunmustur (217). Sprague ve ark., TP53 polimorfizmleri ile meme kanseri gelisme
riskini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 7. introndaki polimorfizmlerin meme kanseri
riskinde artisa yol agtigini rapor etmislerdir (212). Kolorektal kanserli vakalarin
saglikli kontrol grubu ile karsilastrildigr bir ¢alismada ise minér alel olan T alelinin
kolorektal kanserli hastalarda daha az goriildiigii ancak farkin istatistiksel olarak
anlamli bulunmadigi belirtilmistir (218). Bizim ¢alismamizda ise, rs12947788
bolgesinde A/A genotipi 0,010 (sigara +: 0; sigara -: 0,020), A/G genotipi 0,140
(sigara +:0,140; sigara -: 0,140), ve G/G genotipi 0,850 oraninda goriildii. Bizim
calismamizdaki dagilim NCBI dbSNP CAUCI populasyonunda goriilen dagilimla
benzer bulunmustur (215). rs12947788 bolgesinde SNP goriilme oran1 % 15'tir.

rs12951053, rs12947788 ile beraber 7. intronda yer alir. Bu bdlgedeki baz
diziliminde yer alan A bazinin yerini C bazi alir. rs12951053, yumurtalik kanseri,
invaziv meme kanseri, akciger kanseri, malign plevral mezotelyoma ve servikal
kanser ile iliskili bulunmustur (201, 212-214, 217). Her ne kadar ¢alismamizda elde
edilen genotip oranlar1 (A/A=0,850; A/C=0,140; C/C=0,010) literatiirde rapor edilen
oranlarla uyumlu bulunmus olsa da, diger c¢alismalarda, calismamizdaki A>C
degisimi yerine T>G degisimi degerlendirilmis oldugundan bu ¢alismalarin sonuglari
verilmemistir (202, 212-214). Sigara kullanimimna gore genotip dagilimlari sigara
kullananlarda A/A= 0,860, A/C= 0,140, C/C= 0; sigara kullanmayanlarda ise A/A=
0,840, A/C= 0,140, C/C= 0,020'dir. rs12951053 bolgesinde SNP goriilme orani
%15'ir.

3 UTR'de vyer alan rs17880560ta SNP, baz dizilimine 6bp
eklenmesi/silinmesi ile olusur. rs17880560 bolgesinde tek basina SNP varligi olan
hastalarda ilk kanser teshisinin konuldugu yasla, SNP goriilmeyen bireylerde ilk
kanser teshisinin konuldugu yas arasinda fark bulunmazken, TP53 geninin farkli bir
bolgesinde germline mutasyon olan bireylerde, rs17880560 bolgesinde SNP varligi
daha ileri yaslarda kanser baslangict ile iliskilendirilmistir (219). Bizim
calismamizda populasyonda saglikli  homozigot genotip goriilme oram
(CACGGC/CACGGO) 0,090, heterozigot genotip goriilme orant
(CACGGC/delCACGGC) 0,310 ve polimorfik genotip goriilme oranm1 da
(delCACGGC/del CACGGC) 0,600 bulunmugtur. Sigara kullanma aligkanligi

olanlarda saglikli genotip orani 0,120, heterozigot genotip orani 0,340 ve polimorfik
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genotip orani 0,540 iken sigara kullanmayanlarda bu oranlar sirasiyla 0,060, 0,280 ve
0,660 olarak bulunmustur. Bu oranlar literatiirdeki oranlardan farklidir. Ancak bu
calismada 6 baz cifti silinmesi degil eklenmesi degerlendirilmistir. rs17880560
bolgesinde SNP orant %91'dir.

Calismada incelenen rs'ler arasinda hakkinda en az bilgiye sahip oldugumuz
bolge rs17551157'dir. WRAPS3 geni bolgesinde yer alir (215). Literatiirde farkli
hastaliklarla iliskisi hakkinda yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda
populasyonda rs17551157 bolgesinde goriilen genotip dagilimi C/C= 0,010, C/delC=
0,090 ve delC/delC= 0,900 seklinde olmustur. Sigara kullananlarda bu oranlar
sirastyla 0, 0,060 ve 0,940, kullanmayanlarda ise 0,020, 0,120 ve 0,860 olarak
bulunmustur. rs17551157 bolgesinde SNP goriilme orant %99'dur.

Agiz iginde en sik rastlanan kanser tiirlerinden biri olan yassi hiicreli
karsinomun goriilme oranlar1 kadinlarda ve erkeklerde aynmi degildir. Literatiirde
yass1 hiicreli karsinomun erkeklerde kadinlara kiyasla daha c¢ok gorildiigli rapor
edilmistir (10, 220, 221). Sigaranin kanser olusumu iizerine etkilerini arastiran
calismalarda, tek basina sigara kullaniminin agiz i¢i yasst hiicreli karsinom
olusumunda en Onemli faktor oldugu ve yassi hiicreli karsinomlarda en sik
karsilasilan genetik bozukluk olan TP53 geninde mutasyonun sigara kullanimiyla
iligkili oldugu gosterilmistir (11, 137). Ancak bizim ¢alismamizda, rs bdlgelerinde
izlenen SNPlerin cinsiyete gore dagilimlarinin incelenmesi sonucunda, SNP
varliginin, sigara kullanma aliskanlig1 ve cinsiyetten bagimsiz oldugu bulunmustur.
Bu sonuglara gore populasyonda goriilen genotipler sigara kullanimindan ziyade
farkli ¢evresel faktorlere bagli gelismis olabilir. Ayrica farkli populasyonlarda
genotiplerin goriilme oranlar1 farklihk arz edebilmektedir (201, 213). Ornegin
Mechanic ve ark., c¢alismalarinda Beyaz 1rkta ve Afro-Amerikan kokenli
populasyonda, rs2909430 bolgesinde SNP oranlarmi farkli bulmustur (213).
Dolayisiyla bizim galismamizda elde edilen SNP oranlarmin irka bagh bir 6zellik

oldugu soylenebilir.

Kanser gelisimiyle iliskilendirilen germline mutasyonlarin  aksine
polimorfizmlerin erken yasta kansere yakalanma riski olusturma gibi nispeten daha

hafif etkiler olusturmasi beklenir. Ayrica polimorfizmlerin her populasyonda ayni
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etkileri gostermedigi rapor edilmistir. Ornegin Mechanic ve ark. ¢alismasinda
152909430 bolgesindeki SNPlerin Afro-Amerikan populasyonda akciger kanseri
riskini arttirirken, Beyaz irkta boyle bir durumun olmadigini belirtmislerdir (213).
Schildkraut ve ark. da, rs12951053 bolgesinde SNP varliginin Hispanik kdkenli
olmayan Beyaz irkta oldugu gibi Afrika kokenli Siyah populasyonda da seroz
yumurtalik kanseri riskini arttirdigini ancak rs2287498 bolgesinde SNP varliginin
Afrika kokenli Siyah populasyonda kanser riskini arttirmadigini belirtmislerdir (204).
Bu nedenlerden dolayr TP53 geni {izerinde tespit edilen SNPlerin biiyiik

cogunlugunun etkileri tam olarak aydinlatilamamistir (217).

TP53 geni lizerinde tespit edilen SNPlerin etkilerini arastiran ¢aligsmalardan
Andujar ve ark.'nin yaptig1 calismada, 7. intronda meydana gelen SNPlerin TP53
mRNA ekspresyonunu etkilemedigi belirtilmistir (217). Bununla beraber WRAP53
geninin agir1 ekspresyonunun ise p53'iin stabilitesini arttirdigi, bdylece dokulardaki
p53 protein seviyesinin arttigi, WRAP53'in inhibe oldugu durumlarda ise p53
seviyesinin diistiigli belirtilmistir (209). Bizim g¢alismamizda WRAP53 bdlgesinde
yer alan rs2287497, rs2287498 ve rs2287499 bolgelerinde yiiksek oranda SNP
varhig1 tespit edilmistir. rs2287499 bolgesinde yapilan SNP analizleri daha onceki
populasyon bazli calismalarin tam tersi sonuglar vermistir (205, 209-211). Bu
sonuglar, p53'in immunohstokimyasal boyama isleminde tespit edilememesini
aciklayabilir. Daha kesin sonuglar elde etmek i¢in daha genis bir populasyonda
calisma tekrarlanmali ve tespit edilen SNPlerin etkilerini degerlendirmek amaciyla

p53 mRNA analizi de ¢alismaya dahil edilmelidir.

Asemptomatik tam gdmiik alt yirmi yas dislerin proflaktik ¢ekimi konusunda
heniiz gorlis birligine varilabilmis degildir. Bu dislerin perikoronal dokularinda
yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda patolojik degisiklikler meydana
gelebilecegi gosterilmistir. Bu c¢alismalarda en sik rastlanan patoloji olan Kkist
prevalansit %2-50 arasinda bulunmustur (5-7, 44-47). Calismalar arasindaki farkin ise
kist teshisi kriterlerindeki farkliliktan kaynaklandigr diisiiniilmektedir. Bu diglerdeki
malign timor prevalansi ise %1'den diisiik bulunmustur (6, 44). p53 ve Ki-67 ile
yapilan immunohistokimyasal calismalarda da birbiriyle celisen sonuglar elde
edilmistir. Bu farkli sonug¢larin hem kullanilan antikorun ¢esidine, hem de dokularin

morfolojik 6zelliklerine bagli oldugu 6ne siiriilmiistir (45, 50, 57, 59, 61, 77, 157,
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194, 195, 197). p53 boyanmasi tespit edilen ¢alismalarda dokularin histolojik
incelemelerinde displazi, metaplazi ve enflamasyon izlenmesi bu dislerin gercekte
asemptomatik olmadigini, patolojik doéniisiimiin bagladigin1 ancak klinik ve
radyografik olarak bulgu vermedigini disiindiirmektedir. pS3 boyanmasinin elde
edildigi calismalarda one siiriilen bir diger hipotez, p53'iin sigara gibi kanserojen
maddelere maruziyet sonucu mutasyona ugramis olmasi nedeniyle dokularda
birikmis olabilecegidir. Ancak bizim calismamizda elde edilen bulgular 1518inda,
saglikli populasyonda TP53'de goriilen polimorfizmlerin sigara ve cinsiyetten
bagimsiz oldugu ancak Isparta bolgesinde yasayan populasyona veya bu bolgedeki
cevresel faktorlere (hava kirliligi, zirai ilaglar vb.) bagli olabilecegi sdylenebilir
Ancak c¢aligmamizda TP53 geninin sadece bir bdlimiiniin incelendigi
unutulmamalidir. Ileriki calismalarda sigaranin bu gen iizerindeki etkisini daha
detayli inceleyebilmek adina, tiim gen dizisinin arastirilmasinin daha uygun olacagim

diistinmekteyiz.

Calismamizda, sigara kullaniminin herhangi bir patolojik doniisiim riskini
arttirdigina dair veya sigara kullanan hastalarda proflaktik ¢ekimin diistintilmesi
gerektigine dair bulgulara rastlanmamistir. Sonug olarak asemptomatik tam gomiik
alt yirmi yas dislerinin ¢ekim kararin1 verirken, disin klinik ve radyografik
degerlendirmesi dikkatli bir sekilde yapilmalidir. Hasta, sosyokiiltiirel durumu da
dikkate alarak, cerrahi ¢ekimin komplikasyonlar1 hakkinda detayli bir sekilde
bilgilendirilmeli, disin ¢ekilmesi durumunda ne gibi durumlarla karsilasabilecegi,
cekilmeden takip edilirse ne gibi sonuglar dogurabilecegi anlatilmali ve karar hasta

ile beraber verilmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, sigara kullanan ve kullanmayan bireylerin asemptomatik tam
gomiik alt yirmi yas dislerinden elde edilen perikoronal dokularinda, Ki-67
boyanmasi “negatif” bulunmustur. Bu sonuglar asemptomatik diglerin perikoronal
folikiil hiicrelerinde sigaraya bagli proliferasyonda artis meydana gelmedigini

gostermektedir.

Calismamizda, sigara kullanan ve kullanmayan bireylerden elde edilen
perikoronal folikiillerde p53 boyanmasi “negatif” bulunmustur. Calismada kullanilan
dokularin asemptomatik dislerden elde edilmis olmasi, bu dokularda sigaraya bagl
patoloji meydana gelmemis olmasi ve saglikli p53 proteininin yar1 6mriiniin ¢ok kisa

olmas1 nedeniyle boyanma sonuglarinin “negatif” bulundugu diisiiniilebilir.

TP53 geninin regiilatorii olan WRAPS53 geninde yiiksek oranda SNP tespit
edilmistir. Bu gen iizerinde meydana gelmis olan SNPlerin TP53 geni {izerindeki
etkisi nedeniyle p53 ekspresyonunun durdurdugu ve dokularda p53 birikmesinin

Oniine gectigi, bu nedenle p53 boyanmasinin “negatif” bulundugu disiiniilebilir.

Calismamizda elde ettigimiz Ornekler iizerinde yapmis oldugumuz DNA
analizleri sonucunda, Orneklerde yiiksek oranda SNP varlig1 tespit edildi. Bu
varyasyonlar sigara ve cinsiyetten bagimsiz bulundu. Bu varyasyonlarin farkl
cevresel faktdrlerden kaynaklaniyor olabilecegini veya ¢aligmaya dahil edilen hasta

populasyonuna 6zgii bir 6zellik olabilecegi diisliniilebilir.

Varyasyonlarin bir béliimii TP53 geninin negatif regiilatorii olan WRAPS3
geni lizerinde tespit edildi. TP53 geni iizerinde susturucu etkisi olan WRAP 53
geninde tespit edilen bu varyasyonlarin p53 proteini sentezlenmesini inhibe etmis

olabilecegini diisgiinmekteyiz.

Calismamizda elde edilen sonuglar 1s18inda, asemptomatik tam gomiik
dislerin tedavisinde hastanin sosyokiiltiirel durumunu da goéz onilinde bulundurarak
takip edilmesinin ve rutin kontrollerde herhangi bir patolojik degisim gézlendiginde

¢ekim kararinin verilmesinin daha uygun olacagini diisiinmekteyiz.

Calismamizda tespit etmis oldugumuz SNPlerin etkileri tam olarak

aydinlatilamamistir. Bu nedenle calismanin, hasta ve saglikli bireylerin de dahil
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edildigi daha genis bir populasyonda yapilmasinin, histopatolojik degisimlerin
etkilerini gérmek igin histopatolojik incelemenin ve SNPlerin p53 ekspresyonu
tizerindeki etkilerinin de incelenebilmesi agisindan mRNA analizlerinin de dahil
edilmesinin uygun olacagini diistinmekteyiz. Ayrica sigaranin TP53 geni iizerindeki
etkilerinin daha detayli arastirilabilmesi i¢in tiim gen dizisinin incelenmesinin uygun

olacagim diistinmekteyiz.
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OZET

Asemptomatik Tam Gomiik Alt Yirmi Yas Dislerinin Folikiillerinde Ki-67 ve
P53 Gen Ailesinin Ekspresyonunun ve Mutasyonlarinin Degerlendirilmesi

Gomiik dis cekimi, 6zellikle en sik gomiik kalan disler olan alt yirmi yas
dislerinin ¢ekimi, en ¢ok gerceklestirilen oral cerrahi islemdir. Asemptomatik tam
gomiik alt yirmi yas dislerinin ¢ekimi konusunda net bir gorlis birligine
varilamamustir.

Ki-67, farkli hiicre populasyonlarinin biiylime hizin1 yani proliferasyon
indeksini belirlemede kullanilmaktadir. p53 ise tiimor baskilayict bir proteindir.
Sagliklt dokularin tersine, tiimor hiicrelerinde p53 proteininin ekspresyonu
artmaktadir. Bu degisime TP53 geninde meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu
distiniilmektedir.

TP53, kanserlerde en sik mutasyonu gozlenen gendir. Kanserlerde en 6nemli
etyolojik faktorlerden biri olan sigara kullanimi TP53 geninde mutasyonlara yol
agmaktadir.

Bu calismanin amaci, sigara kullanan ve kullanmayan bireylerin,
asemptomatik tam goémiik alt yirmi yas dislerinin perikoronal folikiillerinde p53 ve
Ki-67 proteinlerinin ekspresyonlarinin karsilastiritlmas: ve TP53 ile TP63 geninde
mutasyon varligimin arastirilmasidir. Calismaya 50 sigara kullanan, 50 sigara
kullanmayan 100 hastanin asemptomatik tam gOmiik alt yirmi yas dislerinin
perikoronal folikiilleri dahil edildi. Dokularin bir yarisinda, p53 ve Ki-67 antikorlar1
ile immunohistokimyasal boyama yapildi ve degerlendirildi. Diger yar1 da ise,
MALDI-TOF MS yontemi ile TP53 ve TP63 genleri tizerinde belirlenen 29 noktada
SNP varlig1 arastirilda.

Calismamizda, sigara kullanan ve kullanmayan hastalarin perikoronal
folikiillerinde, Ki-67 ve p53 proteinlerinin boyanmasi “negatif” olarak bulundu.
Ayrica yapilan DNA analizlerinde, TP63 geni tizerinde SNP tespit edilmezken, TP53
geni iizerinde 10 noktada yiiksek oranda SNP varligi tespit edildi. TP53 geni
tizerinde tespit edilen SNPler sigara kullanimindan ve cinsiyetten bagimsiz bulundu.

Calismamizin sonuglarina gore, her ne kadar sigaranin genel saglik acisindan
bir risk faktoérii olusturdugu biliniyor olsa da, asemptomatik tam gomiik dislerin
patolojik donilisiim riskini arttirdigina dair net bir kanit bulunamamistir. TP53
geninde tespit etmis oldugumuz varyasyonlarin sigara kullannmindan bagimsiz
olmasit da sigaranin bu disler {iizerinde net bir etkisi oldugu goriisiini
desteklememektedir. Bu nedenle, bu dislerin tedavisinde, hastanin sosyokiiltiirel
diizeyi goz oniinde bulundurularak, takip edilmesi karar1 uygun bir se¢enek olabilir.

Anahtar Kelimeler: Dental folikiil, immunohistokimya, MALDI-TOF MS, PZR,
SNP
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ABSTRACT

Evaluation of Ki-67 and P53 Expression and Investigation of Mutations of P53
Gene Family Members In Dental Follicles of Asymptomatic Fully Impacted
Lower Third Molar Teeth

Extraction of impacted tooth, especially the lower third molars which have
highest prevalance of impaction, is the most common surgical procedure performed
in oral surgery. there is still an ongoing debate about the extraction of asymptomatic
fully impacted lower third molars.

Ki-67 is a proliferation marker protein used to evaluate the proliferative index
of various cell populations. p53 is a tumor suppressor protein. Unlike healthy cells,
there is an increased expression of p53 in tumor cells. This change in expression is
attributed to mutations existing on TP53 gene.

TP53, is the most commonly mutated gene in cancers. Smoking is one of the
major etiological factors in cancers and also causes mutations on TP53.

The aim of this study was to evaluate the Ki-67 and p53 protein expression in
dental follicles of asymptomatic fully impacted lower third molar teeth of smoking
and non smoking patients. Also mutations of TP53 and TP63 genes were
investigated. Study population comprised 50 smoking and 50 non smoking patients.
Dental follicles of asymptomatic fully impacted lower third molar teeth attained from
the patients were stained immunohistochemically with Ki-67 and p53 antibodies and
staining intensities and patterns of the specimens were evaluated. The other halves of
the follicles were investigated with MALDI-TOF MS technique in order to detect
SNPs in 29 regions on TP53 and TP63 genes.

In our study, Ki-67 and p53 stainings were found to be “negative” in both the
study and the control group. The results of DNA analysis detected no SNPs on TP63
gene while high rates of SNPs were detected on ten regions of TP53 gene. SNP rates
detected on TP53 gene were found to be independent of smoking habit as well as
gender.

Although it is known that smoking has adverse affects on health, in our study,
we were unable to find any finding confirming that smoking habit increases
pathological transformation risk of asymptomatic fully impacted teeth. Variants
detected on TP53 gene independent of smoking does not support the concept that
smoking has direct affects on these teeth. Therefore, when dealing with these teeth,
with sociocultural aspects taken into consideration, monitorization can be the
treatment of choice.

Keywords: Dental follicle, immunohistochemistry, MALDI-TOF MS, PCR, SNP
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yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve uygun bulunmus olup arastirmanin/calismanin
basvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina
toplantiya katilan etik kurul iiye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar verilmistir.

Klinik Arastirmalar Hakkinda Yénetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/calismalar igin Tiirkiye
ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.

l

KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

[ETiK KURULUN CALISMA ESASI Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu
| BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof. Dr. Mustafa AKCAM
Aimmm/.—\i;\;.m“ :I:;,I“‘_TI‘_'“‘_\!‘LT . Kurumu MH] Cinsiyet .~\|§::ﬁ:{ile Katilm * imza
Prof.Dr.Mustafa Cocuk Saghig: SDU Tip | [ . Soq
AKCAM ve Hastaliklar1 | Fakiiltesi EX (kO (L] [HX (EOD (H
Yrd.Dog.Dr Halil Farmakoloji SDU Ti .
ASCI " |Fakiess  |ER KO B0 WK |ER 0O il
Prol.Dr.A.Nesimi | Halk Saghg SDU Tip ] N~
KiSIOGLU Fakiiltesi EX (kO |EQO [H |EX (HO] N
ProfDrMustafa | Kulak Burun | SDU Tip *T’f' = 17 s N
|T0Z | BogazHast. | Fakiltesi EX |xO |E00 I K EX | HO i
| Prof.Dr.Fatih Tibbi SpU Tip i ey i - /l(/
GULTEKIN Biyokimya Fakiiltesi EX |kO |EQ] |HIX |E HO
Prof.Dr.Serpil SDU Tip
DEMIRCI Néroloji Fakiiltesi EQ] KX EQ] |HI | E[ [HIX
Prof.Dr.Dogan SDU Tip ) . =
| ERDOGAN Kardiyoloji Fakiiltesi EX (KO E0] [H ERX (HO] AA&\
' Dog.Dr.Mckin | Kadin Hast. ve | SDU Tip ] i
SEZIK Dogum Fakiiltesi EX |kO [EQ) |HK (EX |HO M
N[S()&.ﬁrfigfﬂ@p SDU Tip . < 5 Vel
Dilek AYDIN Ig Hastaliklan | Fakiiesi | PL | KBIJELT THRD BB R T ™ |
Yrd.Dog.Dr. Agiz Dis ve SDU Dis . . : — il
DeryaYILDIRIM Cene Radyol. Hek. Fak. EL KK EL] [HIX (B H
Dog.DrMetin | | SDU Hukuk ] P i (-
TOPCUOGLU Hukuk Fakiiltesi EX kU] l“ O HK JEDD [ HIY
Uzm.Dr. Isparta
Kenan Ahmet Acil Tip Deviet Hast. | EX] | K[J [E[J |HX |E[] | H @
TURKDOGAN
Uzm.Dr.Kadir Ruh Saghgi ve | Isparta 5 W
KARAKUS Hastaliklan | Deviet Hast, | BRI KO |ECD |HIX ERD | HO]
Uzmantialii 1 lspu I |
KARAKOC Biyomedikal | Ars.Uyg Hast | ER | KO | EC] | HED EL] | HIX]
i o D L L5 O M e |
Osman 3 — -
| PARGAOGLU Sivil Dye ' Esnaf EX KO |EL [ HBY (ERD [ HDD @h\

i Toplaﬁuda Bulunma
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Ek 2. Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Destekleme

Protokolii
TG,
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOORDINASYON BiRiMi
DESTEKLEME PROTOKOLU Toplanti Tarihi : 28.05.2013
Proje No :3608-D2-13 TN 2oae
Proje Yoneticisi * Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY
Yéneticinin Adresi : Dis Hekimligi Fakiiltesi , Klinik Dis Hekimligi Bil.
Proje Bashg: : Asemptomatik Tam Gomiilii Alt 20 Yas Dislerinin Folikiillerinde Ki-67 Ve
P53 Gen Ailesi Ekspresyonunun Ve Mutasyonlarinin Degerlendirilmesi
Yaym Sart1 : SCI/SSCI/AHCI (Expanded Dahil) indeksine Giren Yayin
Proje Biitgesi (TL) 1 22.500,00

Proje stiresi : Baslangig Tarihi : 10.06.2013 Bitis Tarihi: 10.12.2015 - 30 ay

Prof.Dr.iskender AKKURT
Rektdr Yardimeist
BAP Komisyon Bagkani

IMZA iMZA IMZA
Prof.Dr.M.Cengiz KAYACAN Prof.Dr.Siileyman SEYDI] Prof.Dr.M.Fehmi OZGUNER
Fen Bilimleri Enstitiisti Miidiirii Sosyal Bilimler Enstisiisit Miidiirii Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirti

Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi
IMZA IMZA IMZA
Yrd.Dog.Dr.Abdullah Sevki DUYMAZ Prof.Dr.ibrahim DILER Prof Dr.Hiiseyin YORGANCIGIL
Giizel Sanatlar Enstitiisii Midirii Su Enstitiisi Miidiirii Komisyon Uyesi
Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi
iMZA IMZA IMZA
Dog.Dr.Nevin AYTEMIZ Prof.Dr.Kamil EKINCI Dog.Dr.Fevzi BEDIR
Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi
IMZA IMZA IMZA
Dog.Dr.Ramazan ERDEM Komisyon Dog.Dr.Bahattin YAMAN Yrd.Dog.Dr.Fatma Handan GIRAY
Uyesi Komisyon Uyesi Komisyon Uyesi
IMZA IMZA
Dog¢.Dr.Mustafa KOG

Yrd.Dog.Dr.S.Zeynep ALPARSLAN GOK
Komisyon Uyesi Egitim Bilimleri Enstiti Midiirt

PROJE YONETICISINE TEBLIGAT

Sayin: Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY

Siileyman Demirel Universitesi

Dis Hekimligi Fakiiltesi

Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonunun yukaridaki karari uyarinca

sundugumuz projenin belirtilen sartlarda desteklenmesine karar verilmistir.
Proje protokoliinii imzalamak tizere asagida belirtilen tarih ve saatte Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi’nde hazir bulunmanizi rica eder, basarilarmizin devamini dilerim.

Tarih ve Saat :
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atifta bulunularak yaynlatilabilir.

GUVENLIK TEDBIRLERI:

9. Proje Yoneticisi, proje yerinde kazalan énleme ve saglik sartlan bakimindan is kanunu ve sosyal sigortalar kanunu ve ilgili
diger kanun, tiiziik ve yénetmeliklere gore gerekli her turli giivenlik tedbirlerinin ainmasindan sorumiudur.

GizZLiLiK:

10. Proje Yoneticisi, projeyle ilgili olarak elde edilecek bilgilerin gizliliginin korunmasi bakimindan BAP Komisyonuna karsi
sorumludur.

Proje kesin raporu BAP Komisyonu kabul ve durum teblig edilinceye kadar, proje yoneticisi veya projede calisan diger
personel tarafindan BAP Komisyonundan izin alinmadan, projeyle ilgili haber veya beyanat verilemez, yayin yapilamaz, rapor
aciklanamaz.

PERSONEL VE HARCAMALAR:

11. Projede calisacak laborant ve teknisyen gibi yardimci personel ile tam zamanli arastiricilar proje yoneticisi tarafindan
bulunup segilir ve proje miracaat formiller neticesinde gérevlendirilir

Bu elamanlara yapilacak 6demeler ve proje bakimindan gerekli baska harcamalar proje yoneticisi tarafindan, Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Biriminden alinacak avanstan karsilanabilir.. Ucretler ve 6demelerden yapilacak gelir vergisi, sigorta
primi, damga vergisi gibi her tiirli kesintilerin yapilmasindan ve gerekli mercilere yatinimasindan proje yéneticisi sorumludur.

DESTEK MIKTARI:

12. Projeyi desteklemek amaciyla BAP Koordinasyon Biriminden, ayrintilari protokole ekli arastirma projesi miracaat
formunda gosterilen toplam  22.500,00 TL destek saglanacaktir

ODEMENIN KESILMESI:

13. Sézlesme geregince yapilan édemelerin, proje amag ve programina, sézlesme sartlarina uygun olarak kullaniimadigi:
gelisme raporlarindan istenen ayrintili bilgilerden, yapilan incelemelerden veya bagka sekillerde anlasilirsa veya proje gelisme raporlari
yapilan hatirlatmaya ragmen zamaninda verilmez ise, bagkaca ihbara lizum kalmadan sézlesme geregince yapilan 6demeler
durdurulabilir. Bagka talepler sakli kalmak iizere verilmis arag, gereg, donatim derhal geri alinir. O giine kadar yapilmig tim harcamalar
sorumlulara faizi ile birlikte 6detilir.

YURURLULUK SURESI:
14. Bu Protokol 10.06.2013 tarihinden 10.12.2015 tarihine kadar ytrirluktedir.
PROTOKOLUN UZAMASI:
15. Protokol siiresinin uzatilmasi, uzatmanin proje yoneticisi tarafindan protokol siiresinin bitimi tarihinden 1 ay énce teklif
edilmesine ve BAP Komisyonu tarafindan uygun gériilerek bu konudaki esaslar geregince kararlastirimasina baghdir.
GOREV YERININ DEGiSTIRILMESI:

16. Bu Protokolle ilgili yazisma ve tebligat birinci maddede yazili adrese yapilir. Proje yéneticisi adresini degistirdigi taktirde
bunu en geg 10 gin iginde BAP Komisyonuna bildirmeye mecburdur. Gérev yeri degisikligi bildirilmezse eski gérev yerine gonderilen
yazi ve tebligat o gorev yerinde yapilmis sayilir.

PROTOKOL GIDERLERI:

17. Protokol giderleri proje yoneticisine aittir

YETKILi MERCI:

18. Anlasmazlik halinde yetkili merci, Isparta Mahkeme ve icra mudirlukleridir.

(
3
. s Proje Ypneticisi
Proje Yardimci Personeli Yrd. Dog. Dr. Mfige GIN

Ender BURHANOGLU

% ; UYGUNDUR
L gl of20.58
' J0 Bt
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Ek 3. Hasta Anamnez ve Aydinlatilmis Onam Formu

i TC.
_ sDi TIP FAKULTESL
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

BILGILENDIRILMi§ GONULLU OLUR FORMU

LOTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !
Bir arashrma cahsmasma kablmamz istenmekfedir Katlmak isteyip istemedifmize
karar vermeden dnce araghrmanm neden yapildiiim bilgilennizin nasil kullamlacagimm
cabgmanm neleri igerdifini ve olasi yararlanm risklerini ve rahatmizhik verebilecek
konulan anlamamz Gnemlidir. Litfen asagdaki bilgilen dikkatlice okumak igin zaman
aymmz ve efer istiyorsamz ozel veya aile doktorunuzla komoyu degerlendininiz. Eger
bir baska cahsmada da ver abyorsamz bu cahsmada ver alamazsimiz

ARASTIRMANIN ADI :

ASEMPTOMATIK TAM GOMULU ALT 20 YAS DISLERININ
FOLIKULLERINDE Ki-67 VE P53 GEN AILESI EKSPRESYONUNUN VE
MUTASYONLARININ DEGERLENDIRI MESI

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Azemptomatik tam gémiili alt 20 yag diglennm proflaktik olarak gelalip ¢ekilmemes:
gerektifine karar vermek amaciyla olas: nsk faktdrlenim belirlemek

KATILMA KO SULLARI NEDIR?

1- 19 yagmeian biryiik olmak

2- Sistemik olarak saghkh olmak

3- Driizenli olarak ilag kullawmemsk ve herhangi bir enfeksiyon nedeniyle anfibiyotik knllanmanng olmak
4- Sigara kullamyor olmsk veya hig sigara kullsnmarmg olmak.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?
Araghrma sirasinda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak fizere izlenecek veya
gomiillitye uygulanacak yintemlerin tiimil (Hastann anlayabilecedi gekilde anlabimalidir.)

Elinizimizde matin olarak uygulanan asemptomatik tam gommili alt 20 yas dislerinin cerrahi gekiminden
sonra dig ile beraber gekim soketinden temizlensn dis folikiillerinds immimohistokimyasal boyama
teknikles ile Ki-67 ve p53 proteinlerinin ekspresyonlan degerlenditilecektir. Aymica folikillerin difer
yananda PCR-FFLP yontemi ile p33 we p53 pen ailesindsn bir protein olan pi3'in sentezinden sommmla
DHNA bilzesinde olas bir putasyon varhgy aragomlacaknor.

GONULLD SORUMLULUKLARI (5m. uygulama siiresi boyunca higbir ilag kullanmama, uygulanan
ftedavi semasina ozen gosterme, aragbnomin, vb. ).

1-
-
3-

Bu kosullara uymadijimiz takdirde aragtine sizi uygulama digi irakabilme yetkisine sahiptir.

UYGULANACAK DENEY YONTEMLERI

1- Immimchistokintyasal boyama

2- D5 folikillerinden DMA izolasyom ve elde edilen DA da PCR-EFLP yintemi ile olzs mutasyon
lizi
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

ILACIN SAKLAMA KO SULLAR

KATILIMCI SAYISI NEDIR?
Aragtirmada yer alacak gondllalenn saysi 100°dor.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?
Bu arastirmada yer almaniz igin Sngdrilen sore 1 ghndr.

CALISMAYA HATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

(6m, gabsgma ilaglanyla uygulanan tedavi ile hastabgmn kontrol albnz alinabilme olasihg,
sonuglann bagka insanlann yaranna kullaniabilecek olmasi, yalmzea aragfirma amagh oldugu
we dogrudan yarar gérmesi ya da fedavinin seyrinin degistiriimesinin bellenmeyecegi vb.)

1- Asemptomatik ve radyolofik olarsk salikh gérilen dislerde histopatolojik olarak gorilebilecek
2- Bu tir dislerin proflaktik olarak gekilip gekilmemnesi gerektigine karar vermek icin bir rehber olmas:

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLEMEN OLASI RISKLER NEDIR?
(gézlenchilecek istenmeyen etkiler, karsilasilabilecek sorunlar (allerienfeksiyon.basagns:, bayilma,
micrarma vi. )

=y Cekim komplikasyonlan (Anesteziye bagh senkop, allerji inferior alveclar sinir hasan, kik
knklan, digin komsm anstomik bogloklars kagmasa vh)

[B<5F) Cekim sonras: kanamsa, yiizde morarma, sishk, agn

[0+# Cekim sonras: komplikasyonlar (Mandibula kmklan, enfeksiyon vh.)

ONOLLOYE UYGULANABILECEK OLAN ALTERNATIF YONTEMLER VEYA TEDAVI SEMASI VE
BUNLARIN OLASI YARAR VE RISKLERI

GEBELIK

- nin dogmanmus fetils ya da anne siitli emen gocuk igin riskleri bilinmemektedir. Gebe
_-.ra da i;onulr. emziren kadinlar bu gahsmaya kablamazlar. En iyisi gebe olmadiimizdan ve
gahsma boyunca gebe kalmamaya niyetli oldufjunuzdan emin olmahsiiz. Cocuk dogurma
potansiyeliniz varsa gahsma doktoru sizinle uygun dogum kontrol yontemlerini konusacalkdr.
Calsma swasinda gebe kaldyprizdan siphelenirseniz, hemen gahsma doktoruna haber
vermelisiniz. Gebe iseniz izniniz alinmadan arastirmadan gikanlacaksmniz.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLAMILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN
ILACLAR/BESINLER NELERDIR?

1-
2-
3-

P b
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM

Uygulanan tedavi semasmin gereklerini yerine getimemeniz,

Gahsma programin aksatmamz,

Gebe kalmaniz

Cahgma ilaci ile ilgili bir yan etkiye maruz kalmaniz veya tedavinin etkinligini arirmak vb. nedenlere
doktorunuz sizin izniniz olmadan sizi calismadan gikarabilir.

DIGER TEDAVILER MELERDIR? (simdilik uygulanmayacak clup ilerde uygulanabilecek tedavi yada
iglemler ve bunlann risklen)

1-
2-
3

ey

iLGi MEVZUAT GEREGINCE GEREKIYORSA, GONILLIOYE VERILECEK TAZMINAT VEIVETA
SAGLANACAK TEDAVILER, YAPILACAK ULASIM, YEMEK GIBi MASRAFLARA ILiSKIN
ODEMELERIN MIKTARI, YONTEMLERI VE ODEME PLANI HAKKINDAKI BILGILER

{(Uygulama sirasinda geligebilecek herhangi bir hasara karg (Slim/sakatlanma dahil  givences altina
alinmaktasiniz, clugabilecek hasar size tarafimizdan yapilan sigorta ile tazmin edilecektir (Saghk
Bakanhdr'ndan izin alnmas: gerekli oimayan aragtirmalar igin zorunly degildir. Yapilacak her tir tetkik,
fizik muayene ve dijer arastrma masraflan size veya glvencesi altinda bulundugunuz resmi ya da
Gzel highir kurum veya kuruluga Sdetiimeyecektir)

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR iGN KiMI ARAMALIYIM?

Uygulama siresi boyunca, zorunlu olarak arastrma disi ilag almak durumunda kaldiginizda Sorumlu
Arastinciyn onceden bilgilendirmek igin, aragtirma hakkinda ek bilgiler aimak i¢in ya da galigma ile ilgili
herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da dijer rahatsiziklanniz igin sorumlu aragtrmaciya
bagvurabilirsiniz. .

ISTEDIGIM ZAMAN ARASTIRMADAN AYRILABILIRMIYM

Aragtirmaya kathmimzin istege bagh clduju ve istedifiniz zaman, herhangi bir cezaya veya
yaptinma maruz kalmaksizin, higbir hakkini kaybetmeksizin araghrmaya katlmay reddedebilir veya
aragtirmadan gekilebilirsiniz.

KATILMAMA iLiSKiN BILGILER KONUSUNDA GIZLILIK SAGLAMABILECEK MIDIR?

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve araghirma yayinlansa bile kimlik bilgileniniz
verimeyecektir, ancak aragtimanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektifinde tibbi bilgilerinize ulagabilir. Siz de istedijinizde kendinize ait tibbi bilgiere ulasabilirsiniz
(tedavimin gizii clmas) durumunda, gonldliiye kendine ait tbbi bilgilerse ancak wverilerin analizinden
sonra ulasabilecedi bildirmelidir).
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CALISMAYA KATILMA ONAYIL:

Bilgilendirilmis Gonulld Olur Formundaki tim agiklamalan okudum. Bana, yukanda
konusu ve amaci belitilen arastirma ile ilgili yazih ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Aragtirmaya gonilli olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekcesiz olarak arastimadan aynlabilecedimi ve kendi
iste§ime bakilmaksizin arashrmaci tarafindan arastrma disi birakilabilecegimi
billyorum.

50z konusu aragtirmaya, higbir baskl ve zorlama olmaksizin kendi nzamla katiimay
kabul ediyorum.

Bu formun imzal ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

Calsma swasinda elde edilen bivolojik materyaller fizerinde genefik araghrma
yapulabilmesi igin Bilgilendirilmig Génilli Olur Formunda (BGOF):

- “[Cahsmann Adi] galigmas kapsamunda alman biyolojik Gmeklerinun (kan, idrar

vb.);
- (Goniillii tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

I Sadece yukanda bahsi gecen cahgmada kullamlmasma izin venyomum.
- Ileride yapilmas: planlanan tiim ¢absmalarda kullamlmasma izin veriyorum.
B Highir kogulda kullamlmasima izin vernuyorum.™
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GONULLUNDN IMZAS]
AD1 & SOYADI
ADRESI
TEL & FAKS
TARIH
VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR IGIN VEL] VEYA VASININ IMZASI

ADIZSOYADI
ADRESI
TEL & FAKS
TARIH
SORUMLU ARASTIRMACININ iMzAsI
ADIZSOYADI | Ender BURHANOGLU
TARIH

RIZA ALMA [SLEMINE BASINDAN SONUNA KADAR GEREKTIGI DURUMLARDA e

TANIKLIK EDEN KURULU§ GOREVLISININ

ADIESOYADI | Mige GINA AKSOY
GOREVI ¥rd. Dog. Dr.
TARIH
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OZGECMIS

29.03.1982 tarihinde izmir'de dogdum. 1993 yilinda ilkokuldan (Ozel Corum
[Ikdgretim Okulu), 2000 yilinda liseden (Ozel Izmir Amerikan Lisesi) mezun oldum.
2000 yilinda Hacettepe Dis Hekimligi Fakiiltesi'nde basladigim lisans egitiminden
2007 yilinda mezun oldum. 2008 yilinda Deniz Kuvvetleri Komutanligi'nda askerlik
gdrevimi yerine getirdikten sonra 2009-2010 yillarinda Cumhuriyet Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji A.D'da doktora egitimine basladim. 2010 yilinda
doktora programindan ayrilarak Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene Cerrahisi A.D'da doktora egitimine basladim. Evli ve iki

cocuk babasiyim.
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