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tesekkur ederim.
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OzET

Takuruk bezi timorleri nadir rastlanan tumorlerdir. Genellikle tukuruk bezinin
icinde ya da komsulugunda asemptomatik kitleler seklinde belirir. Parotisin
timorleri tGm takdrdk bezi tumoérlerinin %70-80 kadaridir ve yaklasik %80
benigndir. Diger yandan submandibuler, sublingual ve mindr tukurik bezlerinde
malignite orani daha yuUksektir. Tukurlik bezi tumorlerinin tanisinda radyoloji ve
ince igne aspirason biyopsisi (IIAS) yaygin kullanilan ydntemlerdir. MikroRNA
(miRNA)lar  hicre differensiyonu, ¢odalmasi, gelisimi, ve apoptosis
regulasyonunda rol alan kuguk, kodlanmayan RNA’lardir. MiRNA
ekspresyonlarinin artigi veya azaliginin bazi kanser turleri ve bunlarin prognozu ile
ilgili belirte¢ oldugunu godsteren calismalar vardir. Bu nedenle biz de miRNA'nin
tukardk bezi timorlerinde tanisal ve prognostik amach dederini arastirmayi

amacladik.

Subat 2013- Ekim 2014 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakuiltesi
Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali poliklinigine basvuran ve tukuruk
bezi timoru tespit edilen 20 hasta galismaya dahil edildi. Tukuarik bezi tumaora
tanisi olmayan 17 birey ise kontrol grubunu olusturuldu. Toplam 95 adet
miRNA’'nin doku, kan ve tlkurukteki ekspresyonu incelendi. Plazmada bakilan
mikroRNA’lardan 8 tanesinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli azaldigi saptandi (p<0.05). Hasta grubundan alinan tukuruk orneklerinde
ise ekspresyonlari istatistiksel olarak azalan veya artan miRNA saptanmadi. Doku
orneklerindeki miRNA’larin hasta kan ve tukuruk orneklerindeki miRNA’lar ile
aralarindaki  korelasyon degerlendirildi. Calismadaki ortalama korelasyon
katsayilari bize yalnizca doku ile tukuruk ornekleri arasinda zayif bir korelasyon
oldugunu gosterdi.

Elde ettigimiz sonuglar, hastaligin patofizyolojisinde bu molekullerin etkin
olabilecegini gosterebilir. Ayni zamanda daha fazla hastanin katilimiyla yapilacak
cok merkezli galigmalarin bu molekuller ile hastalik arasindaki iliskiyi daha anlasilir
ve net bir sekilde ortaya koyabilecegini dusunmekteyiz.

Anahtar sézcukler : Erken tani, mikroRNA, parotis bezi, tukuruk bezi

tumorleri



ABSTRACT
MicroRNA Expression in Salivary Gland Tumors

Salivary gland tumors are rare tumors. They usually appear as an
asymptomatic mass in the salivary glands or in the neighborhood. Parotid
tumors are 70-80% of all salivary gland tumors and are about 80% bening. On
the other hand submandibular, sublingual and minor salivary gland malignancy
rate is higher. In the diagnosis of salivary gland tumors radiology and fine
needle biopsy (FNA) are commonly used methods. MicroRNA (miRNA)'s are
small, non-coding RNAs involved in the cell differentiation, proliferation, growth,
and apoptosis. There are some studies showing that miRNA expressions
increase or decrease in some cancer types and may be markers associated
with prognosis. For this reason, we aimed to investigate diagnostic and
prognostic value of miRNA in salivary gland tumors.

In the period of February 2013— October 2013, 20 patients with salivary
gland tumor referred to Mersin University Department of Otolaringology were
included into the study. The control group consist of 17 people that don’'t have
any salivary gland tumor. Totally 95 subtypes of miRNA’s expression examined
in tissue, blood and saliva samples. In peripheral blood samples taken from
patients 8 of expressed microRNA have been found to be significant decreased
compared with the control group (p <0.05). In the saliva samples taken from
patients statistically significant ascending or descending subtype was not
determined. MiRNAs in patient tissue samples were evaluated for their
correlation with miRNAs in blood and saliva samples. The average correlation
coefficient in this study showed us only a weak correlation between saliva and

tissue samples.

Our results may show effectiveness of these molecules about the disease
pathophysiology. We also think that a multicenter study with the participation of
more patient will help us to reveal relationship between these molecules and the

disease more clear and understandable.

Keywords: Early diagnose, microRNA, parotid gland, salivary gland tumors



GIRIS ve AMAC

Tukuruk bezi tumorleri nadir rastlanan tumorler olup degisik histopatolojik
tipler icermektedir. TUm bas boyun bdélgesindeki timorlerin yaklagik %3-12’ sini,
insan vucudundaki tim tumorlerin ise %2’sinden azini olusturmaktadir. Tukurak
bezi tumorlerinin  ¢ogu, tukdruk bezinin icinde ya da komsulugunda
asemptomatik kitleler seklinde belirir. Parotisin tUmorleri tum tukuruk bezi
tumorlerinin %70-80 kadaridir ve yaklasik %80 benigndir. Diger yandan
submandibuler, sublingual ve minor tukuruk bezlerinde malignite orani daha
yuksektir. Tukuruk bezinde en sik gorilen benign tumor pleomorfik adenom, en
sik gorulen malign tumorler ise mukoepidermoid karsinom ve adenoid Kistik
karsinomdur. TudkUruk bezi tumoérlerinin %95'i  erigkinlerde ortaya cikar.
Cocuklardaki en sik mezenkimal tumor hemanjiyom, en sik epitelyal timor ise
pleomorfik adenomdur. Cocuklarda bulunan tukirdk bezi malignitelerinin
yaklasik %85'’i parotis bezinden kaynaklanmaktadir. Bu yas grubunda en sik

gOrulen malign tumor tipi mukoepidermoid karsinomdur

Parotis timorlerinin yaklasik %80’i benigndir. Benign timdrler icinde en
sik goruleni pleomorfik adenomdur (parotis timarlerinin %60’1). Bunu Warthin
tumoru takip etmektedir (parotis timorlerinin %10’u). Malign timorler nispeten
nadir gorulur (vakalarin %20’si) . En yaygin goérilen tukirik bezi malignitesi

¢cogunlukla parotis bezini tutan mukoepidermoid karsinomdur.

Parotis tiimoérii tanisinda ince igne aspirasyon sitolojisi (iiAS) etkin ve
guvenilir bir ydntemdir. Konvansiyonal manyetik rezonans goérunttleme (MRG);
tumor yayilliminin, tumor ile fasiyal sinir arasindaki iligkinin ve tumodrlerin i¢
yapisinin saptanmasinda degerlidir. Difuzyon agirhkli MRG (DA-MRG) da
tukardk bezlerinin degisik histolojik alt tiplerinin noninvaziv tanisinda segenek
olarak gorulmektedir.

Parotis tuUmorleri multifaktoryel nedenlerle gelismektedir. Epidemiyolojik
calismalarla radyasyona maruziyet sonrasi tukurik bezi tumoér geligimi

bildirilmistir; ancak edinilmis bagisiklik yetersizligi sendromu (AIDS), virls



aracili malignite, ultraviyole 1sik (UVB), hatta sigara ve alkol kullanimi ile
tikirik bezi timér gelisimi arasinda iliski gdsterilememistir * 2

Tiklrik bezi timérlerinin cogunda cerrahi tedavi uygulanir. lyi huylu
tumorlerde cerrahi disinda ek tedaviye gerek yoktur. Kot huylu tumorlerde ise

cerrahi sonrasinda radyoterapi veya kemoterapiden de yararlanilabilir

MikroRNA ‘lar hacre differensiyonu, ¢ogalmasi, gelisimi ve apoptosis
regulasyonunda rol alan  kiuguk kodlanmayan RNA'lardir . MiRNA’larin
ekspresyonlarinin artisi ve azalisinin bazi kanser turleri ve bunlarin prognozu
ile ilgili belirte¢ oldugunu gosteren caligmalar vardir. Burada hangi miRNA
tipinin hangi kanserle iliskili oldugu ve prognostik faktor olarak degerlendirilip
degerlendirilemeyecedi konusunda yapilan c¢alismalara biz de tukurik bezi

tumorlerini eklemeyi amagladik.



GENEL BILGILER

Tukuriik bezleri embriyolojisi:

Takuruk bezlerinin kokenini olusturan germ hacreleri ile ilgili cesitli
goérugler ileri surdlmustlr. Parotis bezinin ektodermal, sublingual ve
submandibular bezlerin ektodermal ve endodermal orjinli olduklari bildirilmistir.
Her iki gland icin ortak gorus daha ¢ok ektodermal orjinli olduklari yonundedir.
AQiz boslugunu doseyen epitelin proliferasyonu ile olusan solid hiicre kimeleri
mezenkim icine dogru yonelerek bez taslagini olustururlar. Major ve minor
tukardk bezleri esas olarak benzer sekilde gelisme gdsterirler. Primordial
parotis, submandibular ve subligual bezler gelisimin 6-8. haftalarinda olusur.
Once parotis, sonra submandibular daha sonra sublingual glandlar, 10. haftada
ise mindr tikirik bezleri gelisir.®>  Tikiriik bezlerinin tam olgunlasmasi
dogumdan sonra da devam eder.* Parotis beziyle yakin komsuluktaki servikal
lenf nodlari es zamanli olarak mezodermden gelisir.”> Parotis bezinin geg
enkapsule olmasi intraparotid lenf nodlarini ve lenf nodlari igerisinde epitelial

tikirik bezlerinin sik olmasini agiklar. °

Tlkuriik bezleri anatomisi:

Tukuruk bezleri major ve minor tukurik bezleri olmak Uzere iki gruba
ayrilir. Major tukurik bezleri parotis, submandibular ve sublingual bezlerdir.
Tuakurik bezlerinin en blyugu olan parotis bezi, ortalama olarak 14-28 gr'dir. Bu
bez yuzin yan tarafinda, dis kulak yolunun kismen énidnde ve kismen de
asagisinda yer alir. Parotis bezi, derin boyun fasyasi ile sureklilik arz eden
fibréz bir kapsiil (parotis fasyasi) ile sarilmistir.®’ Bez yiizeyel ve derin olmak
Uzere iki bélimden olusur. Bezin ana pargasi ramus mandibula ile processus
mastoideus arasinda sikismistir. Bu bolge parotis bezi disinda, n. facialis ve
dallari, duyusal ve otonomik sinirler, eksternal karotis arter ve dallari,
retromandibuler (posterior fasyal) ven ve parotis lenf nodlarini igerir. Parotis
bezinin esas kanali (Stensen) oral kavite icerisinde 2. maksiller molar digin
karsisina acilir.” Submandibuler bez yaklasik 7-8 gr agiriginda, mandibula
angulusu 6n ve altinda, trigonum submandibularede yerlesmistir.

Submandibular glandlar Warthon kanal ile dil kokindeki karunkula



sublingualise acilir.® Sublingual bez, adiz tabaninda frenulum linguae’nin iki
yaninda yer alr, yaklasik 3 gr agirhgindadir. Belirgin bir kapsulu yoktur.
Bosaltici kanal 8-20 duktustan olusur. En kalin duktusuna sublingualis major
(Bartholin kanal), diger kanallara sublingualis minér (Rivinus kanal) denir.
Bartholin kanali submandibular duktus ile karunkula sublingualise, diger
kanallar dogrudan plika sublingualise acilir.  Minér tiikirik bezleri labial,
bukkal, palatin ve lingual olmak Uzere baslica dort grup halindedir. Kendi kiiguk
duktuslar ile dogrudan agiz bosluguna acilirlar ve bu nedenle merokrin bezler
grubuna dahil edilirler. Oral kavitede tonsil Ust kutbunda (Weber glandi), tonsil
plikalarinda ve yaygin olarak yanak, dudak, damak ve dilde, farengeal, molar

veya retromolar (Carmalt glandlari) bélgelerde yer alirlar.*

Tukuriik bezlerinin histolojisi:

Hem major hem de mindr tikurik bezleri, asiner ve duktal sistemlere
sahiptir. Asinuslar, devamliliginda ara (interkalar) duktuslar ve bunun da
devamhliginda cizgili duktuslar ile intralobuler Uniteyi olusturmaktadir. Daha
sonra ise interlobller duktuslar ve ekskretuar duktuslar ile tukuruk bezi salgisi
oral mukozaya ulagsmaktadir. Morfolojik olarak major tukuruk bezleri serdz,
muUkdz ve seromikdz olmak Uzere Ug tip sekretuar Unite icermektedir. Ser6z

olanlar amilaz, mUkoz olanlar sialomusin igerir.

Tlkuruk Bezi Tumorleri

Genel Ozellikler

Takuruk bezinde farkli tiumor tipleri gorulebilmekte, hatta bazen belli bir
tumor kitlesi icinde carpicit morfolojik degisiklikler izlenebilmektedir. Bazi benign
timorlerin  dedifferansiyasyonu ve maligniteye dontisme vyatkinhdi, bazi
timorlerin ise rélatif olarak nadirliginden dolayi histopatolojik teshis oldukcga
zorlagsmaktadir.® Tikirik bezlerinin énemli bir kismi bifazik (epiteliyal ve
myoepiteliyal) hicre komponenti icerir. Myoepitel hiicre komponentinin

bulunmasi morfolojiyi ¢esitlendirici ve taniyr guUglestirici  bir  6zelliktir.
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Myoepiteliyal farklilagsma var ise matriks Uretimi vardir. Bu tip timdrler daha az
vaskularite gosterirler, sinirli invaziv gelisim yaparlar ve genellikle dasuk
dereceli timorlerdir. Myoepitelial hicreler pleomorfik adenoma, myoepitelyoma
ve adenoid kistik karsinoma gibi timoérlerde ana komponenti olustururlar.
Onkositik farklilagsan benign tumorler, mukoepidermoid karsinom, asinik hucreli
karsinom ve duktus hicreli karsinom gibi tumorlerde myoepitelial farklilasma
g6rilmez. Benign tukirik bezi timorleri sinirh veya kapsualladar. Mindr
glandlarda goérulen benign tukdrik bezi timorleri ve pleomorfik adenomlarda
sinirhiik tam olmayabilir. Malign tukaruk bezi tumorlerinde invazyon paternleri
tumorin natlird acgisindan onemli ipuglart verir. Noduler yapilar halinde
invazyonun, invazyon olarak degerlendiriimesi gu¢ olabilir, ancak bu patern
dusik dereceli timorler ve myoepitelyal farkhlasmali timorlerde goérular,
duzensiz infiltratif gelisim ise ylUksek dereceli timorlerde rastlanir. Tukuruk bezi
tumorlerinin  mukoza ve epitel ile iligkisi, tumérin natirint belirlemede
onemlidir. Mukoza ve deride Ulserasyon olusturan ve epiteli invaze edenlerin
biyiik kismi maligndir.’ Perindral invazyon tiikiiriik bezi tiimérlerinde ézellikle
adenoid kistik karsinomda ve polimorfik disuk dereceli adenokarsinomda sik
goralur. Mukoepidermoid karsinomda gorulmesi tumorin yuksek dereceli
oldugunu gosterir. Hi¢bir benign timorde perindral invazyon goértulmediginden
malignite icin tanisal bir bulgudur. Ayrica perinéral invazyon lokal niiks riskinin
bir gdstergesidir.2® Majoér tikiiriik bezi tiimérleri tiim bas boyun timérlerinin %3-
4’4nu olusturur ve hastalarin ortalama yaslari malign tumorler icin 55, benign
tiimorler igin 40’ dir. Parotisde goriilen timérlerin yaklasik %25’ maligndir.*®
Takurlk bezi timorleri parotiste submandibuler bezden 12 kez daha sik olup
cogu benigndir ve biiyiik oranda benign mikst timordir.®** Minér tikirik bezi
tumorlerinde malignite olasihgr majorlere goére daha yuUksektir. Malignite
insidansinin en fazla oldugu bez sublingual bezdir.**Parotisin en sik goriilen
malign timoért mukoepidermoid karsinomdur, bunu sirasiyla andifferansiye ve
asinik huacreli karsinom takip eder. Adenoid kistik karsinom, c¢ogunlukla
submandibuler ve damagin malign tiikiiriik bezi timoridir.** Cogu tiikiiriik bezi
tumord unilateral ve tektir, fakat Warthin tumora siklikla bilateral ve multipl

olabilir, ancak bu 6zellik benign mikst timor ve asinik hucreli karsinomda da
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gorilebilir.®® Mindr tiikirik bezi timérleri sert ve yumusak damak, yanak,
gingiva, dil, tonsilleri igceren oral kavite icerisinde herhangi bir yerde bulunabilir
ve sikligi bu sahalardaki normal glanduler dokunun miktari ile orantihidir ve bu
da sert damakta daha sik bulunmalarini izah eder. Cesitli tipte tukurik bezi
tumorleri major tukuaruk bezi etrafinda ya da igerisindeki lenf nodlarinda ve
ektopik tukurtk bezinde de tanimlanmigtir. Warthin timoru en sik goralen tiptir,
fakat sebases6z lenfadenoma, benign mikst timdr, bazal hicreli adenom,

asinik hiicreli karsinom ve mukoepidermoid karsinom da tanimlanmistir.*4*°

Tukuriik bezi tiimorlerinin etiyolojisi:

Takurik bezi timorlerinin etiyolojisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir ve
olasi bazi etkenler suglanmistir. Bunlar, enfeksiyonlar, obstriktif veya travmatik
nedenler, genetik faktorler, virusler (EBV), iyonize radyasyon maruziyeti,
mesleki maruziyet (lastik, metal endustrisi, nikel maruziyeti, sag-guzellik isinde
olanlar, vs.), yasam stili, beslenme (A avitaminozu), hormonlar (&strojen) olup
nadir goérulen lenfoepitelyoma benzeri karsinom harig, yiksek riskli gruplar
tanimlanamamistir.’® Cocukluk cagindaki radyoterapiyi takiben pleomorfik
adenomun ve diger tumorlerin insidansinin arttigini gosteren c¢alismalar

vardir.t"*®

Cocuklarda en sik gorulen parotis timora pleomorfik adenomdur
fakat cocuklarda malignite orani daha yulksektir, yine 6zellikle atom bombasina
maruz kalanlar arasinda mukoepidermoid karsinom sikliginda artis bildirilmistir.
TUmor supresor genlerinin mutasyonlari karsinom gelisiminde énemli rol oynar.
Bunlar arasinda p53 geni, normal dokuda hucrelerin  blyumesini
dizenlemektedir. Bu genin timoér suprese edici fonksiyonunun mutasyon
sonucu ortadan kalkmasi karsinom olusmasi igin gerekli ortami saglar. Benign
tumorlerde p53 geni ekspresyonu bulunamamigtir. Malign mikst timorlerde p53
geni ekspresyonu gorulur. Ayni sekilde adenoid kistik kanserlerin

etyopatogenezinde de p53 tiimér supresyon geni mutasyonu etken olabilir .°
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Tukuriik bezi neoplazmlarinin histogenezi ile ilgili gorusler:

Takurik bezlerinden gelisen tumorlerin  histogenezi tam olarak
aydinlatilamamigtir ve bu konuda ileri surllen hipotezler 1sik ve elektron
mikroskopisi ile yapilan incelemelere dayanir.’® Karsinom hiicreleri fonksiyonel
ve morfolojik yonden cogunlukla gelistikleri hucrelere benzerler. Tumorlerin
gelisiminde genel olarak, iki hipotez vardir: Birinci hipoteze gbre neoplazmlar
tukardk bezinin matlr diferansiye kisimlarindan, ikinci hipoteze goére ise iyi
diferansiye ekskretuar duktus ve interkalar duktustaki rezerv hucrelerden

gelisirler.*®3

Pleomorfik adenomda, elektron mikroskopik incelemelerde,
epitelyal ve miyoepitelyal olmak Uzere iki tip hlicre oldugu saptanmistir. Ayrica
mezenkimal hicreler yer alir. Myoepitelial hiicreler, mezenkimal metaplazi ile
mikst tumor formasyonunda onemli rol oynarlar. Epitelyal ve mezenkimal
elemanlarin karigik olmasi nedeniyle bu lezyonlarin histogenezi Uzerinde
celiskiler vardir. Hem neoplastik epitelyal ve mezenkimal hiicrelerden hem de
konnektif dokunun non-neoplastik metaplazisi sonucu epitelyal hicrelerden
olustugu ileri sirilmistir.*** Adenoid kistik karsinomlar interkalar duktusun
rezerv hicrelerinin neoplastik degisiklikleri ile hem duktal hem de miyoepitelyal

1921 T{kirtk bezinin bitin hiicreleri teorik olarak

hicrelerden gelisirler.
keratinize ve skuamoéz potansiyel tasirlar. Ekskretuar duktuslardaki metaplazik
degisiklikler sonucu, skuaméz hucreli kanser veya mukoepidermoid kanser
geligebilir. Duguk dereceli mukoepidermoid karsinom mukoéz hucrelerin
diferansiyasyonu, ylksek derecede mukoepidermoid kanserlerin ise, skuamo6z
hiicrelerin  mikdéz hiicrelere déniismesiyle olustugu ileri  strilmustiir.’
Onkositler, hiperplastik ve pleomorfik mitokondriler iceren hucrelerdir. Bu
hdcreler yasin ilerlemesiyle ortaya gikarlar. Onkositomlar, genellikle yashlarda
gorulur. Asinik hucreli kanserler, asinik, ser6z asiner hucrelerde ve interkalar
duktus hiicrelerinde gériilen sekretuar graniiller igerir. interkalar duktusun
rezerv hiicreleri bu neoplazmlarin hipotetik olarak kaynagidir. interkalar
duktusun rezerv hucrelerinden gelisen adenokanser hucreleri indiferansiye

interkalar duktus hiicrelerine gok benzerler.*%3 71120
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Tukuriuk Bezi Tumorlerinin Siniflandiriimasi

TUkardk bezi timorlerinin siniflandiriimasi oldukga zor bir alandir. Bunun
nedenlerinden biri  timorlerin  ¢ogunun benzer hlcre kdékenlerinden
kaynaklanmasidir. WHO siniflandirmasi daha ¢ok benign ve malign tumorler
arasindaki ayirimi  vurgularken Ackerman baskin hidcre tipine ya da

diferansiyasyona dayali bir gruplama énermistir.>%%%

Tiikiiriik Bezi Tiimorlerinde Diinya Saglik Orgiitii (2005) Histolojik
Siniflamasi:

A-Malign Epitelyal Tiumorler:

1- Asinik hucreli karsinom

2- Mukoepidermoid karsinom

3- Adenoid kistik karsinom

4- Dusuk dereceli polimorfik adenokarsinom

5- Epitelyal-myoepitelyal karsinom

6- Seffaf hicreli adenokarsinom (bagka sekilde siniflandirilmamis)
7- Bazal hicreli karsinom

8- Sebase karsinom

9- Sebase lenfadenokarsinom

10- Kistadenokarsinom

11-Dusuk dereceli kribriform kistadenokarsinom

12- Musindz adenokarsinom

13- Onkositik karsinom

14- Tukaruk kanallari karsinomu

15- Adenokarsinom (baska sekilde siniflandiriimamig)

16- Myoepitelyal karsinom

17-Pleomorfik adenom icinde gelisen karsinom (Karsinoma ex pleomorfik
adenoma)

18- Karsinosarkom

19- Metastaz yapan pleomorfik adenom

20- Skuamoz hucreli karsinom

14



21- Kuguk hucreli karsinom
22- Buyuk hicreli karsinom
23- Lenfoepitelyal karsinom

24- Sialoblastom

B-Benign epitelyal timorler:
1- Pleomorfik adenom
2- Myoepitelyom
3- Bazal hicreli adenom
4- Warthin timaoru
5- Onkositom
6- Kanalikuler adenom
7- Sebase adenom
8- Lenfadenom
a-Sebase
b-Non-sebase
9- Duktal papillomlar
a- Inverted duktal papillom
b -intraduktal papillom
c- Sialadenoma papilliferum

10- Kistadenom

C-Yumusak doku tiimorleri:

-Hemanjioma

D-Hematolenfoid tiimorler:
a-- Hodgkin lenfoma

b- Diffiz B hiicreli lenfoma

c- Ekstranodal marjinal bélge B hicreli lenfoma

E-Sekonder tiimorler
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TNM Siniflamasi (AJCC [American Joint Committee on Cancer] -UICC
[International Union Against Cancer], 2010):

T--- Primer timor

Tx Primer tumor degerlendirilememistir.

TO Primer timor ait bulgu yoktur.

T1 TUmorin en blyuk ¢capi 2 cm’den kiglk ve ekstraparankimal yayilim yok*
T2 Tdmorin en buyldk capi 2 cm’den blyluk, 4 cm’den kiglk ve
ekstraparankimal yayilim yok*

T3 Tumoran en buylk capt 4 cm’den blyuk ve/veya ekstraparenkimal yayilim
var*

T4a Deri, mandibula, dis-orta kulak yolu ve/veya fasiyal sinir invazyonu

T4b Kafa kaidesi velveya pterigoid plate invazyonu ve/veya karotid arterin
tutulumu

* Ekstraparenkimal yayilim, T4a ve 4b’ de listelenenler diginda, yumusak doku
veya sinirlerin Klinik ya da makroskobik invazyonudur. Mikroskobik invazyon tek
basina yeterli degildir.

N---Bolgesel lenf nodlari

NX Lenf nodu metastazi degerlendirilememigtir.

NO Lenf nodu metastazi yoktur.

N1 Tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz ve bu lenf nodunun en buylk ¢api
3cm’den kuguk

N2a Tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz ve bu lenf nodunun en buyuk ¢api
3cm’den buyuk 6 cm’den kuguk

N2b Multipl ipsilateral lenf nodunda metastaz ve bu lenf nodlarinin herbirinin en
blayUk ¢api 6 cm’den kuguk

N2c Bilateral ya da kontralateral lenf nodlarinda metastaz ve bu lenf nodlarinin
herbirinin en buyuk ¢api 6 cm’den klguk

N3 En blyuk ¢api 6 cm’den buyuk herhangi bir lenf nodunda metastaz
M---Uzak metastaz

MX Uzak metastaz degerlendirilememistir.

MO Uzak metastaz yoktur.
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M1 Uzak metastaz vardir.

EVRE GRUPLARI (AJCC [American Joint Commitee on Cancer: Manual for
Staging of Cancer] - UICC [International Union Against Cancer] 2010):
Evre I T1 NO MO

Evre Il T2 NO MO

Evre 11l T3 NO MO

T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

Evre IVA T4a NO MO

T4a N1 MO

T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N2 MO

T4a N2 MO

Evre IVB T4b Herhangi N MO

Herhangi T N3 MO

Evre IVC Herhangi T Herhangi N M1

Malign Tiiklirik Bezi Tumorlerinde Prognostik Faktorler:

Malign takirik bezi timorlerinde prognoza etkili birgok faktér mevcut olup,
klinik evre, lokalizasyon ve mikroskobik tip esas olarak en iyi belirleyicilerdir.?*
a) Histopatolojik tani: Timorlerin tiplerine gore ylksek ya da dustk dereceli
olarak iki grupta incelenmesi tedavi protokollini belirlemede kolaylik saglar.
Reklrrens ve metastaz oranlari yuksek dereceli tumodrlerde daha yuksek
oldugundan multimodiiler tedavi gerektirirler.?°
b) Lenf nodu metastazi: Boyunda klinik olarak pozitif bir lenf nodunun varhgi
boyun disseksiyonu endikasyonudur ve prognozu belirgin olarak kétiilestirir.%’

c) Agri: Malign timérlerde kétii prognoz gdstergesidir.?’
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d) Fasiyal paralizi varhgri: Malignite gostergesidir. Fasyial paralizi ve hizli
baylyen tumorlerde prognoz iyi dedildir. En sik goruldugu lezyonlar adenoid
kistik karsinom ve indifferansiye karsinomdur.?’

e) Deri tutulumu: ileri evre ile iliskili oldugu icin k6t prognostik faktordir.’

f) Evre: En 6nemli prognostik parametredir.?®%°

g) Yerlesim yeri: Submandibuler bezin malign timoarleri daha yuksek rekurrens
insidansina sahiptir.3%3*

h) Rekiirrens: Kétii prognoz gdstergesidir.?’

1) Uzak metastaz: Kotu prognoz gostergesidir. En yuksek oranda adenoid kistik
karsinomda goriliir?’

j) Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): Hucre ¢ekirdeginde DNA’nin
replikasyonunu saglayan DNA polimerazin yardimci proteinlerinden biridir.
Tumor cogalma hizi PCNA ekspresyonu ile iligkilidir. PCNA ekspresyonu
yiiksekse, prognoz kétudar.**#

k) Malignitelerde P53 pozitifligi genel olarak prognozun koétl olabilecegini

belirtir. 12

1) Hematojen yayilimlarda prognoz kétiidir. %%

Benign Tukiirik Bezi Tumorleri

1. Pleomorfik adenom:

En sik gorulen tukuriak bezi tamorudar. Butun timorlerin %60’ 1in1 olusturur ve
%80Q’i parotis yerlesimlidir. Bazen tukurik bezlerinin yani sira nazal kavite, Ust
solunum yolu ve gastrointestinal sistemde de karsilasilabilir.® Timér 30-50
yaslar arasinda ve kadinlarda siktir.®? Bilateral senkron pleomorfik adenom
nadirdir.®® Histolojik olarak timér tipik olarak miksoid stroma igerisinde epitelial
ve myoepitelial hicre tabakalarindan olusan glandiler yapilardan meydana
gelir. Benign bir timoér olmasina ragmen beklenmedik bir sekilde uzak metastaz
yapabildigi bildiriimistir.>*** Pleomorfik adenomun histolojik karisik 6zelligi
sitolojisinde de gorulur. Karigiklik bir komponentin baskin olmasi veya atipik
sitomorfolojik 6zelliklerin varhidi nedeniyle meydana gelir. Miksoid komponent

fazla ise az sayidaki epitelial komponenti baskilayabilir ve lezyon hatali olarak
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retansiyon kisti, noduller fasiitis, schwannom ya da intraven6z pyonejik

graniilom olarak degerlendirilebilir.*®>’

Bazal membran globdulleri pleomorfik
adenom, bazal hiicre adenom ve adenoid kistik karsinomda gériilebilir.®®
Pleomorfik adenomlarda musin dretimi bir bagka gugluktir ve Warthin timort
ile dusuk dereceli mukoepidermoid karsinom arasinda ayirici tani yapmayi
gerektirir. Pleomorfik adenomlarda fokal skuamo6z metaplazi gorulebilir.
Skuamdz hucreler kronik sialadenit, lenfoepitelial kist, Warthin timoért gibi

neoplastik ve non-neoplastik lezyonlarda da meydana gelebilir.**

2. Myoepitelyoma (Myoepiteliyal adenom):

Yaklagik olarak %40’1 parotisde meydana gelir, bunu damak ve mindr
tukarak bezleri takip eder. Yogun olarak myoepitelial farklilasma gosteren
benign bir tumor olarak tanimlanir. Hicreler igsi, plasmositoid, epiteloid ya da
berrak olarak gorilebilir, stroma kollogenez ya da mukoid olabilir.*® Cogu
myoepitelyomalar tek bir hucre tipinden ya da hicre tiplerinin
kombinasyonundan olusabilir. Myoepitelyomalar 1iAS’de nadiren dogru olarak
taninabilir. Genellikle baskin olan hucre tipine bagl olarak selliler pleomorfik

adenom ya da benign igsi htcre timoarleri olarak tanimlanabilir.

3. Bazal hiicre adenomu:

Takurlk bezinin nadir benign timdrlerindendir ve en sik parotiste daha az
sikhkla submandibular, Ust dudak, oral kavite, sert damagin minor tukuruk
bezlerinde gorullr. Solid, trabekuler ve membrandz olarak gesitli histolojik
bliyime paternleri gésterir ve bu cesitlilik [IAS materyellerinde de goriilir.
Sitolojik olarak siklikla periferal palizatlanma gésteren bazaloid hicreler, kiigik
globuller ya da parmak benzeri fragmanlar halinde hyalin stroma goéralur.

Tanisal olarak adenoid kistik karsinom ile karisma olasiligi fazladir.’

4. Warthin Tiumoru:
Dinya Saglik Orgiiti adenolenfoma, kist adenolenfoma, papiller Kkist
adenoma lenfomatosum vyerine, lenfoid malignensi ve lenfadenomalar ile

karistinlmasindan kaginmak igin bu terimi kullanmayi énermektedir. Genellikle
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parotis ve periparotid lenf nodlari icinde meydana gelir, diger yerlerde nadirdir.*°
Tumor erkeklerde kadinlardan daha siktir, orta ve yash bireylerde gorulur ve
sigara icimi ile birliktedir. Yavas buyur, bilateral, unilateral veya multisentrik
olabilir. Histolojik olarak Warthin timéru siklikla kistik, lenfoid stromali, papiller

yapilardan meydana gelir. Epitel ¢ift tabakali ve esas olarak onkositiktir fakat
mukoz, goblet ya da skuamodz metaplazi alanlari igerebilir. Onkositik hucreler
Ozellikle travmaya hassastir, bu nedenle Warthin timorleri spontan ya da
lIAS’ni takiben total ya da subtotal infarkt ve metaplazik degisiklikler
gosterebilir.**? ince igne aspirasyon sitolojisi Warthin tiiméri tanisinda ézellikle
degerli bir yontemdir. Karakteristik olarak onkositik epitelial hicre tabakalari,
lenfositler, mast hiicreleri ve proteindz yapida bir zeminden olusur.** Onkositik
hicreler yogun tek tabakali, balpetedi gérinimunde olup siklikla mast hicreleri
ile birliktedir Warthin timora erigkinlerde kistik parotis bezi lezyonlari ile (mukus
retansiyon kisti, brankial kleft kisti, kronik sialadenit, kistadenom, dusuk gradeli
mukoepidermoid karsinom gibi) karisabilir.****> Periparotid lenf nodlari icerisinde
Warthin timoértu goriulmesi metastaz olarak yorumlanabilir. Onkositik hlicreler
tabakalar halinde ise onkositoma olarak degerlendirilebilir. Warthin timoérinde
skuamo6z metaplazi ve kistik degisiklikler seyrek degildir. Bu Ozellikler hatali
olarak mukoepidermoid karsinom ya da metastatik skuamdz hicreli karsinom
olarak degerlendirilebilir.*®*’ Tiikiriik bezi timérlerinin 1IAS’nde ekstra ve
intraselliler musin varligi mukoepidermoid karsinomlarin ayirici tanisinda
glvenli bir kriter degildir.*® Mukoepidermoid karsinomda meydana gelen
epitelial hucre tiplerinin karigimi gorulmez, ancak skuamdéz metaplazili bir
Warthin timoérint mukoepidermoid karsinomdan ayirmak gugtir. Multipl
servikal kitlelerin ayirnminda ekstraparotid yerlesimli Warthin timora dikkate

alinmalidir.*%°

5. Onkositoma (Onkositik Adenoma):

Oksifilik hiicrelerden olusan nadir, benign bir timérdur. Genellikle unisentriktir,
nadiren Kistiktir ve belirgin lenfositik hiicre populasyonu igcermez. Sitolojik olarak
onkositik epitelial hucreler ve Warthin timorinden farkli olarak papiller

fragmanlar daha siklikla gorulur. Bir miktar epitelial atipi onkositik baskin benign
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lezyonlarda da gorulir. SkuamoOz metaplazi, atipi ve nekroz ile beraber
oldugunda tani zorlasir.>® Metastatik renal, tiroid ve apokrin meme karsinomu
dzellikle papiller kistik onkositomanin ayirici tanisinda akilda tutulmalidir. [IAS’ni
takiben onkositoma histolojik olarak asinik hlcre karsinomunu taklit eden

psddomalign degisiklikler gdsterir.>?

6. Sebas6z Adenom:

Sebaséz diferansiyasyon normal takirik bezi parankiminde, pleomorfik
adenom, Warthin timorl, myoepitelyoma ve mukoepidermoid karsinomda da
gorilir.®® Sebastz hiicreler olarak tanimlanan yogun berrak ve yuvarlak
izomorfik nuUkleuslu, mikrovakuollii sitoplazmaya sahip benign hicrelerden

olusan timorlerdir.

7. intraduktal papillom:

Minér tikurik bezlerinde siklikla karsilasilan nadir benign timordir. Kistik
duktal epitelden gelisen soliter neoplazmlardir ve agrisiz sislikler olusturur, sert
kitleler olarak goralur ve sitolojik olarak adneksial bir timora akla getirir. Sitolojik
olarak bir miktar papiller dizilim ve G¢ boyutlu epitelial kimeler, histiyositler,

¢ogunlugu onkositik diferansiasyon gosteren hicrelerden olusur.

Malign Tiikiriuk Bezi Tumorleri

1. Asinik hucreli karsinom:

TUm takaruk bezi timorlerinin yaklasik %6,5’unu olusturur. Bunlarin %80’i
parotiste, %17’si intraoral, %4’0 submandibular bezlerde goérulir. Tim yas
gruplarinda ve siklikla 2. ve 7. dekadlar arasinda goriiliir.”* Histolojik olarak
degisik paternlerde (solid, lobuler, mikrokistik, folikuler, papiller, kistik) olabilir ve
farkh hiicresel yapilar (asiner, duktal, vakuolll, berrak, nonspesifik ve glanduler)
icerebilir. Yaymanin zemini debri ya da ekstraselliler musinden yoksundur.
Sayisiz ¢iplak nuUkleuslar bulunur. Neoplastik hicreler normal asiner hicre
gruplarindaki yuvarlak ve iyi sinirlanmanin olmadidi degisen boyutlarda gevsek

tabakalar halinde izlenir ve genel olarak hucresel uniformite vardir.
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2. Asinik huicre karsinomunun papiller kistik varyanti:

Bu varyant histolojik olarak kolaylikla teshis edilir ancak sitolojik tanisi
siklikla dogru konulmayabilir. Aspiratlara tek sirali tabakalar ya da Kkistik
zeminde asiner retansiyon Kkisti, Wartin tumort, mukoepidermoid karsinom
tanisi konulabilir. Epitelial hicrelerin uniform olusu yararh bir 6zelliktir fakat her

vakada tani belirgin olmayabilir.>®

3. Mukoepidermoid karsinom:

Cocukluk ve erigkinlerdeki en sik tukaruk bezi malignitesidir ve tim tukarik
bezi timdorlerinin %10-15’ini olusturur. Yaklasik yarisi major tukuriuk bezlerinde
meydana gelir (parotiste %45).“° Histolojik olarak yapisal ve hiicresel
heterojenite vardir. Degisen oranlarda kistik ve solid alanlar, birbiri ile karigan
mukoz, skuamoz hicreler ve baskin olarak berrak ve onkositik htcrelerden

meydana gelir.

4. Adenoid kistik karsinom:

Tam epitelial tikaruk bezi timorlerinin yaklasik %10’unu, mindr takarak bezi
epiteliyal timérlerinin %30’unu olustur.®® Tim vyas gruplarinda meydana
gelmekle birlikte orta yas ve yaslilarda daha siktir. Histolojik olarak tiimérlerde

uc yapisal 6zellik; kribriform, tabdler, solid ve iki hticre tipi gorular.

5. Polimorfik dusuk dereceli adenokarsinom:

AQiz ici malign tikGrik bezi timorlerinin ikinci sikhkta olanidir. Tum
karsinomlarin %26’sini olusturur. Yaklasik %6’s1 damaktadir ve hastalarin %70’i
50-70 yas arasindadir.*’ Histolojik olarak tiimér tabakalar, kordonlar, tibiiller,

kribriform ve papiller yapilanmalar gosterir.

6. Tukiriik bezi duktus karsinomu:
Yuksek dereceli agresif bir karsinomdur. Tukuruk bezi malign tUmorlerinin
%9’unu olusturur. Cogu 50 yastan sonra ortaya c¢ikar. En sik yerlesim yeri

parotistir.*® Histolojik olarak yiiksek dereceli intraduktal ve invaziv meme
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karsinomasina benzer. Kribriform proliferasyon gosteren hucrelerle geniglemis
duktus benzeri yapilar ve infiltratif bir komponentle beraber santral nekroz

mevcuttur.

7. Karsinoma ex pleomorfik adenom :

Uzun sureli pleomorfik adenom icerisinde meydana gelen malign bir
transformasyonu tanimlar. Seyrektir ve tim tikurik bezi timdorlerinin %3,6’sini,
tum takarik bezi malignensilerinin %12’sini olugturur. Genelde 6 ya da 7.
dekatlarda ortaya c¢ikar. Bu taniyr vermek igin rezidi benign pleomorfik
adenoma belirlenmelidir. Benign ve malign elemanlar bir arada bulunur. Benign
elemanlar genellikle fibriler, metakromatik stromada bulunur. Malign epitelial

hiicreler gevsek tabakalar, adenoid ya da papilloid kiimeler halinde izlenir.>*

8. Epitelial Myoepitelial Karsinom:

TukUrdk bezi timorlerinin %1’ini olusturur, %601 parotiste meydana gelir ve 6
ve 7. dekadlarda sikligi artar. Histolojik olarak lobule kontlrllG timor, dis
tarafinda tek ya da multipl poligonal hicre tabakalari ile gevrelenen, i¢ sira
tabakasi tek sira kuboidal hiucrelerden olugan iki tabakali kanal benzeri yapilar
olusturur. Disg tabakalardaki hucreler sitoplazmik berraklik gosterir ve

myoepitelial belirtecler ile pozitiftir.

9. Lenfoid neoplazmlar:

Major tukurik bezi malignensilerinin %1,7-7,7’sini olu\g,turur.55 Tukarak
bezinde meydana gelen Non-Hodgin lenfomalarin ¢odu B hucrelidir.
Ekstranodal marjinal zon B hicre lenfomasi primer tlkartk bezi lenfomalarinin
en sik gorulen tipidir. Diffiuz buyuk B hucre lenfomalari tukuruk bezi NHL’ nin
%15’ini olusturur. Duguk dereceli formlarinin  otoimmun lenfoepitelial
sialadenitlerden ayirimi gucken yuksek dereceli lenfomalarin tanisi daha

kolaydir.
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MikroRNA (miRNA)

MikroRNA'lar, protein kodlamayan, tek sarmalli yaklagsik 18-24 nukleotid
uzunlugunda olan RNA’lardir. RNA polimeraz Il enzimi tarafindan dretilen oncu
miRNA’lar 6nce kisa miRNA-miRNA duplekslerine, sonunda da tek sarmall
olgun miRNA ya dénasturaltrler. Olgun miRNA’lar tam ya da tama yakin olan
mMRNA siralarina baglanip hedefindeki genlerin ekspresyonunu transkripsiyon
sonrasinda ya translasyonu inhibe ederek ya da RNA degradasyonunu
tetikleyerek inhibe eder.®® MiRNA’larin hedef mRNA'lara baglanarak insan
genlerinin %30-%90 Inin ekspresyonlarini diizenledidi tahmin ediimektedir.>’
Lee ve arkadaslari, 1993 yilinda bir nematod olan Caenorhabditis elegans’in
gen igerigini incelediklerinde, protein kodlamayan lin-4 olarak isimlendirdikleri
genin, 22 nukleotid uzunlugunda kuguk bir RNA transkribe ettigini bildirmiglerdir.
O siralar bir nematodun yapisal 6zelligi sanilan ve yasam dongusunin
zamanlamasi ile ilerlemesini kontrol ettigi diastnilen lin-4 kesfedilen ilk
miRNA’dir.>® Reinhart ve arkadaslari, 2000 yilinda C. elegans’da, let-7 olarak
isim verdikleri 22 nukleotid uzunlugunda, canlida gelisim basamaklarini
duzenleyen farkli bir miRNA daha kesfetmislerdir. Son vyillarda bitki, viris ve
hayvan hucrelerinde miRNA’lar kesfedilerek toplam 25141 olgun miRNA dan
2154'iniin  insanlara  ait  oldugu  belirlenmistir.>***  MiRNA’larin
ekspresyonlarindaki bozuklugun bazi insan kanser tdrlerinin genetik
patogenezinde kritik bir rol oynadigi bilinmektedir.®> Timodrlerde miRNA
ekspresyonunun bozuklugu hakkinda yaygin veriler bulunmaktadir.®®  Bu
bozukluklar; miRNA genlerinde, RISC (RNA indiklenmis Baskilayici Kompleksi)
grubu proteinler ve miRNA yolagindaki proteinlerden sorumlu genlerde olusan
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.®* insan miRNA’larinin kanser ile iliskisi,
genomdaki pozisyonlari haritalanarak gdsterilmistir.®® Tespit edilen miRNA'larin
kromozom yerlesimleri, bazi kanser turlerinin gelisiminden sorumlu genetik
degisikliklerle  ortismektedir. MiRNA’larin  ¢ogunlukla, heterozigotlugun
kayboldugu bodlgeler olan kirllgan kisimlara yerlesik oldugu gosterilmistir. Bu
kirilgan bdlgeler amplifikasyonun ¢ok az géruldugu yerlerde veya kromozomal
kinlma noktasinin olustugu yerlerde gdzlenmistir.®® MiRNA’larin anormal

ekspresyonu multifaktdryel bozukluklarda ve bazi insan kanser tlrlerinin genetik
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patogenezinde kritik bir rol oynadigi yapilan calismalarla tesbit edilmistir.®? Gen
ekspresyonunun miRNA’lar aracihgiyla transkripsiyon sonrasinda
dizenlenmesinin kesfi hicre farkllasmasi, organogenez gelisimini igeren
biyolojik slrecgler ve hastaliklarin patogenezindeki genetik dizenlemelerin
anlasiimasinda yeni bir olanak saglamistir.®’*°® Kanser patogenezinde rol alan
miRNA'larin ekspresyonlari mikrodizin, gRT-PZR ve northern blot analizi
yontemleri ile profillenebilmektedir. Birgok arastirma deregile miRNA’larin
tumor hicrelerinde hucre buyumesi, hucre invazyonu veya metastazi Uzerinde
etkili oldugunu gostererek bu deneysel yodntemlerin kullanigh oldugunu
kanitlamistir.”®  Ayrica bu molekiillerin sikli§i ve benzersiz yapilari, biyolojik
belirte¢ olmalarini ve tedavi amagli olarak kullanimlarina isaret etmektedir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar miRNA’larin klinik agresiflik gosteren ve niks
eden durumlarda prognostik belirtegc olarak 6ne c¢iktigini gostermektedir.

MiRNA'larin yeni kanser belirteci olarak birgok avantajli 6zelligi vardir.™

MikroRNA’larin Olusumu

Hucre dongustu ve buyUme Uzerine duzenleyici etkileri olan kuguk,
protein kodlamayan RNA tiri olan miRNA’lar, RNA polimeraz Il (pol II)
tarafindan sentezlenmektedir. Yapilan son galismalar ile birgok farkli miRNA
lokusunda RNA polimeraz Il (pol Il1) ile iligkili tekrar dizilerinin gosterilmesi pol

lI'in de miRNA transkripsiyonunda énemli yeri oldugunu gdstermistir.’>%?

MikroRNA'larin sentezi DNA’dan RNA polimeraz enzimi araciligiyla éncl
mMiRNA (pri-miRNA) sentezlenmesiyle baslar. Sa¢ tokasi seklinde olusan pri-
MiRNA nukleusta bulunan bir RNaz olan Drosha ve RNA baglanma noktasi
bulunan bir protein DGCR8/Pahsa’dan olusan mikroiglemci komplekse baglanir
ve 60 ile 70 nukleotidlik parcalar haline getirilerek pre-miRNA haline

donistiralir 8228

Bir nUkleer tagsima reseptoru olan Exportin 5 ve nuklear bir protein olan
RAN-GTPye bagimli bir sekilde pre-miRNA molekiilii sitoplazmaya tasinir.®®
RNAaz lll enzimi ailesinden bir endonlkleaz olan Dicer, TAR RNA baglayan

protein (TRBP) veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aktive eden protein
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(PACT) ile etkilesimde bulunurak sitoplazmada pre-miRNA’I pargalayarak gift
zincirli, 18-24 nukleotid uzunlugunda miRNA dubleksine dénUgtUrUrIer.gO Dicer’in
diger fonksiyonu da RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi olusumununda Kilit
rolii olmasidir.®* Pre-miRNA’nin sapli, ilmikli yapisi Dicer tarafindan kesildikten
sonra mMiRNA dubleksinden sadece bir tanesi RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksine katilir. RNA ile tetiklenmis susturma kompleksinin ihtiva ettigi
RNAaz olan Argonaute’un yardimi ile bu iki iplikten 5’ ucu daha kararli olani
secilip komplekse katilir. Bu komplekse dahil olan yapi kilavuz iplik (guide iplik)
olarak isimlendirilir. Diger kilavuz olmayan ve yolcu iplik olarak adlandirilan iplik
RISC kompleksi tarafindan sindirilir. MiRNA'lar aktif RISC kompleksine
katildiktan sonra, ya Argonaute proteinleri araciligiyla mRNA’nin yikimina ya da

protein translasyonunun engellenmesine neden olurlar (Sekil 1).%2
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Sekil 1: MikroRNA olusumu.®?

nukleus

sitoplazma

pre-miRNA

miRNA/mIRNA* AAA

dubleksi VYV
immatiir A

Argonaute kompleksi = —~—

matir

Argonaute kompleksi —"~=""—
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MikroRNA’larin Fonksiyonu

Olgun miRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein
sentezinin duzenlenmesine katilirlar. MiRNA’lar kendi nukleotid dizilerini
tamamlayici hedef genleri tanima 6zelligine sahiptir. Kendi nikleotid dizilerine
komplementer hedef genleri tanima 6zelligine sahip miRNA’lar, RISC ile
kompleks olusturup baz cifttesme 06zelligi ile mMRNA’ya baglandiktan sonra
protein translasyonunun inhibisyonuna ya da mRNA'nin yikimina sebep olur.*
MiRNA'larin herbirinin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu duzenleyebildigi
ve mRNA’larin herbirinin de birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi

saptanmistir (Sekil 2). 9%

Sekil 2: MikroRNA olusumu ve fonksiyonu%?.

mRNA yikimi«,

protein S I TRBP
translasynnunq&-"/

basknanmam:_ . | GEMINA
ol GEMIN3
DROSHA  DGCRe
. 2 Ran-GTP | Dicen

Pri-miRNA {i lwv XPO5 Z
|
AW AW A
AVAVAVAVAVAVAVAY Pre-miRNA

[ Double
transkripsiyon Et;lﬂ;dﬂd
AVIVAAVAVAVAYAVAYAYAY]

MikroRNA, hedef mRNA’'nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan
bélgesine (Untranslate Region-UTR) ya da hedef mRNA‘nin ORF (Open
Reading Frame- agik okuma cergevesi) bdlgesine baglanir ve baglanma
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pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA'ya nasil komplementer olduguna bagh
olarak degiskenlik gosterir. Translasyona ugramayan bdlgesine baglandiginda;
kusurlu, eksik tamamlayicilikla ve translasyonun baskilanmasiyla sonuglanir.
ORF Dbolgesine baglandigi takdirde baglanma kusursuz, eksiksiz
tamamlayiciligi gosterir ve sonugta Argonaute2 (Ago2) tarafindan mRNA'nin

yikimi gerceklesir. %+

MiRNA’lar hedefledikleri mMRNA’nin molekuler yolaklardaki 6zelligine gore
onkogenik veya timér baskilayici fonksiyon gosterebilirler.®®  Fonksiyonlari bir
onkogenin ekspresyonunu kontrol etmek olan miRNA’lar timoér baskilayici
miRNA'lar veya ‘anti-oncomiR’ olarak ifade edilmektedir. Dolayisiyla tGmor
baskilayici miRNA’larin ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun
artmasina ve tumoér olusumuna sebep olur. Bunun tersi durumunda ise,
‘oncomiR’ olarak ifade edilen bazi miRNA’larin kanserin gelisimini arttirdigi
gorulmektedir. Bu miRNA’lar bir tumoér baskilayicisinin  baskilanmasini
saglarlar.”” Son dénemde onkogenik miRNA'lari hedef alan (anti-miR, miRNA
sungerleri ve miRNA maskeleri) ve timoér baskilayici miRNA’lari hedef alan

(miRNA mimikleri) miRNA tabanli tedavi yaklasimlari Gzerinde calisiimaktadir.

MikroRNA’larin Klinik Onemi ve Hastaliklarla iligkisi:

MiRNA'lar cogunlugu hucre iginde yer alirken, bircok miRNA vicut sivilari
da dahil olmak Uzere hiicre diginda gézlenmistir. Aktif olarak vicut sivisindaki
miRNA’larin iki tip hucre kokenli lipid vezikulleri olan mikrovezikul ve
eksozomdan koken aldigi tanimlanmigtir. Mikrovezikuller nispeten buyuktir (~
100 nm 1 mikron) ve bu veziklller kabarcik olusturarak hicreden salinirlar.
Eksozomlar ise yaklagik 30-100 nm buyukligunde kuguk vezikuller olup
endozomlardan olusan multivezikuler yapilarin plazma membraniyla birlesmesi
sonucunda olusur. Eksozomlar, epitel hucreleri, T ve B hucreleri, dentrik
hicreler ve kanser hucreleri gibi ¢esitli hiucrelerden salgilanmalarinin yanisira
plazma, serum, tiikiiriik, anne sitii ve rin gibi viicut sivilarinda da bulunurlar.%®
MiRNA'lar farkh sivi tipleri arasindaki RNA’larin aksine stabil ve belirgin sekilde
ekspresyon profilleri gosterirler. %' Dolagimdaki miRNA'lar hiicre icermeyen
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serum benzeri vicut sivilarinda RNAZza, pHya ve sicakhdin yuksek
degiskenligine karsi dayaniklidir.’®® Plazma, idrar veya anne siitii gibi insan
vucut sivilarinda 200-500 arasinda miRNA gPZR ile tespit edilmistir. Vucut
sivilarinda miRNA’larin tespiti kanser hastalarinin tanisi igin umut verici
noninvaziv bir tani yéntemidir.%

Yapilan son calismalar ile miRNA’lardaki mutasyonlar ve ekspresyon
duzensizlikleri ile birgok hastalik arasinda direk bir iligki oldugu gosterilmigtir.
MiRNA'lar organizmada birgok biyolojik suregte goérev aldigi igin, miRNA
genlerinde meydana gelen cesitli mutasyonlar hastaliklara neden
olabilmektedir. MiRNA’larin basta kanser olmak (zere, kardiyovaskuler
bozukluklar, inflamatuar hastaliklar, infeksiyonlar, gelisimsel bozukluklar,
muskuler bozukluklar, ndrodejeneratik hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarla iligkisi
oldugu gosterilmistir. MiRNA’larin modulasyonuyla ilgili ilk calisma olan B hucre
lenfoma hastalarinin serumlarinda mir-21 seviyesinin yiksek olmasi hastaligin
tekrarlamadigi bireylerin hayatta kalma oranlariyla iliskilendirilmistir.*%®

MikroRNA'lar hedefledikleri mRNA’'nin molekiler yolaklardaki 6zelligine
gore onkogenik veya tiimér baskilayici fonksiyon gdsterebilirler.*®* Fonksiyonlari
bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmek olan miRNA’lar timoér baskilayici
miRNA’lar veya ‘anti-onkomiR’ olarak ifade edilir. Dolayisiyla timor baskilayici
miRNA’larin ekspresyonunun azalmasi onkogenin ekspresyonunun artmasina
ve tumodr olusumuna neden olur. Bunun tam tersi durumda ise onkomiR olarak
ifade edilen bazi miRNA’larin kanserin gelisimini arttirdigi gortulmektedir. Bu
miRNA2lar bir timér baskilayicisinin baskilanmasini saglarlar.*®> OnkomiR’ler
bazi timodrlerde gen amplifikasyonu, epigenetik mekanizmalar veya
transkripsiyonel bozukluklardan dolayi asiri eksprese olurlar. Gelismekte olan
miRNA tabanl tedaviler igin iki yaklasim vardir: onkogenik miRNA’lar1 hedef
alan (antimiR, miRNA sungerleri ve miRNA maskeleri) ve tumor baskilayici

miRNA’lari hedef alan (miRNA mimikleri) tedavilerdir.*%
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GEREG VE YONTEM

Mersin Universitesi Saglk Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kulak Burun
Bogaz Hastaliklari poliklinigine bagvuran 18-80 yas arasi hastalardan tukuruk
bezleri ile ilgili sikayeti olmayan 17 hasta kontrol grubunu, tukuruk bezi timoru
tanisi almis olup tarafimizca operasyonu yapilan 20 hasta ise hasta grubunu
olusturmustur.

Calisma Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun 22.05.2013
tarihli ve 2013/183 sayili kararinca onaylandi ve ¢alismaya katilan tim bireyler

calisma hakkinda bilgilendirilerek yazili onamlari alind.

islemlerde Ortak Kullanilan Sarf Malzemeler:

Pipet ucu 1-10 yL (Katalog No: DFL10, Gilson)

Pipet ucu 2-30 yL (Katalog No: DF30, Gilson)

Pipet ucu 10-100 uL (Katalog No: DF100, Gilson)

Pipet ucu 20-200 uL (Katalog No: DF200, Gilson)

Pipet ucu 100-1000 pL (Katalog No: DF1000, Gilson)

0.2 mL Thermo-Strip (8'li strip tup, Thermo Scientific, UK)

2 mL’lik mikrosantrifij tipt (DNAz, RNAzsIz)

96 Well PCR Plate (Katalog No: 1402-9400, USA Scientific)
PCR Plate Film (Katalog No: 2921-7800, USA Scientific)

islemlerde Ortak Kullanilan Cihazlar:

8 kanalli pipet 1-20 uL (Gilson)

8 kanalli pipet 20-200 pL (Gilson)

Pipet 2-20 uL (Gilson)

Pipet 10-100 pL (Gilson)

Pipet 20-200 pL (Gilson)

Pipet 100-1000 pL (Gilson)

Santrifiij (Nive NF 800, Nive Sanayi Malzemeleri imalat Ve Ticaret AS,
Ankara, Turkiye)
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Santrifij (Sigma 1-15 Microfuge, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Postfach
1713, Germany)

Santrifij (Sigma 1-14 Microfuge, SN: 141318, Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Postfach 1713, Germany)

Derin dondurucu (-80 oC, Lab -85 oC, Elcold)

Derin dondurucu (-20 oC, Ugur Sogutma Makinalari San. Ve Tic. A.S.)
Buzdolabi (+ 4 oC, Electrolux)

Plate Karistiricisi (PKT Smart Mixer, Multi Shaker, JSH-03, SN: JMC-JSH03-
1005, PhileKorea, Korea )

Plate santrifuju (PKT Mini Multi-well plate centrifuge, JCW48, SN: PKT-JCW48-
1057, PhileKorea, Korea )

Termal cycler (Gene-Pro Thermal Cycler, B384G, SN: BYQ606002E-060,
Korea)

MiRNA Analizi

Tlikuriik Eldesi:
200 pL takdruk ornedi ve 200 uL RNAlater (QIAGEN Inc., Valencia, CA)

sollisyonu karistirildi oda sicakhdinda 2 saat bekletildikten sonra -80°C’de
derin dondurucuda saklandi. (Park N. et al. Salivary microRNA: Discovery,
Characterization, and ClinicalUtility for Oral Cancer Detection. Clin Cancer
Res. 2009 September 1; 15(17): 5473-5477. doi:10.1158/1078-0432.CCR-
09-0736).

Doku Eldesi:

Operasyon sonrasi elde edilen yaklasik 3-4 mm°biyiikligiindeki doku
parcalari 1 mL RNAlater (QIAGEN Inc., Valencia, CA) solusyonu igine
konuldu ve oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra -80°C’de derin
dondurucuda saklandi.
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Doku homojenizasyonu:

RNAlater sollsyonu igcindeki dokular bir pens yardimiyla alinip RNAlater’'in

fazlasi bir kagit havluya emdirildi ve homojenizasyon tamponu i¢ine konuldu.

Homojenizasyon miRNA izolasyon kiti ( Roche Diagnostics, GmbH,

Mannheim, Germany) igerigine uygun sekilde yapildi.

Plazma Eldesi:

Galisma gruplarindan % 7,5 EDTA’ll tiplere alinan 5 ml’lik kan 6rnekleri

yavasca alt-Ust edilerek karistirildi ve oda sicakhdinda 2 saat iginde

laboratuvara ulastirilarak plazmalari ayrildi.

1.

2
3.
4

Tapler 4000 rpm de 15 dakika santrifdj edildi.

. Santrifj islemi sonunda tlpler dikkatlice santrifijden ¢ikartildi.

Plazmanin en ust kismindan 1000 pl olacak sekilde plazma toplandi.

. Toplanan 1000 pl lik plazma 13000 rpm de 5 dakika santriftj edildi ve

plazmanin en Ust kismindan alttaki supernatana dokunmadan pipet ile
(DNase, RNase Free, filtreli pipet uglar kullanilarak) 200 ul temiz bir
mikrosantriflj tipine konuldu. Mikrosantriflj tlpleri hastaya ait barkod

etiketi ile etiketlendi.

Bu sekilde ayrilan plazma o6rnekleri -80°C’de derin dondurucuda

saklandi.

miRNA izolasyonu:

miRNA'lar plazmadan, doku homojenatindan (supernatan) ve tukurukten

mMiRNA izolasyon kiti ( Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) ile

kit icerigine uygun sekilde izole edildi.

Protokol:

1-

2-

Ornekler en az 5 kez yavasca alt-Ust edilerek karistirildi ve 150 pl'lik

kisim temiz bir mikrosantrifij tipine(DNase, RNase Free) alind..

Ornekler Gzerine 312 ul Binding Buffer ve 200 ul Binding Enhancer
eklendi ve karistirildi.
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7-

Karistirilan ornekler filtreli tUp+toplama kabina aktarildi. 13000 g'de 1

dakika sanriflj edildi ve toplama kaplari atild1.
Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 500 yl Wash Buffer eklendi.
13000 g’de 30 sn. sanrifuj edildi ve toplama kaplari atild1.

Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 300 yl Wash Buffer eklendi.
13000 g'de once 30 saniye sonra 1 dakika sanriflj edildi ve toplama

kaplari atild1.

Filtreli tupler temiz bir mikrosantriftj tupune(DNase, RNase Free) alindi
ve 50 pl Elution Buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inklibe edilen
ornekler 13000 g’de 1 dakika sanrifij edildi.

Elde edilen total RNA -80°C’de derin dondurucuda saklandi.

cDNA Hazirlanmasi:

Asagidaki karisim hazirlanir. Bu karisim 96 ornegdin cDNA reaksiyonu igin

yeterlidir (ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir)

RT Buffer 168 ul
RT Primer Mix 84 pl
DNase, RNase-free su 84 pl
RT Enzyme 84 pl

Toplam: 420 pl

Bu karisim bir 8 li strip tGpln tim kuyularina 51 er pl olarak transfer edildi.

Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3.5 er ul alinarak temiz bir 96 lik Plate’in

tum kuyularina pipetlendi.

RNA o6rnekleri de her kuyuya, yukarida transferi yapilan karigsimlarin Gzerine

3.5 er yl olmak Uzere pipetlendi. Plate film ile kaplandi, plate karistiricida
2000 rpm de 3 dakika karistirildi.

Vorteks ile 2 saniye karistirilir, 4-5 saniye ara verilir bir kez daha vorteks ile

2 saniye karigtirildu.
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e Plate santrifij de 1 dakika santrifij edilir ve Plate Thermal Cyclera

konularak asagidaki program calistirildi.
37°C 60 dakika

95°C 5 dakika

4°C

o Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklendi
(deney bitiminde ylzeyi sicak olabilir).

o Plate santriflij de 1 dakika santriflij edildi. Bir plate tasiyici Gzerine konuldu
(plate’in kaymamasi ve kipirdamamasi icin gereklidir).

o Film acildi. Bir reservuara 5 mL kadar DNase, RNase-free su konuldu.

o Plate’in her kuyusuna 28 pl bu sudan eklendi. Yeni bir film ile plate
kaplandi, plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika karistirildi. Vorteks ile 2
saniye karistirildi, 4-5 saniye ara verilir bir kez daha vorteks ile 2 saniye
karigtirildi.

o Plate el ile alt Ust edilerek (bir ka¢ kez) karistirildi. Plate santriflij de 1

dakika santriftij edildi.
PreAmplifikasyon Hazirlanmasi:

o Asagidaki karisim hazirlandi. Bu karisim 96 o6rnegin PreAmplifikasyon

reaksiyonu igin yeterlidir (ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir)

PreAMP Buffer 230 pl
PreAmp Master Mix 92 ul
PreAMP Primer Mix 230 pl
DNase, RNase-free su 322 i
PreAMP Universal Primer 46 pl
Toplam: 920 pl
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Bu karisim bir 8'li strip tipln tim kuyularina 113’er pl olarak transfer
edildi. Buradan 8 kanall pipet yardimi ile 8’er pl alinarak temiz bir 96 hk
Plate’in tim kuyularina pipetlendi.

Bir onceki agsamada sulandiriimig olan cDNA oOrneklerinden her kuyuya
2’ser I olmak Uzere pipetlendi.

Plate, film ile kaplandi, plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika karistirildi.
Vortex ile 2 saniye karistirildi. Plate santrifiujde 1 dakika santriflj edildi ve

Thermal Cycler da “96 PreAmp Protokollu” ¢ahistirildi.

96 PreAmp Protokoli

95°C 15 dakika Baslangi¢ Denatlrasyonu

94°C 30 saniye} 12 D6ngu
60°C 3 dakika
4°C =

Thermal programin sonunda plate’in oda sicaklhigina gelmesi beklendi
(deney bitiminde yuzeyi sicak olabilir). Plate santrifij de 1 dakika santrifij
edildi. Bir 8'li strip tiplin tim kuyularina 14’er uyl Exonuclease I'den
pipetlendi (bu strip tip kapatilarak derin dondurucuda saklanip bir sonraki
deneyde kullanilabilir). PreAmp plate’inin strip kapaklari agildi. Her kuyuya
0.8 ul Exonuclease | solisyonundan pipetlendi. Plate yeni bir film ile
kaplandi, plate karistirica 2000 rpom de 3 dakika karistirildi. Vortex ile 2
saniye karistirildi (bu karigtirma 2 kez daha her defasinda 4-5 saniye ara

vererek tekrarlandi). Plate santrifij de 1 dakika santrifuj edildi.

Plate Thermal Cycler’a konularak asagidaki program calistirildi.
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37°C 15 dakika
95°C 5 dakika
4°C o

o Thermal programin sonunda plate'in oda sicakligina gelmesi beklendi
(deney bitiminde ylUzeyi sicak olabilir). Plate santrifuj de 1 dakika santrifyj
edildi. Film acildi. Her kuyuya 39.2 ul DNase, RNase free su eklendi. Yeni
bir film ile plate kaplandi, plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika
karistirildi. Vortex ile 2 saniye karistinldi (bu karistirma 2 kez daha her
defasinda 4-5 saniye ara vererek tekrarlandi). Plate el ile alt Ust edilerek

(bir kacg kez) karistirildi. Plate santrifij de 1 dakika santriflj edildi.
Dynamic Array Hazirlanmasi:

Bu asamada 6 ayri adim vardir;

1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi,

2. Assay Plate’inin hazirlanmasi,

3. Orneklerin hazirlanmasi,

4. Dynamic Array’e pipetlemelerin yapilmasi,

5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi,

6. Dynamic Array’in BioMark da ¢aligiimasi.

1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi:

Bir adet Dynamic Array’e control fluid lar enjekte edilir ve Dynamic Array
IFC Controller da PRIME edilir. Bu islem tam 20 dakika surecektir. PRIME

islemi devam ederken agagidaki agsamaya gegilir.
2. Assay Plate’inin Hazirlanmasi:

Asagidaki karigim hazirlandi. Bu karigim bir adet Assay Plate icin yeterlidir

(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).
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PCR Universal Primer 180 pl
2x Assay Loading Reagent (Fluidigm, cat. no. PN 360 pl
85000736, yellow cap)

RNase-free water 180 ul

Toplam: 720 pl

Bu karisim bir 8 li strip tlpun tim kuyularina 88 er ul olarak transfer edildi.
Assay plate paketinden cikarilir ve bir plate tasiyici Gzerine konuldu
(plate’in kaymamasi ve kipirdamamasi igin gereklidir). 8 Ii strip tup den 6
sar ul alinarak Assay Plate’in tim kuyularina pipetlendi.Assay Plate film ile
kaplanir. Plate karisgtirici Uzerine plate konulur ve el ile bastirilarak 10
saniye vortekslendi. Bu iglem 3 kez her defasinda 4-5 saniye ara verilerek
tekrarlandi. Plate santrifiuj de 2 dakika santrifuj edildi.

3. Orneklerin Hazirlanmasi:

Asagidaki karigsim hazirlanir. Bu karigim bir set (96 ornek) igin yeterlidir
(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).

gPCR Master Mix 360 pl
20x DNA Binding Dye 36 pl
Sample Loading

Reagent (Fluidigm, PN 100-3738)

RNase-free water 84 pl

Toplam: 480 pl

Bu karisim bir piko plate in ilk kolonunun 8 kuyusuna (1 er atlayarak) 58 er
Ml olarak transfer edildi. Bu karisimdan 4 er ul temiz bir 96 ik plagin tim
kuyularina pipetlendi. Sulandiriimis olan PreAmplifiye trlnlerin Gzerindeki
film acildi. Herbir PreAmplifiye érnek den 2 ser ul bu plate’ e transfer
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edildi. Plate yeni bir film ile kaplandi. Plate, plate karigtiricida 2000 rpm de
3 dakika karistirildi. Vortex ile 2 saniye karigtirildi (bu karistirma 2 kez
daha her defasinda 4-5 saniye ara vererek tekrarlandi). Plate el ile alt Ust

edilerek (bir kag kez) karistirildi. Plate santriflij de 1 dakika santriftij edildi.

4. Dynamic Array’e Pipetlemelerin Yapilmasi:

Assay pipetlemeleri i¢in Viaflo Voyager (12.5 pl) de su program yapildi:
Aspirate 4.75 ul, Dispense 4.50 ul. Tium kuyulardaki Assay’ler bu sekilde
Dynamic Array’e transfer edildi. Ornek pipetlemeleri igin Viaflo Voyager
(12.5 pl)de Assay icin yapilan program kullanildi. Tam kuyulardaki

ornekler bu sekilde Dynamic Array’e transfer edildi.

5. IFC Controller’da Dynamic Array’in yiiklenmesi:

Dynamic Array IFC Controller'a yerlestirildi ve LOAD Segenegi secilerek
LOAD islemi baslatildi. Bu islemi baslattiktan sonra BioMark Data
Collection yazilimi baglatildi ve “Double Click to Turn Lamp On” kismina
cift tiklanarak BioMark’in lambasi galistirildi. Lambanin isinmasi 20 dakika

sUrer.

6. Dynamic Array’in BioMark’da c¢alisiimasi:

Dynamic Array IFC Controllerdan alindi. Dynamic Array altindaki mavi
filmin uzaklastinldigindan emin olundu. Chip yuzeyinin temiz olup olmadigi
kontrol edildi. Dynamic Array BioMark’a barkod kismi disari bakacak
sekilde yerlestirildi. BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic
Array galistirildi. “Gene Expression” segildi. Passive Reference Dye olarak
“‘ROX” segildi. “Probe Type” kisminda “EvaGreen” secildi.Sonraki ekranda
Prokoller arasindan “miRNA EvaGreen Protocol” secildi ve Program

baslatildi.
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istatistiksel Analiz

Surekli 6lgimlere ait normallik kontroli Shapiro Wilk testi ile test edilmistir.
Hasta ve kontrol grubu arasinda ve cinsiyetler bazinda yaglar bakimindan fark
olup olmadigi Student t testi ile test edilmistir. Tanimlayici istatistikler ortalama
ve standart sapma degerleri verilmigtir. Kategorik degiskenler arasindaki
farkhliklar icin Pearson ki-kare ve Likelihood ratio ki-kare testleri kullaniimigtir.
Tanimlayici istatistik olarak sayr ve ylzde degerleri verilmistir. istatistik

anlamlilik olarak p<0.05 alinmigtir.
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BULGULAR

Calismaya alinan 20 hasta grubunun yas ortalamasi 53.1 £ 17.5, 17 saghkh

bireye ait yas ortalamasi ise 46.4 + 17.3 olarak hesaplanmis ve bu aradaki yas

farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p=0.251). Ayrica, calismaya

alinan 18 kadinin yas ortalamasi 47.9 + 17.4 olup erkeklerin yas ortalamasi ise

51.9

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gézlenmemistir (p=0.488).

+ 17.8 olarak hesaplanmis ve cinsiyetlere gore de yas ortalamalari

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalari.

Grup N Ort. S. Sapma P
Yas |Hasta |20 53,1 17,5
0,251
Kontrol |17 46,4 17,3

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarindaki cinsiyet dagilimi.

GR
hasta kontrol | Total
cinsiyet kadin Count 10 8 18
% within
o 55,6% | 44,4% 100,0%
cinsiyet
% within
50,0% |47,1% |48,6%
GR
erkek Count 10 9 19
% within
o 52.6% | 47,4% 100,0%
cinsiyet
% within
GR 50,0% |52,9% |51,4%
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Total Count 20 17 37

% within
o 541% | 45,9% 100,0%
cinsiyet
% within
GR 100,0% | 100,0% | 100,0%

Calismaya alinan 20 hastanin postoperatif patoloji sonuglarinin 7 tanesi
Warthin  timoéra  (%35), 6 tanesi pleomorfik adenom(%30), 1 tanesi
adenokarsinom(%05), 2" si skuamoz hucreli karsinom (%10), 1
mukoepidermoid karsinom(%5), 2’si lenfoepitelyal kist(%10) ve 1 tanesi

inflamatuar psddotimdér(%5) olarak raporlanmistir. (Tablo 3)

Tablo 3: Hasta grubunda tumor tiplerinin dagilimi

Warthin tumoru 7 35,0
Pleomorfik adenom | 6 30,0
Adenokarsinom 1 50

Skuamo6z hicreli

N . 2 10,0
Tumorin karsinom
tipi i :
Mukoepidermoid
_ 1 5,0
karsinom
Lenfoepitelyal kist 2 10,0
inflamatuar
1 5,0
psodotumor

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan periferik kan érneginden toplam 95
miRNA analizi yapildi. Bunlardan 24 tanesinin artan ya da azalan diuzeyde
eksprese oldugu, ancak 8 tanesinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.05). Panelde yer alan diger
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miRNA ekspresyon seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir

(p>0.05) (Tablo 4).

Tablo 4. Hasta ve kontrol gruplarinda serum miRNA ekspresyonlarinin

karsilastiriimasi.

Fold

mMiRNA Regulation P value

hsa-let-7a-5p -2,4404 0,149153
hsa-let-7c-5p -1,8888 0,13821

hsa-let-7d-5p -1,5703 0,504327
hsa-let-7e-5p -2,0304 0,16598

hsa-let-7f-5p -1,3802 0,285221
hsa-miR-17-5p -4,0486 0,174763
hsa-miR-17-3p 1,0479 0,567011
hsa-miR-21-5p -2,2391 0,043303
hsa-miR-23a-3p |-12,586 0,00001

hsa-miR-25-3p -2,4655 0,442446
hsa-miR-26b-5p |-1,3741 0,285304
hsa-miR-27a-3p |-21,0002 0,000229
hsa-miR-31-5p 1,0479 0,567011
hsa-miR-92a-3p |-1,106 0,948806
hsa-miR-95-5p 1,0479 0,567011
hsa-miR-96-5p 1,0479 0,567011
hsa-miR-100-5p |-2,0033 0,126955
hsa-miR-107 1,0479 0,567011
hsa-miR-199a-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-199a-3p |-2,8646 0,102119
hsa-miR-30c-5p |-2,1444 0,226051
hsa-miR-139-5p |1,8538 0,18885

hsa-miR-10a-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-34a-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-181a-5p |1,0479 0,567011

43



hsa-miR-181c-5p |-1,323 0,286228
hsa-miR-204-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-205-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-215-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-221-3p |-2,7604 0,089978
hsa-miR-223-3p |-10,4112 0,001118
hsa-miR-224-5p |1,0479 0,567011
hsa-let-7g-5p -2,2786 0,113299
hsa-miR-1-3p -1,4298 0,284804
hsa-miR-23b-3p |[-2,0337 0,154514
hsa-miR-27b-3p |-2,704 0,057982
hsa-miR-30b-5p |-1,9633 0,121851
hsa-miR-122-5p |-1,3847 0,230905
hsa-miR-125b-5p |-4,6442 0,031799
hsa-miR-128-3p |-1,0098 0,948743
hsa-miR-133a-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-138-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-140-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-142-3p |-1,4414 0,356365
hsa-miR-9-5p 1,0479 0,567011
hsa-miR-125a-5p |-3,7675 0,120201
hsa-miR-126-3p |-9,1403 0,000063
hsa-miR-146a-5p |-3,7517 0,024689
hsa-miR-184 1,0479 0,567011
hsa-miR-200c-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-155-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-29¢-3p |-17,3011 0,111671
hsa-miR-200a-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-302a-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-34c-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-299-3p |1,0479 0,567011
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hsa-miR-302b-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-302c-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-367-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-370-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-371a-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-373-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-374a-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-375 1,0479 0,567011
hsa-miR-376a-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-382-5p |-1,0732 0,852485
hsa-miR-330-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-342-3p |-3,4903 0,067632
hsa-miR-133b 1,0479 0,567011
hsa-miR-345-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-20b-5p |1,1841 0,679678
hsa-miR-146b-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-299-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-92b-3p |-3,6538 0,742515
hsa-miR-21-3p 1,0479 0,567011
hsa-miR-92a-1-5p | 1,0479 0,567011
hsa-miR-92a-2-5p | 1,0479 0,567011
hsa-miR-139-3p [1,0479 0,567011
hsa-miR-221-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-140-3p |-3,3251 0,662111
hsa-miR-125a-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-155-3p [1,0479 0,567011
hsa-miR-29¢c-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-379-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-340-5p |1,0136 0,816895
hsa-miR-330-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-342-5p |1,0479 0,567011
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hsa-miR-146b-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-92b-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-374b-5p |-1,3871 0,285145
hsa-miR-345-3p |1,0479 0,567011
hsa-miR-372-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-494-5p |1,0479 0,567011
hsa-miR-30e-5p |-37,4314 0,001727
hsa-miR-337-5p |1,0479 0,567011
Global Mean 1 0

Hasta grubunda ekspresyonlari istatistiksel agidan anlamli olarak azalan
miRNA'lar; hsa-miR-21-5p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-223-
3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-30e-5p
olarak goruldu (Sekil 3, Sekil 4). Ekspresyonlari anlamli olarak artan miRNA
saptanmadi.

Sekil 3: Hasta grubunda plazmada azalma gosteren miRNA’larin fold regulation
degerlerinin grafiksel ifadesi. Bunlardan istatistiksel olarak anlamli eksprese
olanlar kirmizi renklegosterilmistir.
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Sekil 4: Hasta grubunda anlamli olarak eksprese olan miRNA’larin ekspresyon

oranlarinin grafiksel ifadesi.
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Tablo 5: Hasta ve kontrol

ekspresyonlarinin karsilastiriimasi.

gruplarinda tukuarak orneklerindeki

Fold Regulation
mMiRNA -tlikurak P value
hsa-let-7a-5p -1,7421 0,359322
hsa-let-7c-5p 1,2825 0,421645
hsa-let-7d-5p -1,2001 0,448384
hsa-let-7e-5p -2,5983 0,35197
hsa-let-7f-5p -1,1237 0,527194
hsa-miR-17-5p -1,695 0,251677
hsa-miR-17-3p -1,4026 0,28253
hsa-miR-21-5p -1,6358 0,48581

miRNA
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hsa-miR-23a-3p 1,1204 0,7942
hsa-miR-25-3p -1,3331 0,603802
hsa-miR-26b-5p -1,2212 0,406351
hsa-miR-27a-3p 1,0212 0,538299
hsa-miR-31-5p 1,0144 0,993569
hsa-miR-92a-3p 6,5064 0,207715
hsa-miR-95-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-96-5p -1,3886 0,282941
hsa-miR-100-5p 1,2345 0,372798
hsa-miR-107 -1,0497 0,480165
hsa-miR-199a-5p |-1,5822 0,280582
hsa-miR-199a-3p -1,3679 0,310131
hsa-miR-30c-5p -1,381 0,320319
hsa-miR-139-5p -1,3827 0,283139
hsa-miR-10a-5p -1,1794 0,311504
hsa-miR-34a-5p 1,306 0,737913
hsa-miR-181a-5p 1 0,829765
hsa-miR-181c-5p -1,0451 0,518279
hsa-miR-204-5p -1,3127 0,287371
hsa-miR-205-5p 6,4475 0,57135
hsa-miR-215-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-221-3p 1,8959 0,329132
hsa-miR-223-3p -1,8359 0,522974
hsa-miR-224-5p 1,2022 0,405342
hsa-let-7g-5p -1,758 0,408794
hsa-miR-1-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-23b-3p -1,4649 0,41615
hsa-miR-27b-3p -1,1017 0,416767
hsa-miR-30b-5p -1,261 0,366542
hsa-miR-122-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-125b-5p -6,5052 0,283102

48



hsa-miR-128-3p 1,4572 0,416354
hsa-miR-133a-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-138-5p -1,357 0,284214
hsa-miR-140-5p -1,3682 0,2837
hsa-miR-142-3p 1,1132 0,5105
hsa-miR-9-5p -1,3766 0,283361
hsa-miR-125a-5p -2,6704 0,32697
hsa-miR-126-3p -1,2643 0,30924
hsa-miR-146a-5p -1,1428 0,330748
hsa-miR-184 1,2359 0,609624
hsa-miR-200c-3p -3,5995 0,346484
hsa-miR-155-5p -1,289 0,290255
hsa-miR-29c¢-3p -3,3711 0,27844
hsa-miR-200a-3p  |-1,1528 0,337207
hsa-miR-302a-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-34c-5p 1,4939 0,299214
hsa-miR-299-3p -1,3003 0,28874
hsa-miR-302b-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-302c-3p | 1,2359 0,609624
hsa-miR-367-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-370-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-371a-3p | 1,2359 0,609624
hsa-miR-373-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-374a-5p -1,8284 0,218346
hsa-miR-375 6,3765 0,701715
hsa-miR-376a-3p | 1,2359 0,609624
hsa-miR-382-5p -2,4846 0,441482
hsa-miR-330-3p 1,0941 0,831364
hsa-miR-342-3p 1,6727 0,8062
hsa-miR-133b 1,2359 0,609624
hsa-miR-345-5p -1,1608 0,451251
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hsa-miR-20b-5p -2,5198 0,121862
hsa-miR-146b-5p -1,0937 0,374628
hsa-miR-299-5p -1,4111 0,282316
hsa-miR-92b-3p 2,2245 0,142936
hsa-miR-21-3p 1,1924 0,411173
hsa-miR-92a-1-5p |-1,7264 0,239148
hsa-miR-92a-2-5p |1,2359 0,609624
hsa-miR-139-3p 1,1237 0,839264
hsa-miR-221-5p -1,2626 0,295283
hsa-miR-140-3p -1,7019 0,24555
hsa-miR-125a-3p -1,2151 0,283132
hsa-miR-155-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-29c-5p -1,4528 0,281541
hsa-miR-379-3p -1,1927 0,333387
hsa-miR-340-5p -1,7713 0,15811
hsa-miR-330-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-342-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-146b-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-92b-5p -3,4921 0,427361
hsa-miR-374b-5p  |-1,7088 0,261652
hsa-miR-345-3p 1,2359 0,609624
hsa-miR-372-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-494-5p 1,2359 0,609624
hsa-miR-30e-5p -2,1967 0,262237
hsa-miR-337-5p -1,2713 0,293339
Global Mean 1 0

Hasta grubundan alinan tukuruk orneklerinde ekspresyonlari istatistiksel olarak

anlamli olarak azalan veya artan miRNA saptanmadi. (Sekil 5).
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Sekil 5: Hasta grubunun tukuruk orneklerinde artma veya azalma goOsteren
miRNA’larin ve ekspresyon oranlarinin grafiksel ifadesi. Artanlar kirmizi,

azalanlar yesil renkle gosterilmistir.
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Tablo 6: Hasta grubunda plazma, doku ve tikurik 6érneklerindeki miRNA
ekpresyon dizeyleri arasindaki korelasyonu gosteren tablo. N/A: korelasyon

olmadigl anlamina geliyor.

H Plasma&H Tukruk |H Plasma&H Doku |H Tukruk&H Doku
hsa-let-7a-5p N/A -0,87 N/A
hsa-miR-17-5p N/A 0,23 N/A
hsa-miR-21-5p |0,61 0,31 0,08
hsa-miR-23a-3p |0,41 0,17 0,05
hsa-miR-25-3p -1 -0,23 0,76
hsa-miR-27a-3p |0,74 0,18 -0,002
hsa-miR-92a-3p |-0,16 -0,15 -0,45
hsa-miR-30c-5p |N/A N/A -1
hsa-miR-139-5p |N/A -1 N/A
hsa-miR-34a-5p |N/A N/A -0,63
hsa-miR-205-5p |N/A N/A -0,68
hsa-miR-221-3p |N/A N/A 0,74
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hsa-miR-223-3p (0,24 0,06 0,45
hsa-let-7g-5p N/A -1 N/A
hsa-miR-23b-3p |N/A N/A -0,85
hsa-miR-27b-3p |N/A N/A -0,88
hsa-miR-30b-5p |N/A N/A -1
hsa-miR-122-5p |N/A -0,006 N/A
hsa-miR-128-3p |N/A N/A 1
hsa-miR-142-3p |N/A N/A -0,51
hsa-miR-125a-5p | N/A 0,31 1
hsa-miR-126-3p |N/A 0,44 N/A
hsa-miR-200c-3p | N/A N/A -0,71
hsa-miR-29¢c-3p |N/A 0,49 -1
hsa-miR-34¢c-5p |N/A N/A 1
hsa-miR-375 N/A N/A -0,17
hsa-miR-382-5p |N/A -1 0,67
hsa-miR-330-3p |N/A N/A 1
hsa-miR-342-3p |-1 0,39 -0,21
hsa-miR-345-5p |N/A N/A -1
hsa-miR-20b-5p |N/A 0,3 N/A
hsa-miR-92b-3p |-0,4 0,29 0,28
hsa-miR-140-3p |N/A 0,37 N/A
hsa-miR-92b-5p |N/A N/A -0,47
hsa-miR-30e-5p |N/A -0,22 N/A

Tablo 7: Hasta grubundaki tim miRNA’lar igin plazma-tlkurtk, plazma-doku ve

tukaruak-doku ornekleri arasindaki ortalama korelasyon katsayilari.

H Plasma&H Tukruk |0,05134687
H Plasma&H Doku 0,063729755
H Tukruk&H Doku 0,374435009

Korelasyon (tum miRNA’lar

igin)
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*

Sekil 6: Hasta grubunda doku, plazma ve tukurik orneklerinde miRNA

ekspresyon varligini gosteren venn semasi.

Tukirik

hsa-miR-17-3p
hsa-miR-95-5p
hsa-miR-96-5p
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-204-5p
hsa-miR-215-5p

hsa-let-7c-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-31-5p
hsa-miR-100-5p
hsa-miR-107
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-181c-5p
hsa-miR-205-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-224-5p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-200a-3p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-374a-5p
hsa-miR-375
hsa-miR-330-3p
hsa-miR-345-5p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-21-3p
hsa-miR-139-3p
hsa-miR-92b-5p
hsa-miR-374b-5p

/

hsa-miR-1-3p
hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-138-5p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-184

hsa-miR-155-5p

hsa-miR-302a-3p
hsa-miR-299-3p
hsa-miR-302b-3p
hsa-miR-302c-3p
hsa-miR-367-3p
hsa-miR-370-5p

hsa-miR-371a-3p
hsa-miR-373-3p
hsa-miR-376a-3p
hsa-miR-133b
hsa-miR-299-5p
hsa-miR-92a-1-5p
hsa-miR-92a-2-5p

hsa-miR-221-5p

hsa-miR-125a-3p
hsa-miR-155-3p
hsa-miR-29¢c-5p
hsa-miR-379-3p
hsa-miR-330-5p

hsa-miR-139-5p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-20b-5p

Plazma

hsa-miR-342-5p
hsa-miR-146b-3p
hsa-miR-345-3p
hsa-miR-372-5p
hsa-miR-494-5p
hsa-miR-337-5p

hsa-let-7a-5p  hsa-miR-21-5p
hsa-let-7d-5p  hsa-miR-23a-3p
hsa-let-7e-5p  hsa-miR-25-3p
hsa-miR-17-5p hsa-miR-27a-3p

hsa-miR-92a-3p

hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-30c-5p
hsa-miR-223-3p

hsa-let-7g-5p

hsa-miR-23b-3p

hsa-miR-125a-5p

hsa-miR-125b-5p hsa-miR-29c-3p

hsa-miR-128-3p
hsa-miR-142-3p

hsa-miR-382-5p
hsa-miR-342-3p

hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-340-5p
hsa-miR-30e-5p

Doku
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TARTISMA

Takurik bezi timoérleri nadir rastlanan timoérler olup anamnez, fizik
muayene, radyolojik tetkikler ile teshis edilirler. Kesin tani ise ancak spesimenin
histopatolojik incelemesi ile konulur. Az gorulen timaorler olmalari ve ¢ok gesitli
histopatolojik tipler icermeleri tani koymayi zorlastirmaktadir. Tukuruk bezi
timorlerinin ¢ogu, tukuruk bezinin iginde ya da komsulugunda asemptomatik
kitleler seklinde belirir. Parotisin timorleri tim tukartk bezi timaorlerinin %70-80
kadaridir ve yaklasik % 80 benigndir. Diger yandan submandibuler, sublingual
ve minor tukurik bezlerinde malignite orani daha yuksektir. Benign tumorler
siklikla mobil, yari sert, agrisiz ve yavas buyuyen kitlelerdir. Malign timorler ise
siklikla fiksasyon goOsteren, sert, bazi durumlarda, agrili, ileri devrelerde hizli
bayuyen kitlelerdir. Benign tumdrler hastada uzun sure hi¢c semptom vermeden
kalabilir. Hasta estetik deformite ile hekime muracaat edebilir. Tedavide birinci
secenek cerrahidir. Pleomorfik adenom, tuklridk bezi timoérleri arasinda en sik
rastlanilanidir. Plemorfik adenom vakalarinda cerrahi tedaviden sonra
rekirrense rastlanmakta ve 1-46 vyl arasinda reklrrensler ortaya
cikabilmektedir.’®” Bu timorlerde malign transformasyon nadir bir durumdur ve
olgularin %3-4’linde gériilmektedir.’°®*%° Karsinoma ex-pleomorfik adenom
olarak adlandirilan malign tip siklikla uzun sureli veya rekurrens durumlarinda
gorilmektedir.'® Tikirlk bezi timérlerinde tedavi yaklasimi timériin
blayuklugu, lokal yayihmi, histopatolojisi, lenf nodu tutulumu ve evresine gore
sekillendirilir. Parotise ait benign tumorlerde, tumor daha c¢ok parotis
kuyrugunda yerlesimli oldugundan superfisyal parotidektomi en ¢ok kullanilan
tekniktir. TUmortin derin lobu tuttugu olgularda ise total parotidektomi tercih
edilen tedavi modalitesidir. Parotidektomi sonrasi fasiyal sinir paralizisi sinirin
latrojenik olarak kesilmesiyle veya iskemik nedenlere bagl gelisebilmektedir.
Malign histopatolojiye sahip hastalarin boyun tedavisinde klinik olarak belirgin
metastaz mevcut ise primer tumorin rezeksiyonu ile birlikte boyun diseksiyonu
yapilir. Gerekli olgularda ise boyun diseksiyonu ve kemoradyoterapi ile tedavi

kombine edilmektedir.
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Kompleks progresyonlari, cerrahi sirasinda yasanan sikintilar, cerrahi
sonrasi gorulebilen rekurrensler ve gelisebilecek malign transformasyon bu
timorlerde baska tani ve tedavi yoOntemleri geligtiriimesi igin ihtiyag
olusturmaktadir. Son dénemlerde yapilan galismalarda neoplaziler igin en gok
umut vadeden tanisal belirteclerden biri de miRNA’lardir. MiRNA'lar kisa,
yaklagik 18-24 nukleotid uzunlugunda, kodlamayan tek sarmalli RNA
cesitleridir. Gen ekspresyonu dizenlenmesinde gorevli olan miRNA’larin birgok
kanserin patogenezinde rol oynadigi gosterilmigtir ve yeni bir gen regulatoru
sinifi olarak dusunulmektedir. Olgun miRNA’larin kompleks olmamalari, bilinen
bir modifikasyona ugramamalari, varliklarinin ve ekspresyon duzeylerinin
kolayca tespit edilebilmesi, dokuya 6zgu ekspresyon profillerinin olmasi ve
stabilitelerinin  mRNA’lardan ¢ok daha yilksek olmasi™®*!' miRNA'lari
fizyopatolojik durumlarin aciklanabilmesinde biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmeleri icin ideal adaylardan yapmaktadir.**>***  MiRNA’lar, hiicre
gelisimi, cogalmasi ve hucre apoptozuyla iligskilendirilmig, yer ve zamana gore
degisen ekspresyonlarina bagli olarak hemen hemen her hicresel islemde
duzenleyici etkileri bildirilmistir. Son c¢alismalar miRNA’larin duzensizliginin
insan tumorlerinin  olusumunda, kanser patogenezi, kanserin baslangici,
ilerlemesi ve metastazi da dahil olmak Uzere bircok asamada etkili rol
oynadigini  gostermistir.”****>  MiRNA’larin  timdr onkogen veya tiimor

baskilayici genler olarak hareket ettikleri bu calismalarda rapor edilmistir.**°

Dokularin yanisira miRNA’larin dolasimdaki varliklari da tesbit edilmistir.**’
Simdiye kadar serum, tUkdrik ve urede bulunan miRNA’larin kanser dahil
birgcok patoloji ile iligkilendirildigi, ek olarak anne sutu, kolostrum, meni, gozyasi,
amniyotik sivi, beyin omurilik sivisi, plevral sivi ve periton sivilarinda da
varliklari gosterilmistir.**?

Literatir incelendiginde miRNA ile tukurUk bezi tumorlerinin iligkisini
irdeleyen galismalarin az sayida oldugu, genelde yalnizca plazma ,tukirik ya
da doku o6rneginde yapildigi dikkati ¢cekmektedir. Ancak elde edilen sonugclar
doku, tukuruk ve plazma orneklerinde korelasyon olup olmadigi konusunda fikir

vermemektedir. Biz galigmamizda tukurik bezi tumoru olan hastalarin kaninda,
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tukarak bezi dokusundan ve tukurik salgisinda mikroRNA ekspresyonunu
incelemeyi amagcladik. Sik olarak eksprese olduklari daha 6nceki ¢aligmalarda
gosterilen miRNA’lari (Panel A) incelemeyi planladik. Ornekleri calisirken
kullanacagimiz plate Uzerindeki alan sayisi kisitl oldugundan hasta ve kontrol
sayllarinin az olmasi, yine bu nedenle g¢alismaya aldigimiz tUm takiruk bezi
tumord olgularinin parotis kaynakli bulunmasi dezavantaj olmustur. Su ana
kadar miRNA’lar ile iligkisi ortaya konulmamis birgok farkli hastaligin da serum
MiRNA ekspresyon duzeylerini degistirebilme olasiigi oldugundan doku
orneklerinde ekspresyon duzeylerinin g¢alisilmasi daha guvenilir sonugclar
verecektir. Doku o&rneklerini intraoperatif olarak sadece hasta grubundan
aldigimizdan bu doku ile kiyaslanacak saglikli doku érneginin olmayisi yine

calismanin eksiklikleri arasindadir.

Calismamizda 8 miRNA'nin (hsa-miR-21-5p, hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-
27a-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-146a-5p,
hsa-miR-30e-5p) plazmada istatistiksel olarak anlamli oranlarda azaldigini
gorduk. Tukurukte ise pozitif veya negatif yonde istatistiksel agidan anlamli olan
herhangi bir ekspresyon saptanmadi. Plazmada anlamh olarak ekpresyonu
azalan miRNA’lardan miR-146a-5p’ nin plazmada hi¢ ekspresyonunun
saptanmadigini, miR-126-3p’ nin plazma ve dokuda saptandigini, ancak
tukarakde gorulmedigini, diger 6 miRNA’nin ise hem plazma, hem tukarak, hem
de dokuda eksprese oldugunu gorduk(Sekil 6). Kontrol grubundan doku
alinmamasi nedeniyle doku i¢in sadece hasta grubunun plazma ve tukuruk
ornekleriyle olan korelasyonundan bahsedebiliriz. Calismamizda tim
miRNA’lar1 g6z 6nune alacak olursak plazma ile tukuruk arasinda ve plazma ile
doku arasinda korelasyon olmadigini, ancak zayifda olsa tukurik ile doku
arasinda bir korelasyon oldugunu gorduk. Tukuruk ve doku arasindaki
korelasyonun varligi bize bu tar g¢alismalar i¢cin doku 6rneg@i yerine tukurik
kullanilarak  non invaziv sekilde miRNA analizi  yapilabilecegini
dusundurmektedir. Ancak bu konuda net yorum yapabilmek i¢in bu yonde daha

fazla galismaya ihtiyag vardir.
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Literatlr incelendiginde agiz i¢ci kanserli hastalarin serumlarindan yapilan
calismalarda mir-16 ve let-7b seviyelerinin saglikli kontrollerden alinan
serumlara gore ekspresyon seviyelerinde artis oldugu; mir-338-3p, mir-223 ve
mir-29a seviyelerinin ise azaldigi gdzlenmistir.**® Mir-223-3p’ nin serumda

anlamli olarak azaligini biz de ¢alismamizda tespit ettik.

Sun ve ark.larinin Rac1 downregulasyonu yoluyla prostat kanserinde
baskilayici bir rol oynadigini gésterdikleri mir-146a’nin**® bizim calismamizda

da serumda azaldigi1 goralmustar.

Literatirde UglU-negatif meme kanseri orneklerinde, bir tumor supresor gen
olan BRCA1 ve miR-146a ekspresyonu arasinda gugcllu bir pozitif korelasyon
gosterilmistir. Ayrica miR-146a downregulasyonunun lenf nodu pozitifligi ile
baglantisi ve hastalarin genel olarak azalmis sagkalimi ile iligkili oldugu da

gosterilmistir'?°

Liu ve arkadaslarn Adenoid Kistik Karsinom (Adenoid Cystic Carcinoma-
ACC)da miR-155 in asiri ekspresyonunu, Mir-155’ in inhibisyonunun ACC-2
hicrelerinin (ACC igin model olarak kullaniimistir) invazyon kapasitesini belirgin
bir sekilde azalttigini géstermiglerdir. Ayni ¢alismada mir-155 inhibisyonunun
ayrica EGFR ve RelA (NF-kB) ekspresyonlarinda azalmaya yol actigi

saptanmistir.*?*

Mitani ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya goére miR-17 ve miR-20a asiri
ekspresyonunun ACC’ de kot survive sonuglar ile baglantili  oldugu

gorilmistiir 122

Baska bir galismada ACC ile ilgili yapilan fonksiyonel analiz MiR-181a' nin
tukaruk bezi adenoid kistik kanserinde hicre gogcunu, yayllmasini ve
¢ogalmasini inhibe ettigini in vitro olarak; tumor gelisimi ile akciger metastazini
baskiladigini da in vivo olarak  gdstermistir. MiR181a mimiginin ACC
hicrelerinde MAPK-Snai2 yolagini hedefleyerek adenoid kistik karsinom

metastazini suprese ettigi saptanmistir.**
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Bizim c¢alismamizda ACC tanih hasta olmamakla birlikte s6zi gegen
miRNA’larin (miR-155, miR-181a, miR-17,miR-20a) serumda veya tukurukte

pozitif veya negatif ydonde anlaml ekspresyonunu gérmedik.

Yaptigimiz calismadan yola c¢ikarak daha fazla hastanin katilimi ve
kontrolli doku c¢alismalariyla sonuglarin guvenilirliginin test edilmesi uygun
olacaktir. Ayrica riskli miRNA ekspresyonlarinin oldugu bireylerin hastalik
gelisimi yonunden wuzun sureli takibi aradaki iligkiyi net olarak ortaya
koyabilecektir. Elde ettigimiz sonuglarla, hasta sayisinin daha fazla oldugu ¢ok
merkezli ¢calismalar ile tuklrik bezi timorlerinde eksprese olan, ekspresyonu
azalan ya da artan miRNA duzeylerinin belirlenmesi ile yeni tani ve tedavi
yaklasimlari gelistirilebilecegini, bu c¢alismanin bir dncu c¢alisma niteliginde

oldugunu digsunmekteyiz.
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SONUG VE ONERILER

Hasta ile kontrol grubu arasinda yapilan belirli miRNA’larin ekspresyon
duzeylerinin karsilastiriimasinda; kontrol grubuna gore hastalarda su sonuglara

ulasilimistir:

Plazmada bakilan mikroRNA’lardan 8 tanesinin (hsa-miR-21-5p, hsa-
miR-23a-3p, hsa-miR-27a-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-
126-3p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-30e-5p )kontrol grubuyla karsilastinidiginda
istatistiksel olarak anlamli olarak azaldidi1 saptandi (p<0.05).

Hasta grubundan alinan tikurik orneklerinde istatistiksel olarak azalan
veya artan miRNA ekspresyonu saptanmadi.

Doku orneklerindeki miRNA’larin  hasta kan ve hasta tukurik
orneklerindeki miRNA’lar ile aralarindaki korelasyona bakildi. Calismamizda
miRNA’lar1 ayri ayri inceledigimizde bazi mirRNA’lar igin doku-tukurik, bazilari
icin doku-kan, bazilari igin ise kan-tikuruk dizeylerinin korele oldugu goérulda.
Ancak ¢alismadaki ortalama korelasyon katsayilari bize tukurik-kan veya doku-
kan duzeyleri arasinda korelasyon olmadigi, yalnizca doku-tukuruk arasinda
zayIf bir korelasyon oldugunu gosterdi.

Elde ettigimiz bu sonuglarla, hasta sayisinin daha fazla oldugu c¢ok
merkezli ¢alismalar ile tukurik bezi tUmorlerinde ekprese olan, ekpresyonu
azalan ya da artan miRNA duzeylerinin belirlenmesi ile yeni tani ve tedavi
yaklagimlari gelistirilebilecegini, bu ¢alismanin bir oncu c¢alisma olabilecegini

dusunmekteyiz.
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KISALTMALAR LIiSTESI

MiRNA :MikroRNA

MRNA: Mesajci RNA

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TRBP: TAR RNA baglayan protein

PACT: PZR aktive eden protein

RISC: RNA indiklenmis Baskilayici Kompleksi
UTR: Kodlanmayan Bdlge

ORF: Acik okuma gergevesi

ACC: Adenoid Kistik Karsinom

liAS: ince igne aspirasyon sitolojisi
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TABLO

Tablo 1

Tablo 2

Tablo 3

Tablo 4

Tablo 5

Tablo 6

Tablo 7

TABLOLAR DiZziNi

Hasta ve kontrol gruplarinin yas ortalamalari

Hasta ve kontrol gruplarindaki cinsiyet dagilimi

Hasta ve kontrol grubundaki timor tiplerinin dagilimi

Hasta ve kontrol gruplarinda serum miRNA

ekspresyonlarinin karsilastiriimasi

Hasta ve kontrol gruplarinda tukuruk érneklerindeki

MiRNA ekspresyonlarinin karsilastiriimasi

Hasta grubunda plazma, doku ve tukurik érneklerindeki
mMiRNA ekpresyon duzeyleri arasindaki korelasyonu

gOsteren tablo

Hasta grubundaki tum miRNA’lar i¢in plazma-tukuruk,
plazma-doku ve tiukurik-doku érnekleri arasindaki

ortalama korelasyon katsayilari

Sayfa No

40

40

41

42

46

50

51
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SEKIL
Sekil 1
Sekil 2

Sekil 3

Sekil 4

Sekil 5

Sekil 6

SEKILLER DiziNi

mikroRNA olusumu

mikroRNA olugsumu ve fonksiyonu

Hasta grubunda plazmada azalma gosteren miRNA’larin

fold regulation deg@erlerinin grafiksel ifadesi

Hasta grubunda anlamh olarak eksprese olan

miRNA’larin ekspresyon oranlarinin grafiksel ifadesi.

Hasta grubunun tukurdk orneklerinde artma veya azalma

gosteren miRNA ekspresyon oranlarinin grafigi

Hasta grubunda doku, plazma ve tukuruk orneklerinde

ekspresyon varligini gdsteren venn semasi

Sayfa No

26

27

45

46

50

52
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