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OZET

ORAL KANSERDE miR-146 VE miR-149 GEN VARYANTININ
INCELENMESI

Kanser, tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en onemli toplumsal saglik
problemlerinden biridir. Oral kanser , diinyada en sik izlenen altinci kanser tiirtidiir. 50
yas lizeri erkeklerde oral kanser goriilme riski digerlerine gére daha fazladir. Diinya’da
en yaygin goriilen kanserler arasinda bulunan oral kanser ve bilinen risk faktorleri
arasinda gosterilen sigara, asir1 alkol kullanimi tiimor gelisimini arttirmakta oldugu

biliniyor. Oral kanser tedavisinde ana se¢enekler cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar) genellikle 20-23 niikleotit uzunlugunda kodlayici
olmayan endojen RNA molekiillerinin bir smifidir. Hiicre karakterizasyonu ve
farklilasma dahil bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol oynadiklarini gostermistir. Ek
olarak, bazi miRNA'lar onkogenler olarak tanimlanirken, bazilar1 kanserde timor
stipresorleridir. MiRNA fonksiyonlar1 ve kanserdeki rolleriyle ilgili artan bilgi birikimi
ile kanserin molekiiler patolojisini anlamak ve molekiiler hedefleme tedavi yontemi

gelistirmek i¢in yeni bir umut haline geldiler.

Calismamiz miR146 ve miR 149 gen polimorfizminin oral kanserdeki etkisini
belirlemek i¢in yas ortalamasi 63,05£13,250 olan 42 agiz kanseri hastasi ile yas
ortalamast  60,37+8,666 olan 100 saglikli kontrol grubu olmak iizere toplamda 142
birey lizerinden, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve kisitlama fragman uzunlugu
polimorfizmi (RFLP) kullanilarak genotiplendirildi. Kanser riski ve klinikopatolojik
ozelliklerle olan iliski 2 testi ile analiz edildi. Bu ¢alismada, sonuglarimiz, miR-146
polimorfizminin oral kanser ile anlamli bir sekilde iliskili oldugunu da gostermistir (p =
0.000).Bu ¢alismada, sonuglarimiz, miR-149 polimorfizminin oral kanser ile anlamli

bir iligkisi olmadigini da gostermistir (p = 0,425).

AnahtarKelimeler: Oral kanser, miR-146 polimorfizm, miR 149 gen polimorfizm,

Kemoterapi, Radyoterapi



SUMMARY

INVESTIGATION OF miR-146 AND miR-149 GEN VARIANTIN IN ORAL
CANCER

Cancer, in Turkey as well as all over the world is one of the most important
public health problem. Oral cancer is the sixth most common cancer in the world. The
risk of oral cancer in men who are over 50 years of age is higher than others. Oral
cancer is one of the most common cancer types and its risk factors; smoking, excessive
alcohol consumption are known reasons to increase tumor growth. The main options in

the treatment of oral cancer are surgery, radiotherapy and chemotherapy.

MicroRNAs (miRNAs) are generally a class of endogenous RNA molecules that
are non-coding 20-23 nucleotides in length. They have roles in many physiological and
pathological processes including cell characterization and differentiation. In addition,
some miRNAs are defined as oncogenes, while others are tumor suppressors in cancer.
With the help of increasing knowledge of miRNA’s functions and their roles in cancer,
they have become a new hope to understand the molecular pathology of cancer and to

develop a method of molecular targeting therapy.

In this study, to determine the effect of polymorphism of miR146 and miR 149
genes’ on oral cancer, 42 oral cancer patients with a mean age of 63.05 + 13.250 and
100 healthy people with a mean age of 60.37 + 8,666, total of 142 individuals were
obtained, including polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length
polymorphism (RFLP). The relationship between cancer risk and clinicopathological
features were analyzed by y2 test. In this study, our results showed that miR-146
polymorphism was significantly associated with oral cancer (p = 0.000). In this study,
our results also showed that miR-149 polymorphism was not significantly associated

with oral cancer (p = 0.425).

Keywords: Oral Cancer, miR-146 polymorphism, miR-149 gene polymorphism,
chemotherapy, radiotherapy
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KISALTMA VE SIMGELER

ADH : Aldehid Dehidrogenaz

°C : Santigrat Derece

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP: Deoksiniikleotit

EBV : Epstein—Barr Virus

EDTA : Etilendiamintetra Asetik Asit
EP: Endojendz pirojen

EtBr : Etidyum Bromiir

gr : Gram

HCI: Hidroklorik Asit

HHV-4 : Human Herpesvirus 4/ Epstein—Barr Virus
HPV : Human Papillomavirus

HSV : Herpes Simplex Virus
HHYV-8 : Human Herpesvirus 8
HHV-6 : Human Herpesvirus 6
HiLA: insan 16kosit antijeni

ISP : Is1 sok proteini

kb: Kilo baz

KIS : Karsinoma Insitu

OSCC: Oral skuaméz hiicreli karsinom
SHK : Skuaméz Hiicreli Karsinoma
pl : Mikrolitre

MgCl2 : Magnezyum Kloriir

mg: Miligram

ml : Mililitre

ul: Mikrolitre

viii



mM : Milimolar

mRNA: Mesajci riboniikleik asit
NNN : N-Nitrosonornicotine

pH: hidrojen potansiyeli

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
rpm: Dakikadaki devir

SHS : Second Hand Smoke

q: Kromozomun uzun kolu

TBE : Tris-Borat-Edta

TNEF: Tiimor Nekrozis Faktor
TNF-a: Tiimor Nekrozis Faktor-alfa
UV: Ultraviyole

v : Volt

VNTR : Degisken Sayida Ardisik Tekrarlar
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1.GIRIS

Kanser, Diinya'da 6liim orani oldukga yiiksek ve ¢ok sik goriilen bir hastaliktir.
Kanser artik sik karsilasilan bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmakta vediinya genelindeki
Oliimlerin sekizde birine neden olmaktadir.(Garcia ve ark.,2007). Diinya’da en yaygin
goriilen kanserler arasinda bulunan oral kanser ve bilinen risk faktorleri arasinda
gosterilen sigara, asirt alkol kullanimitimér gelisimini arttirmakta oldugu biliniyor. Bu
risk faktorlerine ek olarak bazi virlislerle (Human Papilloma Viriis, Epstein—Barr Viriis
gibi) genetik faktorlerin ve infeksiyonlarin da hastaligin etiyolojisinde biiylik 6nemi

bulunmaktadir (Kim ve ark.,2007).

Oral kanser giinlimiizde 6nemli bir saglik sorunu olmustur.Diinya saglik orgiitii
(WHO) oral kanserli hastalarin diinya capinda artig gosterdigini ve hastaligin 6zellikle
ileri dekatlarda daha fazla goriildiigiinii belirtmistir. Amerikada her yil oral kanser

teshisi konan 31.000 yeni vaka oldugu bildirilmistir. (Sciubba.,2001)

Hayatta kalma orami erken teshis edilen ve viicudun herhangi bir bolgesine
metastaz yapmamis olan oral kanserlerde %76, servikal lenf nodu metastaz1 yapan
olgularda %41 ve boyun altindaki bir bolgeye metastaz yapmis lezyonlarda %9 ’dur
(Bouquot ve ark.,1989).

Eger erken teshis edilmezse displastik oral mukozal lezyonlardan skuamoz hiicreli
kanserler gelisebilmektedir.Evre 1 ve II asamasinda erken teshis edilen vakalarda

yagsama orani evre III ve IV ile karsilastirildiginda 5 yila kadar yiikselmektedir.

Skuamoz hiicreli kanserli hastalarda cerrahi yaklasim, tedavinin 6nemli bir
kismint olusturur. Diger tedaviler yardimci ve palyatif olarak radyoterapi ve

kemoterapiyi kapsamaktadir. (Sciubba.,2001; Beahrs.,1992)



2.GENEL BIiLGILER

2.1 ORAL KANSER
2.1.1 Tanim ve Tarihce

Oral kanser, oral kavite, farenks, larenks, paranazal siniisler ve nazal kavitenin
epiteliyal malignitelerini tanimlamaktadir. Agiz boslugunun skiiamoz hiicreli kanseri
(oral kanser) insanda 6. siklikta goriilen bir kanser tiiridiir ve tiim malignansiler
arasinda Olim oram1 acgisindan 8. sirada yer almaktadir (Petersen ve Poul
Erik2009;Mackenzie 2000). Basit intraoral muayene ile erken tani alabilecek olmasina
karsin oral kanser vakalarinin yaklasik %50’si tant aldiginda ileri evrededir (evre III,
IV) (Petersen ve ark.,2009; Mackenzie.,2000). Oral kanserinin erken tanis1 ve erken
evredeki tedavisi hastalarin yasam siirelerini arttirmada dnemli bir faktordiir. Ancak asil
oral kanser gelisiminin Onlenmesi Olim oranlarinin azalmasina biiyiik katki
saglayacaktir (Reichart ve ark.,2001). Tiirkiye’de oral kanserler konusunda toplumun
farkindalik diizeyini sorgulayan bir arastirmadan sasirtict sonuglar alinmistir. 1216 kisi
izerinde yiiriitiilen calismaya gore, oral kanseri bilen birey oranm1 %S5, oral kanseridis

hekiminden duydugunu belirtenlerin orani ise sadece %]1°dir (Ariyawordana.,2009).
2.1.2 Epidemiyoloji

Diinya ¢apinda en sik goriilen kanserler icerisinde yer alan oral kanser, olduk¢a
yiiksek morbidite ve mortalite oranina sahiptir. Diger kanserler arasinda goriilme siklig1
olarak altinci sirada yer alirken, diinyanin ¢esitli cografik bolgelerinde bu insidans %1 -
40 arasinda degismektedir (Brockstein ve Masters 2003). Oral kanser Avrupa ve Kuzey
Amerika’da tiim kanser olgularinin %2-6’sin1 olustururken, Giiney Dogu Asya
iilkelerinde ve Hindistan’da farkli tiitiin kullanimi aligkanliklart sonucu tiim kanser
olgularinin %45’ini olusturmaktadir(Mignogna.,2001,GroomePatti.,2011). Son yillarda
tip diinyasinda kaydedilen gelismelere ragmen, oral kanser hastalarinin sagkalim
oranlarinda belirgin bir artis kaydedilememistir. 1 yillik sagkalim oranlart %81
civarlarinda iken 5 yillik sagkalim oranlari hastaligin tim evreleri i¢in %48 ile %56
civarlarindadir (Tekbas.,2002). Diinya Saghk Orgiitii tarafindan oral kanserlerin

%90’1indan fazlasinin potansiyel olarak onlenebilir nitelikte oldugu kabul edilmesine



ragmen, giin gectikge artan insidansi ve mortalite orani ile diinya ¢apinda bir saglik
problemi olmaya devam etmektedir. Tiim gelismelere ragmen oral kanserlerin ¢ok
bliyiik bir kisminin halen daha ileri evrelerde teshis edilmesi, insanlarin oral kanser
hakinda yeterli bilgiye sahip olmamasi,oral kanser taramalarinin yetersiz oldugunu
gostermektedir (Tanyeri.,2008; Sasahira.,2010). Oral kanserler mukoza, tilikiiriikk bezi
veya agzin diger yumusak ve sert dokularindan koken alan ¢ok ¢esitli tiirde kanserleri
kapsamaktadir. Ancak bunlarin %90’indan fazlasini, mukozanin yiizey epitelinden
gelisen yassi epitel hiicreli karsinom olusturmaktadir (Hayes ve ark.,1999). Yassi epitel
hiicreli karsinom siklikla dilde (%27,6) goriilmekte ve bunu orofarinks (%22,8),
dudaklar (%16,5), agiz taban1 (%14), dis eti (%9,1), sert damak (%4,1) ve bukkal
mukoza (%3,5) takip etmektedir (Sasahira ve ark., 2010).

2.2 KARSINOGENEZ

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve normal doku sinirlarini asarak uzak
organlara metastaz 6zelligi ile karakterize bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinin ¢ogu, tek
bir kok hiicrenin anormal biiyiimesinden, birka¢ tiimor baslatict hiicrenin kendini
yenileme kapasitesi kazanmasindan ya da klonal yayilimdan koken alir (Lobove
ark.,2007). Normal hiicreler ise, sadece ihtiya¢ duyduklar1 zaman ¢ogalirlar. Normal
hiicrelerin bu ihtiyaclar1 biiylimeyi tetikleyici ve inhibe edici faktorlerin hassas
dengesinin sonucunda ger¢eklesir. Kanser hiicreleri, kontrol mekanizmalarini gegersiz
kilarlar ve hiicrede c¢ogalma zamanlamalar1 i¢in kendi belirledikleri programlarini
izlerler. Bu hiicreler, genellikle zaman igerisinde hiicre 6liimiinden kacarak sinirsiz bir
sekilde bilyiimeye devam ederler. Oliim programlari boylece 6liimsiiz hale gelir. Ayrica
yeni kan damar1 olusumunu gii¢lendirerek oksijen ve besin stoklarini artirirlar.

Bulunduklar1 bolgeden go¢ yetenegi sayesinde komsu dokulara invazyon ve uzak
bolgelere metastaz yaparlar. Hiicresel davranista kuralsiz ¢ogalimdan tam
kanserlesmeye dogru ilerleyen bu karsinogenez siirecindeki degisiklikler, genlerin
genetik ve epigenetik degisikliklerinin birikiminin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Sekil
1). Genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi silirecinde kanser hiicrelerinde
meydana gelen genetik bozukluklar arasinda nokta mutasyonlari, gen delesyonlari,

amplifikasyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar ve tiim kromozom kayiplar1 vardir.



Ayrica, hipermetilasyon, asetilasyon ve genomik baskilanma (imprinting) gibi
epigenetik mekanizmalarda kanserin gelismesi ve ilerleyisinde rol oynar. Genellikle bu
genetik degisikliklerin timili onkogenler, tiimdr baskilayici genler ve DNA tamir genleri
tarafindan diizenlenir. Aktiflesen proto-onkogenler onkogenlere doniiserek, cogalmayi
ve invazyonu ilerletirken; tiimor baskilayici genler bu iglemleri ¢ogalmay: ve invazyonu
baskilayarak negatif olarak diizenler. DNA tamir ya da stabilite genleri ise kanser
hiicresindeki genetik degisiklikleri minimuma indirerek hiicrenin korunmasmi ve
genom biitlinliigiinii saglarlar (Fidler .,2003). Karsinogenez siirecinde bu genlerin
mutasyonlarla ve epigenetik degisikliklerle aktivitelerini kaybetmeleri sonucu genellikle

hiicre dongiisiiniin kontrolii ve hiicre sinyal iletimi bozulur (Esteller., 2008).
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2.3 ORAL KANSERLERIN OLUSMA MEKANIZMASI

Kanser olusumu tip diinyasinda yogun arastirilan konularin basinda gelmektedir.
Mekanizmast heniiz tamamen bilinmemekle birlikte kanser, dokular1 olusturan
hiicrelerin kontrolsiiz olarak cogalmasi sonucu ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir.
Burada "genetik" tanimlamasi kansere ailevi yatkinliktan ote, genlerdeki mutasyon
denilen degisikliklere bagli kazanilmis islev bozukluklarini tanimlamaktadir. Kisa
tanimiyla kanser, hiicre ¢ogalmasini diizenleyen mekanizmalarin ¢esitli etkenlerce
bozulmasi sonucunda atipik hiicrelerin anormal miktarlarda ¢ogalarak saglikli dokularin
yerini almast ve organizmanin fonksiyon géremez hale gelmesidir (Agrawalve ark.,

2012 ;Ghani ve ark., 2013 ).

Normalde hiicreler yalnizca gerektiginde ¢ogalmak iizere, bliylimeyi baslatic1 ve
biiyiimeyi durdurucu mekanizmalarca denetlenir. Insanlarda, normal doku
homeostazinin saglanmasi i¢in en gerekli olay; programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis)
diir (Aqurawal ve ark.2012,Ghani ve ark., 2013 ). Bundan sonraki asama ise, timor
hiicrelerinin hareket yeteneklerinin artmasi ve buna bagliolarak, kanserin dokulara

invazyonu ve metastazidir (Agurawal .,2013; Motellebnejad.,2009) . (Sekil 2).

3p Normal 9p Hiperaplazi 17p Hafif 4qOrta 8p 11q Siddetli/ KIS* 13q SHK*

SEKIL 2: KROMOZOMLARIN P VEYA Q KOLLARINDA MEYDANA GELEN, DiSPLAZIDEN
SKUAMOZ HUCRELI KARSINOMAYA KADAR DEGiSIMLERIN MALIGN LEZYON
OLUSUMUNA YOL ACISINI GOSTEREN “KANSEROGENEZ” MEKANIZMASI.

*KIS: Karsinoma in situ, SHK: Skuamé6z Hiicreli Karsinoma

2.40RAL KANSERDE EVRELEME

Viicudun diger bolgelerinde malignitelerin evrelendirilmesinde oldugu gibi agiz
kanserlerinde de TNM sistemi kullanilir. Burada T-tiimdriin lokal yayilimini, Ntiimdriin
bolgesel (servikal) lenf nodu yayillimini, M-timériin uzak organ metastazini

gostermektedir (Tanyer.,2008) .(Tablol1)



Tablo 1: Oral kanserde evreleme

Tis Karsinom in siitii

T1 Timor 2 cm ya da daha kiigiik boyutta

T2 Tiimor 2-4 cm bilyiikliigiinde

T3 Timor 4 cm’den biiyiik

T4 Timor komsu dokulart tutumu (derin dil kaslart deri
gibi

NX Lenf nodu degerlendirilmedi

NO Lenf nodu metastaz yok

N1 Ipsilateral tek 3 cm ya da daha kiiciik boyutta lenf
nodu

N2a Ipsilateral tek 3-6 cm ‘lik lenf nodu

N2b Ipsilateral birden fazla 3-6 cm’lik lenf nodu

N2¢ Bilateral veya kontrlateral 6 cm’den kiigiik lenf nodu
veya nodlar1

MX Uzak metastas degerlendirilmedi

MO Uzak metastas yok

M1 Uzak metastas var

2.5 ORAL KANSERLERIN ETYOLOJIK FAKTORLERI

Oral kanser ile ilgili yapilmis olan tiim ¢aligmalar insan epiteliyal kanserinin tek
bir olaya bagli olmadigini, zamanla artis gosterdigini, viicudun immiin kontroliine
bakilarak apoptozise direnen anormal hiicrelerin ¢ogalmasinin birden fazla sebebe bagl
oldugunu ortaya koymustur (Cruz.,2007 ).

Oral kanserinde diger kanser tiirleri gibi artig gosterdigi kanitlanmistir. Gerekli
saglik tedbirleri alinmamasi sonucu agizda olusan bakterilerin zamanla agiz iginde
cesitli kanser dokular1 olusturmaya basladigr gézlemlenmektedir ve bu kanserlerin

biiylik bir kismi ileri yastaki ve belirli faktorlerin etkisi altindaki bireylerde daha sik



goriilmektedir. Buna etken sayilanlar arasinda en ¢ok alkol ve sigara tiikketimi, genetik
faktorler, cevresel faktorler, dental travmalar, kotii agiz hijyeni agiz kanseri
etyolojisinde 6nemli yer tutmaktadir.

Bunun yani sira human papilloma viriis (HPV), beslenme bozukluklari, Plummer-
Vinson sendromu ve prekanserdz lezyonlar agiz kanserleri i¢in risk faktorler olarak
kabul edilmektedir (Cruz.,2007;Jazdavzeki.,2008).

Ag1z kanserlerinde etyolojik faktorler asagidaki gibi siiflandirilir:

o Tiitiin (sigara, pipo, puro)
o Alkol

o Viriisler

o Prekanserdz lezyonlar

o Radyasyon / ultraviyolet (dudak)

. Kronik irritasyonlar (kirik dis ve kronik enfeksiyonlar)
. Baskilanmig immiin sistem

o Genetik faktorler

o Kétii agiz hijyeni

. Yetersiz beslenme (Vitamin A, C, E ve demir eksikligi)

2.6 INSANLARDA KANSER YAPAN RiSK FAKTORLERI

Bugiine kadar ¢esitli nedenler sunulmus olmasina ragmen bilinen su ki kanseri
Oonlemenin ilk adimi insanlar’da kanserin nedenleri, nasil ve ni¢in olustugu konusunda
bilinglendirmektir. Bu asamalardan sonraise kanserojenlerin tespiti kanserojenlerin risk
degerlendirmesinin ilk adimidir.Bu ilk adimda arastirmalar yapilip kanserojen dozu
iletimorinsidansiarasindakibelirtileniliskiyi ortaya koyarakdoz — yanit
degerlendirmesi,insanlarinkanserojenemaruziyetininboyutunundegerlendirmesine ve
insanlarda kanser riskinin dogasini ve ol¢iisiinii agiklamaya yardimeci olma yoniinde

ilerlenmektedir.

Arastirma sonuglart her ne kadar bilinglendirmeye yonelik tatmin edici sonuglar
olsa da toplumun kansere neden olan maddelere maruziyetleri hakkinda daha bilingli
bilgilerin verilmesi saglanmalidir (Silverman.,2000). Yapilmis c¢alismalar asagidaki

faktorlerin etkisi altindaki bireylerde kanser olusumunu daha sik gostermistir.



2.6.1 Sigara Tiiketimi

Sigaray1 igen normal bir birey ne kadar etkileniyorsa igmeyen pasif igicilerin de
bir o kadar etkilendigi gozlemlenmektedir. Bununla birlikte tiitiin i¢imi insanlarda
akciger, agiz boslugu ve siniisler, yutak, girtlak, yemek borusu, mide, pankreas,
karaciger, idrar torbasi, bobrek ve serviks iiteri ile miyeloid l6semi kanserlerini
tetikleyen 6nemli bir etkendir (Hassona.,2015). Tabiki bu siralamanin basindaki sigara
ve alkol tiiketimi, oral kavite neoplazmlarinda en sik goriilen engellenebilir etyolojik
faktorlerdir. Arastirilan ve gozlemleme sonuglarine gore sigara igenlerde igmeyenlere
oranla oral skuamoz hiicreli kanser (OSHK) gelisme riski 5-9 kez artmistir (Hayes ve
ark.,1999,Isik ve ark.,1998). Yapilan arastirma sonucunda elde edilen bir baska bilgi de
kanser riski tiiketilen sigara ve alkol miktar1 ile dogru orantilidir.

Pipo i¢iminin, dudak kanserine sebep oldugu belirtilirken, diger oral kavite
bolgelerinde tiitiin ve tiitlingillere benzer bitkilerin agizda ¢ignenmesi (Hindistanda
bettel-nut, Tiirkiye’de Maras otu ), reverse smoking olarak tanimlanan sigaranin yanan
ucunun agiz igerisine alinmasi gibi aliskanliklarin olumsuz etkileri oldugu
bilinmektedir. Tiitlinde elliden fazla karsinojen bulunmaktadir,bu karsinojenleri aktive
eden enzimleri kodlayan genlerde polimorfizmler oral kanser gelisme riskini etkiler
(Regize,JJordon 2001). Sigara i¢iminin kanser {izerine etkisi aligkanlik
birakildiktansonra 5-10 yil i¢cinde azalmakta (Lawoyin JO.,2003;Patil A.2012 ) . yogun
i¢icilerde ise bu siire 15 yila kadar uzamaktadir (Saini R ve ark., 2006).Kronik sigara ve
alkol tiiketicilerinde oral kanser gelisme riski yiliksek oldugundan erken tani igin
periyodik oral kavite muayenesi Onerilmektedir. Tiitlin aligkanliginin birakilmasi oral
kanser riskini ancak 19 yil sonra azaltmaktadir (Callin G.A.,Rassenti.,2002). Tiitlin
kullanma aliskanligr olmayan kisilerde oral kanser goriilme orani ise %3,4 ile %4,5

arasinda degismektedir.

2.6.2.Alkol Tiiketimi



Alkol tiiketimi insanlarda bilinen en énemli agiz kanseri sebeblerinden biridir ve
alkol tiikketimi sonucu olugan risk faktorlerinin de basinda gelmektedir. Alkol tiiketimi
ile agiz, yutak, girtlak, yemek borusu, karaciger, kolon, rektum ve kadinlarda meme
kanseri arasinda nedensel baglanti oldugu belirlenmistir.(Saini ve ark., 2006). Alkol
kullanimi1 oral kanser riskini 3-9 kat artirir. Alkol tiiketimi sigara kadar oral kanserie
neden oldugu belirtilmistir ve sigara ile sinerjistik etki gdsterir.

Bir kisinin fazla miktarda alkol ve sigaray1 beraber tiiketmesi ayn1 miktar alkol ve
sigaranin tek basina kullanimina kiyasla agiz kanser riskini 13 kat artirdig
bilinmektedir. Tiiketilen sigara ve alkol miktari ile kanser riski dogru orantilidir.

Alkol tiiketimi enzim aktivitesini etkileyen ADH polimorfizmi asetaldehitin
lokal konsantrasyonunu etkiler. Alkol tiikketimi sigara tiiketimi kadar oral kanser
tizerinde en etkili rol oynar ve bu diizeyi kanseri tetikler. ADH polimorfizminin oral
kanser gelisme etkisi bir ¢ok bilimsel arastirmanin konusu olmustur (Regezi ve
ark.,1993). Icilen sigarada benzopirenler ve diger polisiklik aromatik karsinojenler en

onemli karsinojenlerdir.

2.6.3.Dumansiz Tiitiin

Dumansiz tiitiin Uriinii yakmadan agiz i¢ine almarak dil alti yada damak
kisimlarina koyularak tiiketilmektedir ve oral ya da nazal yoldan alinabilmektedir. Belli
bir siire sonra bagimlilik riskini arttirmasindan dolay:1 dil altinda veye yanaklarda
tahribata yol agmaktadir. Diinya genelinde ¢ok g¢esitli dumansiz tiitiin {riinleri
kullanilmaktadir.Bunlar tek baglarna ya da bagka irlinlerle kanistirilarak
kullanilabilmektedir (Mackanzie.,2000). Bilinen veye bilinmeyen sebeplerden dolay1
dumansiz tiitiinlerin ag1z iginde kulanimi oral ya da nazal yoldan kullanimiyla kanser
riskini tetiklemekte oldugu gozlemlenmektedir. Hindistan’da ¢ok cesitli ticari veya ev
yapimi dumansiz tiitiin Uriinleri mevcuttur ve bu {rlinler sigara veya alkole nazaran
daha ucuz oldugundan tiiketimin yayginlasmasiyla daha c¢ok artis ve istek sonucu

kullanimi1 artmustir.

2.6.4.Viral Enfeksiyonlar
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Bir takim enfeksiyon yapici faktorler diinya genelini kapsayan kanserin ana
nedenleri arasinda yer almaktadir ve en az alti farkli virlis insanlarda belirli cesitlikte

kanser tiirleriyle iligkilendirilmistir (Kutluay.,2009).

Herpes viriis grubu icerisinde yer alan Epstein Barr (EBV/ Human herpes virus 4/
HHV-4), Human papilloma viriis (HPV) ve Human herpes virusleri [(Herpes Simpleks
virisii (HSV), Human herpesvirus-8 (HHV-8), Human herpes virus-6 (HHV-6)]agiz
kanserlerinin olusumunda katkilar1 oldugu diisiiniilen baslica viriislerdir(Silverman ve

ark.,1985; Lawoyin.,2003).

2.7. AGIZ KANSERI LEZYONLARININ LOKALIiZASYONU

Kanser olusumunda agiz igersindeki kanser olgularinin ¢ogunlugu kirmizi veya
beyaz renkli bir yama,kalip sekline benzeyen topak beze endofitik iilseratif bir lezyon
veya kenarlar1 disartya dogru kivrik, kabarik ve sisik pulcuk seklinde merkezinde iilser
bulunan ekzofitik bir kiitle olarak goriiliir.(Resim 1,2). Fakat bulezyonlar genellikle cok
biiyiidiiklerinde bile agr1 olusturmazlar (Pakfetrat., 2010;Amarasingine ve ark., 2010 ).
Belli aragtirmalar sonucu dngoriilen tartisma ve sonuglara gore oral kanserlerin yaklasik
licte birini agiz tabani kanserleri olusturmaktadir. Genellikle bu bdlgedeki premalign
lezyonlardan sonra gelisen agiz tabani kanserleri, Ozellikle lingual frenilum ve
sublingual tiikiiriik bezinin kanal agizlar1 etrafinda yerlesir ve kenarlar sert ve diizgilin

olmayan, iilser benzeri bir lezyon olarak gozlenirler .

SEKIL 3: BUKKAL MUKOZADA YERLESIK FIBROSARKOM (CASTELLARIN, POZZATO;2010)
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SEKIL 4: MAKSILLER ALVEOLER KRETI DE iCEREN, BUKKAL MUKOZADA YERLESIK VERRUKOZ
KARSINOM (HOLMES, DIERKS;2011)

2.7.1 Dudak Kanseri

Oral kanserlerinin en sik goriilenidudak kanseri’dir ve %95 alt dudakta, %4 iist
dudakta ve %l oraninda dudak komissiiriinde yerlesir ve gozlemlenir(Edwars ve ark.,
2002). Alt dudakta genellikle orta hat ile kommissiirler arasinda, list dudakta ise orta
hatta yakin goriiliir. Spesifik etiyolojik faktor gdsterilememesine ragmen gilines 1s1gina
maruz kalma, tiitlin kullanimi, kronik alkolizm, k&tii agiz hijyeni, immunsupressif

tedavi ve travma risk faktorleridir (Weidauer.,1992)

Dudak kanserlerinde tiimoriin  boyutu ve ilk muayenede lenf nodu
varliimetastaz ve mortalite tizerine etkili oldugu gosterilmistir (Edwars ve ark.,2002).
Tiimor evresi arttikca bolgesel metastaz orani artmaktadir (Di Nicola M ve ark., 2006).
Tiimoriin alt dudakta ve ¢apmin 2 cmden kiigiik olmasi prognozu olumlu ydnde
etkilerken; perindral invazyon, nodal pozitiflik, maksilla yada mandibula tutulumu, tist

dudak ve komissiirde hastalik varligi prognozu kétiilestirir (Rocha-Buelvas.,2005).

2.7.2. Agiz Tabam Kanseri

Ag1z tabani kanserleri 5. ve 6. dekatta daha sik olup erkeklerde(3-4 kat) daha sik
goriilmektedir (Figuero ve ark.,2004). Bu kanser riski 6n goriilenhastalarin 2/3’1 asir1
sigara icen ve %50’si alkolik kisilerdir. Agiz tabani karsinomlar dil tarafinda hissedilen
cikint1 seklinde baglarlar, daha sonra {ilserlesir ve laterale dogru genislerler. En sik 6n

agiz taban1 bolgesinden gelisirler ve siklikla goriilen morfolojik tip sliperfisyal eksofitik
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tiptir(Horowitz ve ark.,1998).Tiim oral karsinomlar i¢inde en ¢ok prekanseroz
lezyondan gelisen karsinom bu alanda mevcuttur. Submental ve submandibuler
bolgenin zayif konnektif dokusu tiimoér yayilimini kolaylastirir. Dile dogru uzanarak
dilin hareketlerini azaltir ve konsuma bozukluguna yol agabilir.Anterior agiz
tabanindaki lezyonlar sublingual tiikriikk bezini ve submandibular kanali direkt invaze

edebilir ve agril1 tiikriik bezi sismeleri olabilir.

2.7.3. Sert Damak Kanseri

Sert damak kanseri nadirdir. Tim oral karsinomlarin = 9%0.5’ini
olustururlar(Figuero Ruiz ve ark.,2004). Hindistan’da ise biitiin oral kavite kanserlerinin
%40’ 11 olustururlar. Bunun nedeni ters sigara i¢iminin bu bdlgelerde yaygin olmasidir.
Skuaméz hiicreli kanser ve tiikriik bezi tiimdrlerinin goriilme siklig esittir ( Shingaki,

Nomura., 1999 ) .

Mindr tiikriik bezi tiimorleri tipik olarak submukozal nodiil seklinde goriiliirler.
Bu tiimdrler sert ve yumusak damak birlesim yerinden ¢ikma egilimindedir. Malign
melanom ve kaposi sarkomunun intraoral en sik yerlesim yeridir. Damak periostu timor
yayilimi i¢in iyi bir bariyer olusturur (Jones ve ark.,1997). Bu nedenle tiimér kemik

destriiksiyonu yapmadan semptom verecek boyuta ulasir.

2.7.4. Yumusak Damak Kanseri

Yumusak damak karsinomlarinin ¢ogunlugu damagin 6n yliziinde olur ve tanisi
daha erken konuldugu icin prognozu daha iyi tiimérlerdir (Jones ve ark.,1997).
Genellikle iy1 diferansiye tiimorlerdir. Hastalarin ¢ogunda baslangi¢ semptomu olarak
bogaz agris1 ve disfaji bulunur. Yutkunmada, seste ve konusmadaki degisiklikler
baslangic semptomlar1 olabilir (Jindal ve ark.,1990). Yumusak damak sert damagin
aksine lenfatiklerden zengindir. Tan1 esnasinda %20-45 oraninda klinik olarak pozitif
lenf nodu saptanir. Lenfatik drenaj genellikle {ist jugulodigastrik lenf nodlarina olur

(Tanyeri.,2008).
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2.7.50rofarinks Arka-Yan Duvar Kanserleri

Bu tiimorler sik goriilmezler. Tan1 kondugunda genellikle ileri evrededir. Disfaji,
odinofaji, bogaz agris1 ve kilo kaybi gibi semptomlar izlenir. Metastaz potansiyeli

yumusak damaktaki gibidir (Jovanovic ve ark.,1993).

2.8. AGIZ KANSERINDE UYGULANAN TEDAVILER

2.8.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi; kanserlerin tedavisinde en eski yontemdir. Ayni zamanda,
kanserde teshis ve hastalifin evrelenmesinde (lezyonun wulastigi sinirlarin
anlasilmasinda) onemli rol oynamaktadir. Cerrahi tekniklerdeki ilerlemeler, cerrahlarin
artan sayida hastada basarili operasyonlar yapmalarim1 saglamaktadir. Giiniimiizde,
timorleri ¢ikarirken miimkiin oldugunca agiz boslugunun normal yapisin1 ve normal
fonksiyonunu korumaya calisarak daha az invaziv islemler yapilmaktadir. Cerrahi
tedavi, bircok kanser tiirlinde 6zellikle uzak metastazlar1 olmayan kanserlerde en iyi

tedavi sansin1 sunmaktadir(Tanyeri., 2008).

2.8.2. Radyoterapi

Radyasyon terapisi olarak da bilinen radyoterapi; kanser ve diger bazi hastaliklar
iyonize radyasyon ile tedavi eden bir yontemdir. Radyasyon hem kanser hiicrelerine
hem de normal hiicrelere zarar verse de, saglikli hiicreler kendilerini onarabilmekte ve
diizgiin isleyislerine geri donebilmektedir. Radyoterapi; agiz cevresiyle iliskili solid

tiimorlerin tedavisinde kullanilabilen bir tedavi yontemidir (Tanyeri.,2008).

2.8.3. Kemoterapi

Kansere kars1 miicadelede kullanilan en 6nemli teknolojilerden olan kemoterapi;
kanser hiicrelerini yok etmek i¢in kimyasallarin kullanilmasi yontemi olup, kanser
tedavilerinde kullanilan 3 temel tedaviden biridir. Radyoterapi ve cerrahi tedavi lokalize
kanser tedavi yontemleriyken kemoterapiyi etkili kilan 6zellik, metastatik kanserleri

tedavi edebilmesidir (Tanyeri.,2008).



14

2.8.4. Boynun tedavisi

Oral kavite ve orofarenks tiimorlerinde primer timoriin yerine bakilarak
metastazlarin yeri ve insidansi farklilik gdsterir. Onceden de cerrahi ve radyoterapi ile
tedavi olmamis hastalarda genel olarak oral kavite 2/3 anterior kisminin ilk basamak
drenaj nodlar1 submandibular submental ( level 1) bolgedir. Onu takiben iist ve orta
derin juguler ( level II-II) lenf nodlarma drenaj olmaktadir. Ozellikle zon V lenf
nodlarina metastaz enderdir (Lee.,2003). Oral kavite timorlerinde mobil dil ve agiz
taban1 en fazla servikal metastaz potansiyeline sahip bdlgelerdir. Yanak mukozast ve
retromolar iicgen tiimorleri ise mobil dil ve agiz tabani tlimoérlerinden sonra
metastazlarin sik rastlandigi bolgelerdir. Orta hat lezyonlarinda bilateral servikal
lenfatiklere yayilim insidansi yiiksektir. Bu vakalarda bilateral boyun diseksiyonu
endikedir. Orofarenks kanserlerinin okiilt ve pozitif metastaz orani yiiksektir. Hastalarin

%50’sinin boynu klinik olarak pozitiftir . Bu nedenle genellikle boynun tedavisi gerekir.

Yumusak damak ve 6n tonsiller plikanin goriinebilir olmasindan dolay1 lezyonlar
erken evrede saptanir ve NO boyun orani yiiksektir. Ancak dil kokii ve tonsiller fossa
lezyonlarinin NO boyun orani diigiiktiir. Primer orofaringeal lezyonun tedavisi ve negatif
boynun takibi uygun degildir. Biitiin orofaringeal lezyonlarda metastaz orani yiiksek
oldugundan ilk tedavi primer alanla birlikte ilgili servikal lenfatikleride igermelidir
(Jindal ve ark.,1990 ). Klinik ve radyolojik olarak NO oral kavite malignensili bir
hastada gizli metastaz riski %?20’y1 asiyorsa ¢ogunluk, bdlgesel lenfatiklerin elektif
tedavi edilmesini gerekli gormektedir. Oral kavitede NO sert damak, erken evre (T1T2)
dudak, yanak mukozas1 ve alveolar ark T1 ylizeyel kanserlerinin diginda tiim oral kavite
timorlerinde elektif profilaktik boyun diseksiyonu uygulanmalidir ( Figuero Ruiz ve
ark.,2004). Oral dil lezyonlarinda skip metastazlarin olabilecegi akilda tutulmalidir.
Byers ve arkadaslar1 lateral oral dil yass1 epitel hiicreli kanserlerinde %15.8 oraninda
‘skip’ metastazlara rastlamiglar vebunun i¢inde oral dil kanserlerinde supraomohyoid
boyun diseksiyonu yerine genisletilmis supraomohyoid boyun diseksiyonunu (level I-
IV’ii igeren) Onermislerdir.ileri evre N2 ve N3 boyunlarda tedavi radikal boyun
diseksiyonudur. N1 boyunlarda radikal boyun diseksiyonu uygulanabildigi gibi
fonksiyonel boyun diseksiyonuda yapilabilir.
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2.9. MiKRO RNA

2.9.1 Mikro RNA’larin Yapisi ve Kesfi

Yapilan arastirmalar sonunda iki tane kiiclik RNA tanimlanmistir; MikroRNA
(miRNA)’lar ve short interfering RNA (siRNA)’lar. miRNA ve siRNA’lar
biyokimyasal ve fonksiyonel olarak birbirinden ayirt edilemedikleri i¢in orijinlerine
gore ayrilirlar. miRNA’lar dsSRNA’larin hairpin (sa¢ tokasi) sekilli prekiirsorlerinden
elde edilirken, siRNA’lar uzun dsRNA’lardan olusur. Ik kesfedilen kiiciik RNA
miRNA’dir (Narry.,2005).

miRNA'lar genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon boélgeleri ve
protein kodlamayan bdolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat
proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir. Insan
genomunda miRNA'lar1 kodlayan yiliksek seviyede korunmus yiizlerce gen bdlgesi
kesfedilmistir. Insan genomunda 1000’in iizerinde miRNA tanimlanmistir (Narry,2005;
Shenouda.,2009). ilk miRNA, Lee ve calisma arkadaslari tarafindan 1993 yilinda Victor
Ambros laboratuarinda yuvarlak solucan olan Caenorhabditis elegans'ta lin-4 olarak
adlandirdiklart genin higbir protein kodlamamasina karsin 22 niikleotid uzunlugunda
kiigiik bir RNA transkribe etmesiyle rapor edildi (Saydam.,2011; Lee ve ark.,1993).
Ancak bulunan bu genetik materyal i¢cin mikroRNA terimi ilk defa 2001 yilindan
itibaren kullanilmaya baslanmistir (Lee ve ark.,1993; Ruvkun .,2001). 2000 yilinda
Reinhart ve arkadaslar tarafindan yine C.elegans'da 22 niikleotid uzunlugunda, let-7
olarak adlandirilan, canlinin gelisim zamanlamasin1 diizenleyen farkli bir mikroRNA
kesfedildi (Reinhart ve ark. 2000; Pasquinelli.,2000). Daha sonraki yillarda let-4 ve let-
7'yve benzeyen birgok kiicik RNA molekiilii, hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli
organizmalarda kesfedilip miRNA olarak isimlendirilmistir (Saydam.,2011;Lagos-
Quintana.,2001).

2.9.2.miRNA 'larim Olusumu

miRNA 'lar birbirini izleyen {ic basamakl1 islem sonucunda meydana gelir. Ik

basamakta miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)'larin transkripsiyonu
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gerceklesir. Ikinci basamakta primiRNA'lar prekiirsor miRNA (pre-miRNA)'lara
niikleus iginde déniistiiriiliir. Ugiincii ve son basamakta olgun miRNA'larin sitoplazma

icinde olusumu gerceklesir (Saydam.,2011;Kwak.,2010).

miRNA 'lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz II enzimi
tarafindan genomik DNA'dan sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), "cap" ve "poli
A" kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir. Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz III enzim
ailesinin bir endontiikleazi olan Drosha ve kofaktorii Pasha (veya DGCRS), tarafindan
yaklasik olarak 70 niikleotid uzunlugunda olan premiRNA'ya doniistiiriiliir (Lee.,2003).
Bir niikleaz olan Drosha ile ¢ift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha'nin
olusturdugu bu komplekse mikro islemci kompleks (Mikroprocessor complex) adi
verilir (Saydam.2011,Esquela-Kerscher.,2006). Pre-miRNA molekiilii bir niikleer
tasima reseptorii olan Exportin 5 ve niikleer bir protein olan RAN-GTP'ye bagimli
sekilde sitoplazmaya tasinir. Sonrasinda, premiRNA'lar sitoplazmada RNAaz III enzim
ailesinden Dicer adl1 endoniikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda cift zincirli
miRNA (miRNA dubleksine) cevrilir (Saydam.,2011;Lund ve ark.,2004 ;Zhang ve
ark.,2002 ).(Sekil 5).

Exportn Sanduced
nuclear sxport

CYTOPLASM

Drcer
processng

L] Matura miRNA
E within RISC

SEKIL 5:MiRNA OLUSUM BASAMAKLARI (ESQUELA-KERSCHER,2006)
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Dicer, ayn1 zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced
silencing complex; RISC) olusumunu baslatir (Sekil 6). Dicer, pre-miRNA'nin sap-
ilmigini kestikten sonra miRNA dubleksinden, RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir
RNAz olan argonaute'un etkisiyle 5'ucu daha kararli olani secilip sadece biri miRNA
RISC kompleksine katilir. Bu iplik, kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilirken
diger iplik anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir. Yolcu iplik RISC
kompleksinin substrati olarak sindirilir. miRNA 'lar, RISC kompleksine entegre
olduktan sonra, ya argonaute proteinleri yardimiyla mRNA'nin yikimina ya da protein
translasyonunun baskilanmasina neden olarak fonksiyon goriirler (Saydam ve ark 2011;

Lund ve ark., 2004; Gregory ve ark.,2005).

2.9.3 miRNA'larin Fonksiyonu

miRNA 'lar fonksiyonlarini kendi niikleotid dizilerine komplimenter hedef
genleri tanima Ozelligine sayesinde gerceklestirirler. miRNA nin yapiya eklenmesi ile
olusan RISC kompleksi baz eslesme ozelligi ile mRNA'ya baglanarak ilgili genin
protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA'in yikilmasma sebep olur
(Saydam .,2011; Shenouda .,2009). miRNA, hedef mRNA'nin 3'ucundaki translasyona
ugramayan bolgesi (untranslated region-UTR) ya da hedef mRNA'nin ORF (open
reading frame) bolgesine baglanir. Bu baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin
mRNA'ya nasil komplementer olduguna baghdir. 3'UTR bolgesine baglanma
kusurlu,tam olmayan, eksik komplementerligi ihtiva eder ve translasyonun baskilanmasi
ile sonuglanir. ORF bdlgesi i¢cine baglanma ise kusursuz, tam komplementerligi gdsterir
ve Argonaute2 (Ago?2) tarafindan mRNA'nin yikim ile sonuglanir. Ayrica, miRNA'larin
her birinin birden fazla mRNA'nin ekspresyonunu diizenleyebildigi ve mRNA'larin her
birinin de birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi bilinmektedir
(Saydam.,2011;Sun ve ark., 2010;P1illai ., 2005).
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SEKIL 6: RISC KOMPLEKSI OLUSUMU (GREGORY VE ARK., 2005).

2.9.4 miRNA ve Kanser

Hiicreler anormal olarak c¢ogaldiklarinda ve apoptoz fonksiyonlarini
kaybettiklerinde genellikle kanserlesme ozelligi gosterirler. miRNA'larin  hiicre
proliferasyonu ve apoptoz gibi bircok biyolojik siiregte etkili anahtar molekiiller
olduklar1 bugiin artik agik bir sekilde bilinmektedir. Kanser gelisim siirecine miRNA
'larin katkida bulundugunun ilk kaniti, Calin ve arkadaslarinin 2001 yilinda Kronik
Lenfositik Losemili (KLL) hastalarda yaptiklar1 molekiiler calismayla ortaya
konulmustur. Gelismis iilkelerde en sik goriilen yetigskin losemi formu olan KLL
hastalarinin yaklasik % 50'sinde 13ql14 bolgesi delesyona ugradigi bilinmektedir.
Yapilan detayli delesyon analizleri sonucunda bu bélgede yalnizca mir-15-a ve mir-16-
1 genlerinin bulundugu saptanmis ve Calin ve arkadaglar tarafindan da 245 insan ve

fare miRNA probu iceren miRNA mikroarray c¢alismasiyla mir-15a ve mir-16-1'in
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ekspresyon diizeylerinin B hiicreli KLL hastalarinin % 68'inde bu miRNAlarin
ekspresyonlarinin azaldigt ya da hi¢ yapilmadigi bulunmustur. Ayrica miRNA
ekspresyon profilinin, KLL hastalarinin klinik ve biyolojik davranisiyla yakin iliskili
oldugu raporlanmistir. Kanserli ve normal dokular arasindaki bu ekspresyon
farkliliklarinin belirlenmesi, miRNA'larin kanser patogenezindeki rollerini daha da

giiclendirmistir (Saydam.,2011;Calin ve ark.,2002).

Calin ve arkadaslarinin, 2004 yilinda yaptiklar1 diger bir ¢alismada, insan
miRNA genlerinin kanser ile iliskisini arastirmak i¢in, 186 adet miRNA geninin DNA
tizerindeki pozisyonunu haritalandirarak ilgili genlerin daha onceden bilinen belirli
kanser tiirlerinin iliskili oldugu genetik degisiklikler ile karsilastirilmistir. Bu miRNA
genlerinin ¢ogunlukla, heterozigozitenin kayboldugu bélgeler olan kirilgan kisimlara
yerlesik oldugu saptanmistir. Bu kirilgan kisimlar amplifikasyonun minimal oldugu
bolgeler veya genel kromozomal kirilmanin oldugu bdlgeleridir. Bu bdlgelerde
molekiiler lezyon sonucu olusan genetik hasar spesifik kanserlere neden olmaktadir
(Saydam 2011.,Wijnhoven ve ark., 2007; Calin ve ark.,2004). 2003 yilinda Michael ve
arkadaglari, insanlardaki solid organ tiimdrlerini (kolonik ve rektal adeno karsinomlar)
normal dokular ile karsilagtirdiklarinda ekspresyon seviyeleri degismis olan miRNA'lar
rapor ettiler (Micheal ve ark.,2003). Daha sonraki yillarda solid organ tiimdrlerine bagl
degisiklige ugramis miRNA seviyeleri farkli kanser tiirlerinde (meme, lenfoma, beyin,
tiroid, akciger, prostat ve hepatoselliiler karsinoma) bulunmustur (Le Quesne ve
ark.,2010, Muraksami ve ark., 2006). miRNA 'lar, hedefledikleri mRNA'nin molekiiler
diizeydeki ozelliklerine gore onkogenik veya tiimdr siipresor Ozellik kazanabilirler.
Normal dokularda miRNA'lardan bazilarmin protoonkogenlerin translasyonunu
inhibeettigi rapor edilmistir. Fonksiyonlar1 bir onkogenin ekspresyonunu kontrol etmek
olan bu miRNA'lar "tiimor siipresér miRNA'lar" (TSmir) olarak bilinmektedir.
Dolayisiyla tiimor baskilayict miRNA'larin ekspresyonunun azalmasi onkogenin
ekspresyonunun artmasina ve tiimor olusumuna sebep olacakdir. Bunun tersi olarak,
"onko-mir" olarak ifade edilen bazi miRNA'larin kanser gelisimini arttirdig:
goriilmektedir. Sonu¢ olarak miRNA 'lar, onkogen ve tiimor siipresor mRNA'larin her
ikisini de potansiyel hedef olarak goriip, fonksiyonlarini bu mRNA’lar {izerinden

gosterirler (Saydam.,2011; Muraksami ve ark.,2006; Cowland ve ark., 2007).
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2.10. miR-146 VE miR-149 GEN VARYANTININ INCELENMESI
2.10.1 miRNA-146

miRNA 146 akut inflamatuar cevabi regiile ederek dogal immiinitede rol alan bir
miRNA’dir. Kromozomlar degiskenlik gdstermez ve insanda 5. kromozomda
LOC285628 geninde lokalizedir(Taylor., 2006). Asil olarak CD68+ makrofajlarda,
bunun yaninda CD3+ T lenfosit ve CD79a+ B lenfositlerde de eksprese edildigi
bilinmektedir (Mease.,2005).interlokin-1 reseptor iliskili kinaz-1 (IRAK-1) ve TRAF-6
genleri iizerine etki ederek proinflamatuar sitokinlerin salinimini azaltir. NF-kB sinyal
yolagina etki eder, T hiicre regiilasyonu yapar. miR146a’nin T hiicreleri aktivasyonu
tizerine etkisi, T hiicre 6liimiinii inhibe etmektir (Raychaudhuri ve ark.,2010; Ulukaya,
Eve ark.,2007). miR146, IRAK-1 ve TRAF6 genlerinin ekspresyonuna etki eder; bu
sekilde toll-like reseptdr (TLR) ve IL-1 sinyal yolagina negatif regiilator etki yapar.
IRAK-1, NF-kB aktivasyonunda TLR/IL-1 reseptor (TIR) aracili etki eder.
miR146a’nin IRAK-1 ve TRAF6 fizerine etki ederek bu sitokinlerin salinimini
baskilayarak kondrosit hasarinda rol aldig1 tespit edilmistir. Kondrositlerde
miR146a’nin apoptozu indiikledigi, Ozellikle mekanik hasara cevap olarakVEGF
ekspresyonunu arttirdigi, Smad4 gen ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Smad4’lin
mRNA’smmin 3’UTR bolgesinde miR146a’nin da sekansi oldugu kesfedilmistir. Bu
sayede Smad4’iin miR146a’nin direk hedefi oldugu anlagilmistir. miR146a ekspresyonu
lipopolisakkarit ve proinflamatuar mediatdrlere cevap olarak indiiklenir. Bu indiiklenme
NF-kB yolag: tarafindan regiile edilir. Yapilan bir miRNA mikroarray teknolojisi
caligmasinda, hasarlt ve normal kondrositler karsilastirildiginda mekanik hasarli olan
kondrositlerde miR146a’nin upregiile edildigi tespit edilmistir. Bu mekanizmaya benzer
olarak PsA’da da kondrosit hasarindan miR146a’nin  sorumlu oldugunu
diistiniilmektedir. mikroRNA-146‘nin insanda iki farkli varyasyonu bilinmektedir.
miRNA146a geni kromozom 5q33°de ve miRNA-146b ise kromozom 10q24’de
kodlanmaktadir (Akkiz ve ark.,2011). miR-146a dogal bagisiklik, inflamatuvar yanit ve
negatif olarak antiviral yolagi diizenlemektedir. Dogal immiin aktivasyonunda akut
yanitin negatif diizenleyicisi olarak ©Onemi artmistir. Kanser ve inflamatuvar
hastaliklarda miR146a’nin ekspresyonunda degisiklikler tespit edilmistir(Le ve ark.,
2010).



21

2.10.2 miRNA-149

miR-149 geninin tek niikleotid polimorfizmi ilk olarak Hu ve dig. (2008)
tarafindan ¢ahisilmistir.insan miR-149 (hsa-mir-149; MIR149), 2q37.3'te bulunur,
sadece 1 ekzon tarafindan kodlanir. miR-149-5pve 149-3p olmak {iizere iki izoformu
bulunmaktadir.miR-149-5p ,miR-149-3p'den ¢ok daha yaygindir. Ve miR-149-5p ve
miR-149-3p'nin dizileri tamamen farklidir buda insan biyolojik davranislarinda yer alan

tutarsiz rollere isaret eder.

miR-149'un iki izoformunun hem onkojeni hem de tiimor baskilayiciyr hedef
aldig1 ve kanserler arasinda cift etkiye yol actigi tahmin edilmektedir. miR-149-5p,
cogunlukla tiimor biiylimesi icin gerekli olan ERBB-yolu, insiilin sinyal yolu, MAPK
sinyal yolu ve kemokin sinyal yolu, katR-149-3p gecis yolu benzeri reseptor sinyal
yolu, T ve B'de rol oynar. Hiicre reseptorii sinyal yolagi, fokal adezyon yolagi, vaskiiler
diiz kas kasilma yolagi ve lizozom yolagi da tiimorijenez ve tiimor ilerlemesi ile

yakindan ilgilidir.

MiR-149 geninde bir C>T genetik polimorfizmi bulundu. miR-149 C>T Aktl
ve E2F1'in ekspresyonunu baskilamak i¢in bir proapoptotik miRNA'dir. Aktl ve
E2F1'in susturulmasi, insan tiimor hiicre dizilerinde apoptozu indiikleyebilir (Lin ve
ark., 2011). Calismalar, miR-149 C>T'deki polimorfizmin, olgun miRNA'larin
ekspresyonunu veya mRNA'y1 hedefleyen baglanma aktivitelerini degistirebildigini ve
bdylece ¢esitli mekanizmalar yoluyla kanser riskini etkileyebildigini gostermistir (Liu
ve ark, 2010). Bas ve boyun kanserlerinde Liu ve ark. miR-149C>T'nin CC
genotipinin,OSCC riski olabilecegini gostermistir. (2010).

3. MATERYAL VE METOT
3.1. CALISMA GRUBU

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Tibbi Onkoloji Bilim Dalina bagvuran ve Oral Kanser tanisi olan hastalarla olusturulan
42 kisilik hasta grubu ve yine I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dalima basvuran ancak Oral
Kanser tanis1 alinmamis 100 kisilik goniillii kontrol gruplari olugturulmustur. Hastalarin
ayrintili muayeneleri yapilarak, katilimcilarin izni ve bilgisi dahilinde, calismada rutin

tetkikler i¢in alinan kanlardan arta kalan kisim kullanilmistir. Oral kanser hastalar1 ve
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kontrol grubundaki bireylerin ¢alismaya dahil edilip edilmeme kriterleri Tablo 2’de
verilmistir. Bu ¢alisma icin, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel
Aragtirmalar Degerlendirme Komisyonu'ndan 06.06.2017 tarihinde 17-KAEK-061 kayit
numarasi ile onay almmistir. Calismanmn tamami Tokat Gaziosmanpasa Universitesi

Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvari'nda yapilmistir.

Tablo2:Hastalarin ve kontrol grubundaki kisilerin arastirmaya dahil edilme ve
edilmeme kriterlerinin gosterimi

X Saglam

Goniilliilerin niteligi X Hasta (Tan1: Oral kanser hastasi)
Cocuk (10-18 yas)

Cahisma grubu (goniilliilerin sayisi) 42

Kontrol grubu sayisi 100

Arastirmaya dahil edilme kriterleri

Hasta grubu: Tokat Gaziosmanpasa Universitesi
Tip fakiiltesi kemoterapi tinitesinde tedavi goren
Oral kanser tanis1 almis hastalar

Kontrol grubu: Saglikli géniilliiler (Oral yada

herhangi bir kanser tanis1 olmayan)

Arastirmaya dahil edilmeme kriterleri 18 yas sinir1 altinda olan goniilliiler

3.2. YONTEM
3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Calisma grubundaki bireylerden EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) igeren
tiiplere alinan kan Ornekleri, ¢alisma yapilincaya kadar buzdolabinda +4°C'de saklandi.
Bu kandan 200 pl alinarak GeneAll DNA izolasyon kiti (Lot: 10817L05079) ile hasta
ve kontrol gruplarinin DNA'lar1 elde edildi.

DNA Izolasyonu Oncesi ve Sonrast Kullanilan Cihazlar:

1. PCR Cihaz (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)
2. Buzdolab1 (Vestel, BZP-L.3302W)

3. Vorteks (Velp Scientifica, F20220176)

4. Mikrosantrifiij (Zentrifugen, D-78 532)




Su banyosu (Niive BM 302)

Etiiv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800 )
Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)

Elektroforez (Cleaver Scientific, MSCHOICE)
Hassas Terazi(Kern, ABJ 220-4M)

10. pH metre (IHANNA, 507702)

A S A

DNA Izolasyonu I¢cin Kullanilan Kimyasal Maddeler:
1. Genomic DNA Purification Kit (lot: 00208193)

Proteinaz K (Thermo Scientific, lot: 00200657)
RNaz (Thermo Scientific, lot: 1383185)

BL Buffer (Iot:BL0O17K16010)

Ethanol (96—100%) (Emsure, K45813683 431)
BW Buffer (lot: BW 017K 14012)

TW Buffur ( lot: TW017J25013)

AE Buffer (lot: AE017K16010)

X N g D

DNA Izolasyonu I¢in Kullanilan Sarf Malzemeler:

—_—

Filtreli tiipler

Receiver tiipleri

Epphendorf tiipleri

Otomatik pipetler (10—100 pl ve 100—1000 pl)
Steril pipet uclar

1.5 ml'lik Eppendorf tiipleri

Steril eldiven

Rak

Etiket

A e A o B

DNA Izolasyonunda Uygulanan Protokol:

1. EDTA'l tiipler homojen hale gelmesi i¢in vortekslendi.
2.EDTA'l tiiplerden 200 pl kan eppendorf tiiplere aktarildi.
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3. Uzerine 20 pl proteinaz K ile 20 ul RNaz her bir tiipe eklendi. Eppendorf tiipler kisa
bir sekilde vortekslendi.

4. 200 pl BL Buffer Lysis soliisyonu eklenerek vortekslendi. 55°C'de su banyosunda 10
dakika inkiibe edildi.

5. Uzerine 200 pl Ethanol (% 96-% 100) eklendi, Spin filtreler, Recevier tiiplerine
yerlestirildi, karisim aktarildi.

6. 11.000 rpm'de 1 dakika boyunca filtreli tiipler santrifiije edildi. Filtreler, Recevier
tiiplerinden ¢ikarildi. Filtreler tekrar Recevier tiiplerine yerlestirildi.

7. Filtrelerin iizerine 600 pl BW Buffer Wash Buffer I eklenir ve 11.000 rpm'de 1
dakika santrifiije edilir. Tekrar filtreler, Recevier tiiplerinden ¢ikarilir. Filtreler tekrar
Recevier tiiplerine yerlestirildi.

8. Filtrelerin tizerine 700 ul TW Buffer Wash Buffer II eklendi ve 13.000 rpm'de 3
dakika boyunca filtreli tiipler santrifiijeedildi ve Recevier tiipleri bosaltilarak filtreler
Epphendorf tiiplerine alindi.

9. AE Buffer Elution Buffer her 6rnek i¢in 200 pl olmak iizere filtrelerin iizerine

birakildi. 13.000 rpm'de 1 dakika santrifiije edildi.

10. Eppendorf tiliplerine hasta ve kontrol grubu numaralari yazilarak DNA izolasyon
agsamasi bitirildi.

11. PCR islemi yapilana kadar buzdolabinda -20°'de saklanda.

3.2.2. DNA’mn Kalitatif Tayini

1,4 g agaroz, 70 ml 1xTBE igerisinde mikrodalgada kaynatilarak ¢oziindiiriildii,
70°C'ye kadar sogutulduktan sonra 3,5 pl etidyum bromiir (10mg/ml) eklendi. Sivi
haldeki jel, taraklar1 yerlestirilmis olan agaroz jel elektroforez kabima dokiilerek
donmaya birakildi. 1-2 ul DNA, toplam hacim 4 pl olacak sekilde 10xyiikleme tamponu
ile karistirilarak jele yiiklendi. Ornekler 1xTBE tamponu igerisinde, 125 voltta (v) 20
dakika yiiriitiildiikten sonra jel, UV altinda incelendi ve genomik DNA'min kalitesi

analiz edildi.
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3.3. miR-146 G>CGen Polimorfiziminin PCR-RFLP yontemleri ile
Genotiplendirilmesi

miR 146 G>C polimorfizmi PCR-RLFP yontemleri ile ¢alisildi. Calismamizda
miR146 gen  polimorfizmini arastirmak ic¢in Tablo 3’te gosterilenZeng Y ve

arkadaslarinin kullandig1 (2013) primer ¢iftleri tercih edilmistir.

Tablo 3: miR-146 G>Cgeni genotiplendirilmesinde kullanilan primerler

Gen Spesifik Primerler

miR146(Forward) 5'-CATGGGTTGTGTCAGTGTTAGA-3’

miR146 (Reverse) 5'-CCAAGAGTCTCGTATAACAGCA-3’

Tablo 4 :miR146 gen bolgesi PCR’1 i¢in olusturulan reaksiyon karigimi

PCR Bilesenleri pl/Tiip (Tek orneklik)
Steril distile Su 18 ul
10xTampon(Buffer) 2,5 ul
MgCl, (Thermo Scientific; Lot: 00134257) 0,4 ul
dNTP 0,8 ul
Forward primer 0,8 ul
Revers primer 0,8 pl
Taq DNA polimeraz 0,2 ul
Hedef DNA 2 ul
Toplam 25 ul

Reaksiyon karigimi ve elde edilen DNA’lar PCR tiiplerine konulduktan sonra
Thermal Cycler (Techne, TC 4000, TC 412) cihazina yerlestirildi.En uygun PCR
amplifikasyon kosullari, optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda belirlendi. Amplifikasyon
kosullar1;94°C” de 5 dk ilk denatiirasyon,37 dongiiliik: 95°C’de 30 sn denatiirasyon,
53°C 30 sn hibridizasyon, 72°C’de 30 sn uzama ve son olarak 72°C’de 10 dk son
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uzama seklinde gercgeklestirildi.(Tablo 5). miR-146 G>CPCR iiriinleri etidium bromid
ile boyanmis % 2’lik agaroz jelde yiritilerek 100 bp’lik marker kullanilarak
gorlintiilleme cihazinda degerlendirildi. Amplifikasyonda sonra miR146’ya ait PCR
tirlinlerinin her biri Tablo 6’ da belirtilen reaksiyon karisimi olusturulupHpy188 1 kesin

enzimi ile 37 C’de 48 saat kesime birakildi.

Tablo 5:miR146 gen bdlgesi i¢in kullanilan PCR programinin gdsterimi

Sicaklik (°C) Zaman (sn) Dongiti Sayist
Ilk denatiirasyon 94°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 30
Baglanma 53°C 30 37
Uzama 72 °C 30
Final Uzama 72 °C 10dk

Sonuglarimizin dogrulugunda emin olmak i¢in ayn1 bolge PCR-RFLP  yontemi ile
calistirildi. Tablo 3’de belirtilen primerler kullanilarak PCR yapildi. Yapilan
optimizasyon caligmalar1 sonucunda 25 ul’lik reaksiyon karistmi icindeli girdilerin

miktar1 Tablo 4’te gosterildigi gibi belirlendi.

Tablo 6 : miR-146 G>C (rs2910164) geni RFLP i¢in her bir 6rnek basina olusturulan
rekasiyon karigimi

RFLP bileseni 15 pl karigimdaki miktar
Buffer 2,2 ul

Hpy188 I enzimi 0,3 ul

Green Buffer 0,5 ul

dH20 2ul

PCR iiriinii 10 ul

RFLP kesim friinleri, etidium bromid ile boyanmis %?2’lik agaroz jelde

yiiriitiilerek goriintiilendi. Kesim sonucunda olusan parcalar su sekilde yorumlanda.



Gozlenen fragment boylar

GG genotip 211-161 bp

CC genotip 211-134-27 bp

GC genetip 211-161-134-27 bp

27 bp’lik iiriin ¢ok kiigiik oldugu icin jelde kayboldu.PCR yontemi ile 42 oral

kanserli hasta calisildi.

3.4 miR 149 C>T Gen Polimorfiziminin PCR-RFLP yontemleri ile

Genotiplendirilmesi

miR 149 T>Cpolimorfizmi PCR-RLFP yontemleri ile ¢alisildi. Calismamizda miR149
Vera Chayeba

gen  polimorfizmini arastirmak i¢in Tablo 7’te gosterilen
arkadaslarinin (2018) kullandig1 primer ¢iftleri tercih edilmistir.

Tablo 7 : miR-149 C>T geni genotiplendirilmesinde kullanilan primerler

Gen Spesifik Primerler

miR149 (Forward) | 5-TGT CTT CAC TCC CGT GCT TGT CC-3’

miR149 (Reverse) 5’-TGA GGC CCG AAA CAC CCG TA-3°

Tablo8 : miR149C>T gen bolgesi PCR’1i¢in olusturulan reaksiyon karigimi

PCR Bilesenleri pl/Tip (Tek orneklik)
Steril bidistile Su 18 ul
10xTampon(Buffer) 2,5 ul
MgCl, (Thermo Scientific; Lot: 00134257) 0,4 pl
dNTP 0,8 pl
Forward primer 1l
Revers primer Il
Taq DNA polimeraz 0,2 pl
Hedef DNA 2 ul
Toplam 25 pl
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Reaksiyon karisimi ve elde edilen DNA’lar PCR tiiplerine konulduktan sonra
Thermal Cycler (Techne, TC 4000, TC 412) cihazina yerlestirildi. En uygun PCR
amplifikasyon kosullari, optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda belirlendi. Amplifikasyon
kosullari; 94°C” de 5 dk ilk denatiirasyon, 35 dongiiliik: 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
61°C 30 sn hibridizasyon, 72°C’de 45 sn uzama ve son olarak 72°C’de 7 dk son uzama
seklinde gerceklestirildi.(Tablo 9). miR-149T>CPCR fiiriinleri etidium bromid ile
boyanmis % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek 100 bp’lik marker kullanilarak goriintiileme
cihazinda degerlendirildi. Amplifikasyonda sonra miR149’ya ait PCR f{iriinlerinin her
biri Tablo 10’ da belirtilen reaksiyon karigimi olusturulupPvu II kesin enzimi ile 37

C’de 48 saat kesime birakildi.

Tablo9 : miR149 C>T gen bolgesi i¢in kullanilan PCR programinin gosterimi

Sicaklik (°C) Zaman (sn) Dongii Sayis1
[k denatiirasyon 94°C 5dk
Denatiirasyon 94°C 30
Baglanma 61°C 30 35
Uzama 72 °C 45
Final Uzama 72°C 7dk

Sonuglarimizin dogrulugunda emin olmak i¢in ayn1 bolge PCR-RFLP yontemi
ile calistirnlldi. Tablo 7°de belirtilen primerler kullanilarak PCR yapildi. Yapilan
optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda 25 pl’lik reaksiyon karisimi icindeki girdilerin

miktar1 Tablo 8’de gosterildigi gibi belirlendi.
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Tablo 10 : miR-149 C>T geni RFLP i¢in her bir 6rnek basina olusturulan rekasiyon
karigimi1 kosullart

RFLP bileseni (stok)
Buffer 1,5l
Pvu II enzimi 0,3 ul
Green Buffer 2ul
dH20 2l
PCR iiriinii 10 ul

RFLP kesim iiriinleri, etidium bromid ile boyanmis %’2’lik agaroz jelde

yiiriitiilerek goriintiilendi. Kesim sonucunda olusan pargalar su sekilde yorumlandi.

Gozlenen fragment boylan
CC genotip 254 bp

TT genotip 194-60 bp
CTgenetip 254-194-60 bp

3.5. PCR Uriinlerinin Elektroforezde Degerlendirilmesi

3.5.1. Elektroforezde Kullanilan Soliisyonlar

e EDTA Soliisyonu (0,5 M) Hazirlamsi: 18,16 gr Na2 EDTAx2H>0 80 ml distile su
icerisinde manyetik karistirict ile karistirildi. Coziilmenin olusabilmesi i¢in 2,0 gr
NaOH (Riedel-de Haen, Lot:70440) karisma eklendi (pH: 8,0 olacak). pH
ayarlamas1 HCI ile yapildi ve 100ml'ye tamamlandi (distile su ile). pH metre ile pH
8'e ayarlandiktan sonra hazirlanan EDTA soliisyonu, otoklavlanip (121°C 20 dk)
oda sicakliginda saklandi.

e S5xTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu: 54 gr Trisma Base (Sigma;
Lot:SLBF2582V), 27,5 gr Borik Asit (Carlo Erba; Lot: 0L0O57180L) ve 20 ml
EDTA 500 ml distile su igerisinde manyetik karistirict ile karistirildi. Homojen
olunca 1 litreye distile su ile tamamlanarak ¢6ziildii. Cozelti oda 1sisinda saklandi.

e Etidyum Bromid (EtBr) Soliisyonu (Serva, 090107) (10mg/ml): 0,1 gr EtBr 10

ml distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik karistiricida karistirildi.
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Kullanilacak tiipler aliminyum folyo ile kaplandi. Hazirlanan soliisyon +4°C'de
saklandu.

¢ Elektroforez Yiiriitme Tamponu: 5x100 ml TBE tamponu 400 ml distile su ile
seyreltilerek 1xTBE hazirlandi.

3.5.2. %2'lik Agaroz Jel Hazirlanmast (100ml)

Agaroz Jel ve Niisivli Jel Hazirlanmasi ve Goriintiillenmesinde Kullanilan Cihazlar

Mikrodalga Firin (Argelik Intellowave, MD 554 )

Manyetik Karistirict (Velp Scientifica,F20520162)

Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)

Mikropipet Seti (Thermo Scientific )

Jel Taraklari

Elektroforez Tanki (Cleaver Scientific, MSCHOICE)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific, EC 300 x L)

Jel Goriintiileme Sistemi (Quantum-ST4, 1000/20M- 09200806)

A e AT A e

Bilgisayar (Exper, intelcore2)

PCR iirlinlerinin yiiklenecegi kuyucuklarin olugmasi icin elektroforez tankina
konan jel kasetinin taraklari takildi. 2 gr agaroz hassas terazide tartilip, 100 ml I1XTBE
erlenmayer igerisine eklendi ve karistirildi. Mikrodalga firinda 2 dakika isitilarak
¢Oziinmesi saglandi. Cozelti sicakligi yaklasik 60-70°C'de olacak sekilde sogumaya
birakildi. 3,5 pl Et-Br (10mg/ml) soguyan c¢ozeltiye eklendi, hizli bir sekilde iyice
karistirldi. Et-Br; jel goriintiileme cihazinda, UV 15101 altinda agaroz jeldeki cift zincirli
DNA'nin bazlar arasina girerek PCR iirlinlerinin goriinmesini saglandi. Hazir halde
bekletilen jel kasetinin igerisine jel ¢ozeltisi dokiilerek donmasi i¢in yaklasik 25 dakika
bekletildi. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartildi. Hazirlanan %2'lik agaroz jel, kaset

igerisinde elektroforez tankina yerlestirildi.

3.6. PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

Elektroforez tankinin icerisine, elektroforez giic kaynagi 0Ozelliginden
yararlanmak icin jel igerisinde DNA'in (-) kutuptan (+) kutba dogru gdc etmesini

saglayan ve elektriksel ortam icin gerekli olan 1xTBE ¢6zeltisinden konuldu.
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miR 146 ve miR149 tirlinlerinden ayr1 ayr1 5 pl alindi. PCR iirtinlerini jelde takip
etmek i¢in yaklagik 1 pl (6%) jel yiikkleme tamponu (Loading Dye) ile pipetaj yapildi.
PCR iirlinleri eletroforez tank igerisindeki jel kuyucuklarma yiiklendi. Jeldeki orta
kuyucuga iiriiniin bant boyutunu belirleyebilmek i¢in, uzunlugu bilinen kontrol (marker)
yiiklendi. PCR firtinleri 125 volt'ta 20 dakika yiiriitiildii. Yiriitme isleminden sonra jel,

jel goriintiileme cihazinda UV 15181 altinda goriiniir hale getirildi.

3.7. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Veriler IBM SPSS istatistik Paket Program Versiyon 20.0 ve Openepi 3.01
(www.openepi.com) yazilim programlarina aktarilarak degerlendirildi. Ortalama
degerler "aritmetik ortalama+standart sapma" olarak verildi. miR 146 ve miR 149 gen
varyant1 ile klinik ve demografik 6zellikler arasindaki anlamlilik ve farklar Ki-kare,
Fisher exact veya varyans analizi (ANOVA testleri) yapilarak belirlendi. Risk
faktorlerinin belirlenmesi i¢in Olasiliklar Oram1 (OR) ve %95 Giiven Araligi (CI)
kullanildi.p degerleri p<0.05 olmasi durumu istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Belirlenen genotip sikliklarinda, Hardy-Weinberg dengesinden yararlanarak hastalarda
sapma olup olmadigi; kontrollerde ise uyumlu olup olmadigi Ki-kare (y%) testi ile

belirlendi.

4. BULGULAR

Calisma gruplari, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1
Anabilim Dali Tibbi Onkoloji Bilim Dalina bagvuran ve Oral Kanser tanisi olan
hastalarindan ve hasta olmayan kontrol grubundan olusturuldu.

Calismamiz miR146 ve miR 149 gen polimorfizminin oral kanserdeki etkisini
belirlemek icin hastalarin yas ortalamasi 63,05+£13,250 , kontrollerin yas ortalamasi
60,37+8,666 idi. Hastalarin ve kontrollerin yas ortalamalar1 ve cinsiyet oranlar

birbirleri ile uyumluydu(Tablo 11).
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Tablo 11:Oral kanser, hasta grubu ve kontrol grubunun cinsiyet ve yas ortalamalarina
ait istatistiksel bulgularin gosterimi

Oral kanser
Hasta Grubu

Oral kanser
Kontrol Grubu

Cinsiyet
Kadin 15(%35,7) 34(%34) 0,849
Erkek 27( %64,3) 66 (%66)
Yas Ortalamasi 63,05+13,250 60,37+8,666 0,157

Bu calismada oral kanserde miR146 G>C polimorfizimi ile miR 149 C>T gen

polimorfizminin oral kanser ile arasindaki iligki arastirildi. Aragtirmaya 15’1 kadin 27’si

erkek 42 oral kanserli hasta, kendisinde ve ailesinde kanser olmayan saglikli34’u kadin

66’s1 erkek 100 kontrol hastasi katildi.

Yaptigimiz bu calismada; oralkanserde miR146 ve miR 149 gen polimorfizmlerinin

analizi PCR ve RFPL yontemiyle gergeklestirildi.

4.1.miR 146 GEN POLIMORFiZMi

miR 146 gen bolgesi icin kullanilan PCR karisimi Tablo 4’de gosterilen PCR

karisimi ve tablo 5’te belirtilen PCR programina gore g¢ogaltilarak%?2’lik agaroz jel

icerisinde 125V°da 20 dk vyiiriitiildii UV 151k ile incelendi. Inceleme sonunda elde edilen

goriintii UV’ de belirlenen bant boylarina gore PCR degerlendirildi. (Sekil7)

400 be
300 bg -,
200 by =

100be .

== 372 be

Sekil. 7: miR 146 polimorfizmini igeren 372 bg¢’lik PCR {iriinlerinin %2’lik agaroz

jeldeki goriintiisti.
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OSCC hasta Kontrol p OR,% 95 CI
n:42 n:100
miR146 G>C
Genotip
GG 13(%31,0) 59(%59,0)
GC 19(%45,2) 40(%40) 0,000
cC 10(%23,8) 1(%1)
GG+GC:CC 32(76,19):10 (23,81) 99 (%99):1 (%1) 0,0002 30,9 (3,81-251,1)
GG:GC+CC 13 (%30,95):29 (%69,05) | 59 (%59):41 (%41) 0,002 3,21 (1,49-6,90)
Allel
G 45 (%53,57) 158 (%79) 0,0001 3,26 (1,88-5,64)
C 39 (%46,43) 42 (%21)

Calisma sonuglarimiz, miR146 G>C polimorfizmi ve oral kanser arasinda allel
ve genotip siklik dagilimi bakimindan anlamli bir baglanti oldugunu gostermistir.
miR146 G>Cpolimorfizmi
grubunda; % 31,0, % 45,2, %23,8 olarak, kontrol grubunda ise; % 59,0, %40, %1lolarak

ile ilgili GG, GC ve CC genotipi sikliklar sirasiyla, hasta

bulunmustur.Allel sikliklar1 ise hasta grubunda; G alleli i¢in %53,57 C alleli icin %
46,430larak , kontrol grubunda ise G alleli icin %79, C alleli igin %21 olarak
bulunmustur. (Tablo: 12)

miR 146 gen polimorfizmi i¢in kontrol

Dengesi(HWE) ile uyumlu degildi. (p=0.039). Hasta grubunda uyumlu idi (p=0,557).

grubunun, Hardy-Weinberg

mIR 146 G>C (rs 2910164) bolgesinin belirlemesinde kullanilan kesim enzimi
kosullar1 Tablo 6’da verilmistir.Elde edilen sonuclar1 goriintiilemek icin jele yiikleme

yapilip,100 bp biodyne marka DNA Marker kullanilarak UV

15181  altinda

incelendi,g6zlenen sonuglar sekil 7°de verilmistir.

211 bec==

161he
1341:.;5'%:

Sekil8:miR146 G>C polimorfizminin PCR iiriinlerinin Hpy 188 I enzimi ile kesilmesi

sonucu olusan kesim iirlinlerinin jeldeki goriintiisii. miR 146 i¢in;9. Siradal00 bp
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biodyne marka DNA Marker,211-161 GG, 211-134-27 CC, 211-161-134-27GC bant
boylarin1 belirtir.

Tablo 13: miR146 gen polimorfizimlerinin hastalarin klinik ve demografik 6zelliklerine
gore gosterimi

Klinik miR 146 P
karakterler
Genotipe GG GC cC
gore
Alkol
igiyor 2 (%25.0) 5 (%62.5) 1(%12.5) 0,523
igmiyor 11(%32.4) 14(%41.2) 9(%26.5)
Sigara
igiyor 1(%20) 3(%60.0) 1(%20.0) 0,861
igmiyor 10(%33.3) 12(%40.0) 8(%26.7)
Aile 6ykisii
Var 2(%28.6) 4(%57.1) 1(%14.3) 0,741
Yok 11(%31.4) 15(%42.9) 9(%25.7)
Tedaviye
yanit
Yanith 9(%31.0) 14(%48.3) 6(%20.7) 0,606
Yanitsiz 4(%33.3) 4(%33.3) 4(%33.3)
Son Durum
Yasiyor 11(%31.4) 14(%40.0) 10(%28.6) 0,193
Ol 2(%28.6) 5(%71.4) 0(%0.0)
MESLEK
Ciftci 4(%36.4) 6(%54.5) 1(%9.1)
Ev hanimi 2(%16.7) 4(%33.3) 6(%50.0)
isci 5(%33.3) 7(%46.7) 3(%20.0) 0,316
Memur 2(%66.7) 1(%33.3) 0(%0.0)
issiz 0(%0.0) 1(%100) 0(%0.0)

Ayrica  klinik  bulgularda oral kansere sebep olan alkol(p=0,523),
sigara(p=0,861), genetik faktorler, meslek gruplarmin etkisi (p=0,316) de

arastiritlmistir. Oral kanserle bir baglantis1 bulunamamaistir.(Tablo:13)

4.2. miR 149 GEN POLIMORFiZMi

miR149 gen bolgesi i¢in kullanilan PCR karisimi Tablo 8’de gosterilen PCR
karigimi ve Tablo 9°da belirtilen PCR programina gore ¢ogaltilarak ¢ogaltilarak %2’°lik
agaroz jel igerisinde 125V’da 20 dk yiiriitilerek UV 151k ile incelendi. Inceleme

sonunda elde edilen goriintii Sekil 9°da verilmistir.
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SEKIL 9:M/R149 POLIMORFIZMINI ICEREN 254 BC’LIK PCR URUNLERININ %2’LiIK AGAROZ JELDEKI
GORUNTUSU.

Tablo 14:miR 149 gen polimorfiziminin genotip ve alel dagilimlar

OSCC hasta Kontrol p OR,% 95 CI
n:42 n:100
miR 149 C>T
Genotip
CcC 12(%28,6) 40(%40)
CT 25(%59,5) 51(%51) 0,425
T 5(%11,9) 9(%9)
CC+CT:TT 37 (%88,09) :5 (%11,91) 91(%91):9(%9) 0,596 1,36 (0,42-4,35)
CC:.CT+TT 12 (%28,57):30 (% 71,43) | 40 (%40) :60 (%60) 0,197 1,66 (0,76-3,63)
Allel
C 49 (%58,33) 131 (%65,5) 0,253 1,35(0,80-2,28)
T 35 (% 41,66) 69(%34,5)

Calisma sonuglarimiz, miR149 C>T polimorfizmi ve oral kanser arasinda allel
ve genotip siklik dagilimi bakimindan anlamli bir baglanti bulunamamigstir. miR 149
C>T polimorfizmi ile ilgili CC, CT ve TT genotipi sikliklart sirastyla, hasta grubunda;
% 28,6, % 59,5, %11,9 olarak, kontrol grubunda ise; % 40, %51, % 9 olarak
bulunmustur. Allel sikliklari ise hasta grubunda; C alleli i¢in %58,33, T aleli i¢in %
41,66 olarak kontrol grubunda ise C alleli icin %65,5, T alleli icin %34,5 olarak
bulunmustur.miR 149 C>T polimorfizmi i¢in OR degeri 1,35,% 95 CI ’tir (Gliven aralid
0,80-2,28).(Tablo14)

Bu calismada, sonuglarimiz, miR-149C>T polimorfizminin genotipinin oral

kanser ile anlamli bir iligkili olmadigini da gostermistir (p = 0.425).
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miR146 vemiRI149gen polimorfizmleri arasinda cinsiyet (p= 0,849) ve yas ile anlaml
bir iliski olmadigr goriilmiistiir(p= 0,157). Baglant1 bulamamamizin sebebi hasta

sayimizin az olmasindan kaynakli oldugunu diisiindiirdii.

miR149 gen polimorfizmi i¢in hasta(p=0,145) ve kontrol gruplari(p=0,198)
Hardy-Weinberg Dengesi (HWE) ile uyumlu idi.

mIR 149 C>T polimorfizmbolgesinin belirlemesinde kullanilan kesim enzimi
kosullar1 Tablo 10°da verilmistir. Elde edilen sonuglart goriintiillemek i¢in jele yiikkleme
yapilip, 100 bp biodyne marka DNA Marker kullanilarakUV 15181 altinda incelendi.
Elde edilen sonuclar Sekil 10’da verilmistir.

Sekill0: miR149 C>T polimorfizmini igeren PCR {irinlerinin Pvu /I enzimi ile
kesilmesi sonucu olusan kesim iirtinlerinin jel gortintlisi
] 1 3 a6 T B %

miR149 C>T polimorfizmini igeren PCR iirlinlerinin Pvu /I enzimi ile kesilmesi
sonucu olugan kesim tiriinlerinin jel goriintiisii. miR /49 i¢in 14. Siradal00 bp biodyne
marka DNA Marker, 254 CC, 194-60 TT, 254-194-60 CT bantlarini belirtir.

Tablo 15: miR149 gen polimorfizimlerinin hastalarin klinik ve demografik
ozelliklerine gore gosterimi

Klinik karakter miR 149 P
Genotipe gore cc CcT T
Alkol
iciyor 4 (%50.0) 4(%50.0) 0(%0.0) 0,233
igmiyor 8(%23.5) | 21(%61.8) 5(%14.7)
Sigara

iciyor 3(%60.0)  2(%40.0)  0(%0.0) 0,342



igmiyor
Aile 6ykiisii
Var

Yok
Tedaviye yanit
Yanith
Yanitsiz
Son Durum
Yasiyor

Olu
MESLEK
Ciftgi

Ev hanimi
isgi

Memur
issiz

7(%23.3)

3(%42.9)
9(%25.7)

8(%27.6)
4(%33.3)

10(%28.6)
2(%28.6)

2(%18.2)
2(%16.7)
6(%40.0)
1(%33.3)
1(%100)

18(%60.0)

4(%57.1)
21(%60.0)

18(%62.1)
6(%50.0)

22(%62.9)
3(%42.9)

7(%63.6)
9(%75.0)
7(%46.7)
2(%66.7)
0(%0.0)

5(%16.7)

0(%0.0)
5(%14.3)

3(%10.3)
2(%16.7)

3(%8.6)
2(%28.6)

2(%18.2)
1(%8.3)
2(%13.3)
0(%0.0)
0(%0.0)

0,448

0,746

0,309

0,641
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Ayrica klinik bulgularda oral kansere sebep olan alkol p=0,233, sigara p=0,342,

genetik faktorler, meslek gruplarinin etkisi p=0,641 de arastirilmistir. Oral kanserle bir

baglantis1 bulunamamustir.(Tablo:15)

4.3 miR 146 ve miR149 GEN POLIMORFIZMLERiIi KOMPOZIT
GENOTIP ANALIZLERI

Tablo16: Oral kanser hastalarin ve kontrollerin kompozit genotiplerinin karsilagtirmali

analizi
Hasta Kontrol

miR146-miR149 n % n % p
GG-CC 5 11.9 19 19.0 0.305
GC-CC 5 11.9 21 21.0 0.201
CC-CC 2 4.8 0 0 0.172
GG-CT 7 16.7 35 35 0.028
GC-CT 11 26.2 16 16 0.158
CC-CT 7 16.7 0 0 0.002
GG-TT 1 2.4 5 5 0.851
GC-TT 3 7.1 3 3 0.488
CC-TT 1 2.4 1 1 0.999

Veriler 42 veya Fisher’ exact testi ile analiz edildi. Istatistiksel olarak anlamli

olan sonuglar koyu olarak gosterilmistir.

5.TARTISMA

2002 yilinda yapilan aragtirmaya gore

diinyada 10,9 milyon yeni kanser

olgusunun bulundugu ve bunlarin 2/3’1 erkek olmak iizere 274,000’inin oral kanser

olgusu oldugu 6ne stiriilmektedir (Parkin ve ark.,2005)). Oral kanserlerle ilgili etyolojik
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faktorlerle yapilan tiim ¢alismalara ve ¢esitli iilkelerde uygulanan oral kanser tarama
caligmalarina karsin sagkalim siirelerinde son 20 yilda bir gelisme goriilmemistir. Bu
nedenle son yillarda oral kanserler ile ilgili molekiiler diizeyde yapilan g¢alismalarda

bliytik artig goriilmektedir.

Tiirkiye’deki oral kanser hastalarinin yas ortalamalar1 ve erkek:kadin orani ile
ilgili net bilgiler olmamakla beraber, gelismekte olan iilkelerde yapilan c¢alismalarda
Diinya Saglik Orgiitiiniin tahminlerine gore oral kanserlerde 2000 yilinda, erkeklerde

109,553 , kadinlarda ise 72,687 yeni olgu goriilmektedir (Globocan.,2000).

Ingiltere’de 1990-1997 yillar1 arasi bildirilen tiim oral kanserlerin %6’sinmn
(Llewellyn ve ark.,2003), Kuzey Tayland’da 1991-2000 yillar1 aras1 bildirilen tiim oral
kanser olgularinin %12,8’inin 45 yas ve alt1 oldugu (lamaroon ve ark.,2004), Kanada’da
1983-1997 yillarin1 kapsayan ¢alismada 40 yas alt1 oral kanser oraninin %5 (Howell ve
ark.,2003), Amerika Birlesik Devletlerinde 1975-1998 yillar1 arast 40 yas alti oral
kanser oranmin %5 (Canto,Devesa.,2002), Kuveyt'te 1979-1988 yillarin1 kapsayan
calismada 40 yas alt1 oral ve farinks kanser oraninin ise %34,3 oldugu bildirilmistir

(Morris ve ark.,2000).

miRNA'lar, ¢esitli biyolojik islemlere katilan ve tiimor baskilayici genleri veya
onkojenleri diizenleyen kii¢lik kodlayici olmayan RNA molekiilleridir. Onkojenik veya
tiimor baskilayici aktiviteyi hedefleyen miRNA'larin disfonksiyonu, kanser gelisimini
etkileyebilir (Gregory ve ark.,2005; Sassen ve ark., 2008; Kwak ve ark., 2010; Yoon ve
ark., 2012).

Memelilerin  transkriptinin =~ %60’ 1indan  fazlast miRNA’larin  kontrolii
altindadir(Bissels ve ark.,2012). Canlilarin farkli hiicre tiplerinde farkli miRNA tipleri
eksprese olmaktadir. Gilinlimiizde bircok hastaligin tanisinda, prognozunda ve
tedavisinde miRNA’larin kullanimiyla ilgili ¢alismalar yapilmaktadir (Fiorucci.,2012).
miRNA’larla hastaliklarin tanisi i¢in; serum, beyin-omurilik sivisi, g6z sivisi, siit, safra,
karin zar1 sivisi, ovaryen folikiil sivisi, idrar, tam kan, nazal sekresyon, tiikiirtik, plevral
efizyon ve feces gibi biyolojik sivi ve dokular kullanilmaktadir(Bissels ve
ark.,2012;Xiao ve ark 2013;Park ve ark., 2009). Biyobelirte¢ olarak kullanilmasi
planlanan miRNA’larin ilk kez serumdaki varlig1 Lawrie ve arkadaslar tarafindan 2008

yilinda gosterilmistir(Lawrie ve ark.,2008). Dolasimdaki miRNA’lar lipid veya
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lipoprotein kompleksini iceren mikrovezikiil (1um ve iistii) veya ekzosom (10-100nm)
ad1 verilen endositik kaynakli kii¢lik vezikiillerin i¢inde yer aldigindan ¢ok kararli olup,
kimyasal modifikasyonlardan ve RNAaz aktivitesinden etkilenmedigi bildirilmistir

(Yousef .,2014; Kosaka., 2010).

Glinlimiizde ¢esitli hastalik tiplerinde ve asamalarinda hastalikli dokularla
saglikli dokular arasinda miRNA’larin ekspresyonlarimin farkli oldugu belirlenmistir.
Bu da hastaliklarin tanisinda ve prognozunda miRNA’larin  kullanilabilecegini

gostermektedir(Kosaka., 2010)(Sekil 11).

[ Glicblastoma miR-21
B Tikirdk } B Oralkanser miR-200a, miR-125a
B D kanseri miR-184a
= B ARchber Tan et :::::f: ::::ifap. miR-155
feicney B Meme kanseri miR-195
T B Karaciger kanseri miR-500
- g\\ B Kolorektal kanser miR-17-3p, miR-92
B Yumurtahk kanseri miR-141, miR-200
) Prostat kanseri © miR-141
~ Mesane kanseri miR-126, miR-182
M A miR-98
B opiecL miR-21

Ll

SEKIL11:BAZI HASTALIKLARA OZGU MIRNA TIPLERI(KOSAKA., 2010).

Bir ¢cok ¢alismada miRNA’larin spesifik olarak cesitli hastaliklarda azalan ya da
artan ekspresyon diizeyleri onlarin sadece tani ya da prognoz alaninda degil ayni
zamanda tedavide de kullanilabilecegini gdstermektedir.ilk kez 2002 yilinda Calin ve
arkadaslar1 tarafindan miR-15 ve miR-16 tiplerinin B-hiicreli kronik lenfositik 16semi
ile iliskisinin oldugu bildirilmistir (Calin GAve ark.,2002). Arastirmalar sonucunda
miRNA genlerinin %50°den fazlasinin kanserle iligkili genomik alanlarda veya frajil
bolgelerde lokalize oldugu ve tiimor baskilayicist gibi davranarak onkogenleri inhibe
ettikleri veya onkogen gibi davranarak timor baskilayicilart inhibe ettikleri

gosterilmistir (Yousef.,2014; Weiler ve ark.,2006).

Kanserle ilgili ¢alismalarin yani sira miRNA’larin birgok hastaliklarla iliskisinin

oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir. Zhao ve arkadaslarimin 2005 yilinda
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yaptiklar1 calismada kardiyak ve iskelet kasinin prekiirsor hiicrelerinde miR-1-1 ve
miR-1-2’nin eksprese oldugu ve miR-1’in ventikiiler kardiyomiyositleri diizenledigi
bildirilmistir (Zhao.,2005). Wienholds ve arkadaglar1 2005 yilinda Zebra balig1 {izerinde
yaptiklar1 ¢calismada bazi miRNA’larin santral sinir sistemine spesifik oldugunu rapor

etmislerdir (Wienholds.,2013).

Diger bir ¢alismada Leidenger ve arkadaslar1 2013 yilinda 48 Alzheimer hastasi
ve 22 kontrol grubunda yaptiklar1 caligmada 12 miRNA tipinin ekspresyon seviyelerini
RT-gPCR yontemi ile belirlemislerdir. Alzheimer hastalarinda Let-7d-3p, miR-26a-5p,
miR-112, miR-151a-3p, miR-161, miR-1285-5p ve miR-5010-3p tiplerinin ekspresyon
diizeyleri yiiksek iken, Let-7f-3p, miR-26b-5p, miR-103a-3p, miR-107, ve miR-532-5p
tiplerinin ekspresyon diizeylerinin diisiik oldugu rapor edilmistir. Ayni1 zamanda
Alzheimer’li olgularin miRNA ekspresyon diizeylerinin multipl skleroz, parkinson,
major depresif bozukluk, bipolar bozukluk ve sizofrenisi olanolgulardan farkli oldugu
gosterilmistir. Romatoid artritin (RA) miRNA ile ilgkisi 2008 yilinda 3 farkli ¢alisma ile
gosterilmistir. Stanczyk ve arkadaglari miR-155 ve miR-146’nin RA sinoviyal
fibroblastlarinda ve RA sinoviyal dokusunda ekspresyonlarinin arttigini, Nakasa ve
arkadaslari miR-146’nin TNF ve IL-1’in uyarilmasiyla RA sinoviyal dokusunda
ekspresyonlarinin arttigini ve Pauley ile arkadaglart miR-146’nin RA periferal kaninin
mononiiklear hiicrelerinde ekspresyonlarinin arttigini bildirmislerdir(Stanczyk J ve
ark.2008;Pauley KM ve ark.,2008). miRNA’larin tiim hiicrelerde bulundugu g6z 6niine
alindiginda ¢ok sayida hastaliklarla olan iligkisi sasirtict degildir. Gliniimiizde birgok
bilim insanmin miRNA’larin antogonistlerini ya da mimiklerini sentezleyerek yeni
tedavi yontemleri gelistirmeyi hedefledikleri bilinmektedir. Sentetik yapidaki miRNA
antogonistlerin ve mimik miRNA’nin asil miRNA gibi hedef mRNA’ya baglanarak
translasyonu susturdugu bircok calismada gosterilmistir(van Rooij.,2012 ; Broderick.,

2011).

miRNA'daki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), miRNA ekspresyonunu
degistirerek kanser gelisimi dahil ¢esitli fonksiyonel bozukluklara neden olabilir (Xu ve
ark., 2011). Bu tip genetik varyant olgun miRNA'nin iglenmesini etkileyebilir (Hu ve
ark., 2008). Cok sayida c¢alisma miRNA SNP'leri ile kanser riski arasindaki iliskiyi
gostermistir. miR-146a, farkli yollardaki birka¢ anahtar geni hedefleyerek kansere bagli
bir mikroRNA olarak islev goriir. Pre-miR-146a'nmin kok halkasinda bulunan G>C
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varyasyonunun olgun miR-146a'nin fonksiyonlarin1 bozdugu bildirilmistir (Jazdzewski
ve ark., 2008). Bununla birlikte, pre-miR-146a rs2910164 polimorfizminin molekiiler
seviyedeki hastaliklarda nasil etki gosterdiginin kesin mekanizmalar1 belirsizligini
korumaktadir. miR-146a ve hedeflerinin farkli kanserlerde kritik bir rol oynadig1 ve pre-
miR-146a genindeki rs2910164 polimorfizminin olgun miR-146a ekspresyonu veya
kanser riski ile iliskili oldugu bildirilmistir, rs2910164kanserleri tespit etmek icin
potansiyel bir biyolojik belirte¢ olarak kabul edilebilir.

MiR - 149 polimorfizmi ile kanser riski arasindaki iliski birka¢ kanser tiirii igin
rapor edilmistir. Kolorektal ve mide kanserlerinde 6nemli iligkiler gézlenmistir (Zhang

ve ark;2012)

Sushma ve arkadaglar1 (2016) OSCC riski ve© miRNA genleri arasindaki
iligkiyi arastirmak ic¢inyaptiklar1 calismada miR-149C> T (rs2292832) ve miR-196a2
C> T'de (rs11614913) polimorfizmlerini arastirmistir. Hsa-miR-196a2 olgun
sekansinda bulunan rs11614913 polimorfizmi miRNA olgunlagsmasini ve hedef
mRNA’y1 etkiler (Ryan ve digerleri, 2010 ve Chu ve digerleri, 2011), hsa-miR-
196a2'nin genetik varyantlar1 kansere duyarliligi modiile edebilir. Cesitli arastirmalar,
196a2 (rs11614913 C> T) polimorfizminin, akciger kanseri (Tian ve ark.,2009), meme
kanseri (Lin ve ark., 2011), gastrik kanser (Okubo ve ark.,) gibi bir¢ok kanser tiiriiyle
iliskili oldugunu bildirmistir(Peng ve ark., 2010; Daehoahn ve ark., 2013). Karaciger
kanseri (Peng ve ark., 2010; Akkiz ve ark., 2011), glioma (Tonghai ve ark., 2010),
prostat kanseri (Ginu ve ark., 2011) ve 6zofagus kanseri (Kaiwang ve ark., 2010,
NaWang ve ark., 2014)de incelemistir. Bu calismalarin ¢ogu, 196a2 polimorfizminin
CC genotipinin ve kanser riskinin 6nemli iliskilerini tanimlamistir. Sushma ve ark
(2016) yaptiklar1 ¢aligmada, miR-196a2 polimorfizminin CC genotipinin OSCC ile
anlamli bir sekilde iliskili oldugunu da gostermistir (p = 0.001). Bas ve boynun
skuamoz hiicreli karsinomu dahil olmak {izere bir¢ok kanserde de benzer sonuglar
bildirilmistir (Sheng ve ark.,2010). Bu polimorfizmin oral skuaméz hiicreli karsinomun
gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiiniilmektedir. Kanser
riskine ek olarak, bu polimorfizm kotii prognozla da iligkili olabilir (Shen ve ark.,

2008).
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Sushma ve arkadaslarinin (2016)yaptiklart ¢aligmada,genotipler ile OSCC'nin
klinikopatolojik parametreleri arasinda da iliski bulmustur. miR196a2 ile miR149
polimorfizmleri ile hastalarin cinsiyet ve yaslar1 arasinda anlamli bir iliski olmadig1
gorilmiistiir. miR196a TT genotipinin sikligi, OSCC'nin ileri evrelerinde, erken evreye
kiyasla daha yiiksek bir frekans gostermistir. TT genotipine sahip OSCC hastalarinin
daha ileri tiimor progresyonu gosterdigini diisliniilmiistiir(Hsi-FengTu.,2012).Ayrica
miR196a TT genotipinin HNSCC hastalarinda kotii prognozla iliskili oldugu
bildirilmistir. Daha o6nceki c¢alismalar, miR-149 TT genotipi ile bukkal mukozada
meydana gelen HNSCC hastalarinin sagkalimi arasindaki iligkiyi de tanimlanmistir.
HsiFengTu ve arkadaslari, TT genotipli HNSCC hastalarinin tiitlin  ¢igneme

aliskanligiminhastalik riski ile iliskili oldugunu da bildirmislerdir.

Kanser insidansinin on yil icinde artacagi tahmin edildiginden, kanser onleme
stratejileri lizerinde etkili bir aragtirmaya ihtiya¢ vardir. Bazi kanitlar kisisel ve diyet
aligkanliklarinin -~ degistirilmesinin  kanser riskini azaltma yaklasimlarindan biri
olabilecegini gdstermektedir. Sushma ve ark (2016)yaptiklart calismada miR-196a2C>T
ve miR-149C>T polimorfizmlerinin Giiney Hindistan popiilasyonunda OSCC
gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Agiz kanserine duyarlilikla
iligkili olan bu miR SNP'leri, hastaligin erken tahmini ve Onleme stratejileri igin

biyobelirtegler olarak yararl olabilir.

Yapilan c¢alismalarda bireysel duyarliligin kanserin olusumunu ve gelisimini
etkiledigini ve bireysel duyarliligin SNP'ler veya miRNA'larda meydana gelen gen
mutasyonlarindan etkilendigini  bildirmistir (Zhang H ark.,2015). Bu nedenle,
miRNA'larin SNP'leri ile kanser duyarlilig1 arasindaki iliski son ¢aligmalarda biiytiik ilgi
gérmiistiir. Bu arada, ¢ok sayida calisma miR-146a rs2910164 polimorfizmi ve birkag
kansere yatkinlik arasindaki iliskiyi tartismistir. Halen incelenen ana kanser tiirleri
arasinda akciger kanseri, hepatoselliiller karsinom, mide kanseri, nazofarengeal
karsinom ve digerleri sayilabilir. Ornegin, son 3 yilda, meme kanseri(Zhang H; Zhang
Y ve ark.2017), bas boyun kanserleri(Xiang Z Song J ve ark 2017), mide kanseri(Xie
WQ ve ark., 2017; Sun Y ve ark., 2017; Ni Q ve ark.,2015; Zhang L ve ark., 2015; Gu
YP ve ark.,2015; Xu L, Tang W.,2016)i¢in meta analizleryapilmistir. Kolorektal kanser,
akciger kanseri(Ren YG ve ark. 2016; Xu L, Tang W .,2015), hepatoselliiler karsinom

ile ilgili ¢aligmalar yapilmigtir. Ancak, yapilan meta-analizlerinin sonuglar1 celiskili ya
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da eksik ¢ikmistir. Simdiye kadar hi¢ kimse miR-146a rs2910164 polimorfizmi ile
kanser yatkinlig1 arasindaki iliskiyi daha biiyiikk 6rneklem biyiikligiiyle incelemis ve
analiz etmemistir. Bu nedenle, genis bir meta-analiz yapmak i¢in 14.670 vaka ve 20.235
kontrol igeren 2008'den 2017'ye kadar 38 bagimsiz vaka kontrol c¢aligmasi
toplanmistir.(A.-X. Wang ve ark.,2012)

Meta-analizin sonuglarina gore, havuzlanmis OR'lar, % 95 CI'leri ile miR-146a
152910164 polimorfizmi ve genel kanser yatkinligimin tim genetik modellerde anlaml
sekilde korele olmadigini gostermistir. Ancak, alt grup analizini yapildiginda, miR-146a
1s2910164 polimorfizminin akciger kanseri ve nazofarengeal karsinomda etkili bir
faktor olabilecegini goriilmiistiir. Ayrica, akciger kanseri ile ilgili yapilan ¢alismalarda,
CC genotipli bireylerin GG'li hastalardan daha fazla akciger kanseri gelisme 1htimalinin
bulundugunu gdstermistir. rs2910164'iin C aleli, akciger kanseri igin risk aleli olarak

kabul edilmistir.Bu sonuglar bizim bulgularimizla benzerlik gostermektedir.
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6. SONUC

Bu calismada, sonuglarimiz, miR-149polimorfizmi ile degil ama miRI46

polimorfizmi oral kanser arasinda anlamli bir iliski oldugunu da gostermistir.

Bas ve boynun skuamdz hiicreli karsinomu dahil olmak {izere bir¢cok kanserde de
miR 146 polimorfmi ile ilgili benzer sonuclar bildirilmistir (Sheng ve ark. 2010). Bu
polimorfizmin oral skuamoéz hiicreli karsinomun gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli
bir rol oynayabilecegini diisiiniiyoruz. Kanser riskine ek olarak, bu polimorfizm kotii

prognozla da iligkili olabilir.

Klinik bulgularda oral kansere sebep olan alkol, sigara, aile Gykiisii, meslek
gruplarimin etkisi de arastirilmistir. Calismamizda bu polimorfizmler ile klinik bulgular
arasinda baglanti bulamamamizin nedeninin hasta sayisinin az olmasindan kaynakli
oldugunu diislinliyoruz. miRNA’larla ilgili bircok hastalik ¢alisilmistir. Calismamizin

son yillarda artan kanser ¢alismalarina yardimci olacagini diisiiniiyoruz.
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