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OZET

Papiller Tiroid Kanserinde Saptanan Gen Ekspresyon Degisikliklerinin Tiimorogenez
ile Tliskisinin Incelenmesi

Amag: Papiller tiroid kanseri (PTK), tiroid kanser tipleri arasinda en yaygin olanidir.
PTK’ lerin prognozlar1 oldukca iyidir fakat agresif formlara da doniisebilirler. Ayrica uzak
metastazi olan hastalar geleneksel tedavilerden faydalanamazlar. Bu nedenle, tani, prognostik
ve terapotik biyolojik belirteg olarak kullanilabilen genetik molekiilleri tanimlamak gereklidir.
Bu ¢alismada papiller tiroid kanser 6rnekleri ile normal tiroid 6rnekleri arasinda ekspresyon

farklilig1 gosteren genleri tanimlamay1 amacladik.

Yontem: Calismanizda 2016-2017 yillari arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali’na, Kocaeli Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’'ndan
yonlendirilen 20 papiller tiroid kanseri hastasi ve 10 normal tiroid hastasi ile gen ekspresyon
mikroarray ¢alismasi yapildi. IPA analizi ile PTK ile ilgili sinyal yolaklarin1 ve PPE (protein

protein etkilesimi) aglar1 olusturarak hastaliga sebep olan anahtar genleri tespit ettik.

Bulgular: Papiller tiroid kanseri dokulariyla normal tiroid dokular karsilastirildiginda
1554 genin ekspresyonu artarken, 912 genin ekspresyonunun azaldig: tespit edildi. Pihtilasma
sistem yolagi en anlamli yolak olarak bulundu ve SERPINA1 ekspresyonu en fazla artan gen
olarak tespit edildi. PPE gen aginda saptanan anahtar genler sunlardir: CCND1, PGR, CEBPA,
CDKN1A, SPDEF, PLAU ve MDM2.

Sonug: SERPINA1, CCND1, PGR, CEBPA, CDKN1A, SPDEF, PLAU ve MDM2 PTK
tanisinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilir. Verilerimiz PTK tan1 ev tedavisi igin yol gosterici
niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekspresyon mikroarray, Papiller tiroid kanseri, timdr olusumu



ABSTRACT

An Investigation of the Relation between Identified Gene Expression Changes in
Papillary Thyroid Cancer and Tumorogenesis

Objective: Papillary thyroid cancer (PTC) is the most common type of thyroid
malignancies. PTC has good prognosis, but it can dedifferentiate into aggressive forms.
Besides, patients with distant metastasis can not benefit from the traditional therapies.
Therefore, it is essential to identify genetic molecules that can be used as a diagnostic,
prognostic, therapeutic biomarker. In this study, we aimed to identify differentially expressed
genes (DEGSs) between PTC samples and normal controls.

Metod: In our study, 20 patients who had been diagnosed with papillary thyroid
carcinoma and 10 patients who had a diagnosis of normal tyroid for control group guided were
studied by gene expression microarray to Kocaeli University General Surgery Department from
Kocaeli University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics between the years of
2016 and 2017. We performed to discover the signaling pathways associated with PTC and
construct protein-protein interaction (PPI) networks to find out key genes for the disease.

Results: 1554 up-regulated, 912 down-regulated DEGs were identified in PTC samples
compared to normal thyroid tissues. Coagulation system was determined as the most significant
pathway and SERPINAL was the most up-regulated gene of this pathway. CCND1, PGR,
CEBPA, CDKN1A, SPDEF, PLAU and MDM2 were key nodes in the PPI networks.

Conclusions: SERPINAL, CCND1, PGR, CEBPA, CDKN1A, SPDEF, PLAU and
MDM2 were found to have potential for use as diagnostic biomarker for PTC. Our study may

shed light on the diagnosis and treatment of PTC.

Key words: Gene ekspression microarray, papillary thyroid cancer, tumorogenesis
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1.GIRiS

Tiroid kanseri endokrin organlarda en sik goriilen kanser tipinden biri olup siklig
giderek artmaktadir. Son yillarda tiroid kanseri olusumunda rol alan genetik degisimler
hakkindaki bilgiler de hizla artis géstermektedir (Nikiforov 2002). Papiller tiroid kanseri,
tiroid kanserlerinin yaklasik %80’ ini olusturur. PTK’ nin en yaygin goriilen varyantlari
klasik, follikiiler ve tall hiicreli varyantlaridir (Lloyd 2011). Papiller tiroid kanserinin
baglangic1 ve ilerlemesi somatik mutasyonlarin aktivite olmasi veya baskilanmasi, gen
ekspresyonundaki degisimler, gen metilasyonundaki degisimler gibi ¢esitli genetik ve

epigenetik degisikliklerin kademeli birikimi ile olusur.

Papillar tiroid ve diger tiroid kanser tiplerinde gen ekspresyon dizeylerinde cok
farkli degisimler goriilebilmektedir. Papiller tiroid kanseri hastalari {izerinde yapilan gesitli
calismalarda, RET/PTK yeniden diizenlenmeleri farkli oranlarda bulunmustur (Nikiforov
2002). RAS mutasyonlar1 papiller tiroid kanseri follikiler tiplerinde tanimlanmistir.
Papiller tiroid kanserinde, BRAF genindeki Val600Glu aminoasit degisimi, papiller
tiroidin  klasik ve uzun hcreli tiplerinde bulunmustur. PAX8/PPARy yeniden
duzenlenmesi ise, ¢ogu calismada, bazi follikiiler adenomalarda %2-13 oraninda ve
papiller karsinomalarin follikiiler varyantlarinin kii¢iik bir kisminda %1 ile 5 oraninda
bulunmustur. Ayrica papiller tiroid kanserindeki ¢ogu mutasyonlar MAPK ve PI3-AKT
yolaginin etkilemektedir ve MAPK aktivasyonu timor baslamasi igin oldukga dnemlidir
(Nikiforov 2002).

Tiimorogenezdeki roliiniin anlasilmasi agisindan normal ve kanserli dokularda birgok
genin ifadesi gen ekspresyon belirleme yontemiyle karsilastirilabilir. Bu sayede hastaligin
tan1 ve tedavisini kolaylastiran molekiiler belirteclerin olabilecegi diisiintilebilir. Bu
calismada, papiller tiroid kanseri tiimdrogenezinde rol oynayan genlerin tanimlanmasi
amactyla tiimor dokulari ile normal tiroid dokularinin gen ekspresyon profilleri gen

ekspresyon mikroarrayi kullanilarak karsilastirildi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kanserin Tarihgesi

Kanser kelimesinin kokeni “Tibbin Babasi” olarak adlandirilan Yunan doktor
Hippocrates® e (M.O. 460-370) aittir ve Hippocrates, tarihte ilk tanimlamasini meme
kanseri ile yapmistir. Yunanca “karkinos” teriminden tiirevlenen Latince karsiligi olan
“kanser” terimi, ilk kez Galen (M.S.130-200) tarafindan kullanilmistir. Galen; timorleri
tamimlamak i¢in “oncos (yunanca sisme)” terimini kullanmustir. Hippocrates ise; Glser
olusturmayan ve iilser olusturan tiimorleri tarif ederken “karsinoz” ve “karsinom”

terimlerini kullanmistir. Galen’ in kullandig1 “oncos” kelimesi, kanser uzmani anlamina

gelen “onkolog” terimi olarak kullanilmaktadir (Trueba 2004).

2.2. Kanser insidansi

Tiirkiye kanser insidansi, Diinya insidansinin iizerinde seyrederken, Avrupa Birligi
iilkeleri ve Amerika gibi gelismislik diizeyi yiiksek olan iilkelere oranla kanser acisindan
hem kadinlarda hem de erkeklerde daha diisiik bir hizda oldugu gériilmektedir.

Yeni tahminlere gore Diinya’da yeni tani alan kanserli hasta sayisi ve kanserden
kaynaklanan oliimler bir onceki tahminlere gore artmigtir. GLOBOCAN(Uluslararasi
Kanser Ajansi) 2012 verilerine goére 2012 yilinda Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni
kanser vakas1 gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6liim olmustur. Bu sekilde kanser artis
hizinin devam etmesi durumunda, Diinya niifusunun artisina ve niifustaki yaslanmaya bagh
olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi belirtilmistir. Gerek
kanser vakalarmin (%56,8) gerekse de kanserden kaynaklanan Oliimlerin (%64,9)

yarisindan fazlasinin az gelismis iilkelerde oldugu gosterilmistir.
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Cizim 2.1. Uluslararas1 Kanser Ajansi’nin 2012 yil1 i¢in yeni kanser tahminleri

Cizelge 2.1. Uluslararast Kanser Ajansi (IARC) Tarafindan Yaymlanan Globocan 2012
Verilerine Gore Tiirkiye’'nin Durumu (Deri Diginda Kalan Kanserlerin Yasa Gore
Standardize Edilmis Hizlar1)

Erkek* Kadin*
Dunya 205,4 165,3
IARC’a liye 24 iilke 236,4 1925
AB (28 ulke) 3149 243,2
ABD 347 297,4
Turkiye** 3417 169,3

*Yasa gore standardize edilmis hiz 100.000 kiside ** Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013

2013 yili kanser istatistiklerine gore ulkemizde 103.070 erkek ve 71.233 kadin

kansere yakalandigi tahmin edilmektedir.




Cizelge 2.2. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) Tarafindan Yaymlanan Globocan 2012
Verilerine Gére Erkeklerde En Sik Gériilen Ik Bes Kanser Tiiriiniin Dagilimi

Tirkiye* Diinya* e U AB(28illke)  ABD
1  Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat
2  Prostat Prostat Akciger Akciger Akciger
3 Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4 Mesane Mide Mide Mesane Mesane
5 Mide Karaciger Mesane Bdbrek Bobrek

Cizelge 2.3. Uluslararasi Kanser Ajansi (IARC) Tarafindan Yaymlanan Globocan 2012
Verilerine Gore Kadinlarda En Sik Goriilen Ik Bes Kanser Tiirlintin Dagilimi

Tirkiye* Diinya* e AB(8ilke)  ABD
1 Meme Meme Meme Meme Meme
2  Tiroid Kolorektal Kolorektal Kolorektal Akciger
3 Kolorektal Uterus serviksi  Akciger Akciger Kolorektal
4 Akciger Akciger Uterus Uterus korpusu  Tiroid
serviksi
5  Uterus Uterus korpusu  Uterus Uterus serviksi  Uterus
korpusu korpusu

* Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2013
2.3. Kanserin Tanim

Kanser; bir hiicre veya hiicre grubunun kontrol dis1 biiyiimesi, ¢ogalmasi ve
bulunduklar1 yerden ayrilarak farkli lokalizasyonlarda bu faaliyetlerini siirdiirmesi olayidir.
Ortaya ¢ikan anormal hiicre davranisi normal dokuyu yok eden genis kitlelere yol acar ve
hastalikla sonuglanan 6nemli organlara yayilabilir (Alison 2001). Karsinogenez olarak
adlandirilan kanser olusumu, ¢ok basamakli bir olaydir (Trueba 2004). Karsinogenez icin
bircok teori gelistirilmistir. Bu teorilerden en eski olan da, kanser “hiicre farklilagsma
hastalig1’” ya da “kdk hiicre hastaligi” olarak tanimlanir. Ozetle kanserin “tek hiicre
kokenli”’ oldugu ifade edilmektedir (Trosko ve Ruch 2002). Kanser, daha cok bir kitle
veya timor olusumuna yol agtigini bildigimiz kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla
karakterize edilen neoplazinin formlarini tanimlamak i¢in kullanilir. Neoplazinin tanimi
“normal dokular1 asan, onlarla koordine olmayan ve degisime yol a¢an uyari durduktan
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sonra bile asir1 biliylimeye devam eden anormal bir doku kiitlesi” olarak yapilmistir.
Neoplazmlar genel olarak “timor” adiyla bilinir (Kumar ve dig. 2003). Bir tumor
hlcresinin en 6nemli 6zelligi; gen ekspresyonlarindaki degisikliktir. Bu degisiklikler timaor
hicresine normal komsu hiicrelerden daha fazla iireme avantaji saglamaktadir. Bu
durumda hiicre kontrolsuz treme 6zelligi kazanmaktadir (Aslan 2010). Hiicrelerin anormal
cogalmasi sonucu ortaya c¢ikan timor, benign ya da malign olabilir. Benign timorler
“cevredeki dokuya veya viicudun uzak bélgelerine yayilmadan olustuklar1 yerde kalirlar
buna karsilik malign tumorler, hem cevredeki normal dokuya hem de kan veya lenfatik
sistem aracilifiyla viicudun diger bdlgelerine yayilirlar ki, bu duruma ‘metastaz’
denilmektedir. Aslinda, sadece malign tiimorler, kanser olarak tanimlanir ve kanseri
tehlikeli yapan bunlarin yayilma ve metastaz yapma ozellikleridir (Cooper 2000). Kanser,
koken aldig1 dokuya ve bireye gore farkli karakteristik 6zellikler gosterir ve yaklasik % 85
oraninda epitel hicrelerde meydana gelir. Karsinoma olarak adlandirilir. Mesoderm
hiicrelerinden koken alan kansere sarkoma, salgi glandi hiicrelerinden kéken alan kansere
ise adenokarsinoma adi verilir. TUm bu mekanizmalar, gen drlnleri olan proteinler
tarafindan diizenlendigi i¢in bir gendeki baskalasim o genin kodladigi proteinin
tiretilememesi, yanlis iiretilmesi, normalden az veya ¢ok tiretilmesi ile sonuglanir ve ilgili
proteinlerin rol aldigi mekanizmalarda normalden sapmalar ortaya ¢ikar (Merlo ve dig.

2006).

2.4. Kanser Hicresinin Ozellikleri

Kanser hicresinin karakteristik dzellikleri su sekilde tamimlanmistir (Hanahan ve
Weinberg 2000):

e Kanser hucreleri ¢ogalma sinyallerine ihtiyag duymadan bolinme potansiyeli
kazanirlar. Hiicrede olusan mutasyonlar hiicrenin ¢ogalmayr aktive edici
yolaklarinda gorev alan molekiillerin fonksiyonunu etkileyerek kontrolsiiz
cogalmaya neden olur.

e Cogalma sinyallerinin inhibisyonunu saglayan yolaklardaki molekdllerde olusan
mutasyonlar ise; ¢ogalma sinyallerinin araliksiz devam etmesine dolayisiyla
strekli bélunmeye sebep olur.

e Kanser hiicreleri apoptotik sinyallere duyarsizlagir. Apoptozis mekanizmasini
dizenleyen yolaklarda bulunan molekillerde olusan mutasyonlar kanser

hiicrelerini apoptotik sinyallere kars1 duyarsiz hale getirir.
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e Kanser hiicrelerinde, boliinmeye paralel olarak telomerlerin kisalmasi s6z konusu
olmadigindan bolinme potansiyelleri devam eder. Telomerlerin uzunlugunun
diizenlenmesini kontrol eden mekanizmalar1 bozan degisimler, kanser hucrelerine
sinirsiz boliinme 6zelligi kazandirir.

e Kanser hucreleri, yeni kan damarlar1 olusturarak (Anjiyogenez) artan besin ve
oksijen ihtiyaclarini saglarlar.

e Kanser hicreleri, vicudun diger bolgelerine goé¢c ederek viicudun genel

homeostazisini bozar ve 6liime yol acar.

2.5. Kanser Gelisimi

Hiicrelerin merkezinde, ¢ekirdek i¢inde, hiicrenin ve organizmanin genetik bilgisinin
saklandig1, elektron mikroskobu ile de goriintiilenebilen, DNA olarak adlandirilan
mikroskobik iplik¢ikler —mevcuttur. DNA, hiicrenin normal fonksiyonlarini
gerceklestirmesini saglamaktadir. Kanserli hiicreler bu DNA iplik¢igindeki hasardan
dolay1 olusur. Hiicrenin normal yasam siklusunda DNA hasar1 olsa da hiicre ya bunu onarir
ya da oOliir. Kanserli hiicrelerde hasarlanmis DNA onarilamaz ve kontrolsiiz ¢ogalma
baslar. DNA, cevresel etkenler (kimyasallar, viriisler, tiitiin liriinleri veya asir1 giines 1511
vs gibi) nedeniyle hasar gorebilir. Kanserin olusum basamaklarindan birincisi timor
baslangicidir. Tek bir hiicrenin anormal davraniglarina paralel olarak klonal tiimor
hucrelerinden meydana gelen hiicre toplulugu giderek biiyiir ve her adimda gogalan her bir
hiicre yeni bir mutasyona sahip olur. Boylece meydana gelen mutasyonlar hicreye
yasamini devam ettirmesinde kolaylik saglar. Ortama adaptasyonu kolaylasir ve diger
hlcrelerin dnine gecer. Tiimoriin ortam kosullart degisip, besin ve oksijen miktar1 azalirsa
biiyiime ¢evredeki normal dokular tarafindan engellenebilir. Fakat kosullarin degisimine
iyi adapte olabilen kanser hiicresinden kdken alan hiicreler ¢ogalmaya devam eder boylece
lezyon baskin duruma geger. Tiimor biiyiimeye bagslar. Cogalma devam ettigi siirece ortaya
cikabilecek mutasyonlar kanser hiicrelerine yeni avantajlar saglar. Biiyiime ve ¢ogalmadaki
hizlar artarak tiimor toplulugu i¢inde giderek daha baskin o6zellikler kazanirlar. Normal
hlcreler, hiicre-hiicre temasi sonucunda hareket etmeye ve ¢ogalmaya son verirken, kanser
hiicreleri ¢ogalmayi inhibe eden bu olaya karsi duyarsizdir. Kanser hiicreleri, hiicre disi
matriks bilesenlerini pargalayan ve komsu dokunun igine yayilmaya olanak veren

proteazlar, anjiogenezi hizlandiran biiyiime faktorleri salgilarlar (Cooper 2006).
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Cizim 2.2. Metastaz ve kanser olusumu (Altinigik 2004)

Kanserin indiiklenmesini agiklayan iki mekanizma vardir. Ilki, genotoksik olmayan
karsinojenler etkisiyle artan DNA sentezi ve mitoz nedeniyle boéllinen hicrelerde tamir
mekanizmas1 hatalari sonucunda mutasyonlarin olugmasidir. Baslangigtaki neoplastik
hiicrede olusan bu mutasyonlar, neoplastik hiicreleri olusturmak Uzere klonal olarak artis
gosterirler (Trush ve Kensler 1991, Guyton ve Kensler 1993). ikinci mekanizma ise, hiicre
proliferasyonu ve hiicre oliimii arasindaki dengenin bozulmasidir. DNA hasar1 ¢ok
biiyiikse, apoptoz yoluyla bu hiicreler ortadan kaldirilir (Hengartner 2000). Kanser
gelisimi; baslama, yiikselme ve gelisme asamalarindan olusur (Cizim 2.3.) (Klaunig ve
Kamendulis 2004).
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Cizim 2.3. Karsinogenezin asamalari ve karsinojenik etkinin derecesi (Valko ve dig.
2006).

Baslangi¢c asamasi icin DNA’da 6liimciil olmayan bir mutasyonun bulunmasi ve bu
hasari takiben, hasarin kalic1 hale gelmesi igin [8-OH-G (8-hidroksi guanin) hasar1 gibi] en
az bir defa DNA sentezinin gergeklesmis olmasi gerekir. Boliinmekte olan hiicreler
herhangi bir nedenle hasara ugrarsa, hiicre dongisu; G1, S veya G2 kontrol noktalarinda
gecici bir siire i¢in durur ve hasar tamir edilir, hasar tamirinin ardindan hiicre boliinmeye
devam eder. Oksidatif DNA hasar1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan (Fenton tipi
reaksiyonlar tarafindan iiretilen hidroksil radikalleri veya diger tiirler) olusturulur. Malign
timorler lizerinde yapilan calismalar, timdor biiyiikliigii ile DNA’daki 8-OH-G miktari
arasinda iliski oldugunu gostermistir; 8-OH-G hasar1 transformasyonun benign veya
malign olacagini belirlemektedir (Loft ve Poulsen 1996). Ayrica stress nedeniyle hiicre i¢i
Ca+2 stoklarindan salinan ve hiicre i¢ine digsardan alinan Ca+2, kanserin, “baglangic”
asamasinda etkilidir (Dreher ve Junod 1996). Yiikselme asamasi ise baslatict hiicrelerin,
hicre proliferasyonunun indiklenmesi ve/veya programlanmis hiicre O6limiiniin
inhibisyonuyla ¢ogalmasidir. Bu durum tanimlanabilir bir fokal lezyon (sinirlari belli)
olusturur. Bu asamada, devam eden tumor yukseltme sinyalleri gerektirir, bu sebeple geri
dontisgimiic mumkunddr (Loft ve Poulsen 1996). Bircok tlimor yukselticisi, hcresel

antioksidant savunma sistemlerini (katalaz, glutatyon gibi) inhibe eder. Yiksek diizeydeki



oksidatif stres sitotoksik oldugundan, proliferasyonu durdurur, apoptoz ya da nekrozu
indikler. Dusiik diizeydeki oksidatif stres ise, yiikkselme asamasinda, hiicre boliinmesini
uyarir Ve boylece tiimor biiylimesini destekler. Bu durumda, tiimér gelismesinin en 6nemli
etkeninin, bu asamada Uretilen ROS ile ilgili oldugu diisiiniilebilir (Dreher ve Junod 1996).
Gelisme, karsinogenezde olayinda son asamadir (Klaunig ve Kamendulis 2004). Bu
asamada, hiicreleri preneoplastik asamadan, neoplastik asamaya gotiirecek hiicresel ve
molekiiler degisiklikler goriiliir ve geri dontisiimsiizdiir; biriken genetik hasarlar, hiicrenin
iyi huylu (bening) halden kot huylu (malign) hale gegisine sebep olur. Bu asama, genetik
kararsizlik ve kromozom yapi biitiinliigliniin bozulmas: ile karakterize edilir (Valko ve dig.
2006).

2.6. Kanserin Genetik ve Kalitim Ile iliskisi

Kanser, genetik degisimlerin sonucunda ortaya ¢ikar. Kanser, hiicrelerin bélinmek
icin sahip olduklar1 kontrol mekanizmalarini kaybettikleri bir olaydir. Bu mekanizmalarin
yazilimlari genetik koddadir ve sadece genetik kodun zarar gormesi halinde bu
kontrolsuzliik meydana gelebilir. Kanserli hicrelerde genetik bozukluklar hicrenin sahip
oldugu genomda farkli organizasyon diizeylerinde gerceklesir. Bu dogrultuda
diistintildiiginde kanser genetik bir hastaliktir. Kanserlerin biiylik ¢ogunlugunun genetik
degisiklikler ile tetiklendigini diigiinmemiz i¢in gegerli sebepler vardir (Nussbaum ve dig.
2006). Kanserin ortaya c¢ikmasinda, ilerlemesinde RNA ve proteinlerin ekspresyon
diizeyleri ile bunlarin diizenlenmelerinin etkisi oldugu bilinmektedir (Blekherman ve dig.
2011, Chari ve dig. 2010). Transkripsiyondan, protein sentezine kadar birgok farkli
degiskenin etkiledigi normal yasam dongiisii i¢cinde yasanan en ufak degisiklik bile biiyiik
sonuglar dogurmakta, kanserin gelismesine neden olabilmektedir. Kanser, icinde
barindirdigi pek ¢ok farkl: tiirle ve hatta bu tiirlerin kendi i¢inde farkli siniflandirmalariyla
basgli bagina arastirmacilar i¢in gii¢lii bir odak teskil etmektedir (Avet-Loiseau ve dig.
2009). Giiniimiizde DNA’da olusan binlerce varyasyonun kanserin farkl: tiirleriyle olan
iliskileri bilinmektedir. Mutagenez (DNA dizisinde degisikligin olusmasi), kimyasal
karsinojenler (niikleotid diziliminde basit degisikliklere neden olurlar), X-isinlar1 gibi
iyonlagtirict radyasyonlar (kromozom kiriklar1 ve translokasyonlara neden olurlar) ve
viriisler (hiicre i¢ine yabanc1t DNA yerlestirirler) gibi etkenler genetik degisikliklere neden

olur ve kansere yol acgarlar. Ayrica bu genetik degisimlerin fenotip ve kullanilan ilaca yanit



gibi bilgilerle birlestirilmesi hem genel anlamda hem de bireysel anlamda hastalikla
miucadele icin oldukc¢a 6nem tagimaktadir (Fernald ve dig. 2011).

Kanserin aile icerisinde seyredebilecegi 200 yili askin siredir bilinmektedir.
Kalitimin net ve ayiric1 6zelligi bir¢ok ailevi kanser formlar1 igin gegerli degildir. Hastalar
kansere sebep olan genin sadece bir mutant allelini kalitim yoluyla alirlar ve bu gen onlar
kansere yakalanmaya meyilli hale getirir. Sonugta kisi, biiyiik bir olasilikla bagh basina
mutant allele, diger genlerdeki mutasyonlara ve g¢evresel faktdrlere bagli olarak kansere
yakalanir. Bu ¢esitlilik, hastaligin baslangi¢ yasina ve siddetine etki edebilir. Bazen kalitsal
mutasyonlar kanser olusumunda tek basma yetersiz kalmakta, kanser olusumunun
tamamlanmasi ve homozigot genlerin olusmasi i¢cin homolog lokuslarda ilave somatik
mutasyonlar gerekmektedir. Tek niikleotid degisimi gibi kiiglik 6lgekli ya da kromozom
kazanimi/kaybi, viral genomun hiicre genomuna katilimi, kromozomun yeniden
diizenlenmesi gibi biiyiikk 6lcekli genomik degisiklikler kanserle iliskilidir. Insan
timorlerinin bliyiik ¢ogunlugu kromozomal degisikliklerle karakterize edilir ve hangi
durumda olursa olsun, kanser hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul
edilmektedir (Klug ve Cummings 2003).

Kanser gelisimi; genetik ve epigenetik degisimlerin birikmesi sonucu olugsmaktadir.
Bu degisimler; nokta mutasyonlarini, kromozomal yeniden diizenlenmeleri, mikrosatelit
kararsizligini, tiimor baskilayict genlerin promotor 14 bolgelerin hipermetilasyonunu ya da
inaktivasyonunu, onkogenlerin aktivasyonunu ve apoptozun baskilanmasini  vb.

icermektedir (Cansino Alcaide ve Martinez-Pineiro 2006).

2.7. Kanser Gelisiminde Etkili Olan Genler

Kanser potansiyeli olan hiicrelerin en 6nemli 6zelligi onkogen icermesidir yani
bulundugu dokudan tamamen farkli yeni bir hiicre olacak sekilde bozulma potansiyeli
olmasidir. Karsinogenezisin meydana gelmesinde silirekli degisime ugrayan 100’{n
tizerinde gen tanimlanmustir. Fakat kesfedilmeyi bekleyen daha pek ¢ok sayida gen vardir
(Alberts ve dig. 2002). Kansere neden olan genler iki gruba ayrilir. Bunlar; onkogenler: c-
myc, L-myc, N-myc, ras, erbB-1, erbB-2 ve tiimor baskilayict genler: p53, Rb, p16, FHIT,
-2 olarak siniflandirilirlar. Hiicre bolunmesini kontrol eden, tumére yol acabilecek
onkogenler ile tiimor gelismesini 6nleyen timor baskilayici genler arasindaki denge ¢ok
onemlidir. Simdiki zamana kadar yaklagik 50 tlimor baskilayici gen ve 100’iin iizerinde

onkogen tanimlanmistir (Yigitbas 2005).
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2.7.1. Onkogen ve Protoonkogenler

Kanser gelisiminde onkogenlerin roliiniin olabilecegi ilk kez 1969°da Huebner ve
Tadora tarafindan One stirilmistiir (Tchia ve dig. 1991). Onkogenler, protoonkogenlerin
degisimi sonucu ortaya ¢ikar. Protoonkogenler mutasyon, kromozomal yer degistirmeler

ve gen ekspresyon artis1 sonucu aktive olur ve onkogen haline gelirler (Yigitbas 2005).

2.7.1.1. Ras Ailesi

Onkogenin yapisal bir bolgesinde degisiklik sonucu farkli islev goren bir protein
sentezlenir. Bu tip degisiklikler siklikla nokta mutasyonlar1 sonucunda olusur ve en ¢ok ras
onkogen ailesinde gorulir. Ras ailesi; K-ras, H-ras ve N-ras protoonkogenleri olarak
belirlenmistir (Roth 1994). Akciger, tiroit, kalin bagirsak ve pankreas kanserlerinin 1/3
kadarinda ras mutasyonlar1 oldugu gozlenmistir (Ekmekci 2006). Ras proteininin normal
hiicredeki gorevi; uyarict sinyallerin oldugu durumlarda Guanozin trifosfat (GTP)’a
baglanip aktif hale gelerek, bu sinyalleri nukleusa iletmektedir. Bu sinyal iletimi sona
erdiginde de GTP molekiiliiniin guanozin trifosfataz enzimi vasitasiyla hidrolize olmasi
sonucu Guanozin difosfat (GDP) proteinine bagl inaktif formu olusur. Mutant ras
proteininde guanozin trifosfataz aktivitesi inhibe edildigi igin, gen Urlnleri kontrolsiiz
olarak iiretilir. Belirlenmemis insan tiimoérlerinin yaklasik olarak % 15- 20’ sinin bir
mutasyonu ras tasiyabilecegi diisiiniilmektedir. Ras mutasyonlar1 sonucu ras proteininin

sinyal iletimi aktive olur (Mabry 1998, Jacobson 1999, Fong ve Minna 2002).

2.7.1.2. Myc Ailesi

Diger bir mekanizma da, genin ekspresyonunu regiile eden bolgede olusan degisiklik
sonucunda genin, yapisal olarak normal olmasina ragmen siirekli olarak uyarilma sonucu
Uriiniiniin agir1 miktarda tretilmesi durumudur. Kromozom translokasyonlarinda ise
kromozomun bir bolgesi ayrilarak yer degistirir. Genin yeni yerlestigi bolge, devamli uyari
alan bir genin regllatér bolgesinin kontrolii altindaysa siirekli uyarilacaktir. Gen
amplifikasyonu sonucu hiicre i¢indeki DNA miktar artis gosterir ve Myc geni buna bir
ornek olusturur (Roth 1994). Myc genleri, DNA’ ya baglanan ii¢ niiklear fosfoproteini
kodlar. Bu proteinler hiicre proliferasyon ve farklilasmasinda etkilidirler ve DNA
sentezinin baglamasinda gorev alirlar. Klonlandiklan kiiltiirlere ve elde edilme sartlarina

gore bu genler ti¢ gruptan olusur. Bunlar; c-myc, N-myc ve L-myc geni (Mabry 1998).
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2.7.2. Tumor Baskilayici (siipresor) Genler

Tumor baskilayict genlerin fonksiyonlari, hiicre boliinmesini ve farklilasmasini
kontrol etmek ve baskilamak olan genlerdir. Tiimor baskilayic1 genlerin fonksiyon kaybi
cogu zaman her iki allelinde mutasyonel ya da epigenetik olarak inaktivasyonunu gerektirir
(Knowless ve Selby 2005). TUmor baskilayict genler:
-Hiicre dongiisiiniin ve hiicre boliinmesinin devami iizerinde 6nemli etkileri olan genleri
baskilarlar.
-DNA hasarina gore hiicre dongiisiinii diizenlemede gorev alirlar.
-Onarilamayan hasarlarda apoptoza tesvik ederler.
-Hiicre adhezyonunda gorev alarak kontakt inhibisyonun kaybini engellerler ve bunlar
metastaz sipresorler olarak da isimlendirilir.
-DNA tamir proteinleridir (Yoshida ve dig. 1992).

2.7.2.1. p53 Geni

p53 geninin Urtinl olan p53 proteini, 393 aminoasit uzunlugunda 50-55 kDa molekiil
agirliginda niiklear bir transaktivator protein olmakla beraber 17. kromozomun 17p13.1
konumunda bulunmaktadir (Yukishige ve dig. 1991). Kodladigi p53 proteini, sekansa
Ozgun bir transkripsiyon faktoridir ve temelde; p21/WAF1/CIP1 ve GADDA45 gibi hiicre
dongiisiiniin durmas ile iligkili genler ile PUMA, BAX ve PIG3 gibi apoptoz indiikleyici
genlerin transkripsiyonunu indiklemesi Gzerinden etki eder (Hanahan ve Weinberg 2000,
Laptenko ve Prives 2006). p53’iin uyarilmasi, bcl-2 ailesinden bax geninin uyarilmasina
yol agarak apoptoz mekanizmasini baslatabildigi gibi, Fas, DR4 ve DR5 gibi hucre ylizey
6lum reseptorlerini uyararak da apoptozu uyarabilmektedir. Normal islev géren wild-tip

p53 geni hucrede apoptozu kolaylastirir (Aksit ve Bildik 2008, Pinarbasi 2007).

2.7.2.2. Retinoblastoma geni (Rb)

Retinoblastoma geni (Rb) tanimlanan ilk tiimor baskilayici gendir. 13. kromozomda
13914 bolgesinde bulunan Rb geni, 928 aminoasit biiyiikligiinde ve 110 kDa molekiil
agirliginda bir gekirdek fosfoproteinini kodlamaktadir ve Rb proteini en az 10 serin ve
treonin artigindan fosforile edilmektedir. Regiilasyonu, fosforilasyon ve defosforilasyon ile
gerceklestirilmektedir (Weinberg 1991). Rb geninin normal fonksiyonu retina ana
hlcrelerinin cogalmasini engellemektir. Bu genin yalnizca bir kopyasi boliinme kontroliinii
gerceklestirebilmek igin yeterlidir. Rb geninin her iki kopyasimin kaybi ise boliinme

blogunun ortadan kalkmasina sebep olarak timor olusmasini tetiklemektedir. Rb geninin
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iki allelinin de inaktivasyonu tiim retinablostoma hastalarinda tespit edilmis ve ayrica

akciger, meme, prostat gibi ¢ok sayida kanserde goriilmiistiir (Knudson 1978).

2.8. Hiicre Oliitm Mekanizmalari

2.8.1. Apoptoz

Hicre oOlimd, gelismenin dizenlenmesinde ve daha sonraki asamalarda doku
homeostazisinin korunmasinda hiicre ¢ogalmasi kadar dnemlidir (Saunders ve Birchall
1998). Hiicrede DNA’da meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden
olabilecekleri icin hasarli hiicrelerin apoptoz yolu ile 6lmesi énemlidir. Ilk kez Kerr ve
arkadaslar1 tarafindan 1972' de tanimlanan programli hiicre 6limiiniin ya da apoptozun,
batin ¢ok hicreli organizmalarda, gelismede ve homeastazin siirdiiriilmesinde
vazgecilmez bir rolii vardir. Apoptoz, ayrica embriyolojik ve eriskin doku gelisiminin
slirdiriilmesinde anahtar rol oynamakta ayrica hiicrenin yasam ¢emberi boyunca yapim-
yikim dengesinin kurulmasini saglamaktadir. Ornek olarak, kemik iliginden siirekli hiicre
tiretimi devam ederken, giinde yaklasik 5x1011 kan hiicresi apoptozis yolu ile yok
edilmektedir (Cooper 2000). Apoptoz ve kanser arasinda ters orantili bir iliski vardir yani
apoptozun kanser hiicrelerinin zararina ve organizmanin yararina ¢alisan bir mekanizmasi
vardir. Bir hiicrenin DNA’sinda olusan hasar, tamir mekanizmalar ile diizeltilemez ise,
hasarli hiicre giivenli bir sekilde genetik kontrol mekanizmalarinin 6nciiliiginde yok edilir
(Lozano ve Elledge 2000).

Apoptotik hiicre 6liim programi, Bel-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve apoptotik
proteaz aktive edici faktorler olmak iizere ii¢ ana bilesenden olusmaktadir. Bu 6nemli
bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen morfolojik degisikliklerden,
mitokondriyal hasardan, c¢ekirdek zar1 kirilmalarindan, DNA fragmantasyonundan,
kromatin kondansasyonundan ve apoptotik cisimciklerin sekillenmesinden sorumludur.
Bcl-2 geni ilk olarak insan B hicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir ve bu ailenin 20
iyesi vardir; bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitoriidiir (antiapoptotik), bazilar1 ise apoptozu
indUkler ve proapoptotik genler olarak tanimlanir. Bu ailenin iiyeleri kendi aralarinda
homo ya da heterodimerler olustururlar (Bcl-2, Bax ile heterodimer olusturdugunda Bcl—-2
etkisini antagonize ederler). Hucrenin yasayabilmesi bu ailenin proapoptotik ve
antiapoptotik tiyelerinin rolatif oranmna baglhidir. Bcl-2/Bax gen ailesinin Grtnleri,
mitokondri ve ¢ekirdek zarlarmin yani sira endoplazmik retikulum zarmin tizerinde de

bulunurlar (Nagata 1997).
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2.8.1.1. Kaspazlar

Kaspazlar hicrede inaktif (zimojen) vaziyette bulunurlar ve seri olarak birbirlerini
aktiflestirirler (Gewies 2003, Serbes 2009). Hiicre fonksiyonlar1 igin gerekli olan, 6zellikle
hiicre iskeleti yapisal proteinleri ve DNA tamirinde gorev alan proteinlerin
pargalanmasindan sorumludurlar (Kandas 2004, Ekshyyan ve Aw 2004). Kaspazlar sadece
apoptozun son asamasini yiiriitmezler, bunun yaninda bazi durumlarda hiicre 6liimiiniin
uyarilmasinda da rol alirlar (Kasof ve dig. 1999). Kaspazlarin 14 {iyesi vardir ve bunlarin 7
tanesi apoptozda rol alir (Cizim 2.4.). Bu kaspazlar sunlardir; kaspaz 2, 8, 9, 10, 3, 6 ve 7.
Apoptozda hucreyi parcalayan, apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan kaspazlar 3, 6
ve 7°dir. Diger kaspazlar ise baslatici kaspazlar olup, apoptotik sinyali almada ve etkili

kaspazlari aktive etmede rol oynarlar (Earnshaw ve dig. 1999).
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Cizim 2.4. Apoptotik kaspazlar (Riedls 2004).

Hicre 6limine sebep olan iki farkli tetikleyici mekanizma rol oynar:
2.8.1.2. Apoptozda Hiicre I¢i Sinyallerle Tetiklenme

Saglikli hiicrelerin mitokondri dis zarlarinda Bcl-2 ekspresyonu olusur ve Apaf-1
(apoptotic protease activating factor) molekiliine baglanir. Hiicre iginde bir hasar
olustugunda Bcl-2, Apaf-1 molekiiliinii serbest birakir. Bel-2 ile iligkili bir protein olan
Bax, mitokondri membranlarindan girer ve sitokrom c'nin salinmasini saglar. Sitokrom
cnin salintm1 ve Apaf-1’in Kaspaz-9 molekilu ile baglanmasi ile sitoplazmada bir

“Apoptozom Kompleksi” meydana gelir ve bunun igin ATP enerjisi harcanir. Kaspaz-
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9,kaspaz ailesinin Uyelerinden biridir. Kaspazlarin hepsi bir ¢esit proteazdir ve isimlerini
de, proteinleri kesmeleri (cleavage-C) ve yapilarinda aspartik asit (ASP) tasimalarindan
dolayr almislardir. Kaspaz-9 proteinleri keser ve diger kaspazlarin aktive olmasini saglar.
Kaspazlarin aktive olmalariyla diger proteolitik aktiviteye sahip yolaklar da aktive olacag
igin, sitoplazmik proteinler ve kromozomal DNA yikimi1 gerceklesir. Sonra bu hicre
artiklar1 ve apoptotik hiicreler fagositozla bulunduklar1 ortamdan uzaklastirilir (Green ve
Kromer 2004).
2.8.1.3. Apoptozda Hiicre Dis1 Sinyallerle Tetiklenme (Oliim Reseptor Yolu)

Fas ve TNF reseptorleri hiicre yizeylerinde bulunan zar ici proteinlerdir. Fas-Ligand
ve TNF gibi 6lim aktivatorlerinin baglanmasiyla sinyal sitoplazmaya iletilir ve kaspaz 8
aktive olur. Ayn1 kaspaz-9 gibi kaspaz-8 de diger yolaklarin aktive olmasini saglayarak
hiicrelerin fagositozuna neden olur. Oliim reseptor yolunda gérev alan diger bir faktor de
mitokondri i¢ membran bosluklarinda yer alan bir protein olan apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) dur. AIF, hiicre 6liim sinyallerini aldigi zaman mitokondriden salimi gerceklesir,
cekirdege goc eder ve DNA’ya baglanarak DNA’nin yikimi ve dolayisiyla hiicrenin

pargalanip 6lmesine sebep olur (Green ve Kromer 2004).

APOPTOTIK SUREC
= | s s

Indiikleyici Modiilatsr ~ Efektor Substrat Oliim

. Biiyiime faktérii . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini
eksikligi . TRADD - DNA

Adezyonun kayb:1 . FLIP

. Olim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmas1 . Sitokrom ¢ Komgu hiicreler veya

. Radyadyon .p33 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm?2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Cizim 2.5. Apoptozun genel gorunum
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2.8.2. Nekroz

Nekroz, bir¢ok hiicresel hasar verici sartlar altinda olusan hiicre 6liimiiniin patolojik
bir modudur. Nekrotik hiicre 6liimii hiicre sismesini ve organel parcalanmasini takip
ederek liziz ve hiicresel igerigin disar1 salinmasini igermektedir. Bu yapidaki hiicre 6liimii,
etrafta bulunan dokulara hasar verebilir (Scatena 2012). Nekrozun baslangi¢ safthalarinda
hicre organelleri blzuslr ve islev goremez duruma gelir. Hiicre membrani baloncuga
benzer kabarcik seklinde c¢ikintilar olusturur ve bu kabarciklar birbirleri ile birleserek
blydrler. Sonug olarak hiicre membrani pargalanir ve hiicre igerigi onu gevreleyen dokuya
dogru yayilir (Nanji 1996). Nekrozun apoptoz ile arasinda fizyolojik ve morfolojik
farkliliklar vardir (Cizelge 2.4.). Nekrozun olusmasina yardimer gesitli faktorler arasinda
ATP tuketimi, oksijen seviyelerindeki diisus ve oksidatif stres direkt hiicresel hasara sebep
olurken, endotoksinler ve oksidatif stresin arttig1 baz1 durumlar nekroz ile iliskili yangisal

cevabi baslatarak ya da siddetlendirerek indirekt bir rol oynar (Nanji 1996).

Cizelge 2.4. Apoptoz ile nekroz arasindaki farklar (Cameron ve Feuer 2000, Potten ve
Wilson 2004, Lacasse ve dig. 2005)

APOPTOZ NEKROZ

Hem fizyolojik hem patolojik bir 6lim Patolojik bir 6lim seklidir. Hiicreler gruplar

seklidir. Hucreler tek tek ya da bir kagi halinde oldr.

birlikte olir.

Hicre bdzalur, apoptotik hiicre veya

cisimcikler komsu hiicre veya makrofajlar

tarafindan fagosite edildiklerinden

inflamasyon olusmaz.

Apoptotik  hiicrede  kromatin  nukleus

membraninin gevresinde yogunlasir.
Apoptotik membran

hiicrede  hicre

batunlugund korur.

Hicreler icine asir1 sivi girmesi sonucu
hiicre siser ve hicre icerigi dis ortama
aktigindan inflamasyon olusur.

Nekrotik hiuicrede kromatin  yogunlugu
normal hiicredeki goruntuye benzer.
membrant

Nekrotik  hiicrenin  plazma

batunlugind kaybeder.
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Nekroz

hucre zannda

pargaianma

Apoptozis ve nekrozun farkliliklar: i
|

wital boyu

apoplonts
=
\ IPOPLOTK (__,. .

SIMOIK

Apgptozis

Cizim 2.6. Ap;ptoz ve nekroz arasindaki morfolojik farkliliklar (Cotran ve dig. 1999)

2.9. Hiicre Yasam Déngiisii ve Kanser Ile Iliskisi

Hiicre biiylimesi ve boliinmesinde tiimor baskilayict genlerin ve onkogenlerin rol
almasi sebebiyle, kanser, hiicre dongiisiiniin bozuldugu bir hastalik olarak kabul edilebilir
(Yigitbas 2005).
2.9.1. Hlcre DOnguUsu

Donglye giren hucre, dongiyl morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip
benzeyen iki hiicre olusumuyla tamamlar. Hucrelerin ikiye bollinmesi mitoz ile gergeklesir.
Hcreler mitoza girmeden 6nce hacimce biiyiidiikleri bir hazirlik evresi gegirirler. Hazirlik
evresi olan bu interfaz evresinde bolinme icin gerekli olan cesitli diizenleyici proteinler
(Orn. Siklin’ler) ve makro molekiller (Orn. DNA’lar) sentezlenir. Interfaz evresi kendi
icinde G1, S, ve G2 olmak uzere cesitli alt bolimlerden (fazlardan) olusur. Mitoz ve
interfaz beraberce hicre siklusu olarak bilinen bir sureci olustururlar (Ulukaya 2003).
Dolayistyla, bir hiicre dongiisiiniin fazlarini isleyis sirasina gore sdylemek gerekirse; G1, S,
G2 ve M evrelerinden olusur. G1 ve G2 kisaltmalar1 “gap” (ara, bosluk) sézciigiinden
gelmektedir. S ise DNA sentezi (replikasyonu) fazini ifade eder. M ise mitoz anlamina
gelmektedir. GO fazi1 ise normalde hiicre dongisi icinde yer almayan ve dongi
tamamlandiktan sonra evreden ¢ikan hiicrelerin bulundugu fazdir. Hiicreler bolinme

uyaris1 aldiktan sonra bu fazdan ayrilip G1 fazina yani dongiiniin ilk fazina girmis olurlar.
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Bolinmeye devam etmeyip G1 fazindan ayrilan hiicreler ise farklilagsmak tizere farkli bir
tarafa yonelirler (Howell ve Lew 2012).

G1 fazi, hiicre dongiisiliniin siiresi agisindan en fazla degiskenlik gosteren fazdir. Bu
fazda gergeklesen degisiklikler baslica c-fos, c-myc ve c-jun gibi transkripsiyon
faktorlerinin genlerinde goralir. Bu transkripsiyon faktorleri aktivator protein-1 (AP1)
bolgeleri olarak da bilinen regulator DNA dizilerine baglanirlar. Boylece, AP1 bolgelerini
tastyan genlerin aktivasyonu sonucu siklin ve Siklin bagimli kinazlarin (CDK)
aktivasyonlar1 gerceklesir. Aralarindan c-myc ve c-jun aynm1 zamanda onkogen olarak da
bilinirler. Ek olarak hiicre-spesifik bir onkogen urint olan c-myb de hematopoetik
hiicrelerde bu evrede artis gdsterir. Inhibitdr sinyaller siklin bagh kinaz inhibitér (CKI)
ailesi Uzerinden etki ederler. S fazinda, hiicre DNA’y1 hizla replike eder. Hizli olmasinin
sebebi, DNA iplik¢iklerinin birbirinden ayrilmasi esnasinda bazlar, gesitli ilaglar ya da
mutajenler gibi dis ajanlarin etkisine agik hale gelirler. Bu yuzden DNA sentezi bir kez
basladi m1 hizla bitirilmelidir. G2 fazinda, bir 6nceki (S) evrede replike olmus DNA ile
kromatin proteinleri kondanse olurlar ve kardes kromatidler halinde paketlenirler. Tamir
mekanizmalarindan kagmis hasarli DNA veya replike olmamis DNA bu fazda kontrol
edilir. M fazinda, kardes kromatidler diizgiin bir sekilde hizaya gelirler ve daha sonra
cesitli asamalardan gegilerek (profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez) hiicre ikiye
boliiniir. CDK’ lara bu evrede de gerek duyulur (Howell ve Lew 2012, Esposito ve dig.
2004).

v,". ; / < \ \
L @ ) )
\ \\\ ) /’. /“

Cizim 2.7. Hiicre dongusu fazlar1 (Murray ve Hunt 1993)
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2.9.2. Kontrol Noktalari

Hiicre dongiisiinde yer alan fazlar arasindaki gegisin diizenlenmesinde kontrol
noktalarinin gorevi ¢ok onemlidir. Kontrol noktalari, hiicresel mekanizmay1 denetler ve
herhangi bir hasar olusumunda hiicre dongiisii ilerleyisinde duraksama olusturarak G1-S
kontrol noktasinda hiicrenin replikasyon i¢in hazir olup olmadigi, G2-M kontrol
noktasinda hiicrenin mitoz i¢in uygun olup olmadigi, M-G1 kontrol noktasinda ise
kromozomlarin yerlesimi kontrol edilir (Alberts ve dig. 2002).

Hiicre dongiisti daima siki bir kontrol icerisinde ilerler. Okaryotik hiicrede hiicre
dongiisii siireci siklinler ve siklin bagimli kinazlarin aktiviteleriyle duzenlenir (Cizim 2.8.).
Siklinler; hiicre donglisii esnasinda gerektigi zaman sentezlenen ve gorevini
tamamladiginda hizla pargalanan bir protein ailesidir. Siklin bagimli kinazlar ise hiicre
dongusund dizenleyen proteinlerdir ve sadece siklinlere baglandiklarinda aktive
olmaktadirlar (Esposito ve dig. 2004). Siklin bagimli kinazlar hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde olduk¢a onemi vardir. Clinkii bunlarin bir sekilde inaktive olmasi mitozun
engellenmesine sebep olmaktadir. Hicre dongusu inhibitorleri ise siklin/CDK
komplekslerinin aktivitelerini siki1 bir sekilde denetleyerek fonksiyon gosterirler (Esposito
ve dig. 2004; Strauss ve dig. 1995).

SikinB / cdk1

Sikin A/ cdk2

SikinE / cdikk2

SikinD/ cdk4

AT ot 8

Cizim 2.8. Siklinlerin Hiicre Dongiisiinde Sentez Asamalari

[ Gy

Siklinler (A, B1, D ve E) dongiiniin ¢esitli evrelerinde periyodik olarak bir taraftan
sentezlenirken diger taraftan da yikimlari gerceklesir. Bu nedenle de siklinler olarak
adlandirilmiglardir. Siklinlerin periyodik olarak yapim ve yikimlari, dolayisiyla iliskide
bulunduklart CDK (CDK2, CDK4, CDK5, CDK6, CDK7 ve CDK25)’larin aktivitelerinin
diizenlenmesini saglar (Strauss ve dig. 1995). Her siklin 6zellikle spesifik CDK’ina
baglanir. Siklin E en yiiksek seviyeye G1 fazinin ge¢ doneminde; Siklin A ve B ise G2 ve
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M’de artar. Siklin D ise G1 fazinin erken doneminde artmaya baslar ve fazin sonuna dogru
giderek artar (Resnitzky ve dig. 1994).

Temel kontrol noktalarinda birincisi G1/S evresinde bulunan DNA hasar sensoruddir.
G1 kontrol noktasinda yer alan DNA hasar1 kontrol noktasi, saptamis oldugu herhangi bir
DNA hasarinda, normalde oldukca diisiik konsantrasyonda ve kararsiz olan p53°iin islevsel
hale gelmesini saglamakta ve bdylece artmis p53 protein seviyesi ile p21 proteininin de
icinde bulundugu birkag genin sentezi tetiklenmekte; sonugta S evresine giris
engellenmektedir (Alberts ve dig. 2002). DNA hasarinin uyardigi p53 proteini, p21 (Wafl)
proteinini aktive eder ve p21 proteini boylece siklin-siklin bagimli kinaz komplekslerine
baglanarak siklusu G1 evresinde durdurmaktadir (El-Deiry ev dig. 1993). Erken ve orta G1
faz1 arasinda hasar goren hiicreler G1 fazinda duraksarlar. Ge¢ G1 fazinda hasar goéren
hicreler ise S fazina devam ederler ancak DNA sentezine hasar gérmemis hticrelerden gok
daha yavas bir sekilde baslarlar. DNA eslemesinde meydana gelebilecek bir sorunu
denetleyen kontrol noktasi ise S fazinda bulunmaktadir. Bu kontrol noktasini, DNA
eslemesinin uygunluk derecesini kontrol eden ve G1/S gegisindeki gibi DNA hasar sensorii
olarak islev goren G2/M gegisi kontrol noktas1 izler. Erken ve orta G2 fazi arasinda hasar
goren hiicreler G2 fazinda duraksarlar. Ge¢ G2 fazinda hasar goren hiicreler ise mitoza
girdiklerinde duraksarlar. Mitotik kontrol noktasi ise, mitoz siiresince meydana gelebilecek
islevsel bozukluklar1 kontrol eder. Kontrol noktasi duraksamalari genelde bir siklin/Cdk
etkinliginin baskilanmasini icermektedir (Hartwell ve Weinert 1989; Elledge 1996). Fazlar
aras1 gecislerin diizenlenmesini saglayan bir diger kontrol noktasi da orta ve ge¢ G1 fazi
arasinda bulunan restriksiyon noktasidir. Restriksiyon noktasi, hiicre i¢in gerekli biiyiime
sinyallerinin alinmasi ile hiicrelerin G1 fazindan S fazmna gecisini duzenleyen
mekanizmadir (Planas-Silva ve Weinberg 1997). Hiicreye biylme sinyallerinin ulasmadigi

durumlarda, hiicreler S fazina gegemez ve GO fazinda kalirlar (Garrett 2001).

2.10. Tiroid Bezi
2.10.1 Fizyolojisi

Tiroid bezi boynun alt kisminda, trakeanin anterior yiiziinde, larinksin hemen
asagisinda, tiroid 6n grup kaslarmin arkasima yerlesmis endokrin bir organdir (Unal 2000).
Baslica tetraiyodotironin (tiroksin-T4) ve daha az dlzeyde de triiyodotironin (T3)
yapimindan sorumlu olan tiroid glandr en biiylik endokrin organ olup yaklasik 15-20 gr.
agirhigindadir. Dolasimdaki T3 biiyiik 0Olgiide ekstratiroidal dokularda T4’{in

deiyonidasyonundan kaynaklanir. T3, hedef organlardaki hiicrelerin niikleer T3
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reseptorleriyle etkilesmek suretiyle etkilerini olusturur (Ozata 2016). Bu hormonlar
metabolizmay1 diizenler. Viicudun her organinda protein sentezini artirir, oksijen
tuketimini yiikseltirler. Ozellikle santral ve periferik sinir sisteminin normal matiirasyonu
icin 6onemlidirler. Tiroid hormon sentezi ve salgilanmasinin diizenlenmesi, hipotalamustan
salman tirotropin serbestlestirici hormon (TRH) ve anterior hipofizden salinan tiroid
stimile edici hormon (TSH) ile saglanir. TSH, folikiil hiicre membraninda bazolateral
yuzeyde yer alan ayni isimli resept6riine baglanip adenilat siklaz yolunu aktive ederek T3
ve T4 sentezini dizenler (Mills 2007). Tiroid hormonunun fizyolojik etkileri sunlardir
(Ozata 2016):

Fetal ve ¢cocukluk doneminde biiyiime ve gelisim
Kalp hiz1 ve miyokard kontraktilitesi artisi

GIS motilitesi artis

N
N

N

— Renal su klirensi artis1
— Bazal metabolik hiz artisi
— Is1 olusturma

N

Viicut agirlik kontrolii
2.10.2. Embriyolojisi

Embriyolojik olarak ilk gelisen endokrin bezdir (Mills 2007). Tiroid glands; 1. ve 2.
Faringeal ceplerin arasinda farinks 6n yiiziinde, orta hatta endodermden kaynaklanan
median bir divertikiil seklinde ortaya ¢ikar. Median tiroid divertikili zamanla biyur ve
tiroglossal duktus olarak isimlendirilen ve asagi dogru uzanan i¢i bos bir tiip olusturur. Bu
duktus dil kokiindeki foramen ¢ekumdan dogar, asagida hiyoid kemik tarafindan sarilir ve
daha sonra 6ne dogru yon degistirir. Orta hatta asag1 dogru inen median tiroid divertikiilii,
embriyonun yedinci haftasinda, tiroid kartilaji hizasina gelince her iki yana dogru
gelismeye baslar ve bu gelisme sonucu tiroid glandinin loblar1 olusur. Tiroglossal duktusun
distal ucu piramidal lobu teskil edebilir. Normal olarak tiroglossal duktusun epiteli ejenere
olarak atrofiye ugrar ve kaybolur. Bazen tiroglossal duktusun epiteli atrofiye ugramaz ve
duktus boyunca herhangi bir yerde kist, fistiil veya ektopik tiroid dokusu gelisebilir.
Yedinci haftanin sonunda tiroid yarim ay seklini alir ve gelismekte olan trakeadaki
diizeyine lokalize olur. Tiroid folikiillerinin olusmasi embriyolojik gelismenin sekizinci

haftasinda gergeklesir. Bu folikiiller ii¢lincii ayda kolloid igerirler, dordiincii ayin sonunda
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ise bolinme ve dallanma ile yeni folikiiller olusur. Yetiskin normal bir insanda; tiroid

glandinm iki lobu ve bunlarin arasinda bir istmus béliimii vardir (Unal 2000).
2.10.3. Anatomisi

Kivami1 yumusak olan glandin ince bir kapsiili vardir ve rengi koyu sarap
kirmizisidir. Tiroid glandi sag ve sol lob olmak iizere iki lobdan olusur. Sag lob soldaki
loba gore daha buyuktir. Bu iki lobun arasindaki istmus bélimd, yaklasik 1 cm genislik, 1
cm yiiksekliktedir. Isthmus lokalizasyonu degiskendir fakat genellikle ikinci ve Uglinci
trakeal halka civarindadir (Nikiforov 2009).

Paratiroid ve tiroid bezinin anatomisi

| Tiroid bezi (arka gorints)
pa;ratiroi’i

;bezi A3

Cizim 2.9. Tiroid bezinin anatomik yerlegimi

Normal bir tiroid lobunun yiiksekligi 4-5 cm., genisligi 2-3 cm ve kalinlig1 ise 1-2
cm’dir. Her bir tiroid lobunun bir yatagi bulunmaktadir. Bu yatagin i¢ tarafinda trakea ve
0zofagus, arkasinda karotis kilifi, yan ve 0n taraflarinda sternokleidomastoid, sternohiyoid
ve sternotiroid kaslar1 bulunur (Unal 2000). Tiroid glandi, eriskin erkeklerde ortalama 18
gr, kadinlarda ise 15 gr agirhgindadir (Nikiforov 2009). Glandin agirligi, cinsiyet, yas,
kilo, hormonal durum, glandin fonksiyonel durumu ve iyot alimina bagl olarak
degiskenlik gosterir. Menstrual siklusun sekretuar fazinda gland agirligmin arttigi

bilinmektedir (Mills 2007).

2.11. Tiroid Kanseri
Tiroit kanseri en sik gorilen endokrin neoplazilerdir ve tim endokrin kanserlerin

%90’ olusturdugu gozlenmistir. Tiroit kanserleri, tiim kanser oliimlerinin %0,4°Und
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olusturur (Ozata 2005). Tiroid kanseri tim maligniteler i¢inde kadinlarda %2, erkeklerde
%0,5 sikligindadir ve 45-54 yaslarinda daha sik goriilmektedir. Bu tip kanserlerin insidansi
son 30 yilda artis gostermektedir. 1973 yilinda 100000°de 3,6 olan insidans, 2002 yilinda
100000’de 8,7’ye yiikselmistir. Kanser 6liimleri arasinda ise her 1 milyon kiside yaklasik
6-8 oranindadir. Tiroid kanserlerinin otopsi serilerinde goriilme orani ise %0,1-2,5
arasindadir. Diger kanser tipleriyle karsilastirildiginda en iyi kiir, uzun yasam orani ve
genellikle iyi differansiye histolojik ¢zellikler gosteren kanserler olarak bilinirler (Adas ve
dig. 2012).

Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisu SEER (Surveillance, Epidemiology, End Results)
veri tabani son 30 yilda tiroid kanser insidansinda anlamli artisa dikkat ¢ekmektedi (Cizim
2.10.). Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2015 yilinda 62450 yeni vaka teshis edilmis olup;
tiroid kanseri insidans1 2008-2012 yillar1 arasinda artarak yilda 100000°de 10,2°den 13,5’e
yiikselmistir.

Yas gruplarna gére veni vakalarm yitizdesi: Tiroid Kanseri

Yeni vakalann yiizdesi
24.17 Tiroid kanseni en ¢ok
43-34 vas grubunda
]," A% F. _II 1% gu:smlu:r
15.1
. 12.6 Ortalama Yag
5.6% 50

Taz

Cizim 2.10. Amerikan Ulusal Kanser Enstitisu SEER 2015 tiroid kanser verileri

Tiroid kanseri insidansindaki artista, radyasyona maruz kalma gibi c¢evresel
faktorlerin yani sira son yillarda ultrasonografi (USG)’nin yaygin kullanimi ve sonografik
olarak siipheli nodiillere ince igne aspirasyon biyopsisi (IIAB) yapilmas: ile tiroid
kanserlerine subklinik dénemde tan1 konulmasi da 6nemli rol oynamaktadir. Tiroid kanseri
insidans1 artmasina ragmen tiroid kanserinden kaynakli mortalite azalmistir. Bu durumun
sebebi iyot eksikligindeki belirgin azalma, erken tani ve cerrahi ve/veya 1131 ile efektif

tedavi yapilmasina bagl oldugu diisiiniilmektedir (Nekay 2016).
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Tiroid kanseri; kugcuk tiroid nodilleri veya akciger, beyin veya kemik kanserinden
olusan metastatik tiimdrlerden meydana gelebilir. Cogunlukla tiroid kanseri hastalarinin
tiroid hormon seviyeleri normal iken bu kanser tiimorii trakea ve 6zofagusu etkilediginden
dolay1 hastanin ses kisikligina ve yutkunmada gucliik cekmesine neden olmaktadir. Tiroid
kanseri tedavisi i¢in kismi ya da total tiroidektomi, levotiroksin ya da radyoaktif iyot
tedavisi (iyot konsantrasyon tiimorleri) ile TSH baskilama tedavisi ¢oziim olabilmektedir.
Ameliyat sonrasi radyoterapi ve kemoterapi de uygulanabilmektedir (DeRuiter 2002).
Tiroid kanserinin 4 tipi vardir. Bunlar;

— Papiller tiroid kanseri
— Follikdler tiroid kanseri
— Mediiller tiroid kanseri
— Anaplastik tiroid kanseri

Tiroid kanserlerinin ¢ogu folikiil hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Bu kanserlerin
%70-90"1m1 Differansiye Tiroid Kanseri olusturur. DTK' nin %55-65'i papiller, %15-25'i
folikiiler kanserlerden olusur. Folikiil hiicrelerinden kaynaklanan ve tiroid kanserlerinin
%15-45"ni teskil eden ikinci tiroid kanserleri ise az differansiye ya da anaplastik
kanserlerdir. Bunlar icerisinde prognozu en iyi olanlar papiller, en kotl olanlar ise
anaplastik kanserlerdir. Anaplastik kanserlerin, uzun slire mevcut olan papiller
kanserlerden olustuguna dair bilgilerin olmasi papiller kanserlerin erken tani ve tedavisinin

Onemini arttirmaktadir (Cetin 1999).

2.11.1. Papiller Tiroid Kanseri

Papiller karsinom, folliktler hucrelerden koken alan ve karakteristik nukleer
Ozellikler gosteren malign epitelyal timdérdir (DelLellis 2004). Papiller tiroid kanseri yavas
blyume egilimindedir ve prognozlari ise oldukca iyidir.
2.11.1.1. Epidemiyoloji

Tiroid kanserlerinin %80-85’ini olusturur. Papiller tiroid kanserlerinin yaklasik
%60’ klasik tip, geri kalanini varyantlar1 olusturur (Ozata 2016). Papiller karsinomlu
10.000’e yakin bir hasta {izerinde yapilan bir ¢calismada, mortalite oran1 %12 olarak tespit
edilmistir. Mazzaferri ve Jhiang tarafindan yapilan bir ¢aligmada, papiller tiroid karsinomlu
hastalarda 30 yillik mortalite oran1 %6 olarak saptanmistir. Bu kiiclik mortalite oranlari,
papiller tiroid karsinomlu hastalarda prognozun ¢ok iyi oldugunu gostermektedir. Okkiilt

papiller karsinomun siklig1 ile ilgili istatistiki bilgiler daha ziyade otopsi tetkiklerinden
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elde edilmektedir. Mayo klinikte birbirini takiben yapilan 1000 otopside; %2,8 oraninda
daha once tespit edilmeyen okkiilt tiroid karsinomu ile karsilagilmistir. Bu karsinomlarin
%74 linden fazlas1 klinik olarak normal tiroid glandlarinda bulunmustur. Diger otopsi
serilerinde okkiilt papiller kanser oran1 %2 ile %36 arasinda degismektedir. Papiller tiroid
kanseri tim yas gruplarinda olusabilir. Ancak gen¢ yas gruplarinda (20 ile 40 yaslar
arasinda) c¢ok daha fazla goriilmektedir. Yaklasik %10’u 20 yasindan daha kiigiik
hastalarda ortaya ¢ikar. Cocuklarda servikal lenf nodiilii goriilme olasilig1 daha fazladir.
Papiller tiroid karsinomlu ¢ocuklarin %90’1nda lenf nodiilii metastazi bulunmasina karsilik,
eriskinlerde bu oranin %35 oldugu bildirilmistir. Ayrica g¢ocuklarda tani sirasinda
ekstratiroidal yayilma ve uzak organ metastazlari daha sik goriilmektedir. Niiks oranlar1 da
ekstrem yaslarda en yiiksek diizeydedir; 20 yasin altinda %40, 59 yasin iistiinde %30 iken,
bu yaslarin arasinda ancak %19’dur. Papiller tiroid kanserleri kadinlarda, erkeklere nazaran
3-4 misli daha ok goruliir (Unal 2000).
2.11.1.2. Patoloji ve Siniflandirma
Papiller karsinom infiltratif ve multisentrik olma egilimindedir. Bunlarin kan
damarlarina invazyon yapma egilimleri azdir ve “Psommoma cisimcikleri” igerirler.
Lenfatik yolla yayilim gosterirler ve lenf bezlerine metastaz yaparlar. Nukleus karakteristik
olarak vezikiiler ve siklikla yariklidir. Papiller tiroid kanserlerinin yaklasik %60’1n1 klasik
tip, geri kalanini ise papiller karsinomun varyantlar1 olusturur (Ozata 2016). Bu varyantlar
sOyledir:
e lyi prognozlu papiller kanser varyantlar:

— Mikrokarsinoma (okult)

— Kapsulli varyant

— Solid varyant

— Follikuler varyant

e Kotii prognozlu papiller kanser varyantlar

— Uzun hicreli (tall cell) varyant

— Onkositik (oksifil) varyant

— Kolumnar hiicreli varyant

— Diffuz sklerozan varyant

PTK’ nin en yaygin goriilen varyantlari klasik, follikiiler ve tall hiicreli varyantlaridir

(Lloyd 2011). Tall hicreli, kolumnar hicreli, solid ve diffiz sklerozan papiller karsinom

varyantlari, ekstratiroidal yayilim, lenf nodu metastazi ve uzak organ metastazi riski
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yiiksek saldirgan varyantlardir. Bu nedenle papiller karsinomlarin varyantlar: taninmali ve
saldirgan komponentin varligi ve yayginligi patoloji raporunda mutlaka belirtilmelidir
(Baloch 2013).

2.11.1.2.1. Klasik Tip Papiller Karsinom
Makroskopik olarak tiimor 1 cm c¢apindan biiyiik olup beyazimsi, sert diizensiz sinirli
bir kitle olarak saptanir. Solid yapinin ucunda bazen toplu ignenin ucu kadar ince ¢ikintilar

(papiller yapilar) goriiliir.

Cizim 2.11. Papiller Tipte Tiroid Karsinomu, Klasik Tip: Tiroid lobunda sinirlar1 belirli,
biraz diizensiz ve ondiilan gériiniimlii(ok) sari-beyazims: tiimér kitlesi gorilmektedir (Oz
2005).
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Cizim 2.12. Papiller Tipte Karsinom, biraz diizensiz sinirli(ok), sarimsi, siitlii kahverengi
tumor (Oz 2005).

Mikroskopik olarak tiimor dokusu papiller ve follikiiler yapilardan olusur. Timor
hiicreleri kromatinden fakir berrak, iri, oval ¢ekirdeklidir. Cekirdek sinirlar1 kalin ve
belirgindir. Nukleus kii¢iik ve genellikle belirsizdir ¢ekirdek zarindaki invaginasyon
nedeniyle, cekirdekte “kahve g¢ekirdegi goriiniimii (grooving)” olabilir. Sitoplazma orta
genislikte ve timor hiicre tipi kiibiktir. Cekirdek polaritesi bozuk olup, bazen yigin
olusturmus gibi goziikiirler tiimor hiicreleri folikiilii doserken, fibrovaskiiler stroma ile
birlikte gelisip dalli budakli papiller yapilar da yaparlar. Stroma i¢inde psammoz
cisimcikleri bulunabilir. Ayrica timor stromasi ya da c¢evre tiroide lenfosit topluluklar1 da
goriiliir. Papiller karsinomlu olgularin %20’sinde, tiimor dist tiroid dokusunda mikroskopik
boyutta tiimér odaklart bulunmustur. Bu bulgu lenfojen yayilma ya da multisentrik timor

olusumu olarak yorumlanmistir (Unal 2000).
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Cizim 2.13. Papiller Karsinom, Klasik Tip: Stroma ve tiimdral epitelin olusturdugu dalli
budakli, papiller yapilar izlenmektedir (Oz 2005).
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Cizim 2.14. Papiller Karsinom, Klasik Tip: Cekirdekleri biyik ve berrak¢a gorinimla,
cekirdek polaritesi bozuk(ok) kubik ve biraz silindirik pleomorfik tumor hcreleri stroma
ile birlikte papiller yapilar olusturuyor. Niikleol se¢ilemiyor (Oz 2005).
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2.11.1.2.2. Papiller Mikrokarsinom (Okult)

Cap1 1 cm’ den daha az olan tiimorler i¢in papiller mikrokarsinom terimi kullanilir.
Bu tiimdrlerin ¢ogunda follikiiler ya da papiller 6zellikler olmasina ragmen, biiyiikliikleri 1
cm’ nin altindadir. Papiller mikrokarsinomlar olduk¢a yaygindir. Otopsilerin %30’unda ve
papiller tiroid kanseriyle ilgili olmayan diizensizlikler i¢in yapilan cerrahi
tiroitetoktomilerin % 24’iinde papiller mikrokarsinom goriilmiistiir (Isgér 2000).
Yildizvari diizensiz sinirlt olduklari gibi, kapsiillii denilecek kadar diizgiin fibroz doku ile

de cevrili olabilirler. Bu olgularin yaklasik {igte birinde boyun lenf bezi metastazi

bulunmustur (Unal 2000).

HP1409/89

Cizim 2.15. Okult Papiller Karsinom ve Metastatik Lenf Diigiimii: Tiroid lobunun bir
poliinde 0,7 cm ¢apinda, diizensiz sinirli beyazimsi renkli sert tiimor ve sag alt tarafta
adenom izleniyor(ok). Solda kistik lenf diigiimii (metastaz)(ok) goriiliiyor. Kistler Multipl
bosluklar seklindedir. Tiimér Lenf diigiimleri ile fark edilmistir (Oz 2005).
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Cizim 2.16. Erken DoOnemde Okult Papiller Karsinom: Orta kisminda lobiil yapisi
bozulmustur. Burada iri berrak ¢ekirdekli, orta genislikte stoplazmali kiibik atipik
epitelyum ile doseli, diizensiz folikiiller yer almaktadir. Bazi doseyici hiicre
cekirdeklerinde Groove yapisi (ok) gozlenmektedir (Oz 2005).

Cizim 2.17. Baslangi¢ Seklinde Okult Papiller arsinom: Orta klslrﬁd;, iriberrak
cekirdekli gekirdek polaritesi bozuk epitelle doseli birkag folikiil goriiliiyor (ok) (Oz 2005).

2.11.1.2.3. Kapsulli Varyant
Tiim papiller tiroid kanserleri arasinda sikligi %8-13’tiir. Makroskobik olarak
tamamen kapsulli olup, adenoma benzemektedir. Bazi durumlarda kapsiilde fokal
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invazyon gorulebilir. Mikroskobik olarak kapsul ve papiller tiroid karsinomunun sitolojik

Ozelliklerini iceren folikiiler yapilar ya da timiiyle papiller yapilardan olusmaktadir (Mills
2010).

d | . |
.4
Cizim 2.18. Papiller Karsinom, Kapsillu Varyant: Tiroid dokusunun bir bdlgesinde, kalin
kapsiillii kesiti sarimsi, parlakga tiimdr dokusu vardir (Oz 2005).
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Cizim 2.19. Papiller Karsinom, Kapsullli Varyant: Solda kalin kapsiil(ok), diger kistmda
dall1 budakl papiller olusumlar vardir (Oz 2005).
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2.11.1.2.4. Solid Varyant

Erigkinlerde gorulen papiller karsinomun %1-3’ {inii olusturur. Geng eriskinlerde
yetiskinlere gore prevelans daha yiiksektir. Ozellikle radyasyona maruziyet 6ykisi olan
cocuklarda daha sik gozlenir. Cernobil niikleer kazasi sonrasinda gelisen pediatrik papiller
karsinomlarin arasinda solid varyant %30-35 olarak bulunmustur. Solid varyant; solid,
trabekdler, insuler blyime paternleri gostermesi sebebiyle az differansiye tiroid karsinomu
ile karigabilir. Nekroz, yiiksek mitotik aktivite olmamasi, papiller karsinomun niikleer
Ozelliklerinin bulunmasi ile ayirt edilebilir (Nikiforov 2009).
2.11.1.2.5. Folliktler Varyant

iki tip follikiiler varyant vardir. Bunlar; Kapsilli Follikiiler Varyant ve Kapsiilsiiz
Follikiiler Varyant’tir. Kapsulli Folikiler Varyant, Lindsay tumori olarak da bilinmektedir
(Ozdamar 2015). Kapsiille cevrili olan tiimdr, papiller karsinomu olusturan hiicrelerin
ozelligini tasiyan pleomorfik tirositlerin olusturdugu folikiil yapilarindan meydana gelir.
Bu yap1 ile papiller tiroid kanser tan1 konulur. Bazen kapsil invazyonu gorulebilir ya da
boyun lenf bezi metastazi yapabilir. Kapsilsiuz Folikiler Varyant ise, biyolojik davranisi
papiller karsinom gibidir. Bu tip varyantin lenf bezi dis1 uzak metastaz yapabilme

olasiligmin fazla olabilecegi belirtilmektedir (Unal 2000).
[33K(OK) 7203/99|

Cizim 2.20. Follikiiler Varyantl Dev Papiller Karsinom: Tiimér dokusunun bir alaninda
kesiti kumlu, diizgiin smirli, sarimsi renkli soliter lezyon (klasik tip papiller karsinom
alan1) (ok) goriilmektedir (Oz 2005).
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Qizir; 2.21. Follikiiler Varyantl Papiller Karsinom: Berrak ve blyuk cekirdekli epitelle
doseli folikiller gortliiyor. Cekirdek polaritesi biraz bozuktur. Bir folikiilde, lumene
uzanan abortif papiller yap1 vardir (ok) (Oz 2005).

2.11.1.2.6. Uzun Hucreli (Tall cell) Varyant

Papiller tiroid kanseri olgularinin arasinda %1.3-12" sini olusturan nadir ve agresif
bir varyanttir (Baloch 2013). Papiller yapilari olusturan tiiméor hiicre ¢ekirdekleri, klasik
tiptedir. Tiimor hiicresi oldukga yiiksek silendirik olup, yiiksekligi genisliginin en az iki
kat1 kadardir. Stoplazmasi eozinofildir (Unal 2000). Papiller, trabekiiler ve kordon benzeri
yapilardan olusan biiyiime paterni goriilebilir ve follikiiler yapilara nadiren rastlanir.
Centik ve nukleer psdédoinkliizyonlar, ekstratiroidal yayilim ve uzak organ metastazi klasik
papiller karsinoma gore daha yaygimn goriilir (Delellis 2004). Tall hucreli varyant en fazla
yaslilarda goriiliir ve oldukc¢a agresif varyanttir. Cevredeki dokulara infiltrasyon ve lokal

niiks gdsterme potansiyeli oldukga fazladir (Unal 2000).
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Cizim 2.22. Papiller Karsinom, Tall Cell Varyant: Bir polde yer almis belirli diizensiz
smirly, sarimtirak beyaz sert tiimdr (ok) ve lezyon diginda adenomatdz hiperplazi nodiilleri
gorilmektedir (Oz 2005).

,l',
-

Cizim 2.23. Papiller Karsinom, Tall Cell Varyant: Cekirdekler iri, berrak ve dlzensiz;
cekirdek polaritesi bozuktur. Sitoplazma yiiksekligi genisliginin iki katindan fazla,
sitoplazma asidofil goriinimdedir (ok) (Oz 2005).

2.11.1.2.7. Onkositik (Oksifil) Varyant
Nadir rastlanan bir varyanttir. Genellikle makroskopik goriintiisii kizil kahverengidir.

Nadiren gri beyaz renkli olabilir. Papiller yapilarin ince fibrovaskiiler korlar1 onkositik
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hiicreler ile ¢evrilidir. Bu hiicreler genis, graniiler eozinofilik sitoplazmali, poligonal sekilli
Ozelliklere sahiptir. Niikleer 6zellikleri klasik tip papiller karsinomun 6zellikleriyle aynidir
(Delellis 2004). Nukleol gorulebilir ancak follikiler adenom veya karsinom kadar belirgin
degildir. Onkositik varyantin %38-87° sinin zemininde kronik lenfositik tiroidit
saptanmistir ve BRAF mutasyonu olgularin yaklasik olarak yarisinda goriilmektedir
(Nikiforov 2009).
2.11.1.2.8. Kolumnar Hucreli Varyant

Timor hiicreleri berrak, stoplazmali silendirik elemanlardir. Cekirdekleri c¢ok
diizensizdir ve yalanci tabakalagma gosterirler. Agresif varyanttir ve prognozlart kotiidiir
(Unal 2000). Klasik niikleer ézellikleri genellikle yaygin degildir. Tiimorlerde papiller,
folliktler, trabekiler ve solid patern goriiliir. Follikiiller uzamis ve bos tiibller glandlara
benzerlik gosterirler. Bu yiizden gastrointestinal sistem, endometrium veya akciger
kaynakli metastatik adenokarsinomla karistirilir. TTF-1 ve tiroglobulin pozitifligini ayirt
edebilmek i¢in tanida yardimcidir. BRAF mutasyonu olgularin 1/3” iinde goriiliir (Delellis
2004, Sak 2015).

Cizim 2.24. Papiller Karsinom, Kolumnar Hicreli Varyant: iri ve berrak cekirdekli,
sitoplazmalar1  genisce ve berrak gorinumli  yiksek silindirik  timor hicreleri
gozlemlenmektedir. Cekirdek polaritesi biraz bozuktur (Oz 2005).
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2.11.1.2.9. Diffuiz Sklerozan Varyant

Papiller karsinom varyantlarinin %2’ sini olusturur. Cogunlukla geng erigkinlerde ve
cocuklarda goriiliir ve genellikle kitle yapmaksizin bir ya da her iki tiroid lobunu diffiiz
olarak tutar (Nikiforov 2009). Biiyiik bir kisminda lenfatik bosluklar igerisinde yaygin
skuamoz morul olusturan kiiciik papiller yapilar gozlenir. Neoplastik hiicreler klasik
papiller karsinom hiicrelerine benzerlik gosterir. Seffaf ve glikojenden zengin stoplazma
icerebilirler (Delellis 2004). Agresif papiller karsinom 6rnegi olan bu varyantin belirgin bir
kitle yapmayan tumor tiroidi diffiiz olarak infiltre eder ve guatr izlenimi gosterir. Boyun
lenf bezi ve akciger metastazi olusturabilir (Unal 2000). BRAF ve RAS mutasyonu nadiren
gorilur. Cogunlukla RET/PTK1 ve RET/PTK3 mutasyonlari saptanir. Hastaliksiz sagkalim

orani ise klasik papiller karsinoma gére daha diisiiktiir (Ozdamar 2015).

Cizim 2.25. Papiller Karsinom, Diffliz Sklerozan Tip: Her iki tiroid lobunda benzer
ozellikte tumor. Kesit yiizeyleri sarimsi renkli, kaba piirtiiklii goriniimdedir, kivam serttir,
dista tiroid kapsiilii vardir (36 yas, Akciger ve boyun lenf diigiimiinde metastaz) (Oz 2005).

36



’ ? "" ("\‘ l,l’d/ oL ¢
Cizim 2.26. Papiller Karsinom, Difftiz Skleroz

¢ LA “‘41‘3‘
an Varyant: Lobiillerin arasindaki stromada
solid ve folikiiler goriiniimde tiimoral yapilar izlenmektedir (0k) (Oz 2005).

2.11.1.3. Etyoloji
2.11.1.3.1. Genetik faktorler

Papiller kanserlerin %95°i sporodik, %5’1 aileseldir. Bu nedenle genetik egilim
papiller kanserde 6nemlidir. Yeni yapilan ¢aligmalar eski adi Tiroid Transkripsiyon Faktor
2 olan FOXEI geninin papiller tiroid kanser ile birliktelik gosterdigini ortaya koymustur.
Genom wide association ¢aligsmalari (GWAS) 2 SNP’nin, ki bunlar 9q22.23 ve 14q13.3 de
lokalizedir, papiller ve follikiiler kansere riskin artirdigim saptamistir (Ozata 2016).
Papiller tiroid kanserinde ¢ogunlukla RET, BRAF ve RAS genleri eksprese olur. Son
yapilan caligsmalarla papiller tiroid kanserlerinin %29-83’iinde BRAF mutasyonu
gosterilmistir. Cernobil niikleer faciasindan sonra yogun radyasyona maruz kalan ¢ocuklar
veya cocukluk ¢aginda eksternal radyasyona maruz kalan hastalarda goriilen papiller tiroid
kanserlerinde %060 oraninda RET mutasyonu saptanmistir (Nekay 2016). Familyal
adenomat6z polipozis koli (FAP), Cowden sendromu, nonpolipozis kolon kanser
sendromu, Peutz—Jeghers sendromu ve ataksia telenjiektazili hastalarda papiller tiroid
kanseri tanimlanmistir. FAP hastalarinin %1-2’sinde tiroid kanseri goriilmektedir, bunlarin
%95°ten fazlas1 PTK morfolojisindedir. PTK’ nin 6zellikle kribriform varyantinin (KV)
FAP ve Gardner sendromuyla birlikteligi fazladir. FAP’ da olan APC gen mutasyonu veya
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heterozigosite kaybi, familial PTK’ da gorulen RET/PTKI1 aktivasyonu ile yakindan
iligkilidir (Akkas 2011). Ciltte asir1 pigmentasyon, hormonal asir1 aktivite ve miksom ile
karakterize Carney kompleksinde ise tiroid kanseri riski diisiik olup olgularin %15’ inde
papiller ve follikuler tiroid kanseri izlenmistir. Erken yaslanma sendromu olan Werner
sendromunda da daha ¢ok follikiler karsinom ve anaplastik tiroid karsinomu riski artmakla
birlikte papiller tiroid karsinomunda da risk artig1 vardir (Son 2012). Son yillarda yapilan
calismalara g6re, mutasyonlar ve genlerin yeniden dlzenlemeleri ile ilgili yapilan
calismalarla tiroid kanserinin olusum basamaklarini ve biyolojik davranisini anlamaya
yardimci olacak biyolojik belirte¢ler bulunmasi amaglanmaktadir. Bu dogrultuda papiller
tiroid kanserlerinde yeni bir onkogen tanimlanmistir. Bu genlere papiller tiroid kanserinin
ingilizce bas harflerine gore PTK onkogeni adi verilmistir. Fakat ¢cogu tiroid kanserinde
PTK onkogen diizenlemesi yoktur ve bunlarin olusumunun molekiler mekanizmasi
bilinmemektedir (Karga 1991).

2.11.1.3.2. Radyasyon

En yaygin etyolojik faktordir. Etyopatogenezde en 6nemli faktorler bas, boyun ve
toraksa uygulanan radyasyondur. Olgularin %5-10"unda boyunda radyasyon maruziyet
oyklst goriilmiistir (Ozdamar 2015). 1950’lerde gelismis olan timus ve akne gibi
tedavilerde X-iginlamanin kullanilmast PTK’ nin goriilme olasiliginin artmasina katkida
bulunmustur. 1986 yilinda Cernobil niikleer kazas1 Beyaz Rusya, eski Sovyetler Birligi ve
kazaya yakin diger alanlarda PTK’ nin gortilme sikligini belirgin bir sekilde arttirmistir. Bu
gorilme sikliginda saptanan en garpici artis ¢ocuklarda olmustur. Cunkd tiroidin blyimesi

cocukluk caginda ¢ok hizli, yetiskinlerde ise diistik seviyededir (LIoyd 2011).
2.11.1.3.3. iyot

Iyot eksikliginde en fazla goriilen tiroid malignitesi papiller karsinomudur. Tiroid
eksikligi olan bu bolgelerde gelisen tiroid karsinomlar1 iyot bakimindan zengin bolgelere

gore daha agresif ve daha az differansiyedir (Williams ve dig. 2008).

2.11.1.4. Papiller Tiroid Kanserinde Evreleme
Ginumizde en sik kullanilan evreleme sistemi TNM sistemidir. TNM evreleme

sistemi, biitlin kanserler i¢in ilk kez 1940 yillarinda, tiroid kanserleri i¢in ise ilk kez 1987
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yilinda American Joint Cancer Committee/ Union International Contre le Cancer
(AJCC/UICC) tarafindan tanimlanmustir.

2.11.1.4.1. TNM evreleme sistemi

T (TUmor), bolgesel lenf gangliyonu (Node), uzak metastaz (Metastases).

2.11.1.4.1.1. Primer TUmor (T)

TX Primer timor degerlendirilemiyor

TO Primer timore ait kanit yok

T1 Tiroid ile sinirh en biiyiik ¢ap1 2 cm ve alt1 timor

T1a Tiroid ile siurli 1 cm ve alt1 timdr

T1b Tiroid ile siirli 1 cm stii, 2 cm ve alt1 timor

T2 Tiroid ile siirl 2 cm uistii, 4 cm ve alt1 timor

T3 Tiroid ile smirli 4 cm ve ilizeri tiimoér veya minimal tiroid dist yayilim
(sternotiroid kasa veya peritiroid yumusak dokuya)

T4a Herhangi bir boyuttaki tlimoriin tiroid kapsiil disina ¢ikarak subkutan yumusak
dokuya, larinkse, trakeaya, 6zofagusa veya rekiirren larengeal sinire yayilim

T4b Timoriin prevertebral fasyaya yayilimi, karotid arter/mediastinal damarlar
kapamasi

Tum anaplastik timorler T4 olarak kabul edilir:

T4a Intratiroidal anaplastik karsinom

T4b Belirgin tiroid dis1 yayilimla anaplastik karsinom

2.11.1.4.1.2. Bolgesel lenf gangliyonu (Node) (N)

Nx Bolgesel lenf gangliyonlar1 degerlendirilemiyor

No Bolgesel lenf gangliyonlarinda metastaz yok

N1 Bolgesel lenf gangliyonlarinda metastaz var

Nla Level VI’da metastaz (pretrakeal, paratrakeal, prelaringeal/Delfian lenf
gangliyonlar1)

N1b Unilateral, bilateral, kontralateral servikal (I, Il, 111, IV veya V.boélgeler) veya

retrofarengeal veya iist mediastinal (VIL. bolge) lenf gangliyonlarina metastaz

2.11.1.4.1.3. Uzak metastaz (M)

Mo Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var
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Cizelge 2.5. Diferansiyel Tiroid Kanserinde TNM siniflandirmasina gore evreleme

45 yas alti 45 yas lizeri

EVRE I Herhangi T, herhangi N, MO T1, NO, MO

EVRE 11 Herhangi T, herhangi N, M1 T2, NO, MO

EVRE 111 T3, NO, MO

T1, N1la, MO
T2, N1la, MO
T3, N1a, MO

EVRE IVA T4a, NO, MO
T4a, N1a, MO
T1, N1b, MO
T2, N1b, MO
T3, N1b, MO
T4a, N1b, MO

EVRE IVB T4b, herhangi N, MO

EVRE IVC Herhangi T, herhangi N, M1

2.11.1.5. Tam ve Tedavi
2.11.15.1. Tam

Papiller tiroid kanserinin tanisal Ozellikleri arasinda c¢ekirdeksel genisleme ve
dizensizlik, Gst Uste gelmek, temizleme (¢cim ya da Orphan Annie goriiniimii) yer alir.
Genellikle PTK’ ler karmasik dallanmis bir yapida, papiller cekirdeklerin yiizeyleri
neoplastik hiicrelerle kaplanmis o6zelliktedir. Psammom yapilar vakalarin %50’sinde
goriilmiistiir ve tipik olarak stroma ya da lenfatik kanallarda meydana gelmistir.
Intratiiméral fibroz ve lenfositik sizmalar bu tiimorlerin diger ortak 6zellikleridir (Delellis
2006).

Tani, genellikle asemptomatik hastalarda tiroid nodiluniin belirlenmesiyle konur,
fakat tiroid nodullerinin ¢cogu benigndir. Tiroid kanser insidansi tlm tiroid nodullerinin
sadece %3-5’inde bulunmaktadir ve kansere bagli olimlerin ise sadece %0.4° (nden
sorumlu tutulur (Pacini 2001). Klinik bulgularda genellikle nodiile eslik eden agri, ses
kisikligi, disfaji, hemoptizi, ¢evre dokuya infiltrasyon veya hizli biiyiime gibi sikayetlerin
hikayede olmasi, malignite ve ilerlemis hastalik kriterleridir. Cocukluk caginda bas ve
boyun bolgesine radyasyon anamnezi olmasi, tiroid nodiilinde malignite siiphesine

sebebiyet verir. Fakat radyasyona maruz kalan kisilerin %30’ unda palpabl tiroid nodiilii
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gelisir. Bunlarin da sadece 1/3’ii maligndir. Bu kisilerde nodiiliin kanser olma ihtimali
%35-40’tir. Genel popiilasyonda ise bu oran % 5’tir (Mackenzie 2004). Papiller kanserler
genellikle palpasyonla ele gelen ve yutkunmayla hareket eden nodullerdir ve bu noddllerin
¢ogu sintigrafik olarak soguk nodiillerdir (Gimm 2001). Bazen servikal lenf nodu metastazi
tek bulgu olabilir. Fizik muayenede nodiiliin sert ve diizensiz olmasi, nodiil ile ayn1 tarafta
biiylimiis lenf nodunun varligi ve nodiil ¢apinda progresif biiylime olmast malignite
acisindan siiphe uyandirmalidir (Pacini 2001). Ultrason ile nodul ve eslik eden lenf nodu
varliginin saptanmasi da énemlidir. Ultrason ile nodiiliin hipoekoik olmasi, periferik halo
bulunmamasi, diizensiz sinirli olmasi, mikrokalsifikasyon, noduliin boyunun eninden fazla
olmasi, intranodiiler vaskiiler noktalanma ve nodiiliin hipervaskiiler olmasi malignite
bakimindan kuskulu bulgulardir (Mazzaferri 2002). Otiroid bir hastada saptanan bir nodiile
benign ve malign ayrimin1 yapabilmek i¢in yapilacak ilk islem ince igne aspirasyon
biyopsisidir. Multinodiler guatrlarda dominant nodilden ve USG ile siipheli bulgularin
tespit edildigi nodiilden [IAB yapilmahdir. [IAB ile elde edilen sonuglar benign, malign ve
stpheli olmak Uzere 3 sekilde yorumlanir (Schlumberger 1998).

2.11.1.5.2. Tedavi

Tiroid kanseri tedavileri ¢ogunlukla basarili sonu¢ verirler. Fakat kanserin ileri
safthalarinda tedavi oldukga giiclesir.
2.11.1.5.2.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi, Ozellikle deneyimli cerrahlar tarafindan uygulandiginda ¢ogu tiroid
kanser vakalarinda oldukga etkili tedavi yontemidir. Biiylik yan etkilerinin olmamasi da bu
tedavinin etkili olmasinin bir kanitidir.
2.11.1.5.2.2. Radyoaktif iyot Tedavisi (RAI)

Ameliyat sonrast RAI tedavisi uygulanmasi kanserin tekrar ortaya ¢ikmasini
engelleyerek hastalara tedavi siireglerinde yardimer olmaktadir. Bazi arastirmacilara gore
hiicrelerde BRAF genindeki mutasyon RAI tedavisine yanit verme olasiligini azaltabilir.
Bu nedenle arastirmacilar tiroid kanseri hiicrelerinde BRAF yolagimi hedef alan yeni
ilaclarin radyoaktif iyot almaya olasi hale gelmesi konusunda c¢alismalar siirdirmektedir.
Bu tiir ilaclarmn, artik RAI tedavisine yanit vermeyen gelismis kanser vakalari i¢in faydali
olabilecegi diisiiniilmektedir. RAI tedavisi genellikle 2cm’den biiyiik primer timorlerin ve
daha agresif PTK varyantlarinin tedavisi igin tavsiye edilir (Guerrero ve Clark 2011).
2.11.1.5.2.3. Kemoterapi ve Hedefe Y0Onelik Tedaviler

Genellikle tiroid kanserleri kemoterapiye yanit vermezler. Ancak heyecan veren

bulgular hedefe yonelik yeni ilag tedavilerinin olusmasina olanak saglamaktadir. Bu
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ilaclar, kanser hiicreleri de dahil hizla biiyliyen hiicreleri hedef alan standart kemoterapi
ilaglarinin aksine sadece kanser hiicrelerini hedef alirlar. Hedefe yonelik tedaviyi saglayan
bu ilaglar standart kemoterapi ilaglari olmadigi durumlarda kullanilir. Bu ilaglar
cogunlukla diisiik yan etkilere sahiptir. Hedefe yonelik gen tedavisinde bilinen bir grup
olan kinaz inhibitorleri tiroid kanserinde belirli genlerde (BRAF ve RET/PTK gibi)
meydana gelen mutasyonlarin onariminda yardimecr olabilir. Bu ilaglarin bircogu da
tiimoriin kan damarlar1 olusturarak biiylimesini engeller. Pek ¢ok papiller tiroid kanserinde,
hiicre biiyiimesinde yardimci olan BRAF geninde mutasyon vardir. BRAF gen
degisikliklerinin oldugu hiicreleri hedef alan ilaglar ile tiroid kanserinde meydana gelen bu
degisiklikler incelenmektedir. Sadece BRAF geni mutasyonu degil ayrica NRAS adi

verilen farkli bir genin mutasyonu i¢in de kullanilmasin olumlu sonuglar saglamistir.

2.11.1.6. Papiller Tiroid Kanserinin Molektler Biyolojisi
2.11.1.6.1. Molekdler belirtecler

Molekiiler belirteclerden tani, ayirici tani, prognozun belirlenmesi ve tedavi olmak
tizere birgok asamalarda faydalanilmaktadir. Bu molekdler belirteclerden olan Galektin-3,
lektin grubundan proteinlerdir. Hiicre yiizeyi ve stoplazmasini etkilerler. Bazi tiyeleri
apoptozu uyarir, fakat galektin-3 hiicreleri malign fenotipe doniistiiriir. Adhezyon ve
migrasyon dahil hiicrelerin davraniglarim1 degistirerek tiimorli  hiicrelerin  metastaz
kabiliyetini arttirir. HMBE-1(Hektor Battiflora Mesothelial Cell Antibody) malign
mesotelioma hticrelerini boyamak i¢in bulunan bir fare monoklonal antikordur. Follikiler
orjinli kanserlerde sensitivitesi % 80-90 spesivitesi ise % 60-96 arasinda seyretmektedir.
HMBE-1 ve galektin-3 birlikte kullanimi ile tiroid lezyonlarinin tanisinda etkinligi

arttirdig1 saptanmistir (Yalgin 2012).
2.11.1.6.2. Genetik Belirtecler

Papiller ya da follikiiler tiroid kanserlerinde baglangigta agresiviteye sebep olabilecek
birtakim somatik mutasyonlar vardir. Bu somatik mutasyonlar arasinda en ¢ok caligilani
RET/PTK mutasyonudur. RET protoonkogeni (transfeksiyon sirasinda yeniden
diizenlenmistir) 10.kromozomun uzun kol proksimalinde yerlesmis 21-ekson gendir ve ilk
defa 1985°te tanimlanmigtir. RET gen yeniden diizenlenmesi RET/PTK gen dizenlenmesi
olarak bilinmekte olup papiller tiroid kanserinde olusur. Ondan fazla genin yeniden
dizenlenmesi tanmimlanmistir ve RET/PTK1, RET/PTK2, RET/PTK3 papiller tiroid

42



kanserinde tespit edilmistir ve ¢ogu genin yeniden diizenlenmesinden sorumludur.
Olgularin sirasiyla %60-70, %10, %20-30’undan sorumludur. RET/PTK1 en fazla klasik,
papiller mikrokarsinom ve diffliz sklerozan tipte gorilirken, RET/PTK3 solid varyantta
gozlenir. Son calismalar, RET/PTK gen yeniden diizenlenmesinin 10’dan fazla tipinin
radyasyon anamnezi olan pediatrik papiller tiroid kanserinde %50-70 gibi bir oranda
yaygin olarak gortildiigiinii saptamistir (Simsek 2013). Tiroid kanser genetigi alaninda en
giincel ve papiller tiroid kanserinde en yaygin molekiiler defekt; BRAF-aktive nokta
mutasyonudur. BRAF tiroid folikil hiicrelerde en ¢ok goériulen izoformdur. Mitojen-aktive
protein kinaz yolunun en potent aktivatorii olan BRAF 7.kromozom iizerinde yer alir.
Hiicrenin proliferasyon, farklilasma ve apoptozunda kritik rol oynamaktadir (Simsek
2013). BRAF geninde meydana gelen kirktan fazla mutasyonun en fazla goriileni (%90)
T1799A mutasyonudur ve bu mutasyon BRAF proteininde V600E aminoasit degisikligi
yaparak BRAF kinazda devamli ve onkonik aktivasyona neden olur (Yalg¢in 2012). Papiller
tiroid kanserinde folikiiler varyantinda da BRAF mutasyonu gosterilmistir, fakat bu
mutasyon V600E tipi mutasyon degildir. Farkli bir tip mutasyon olan K601E tipi
mutasyondur. BRAF mutasyonunun yiiksek sikligi ve spesifikligi papiller tiroid kanserinde
daha tiimdrogenezin baglangicinda temel rol oynayabilecegi iddia edilmistir. BRAF
mutasyonlu papiller tiroid kanserinin farkli fenotipik ve biyolojik 6zellikleri vardir ve daha
agresif, daha kotl prognoza sahip olabilirler. Papiller tiroid kanserinin agresif varyanti olan
tall cell varyantta genellikle BRAF mutasyonu s6z konusudur (Simsek 2013). Transforme
olmus hiicrelerde en yaygin bilinen mutasyonlardan bir digeri RAS mutasyonlaridir. H-
RAS, K-RAS ve N-RAS olmak iizere ii¢ RAS geni, tiimor gelisiminde 6nemli rol oynarlar.
Bu U¢ RAS geninde gdzlenen mutasyonlar benign ve malign tiroid timorlerinde tespit
edilmistir. Bu mutasyon papiller tiroid kanserinin follikiiler varyantinda ¢ok sik olup diger
varyantlarinda goriilmedigi bildirilmistir. TUmMOr supresor gen olan PTEN mutasyonlari ise
papiller tiroid kanserinde ender goriildiigli saptanmistir. Bunun yaninda son arastirmalarda
bir hiicre yiizey glikoproteini olan MUCI, papiller tiroid kanserinde bagimsiz prognostik
faktor olarak agresif papiller tiroid kanserinde terapdtik rolii oldugu tespit edilmistir
(Simsek 2013). PAX8-PPARY mekanizmalar1 da karsinogenezde tespit edilmistir. PAXS8
geni tiroid folikil hiicrelerinin ¢ogalmasi amaciyla zorunlu bir kopyalama faktorii kodlar.
PPARYy geni ise tiroid hormonu ve bir grup hormon reseptériinin dyesidir. Papiller

kanserin follikiiler varyanti olgularinin yaklasik %33’linde goriiliir (Yalgin 2012).
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3.GERECLER VE YONTEMLER

2016-2017 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan
papiller tiroid kanseri tanisiyla 20 hasta ¢aligmaya dahil edilmistir. Bu 20 hasta arasindan
17’s1 kadin, 3’1 erkektir. Yas ortalamalar1 45, yas olarak en kii¢lik hasta 23, en biiyiik hasta
ise 71 yasindadir. Kontrol grubu icin de benzer sekilde opere edilen 10 normal tiroid
hastalarindan alinan tiroid dokusu ¢alismaya dahil edilmistir. Bu 10 hastanin 1’1 erkek
diger 9’u kadindir. Yas ortalamalar1 40, yas olarak en kii¢iik hasta 31, en blylk hasta 65
yasindadir. Orneklere (timorlii ya da normal doku) opere edilir edilmez s1v1 azot igerisinde
muhafaza edilerek islem yapilmistir. Toplanan tiim tiimor dokular1 ve normal dokular
Kocaeli Universitesi Patoloji Anabilim Dali’nda patologlar tarafindan konfirme edilmistir.
Bu calisma i¢in Kocaeli Universitesi Etik Kurulu tarafindan 2016/17.13 koduyla onay

alinmstir. Her tiimor ve kontrol grubu hastalarindan aydinlatilmis onam formu alinmastir.

Cizelge 3.1. Timor ve Kontrol Grubu

Tumor Grubu Kontrol Grubu

Hasta sayisi 20 10

Kadin hasta sayisi 17 9

Erkek hasta sayisi1 3 1

Yas1 en biyiik olan | 71 65

hastanin yasi

Yasi  en Kkiiciik olan | 23 31

hastanin yasi

Yas ortalamasi 45 40

3.1. YOntemler

Orneklerin gen ekspresyonlar1 Gen Ekspresyon Mikroarray calismastyla yapilmistir.
Cizim 3.1.’de uygulanacak metodun agamalar1 gosterilmistir. Gen ekspresyon mikroarray

calismasi i¢in is akisi ise asagidaki gibidir:

Dokudan RNA izolasyonu — RNA kalite kontrolii — cDNA sentezi — cRNA sentezi —

Hibridizasyon — Isaretleme ve yikamalar — Mikroarray goriintii tarama — Veri analizi
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Cizim 3.1. Gen Ekspresyon Mikroarray Metodu Sematik Gosterimi

3.1.1. Dokudan RNA Izolasyonu

Yapilacak olan calisma gen ekspresyon calismasi oldugu icin protein elde etmemiz

gereklidir ve bu nedenle toplanan tim doku o6rneklerine RNA izolasyonu islemi
uygulanmistir. Total RNA, QIAGEN RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

kullanilarak izole edilmistir. RNA izolasyonu prosediriniin detaylari asagida belirtilmistir:

1.

Manyetik toplarin bulundugu MagNA Lyser Green Beads tupleri igerisine 10ml
RLT buffer + 100ul B-mercaptoethanol karigimi (%1) hazirlanarak her birine
1000ul hazirlanan bu karisimdan konuldu ve bu tuplerin igerisine doku Ornekleri
alindu.
Icerisinde doku olan green beads tipler FastPrep EP120 Thermo Scientific
cihazinda 6. programda 40 sn. homojenize edildi.
Ardindan tiipler buz akiisiine konularak Sigma sogutmali santrifiijjde +4°C’ de
12.000g.’de 5 dk. santrifiij edildi.
Tuplerin igerisinde olusan siipernatanttan 600ul alinarak 1,5ul’lik ependorf tiiplere
konuldu. Alinan siipernatantlar 600ul %70’lik hazirlanan ethanol ile mix edildi.
Mix edilen bu 1.200ul’lik karigim filtreli RNeasy Mini Spin Column tiiplerinden
gecirilip 10.500g’de 30 sn. santriflij edildi. Bu islem total karisimdan iki seferde
600yl filtreden gecirilerek yapildi.
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6. Kontaminasyonun engellenmesi amaciyla her filtreden gecirme islemi sonrasi
filtreler temiz tuplere aktarildi. Daha sonra filtrede tamamen RNA kalmasi igin
yikama islemine devam edildi.

7. Filtrelere 700ul RW1 eklenir ve 10.000g’de 30 sn. santrifiij edildi.

8. Ardindan tekrar temiz tliplere aktarilan filtrelere 700ul RPE soliisyonu eklenip
11.200g’de 30 sn. santrifiij edildi ve tekrar 600ul RPE eklenerek 12.500g’de 2,5
dk. santrifdj edildi.

9. Temiz tiiplere aktarilan filtreler 10.000g’de 30 sn. bos bir sekilde santrifllj edildi.

10. Sonraki asamada ise filtreler temiz kapakli tiiplere alinarak 50ul elution buffer

filtrelere eklenip tipler 10.000g’de 1 dk. santrifiij edilerek RNA elde edildi.
3.1.2. RNA Kalite Kontrolu

izolasyon sonucunda elde edilen RNA &rneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri
Thermo Scientific Nanodrop 2000 spectrophotometer cihazi ile o6lgiildi. Cikan
konsantrasyon degerlerinin 50 ng/ul’ den biiyiik oldugu ve A260/A280 oraninin yaklasik
2, A260/A230 oraninin ise yaklasik 1,8 degerlerinde oldugu konfirme edildi. Bu kosullara
uygun RNA ornekleri i¢in Agilent 2100 Bioanalyzer cihazi ve Agilent RNA 6000 Nano
Reagent Part | Kitine uygun protokol ile bioanalyser islemi yapildi. Prosediiriin detaylari
asagida maddeler halinde belirtilmistir:

1. Calismaya baslamadan 6nce sonuclarin daha saglikli ve giivenilir olmasi agisindan
cihaz temizligi yapildi. Bunun i¢in Agilent Technologies Electrode Cleaner mikro
¢cip kullamldi. Ik &nce 350pl H20 yiiklenen mikro cip cihaza yerlestirildi ve 10sn.
bekletildi. Ardindan 350ul RNase zap yiiklenen bir diger mikro ¢ip cihaza
yerlestirildi ve 1dk. bekletildi.

2. Agilent RNA 6000 Nano Reagent Part | kit ¢caligmaya baglamadan yarim saat dnce
oda sicakliginda bekletildi ve RNA 6000 Nano Dye 1giktan muhafaza edildi. Kit
icerisinde bulunan RNA 6000 Nano Jel’ den 550 pl spin filtrelere pipetlenerek
alindi. 1500g’de oda sicakliginda 10dk. santrifiij edildi. 0,5 ml’ lik tiiplere 65 pl
olacak sekilde alikotlandi. Alikotlanan jel +4°C’ de muhafaza edildi. Jel-boya
karisimi1 hazirlandi. Boya (Nano Dye) 10sn. vortekslenip alikotlanan 65 pl jel
igerisine 1 pl ilave edildi. Soliisyon vortekslenip oda sicakliginda 13.000g’ de

10dk. santrifiij edildi (Hazirlanan karisim 1 giin icerisinde kullanilmalidir).
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10.

11.

Caligmaya alinan orneklerin RNA miktar1 25-500 ng/ul olmasina dikkat edildi.
Aksi takdirde istenilen konsantrasyon i¢in RNA’ lara diliisyon islemi yapildi.

RNA orneklerinden ve Ladder’ dan 2ul 0,5ml’ lik tiiplere alimip 70°C* de 2dk.
denaturasyonlari yapildi.

Hazirlanan gel-boya karisimindan mikro ¢ipin tzerinde bulunanesembolu olan
kuyucuga 9 pul konuldu ve istasyona yerlestirildi.

Sonraki agsamada Syringe kit igerisindeki siringa istasyona takildi. Siringanin takili
oldugu mandal en (st bélmeye getirildi ve siringa 1ml.’ye kadar ¢ekildikten sonra
istasyon kapatildi.

Istasyon kapatildiktan sonra siringa mandal kismina kadar yavas yavas itildi. 30 sn.
bekletilip klips agilip siringa yavas ve kontrollii bir sekilde eski haline getirildi.
Daha sonra diger G kuyucuklarma da 9 pl jel-boya karigimindan koyuldu. Geriye
kalan diger 13 kuyucuga 5 pl. marker koyuldu. Mikrogipin alt ve sag kuyucuguna 1
pl denatiire edilen Ladder ve kalan 12 kuyucuga da denatiire edilen RNA’lar
koyuldu.

Mikro ¢ip Minishaker’ da 2400 rpm’de 1dk. santrifiij edildi.

Cip cihaza yerlestirilip 2100 Expert programi agildi. Assay file dkaryot total RNA
olarak secilip start yapildi.

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra analizleri yapildi. RIN (RNA integrity

number) degerleri 6-7’den biiyiik olanlar ¢aligmaya dahil edildi.

3.1.3. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’larm nanodropta kantite ve Bioanalyzer’ da kalite degerlerine

bakildiktan sonra ¢alisma i¢in uygun bulunan papiller tiroid ca RNA’lart ve kontrol grubu

RNA’

larina esit miktarda (mikrolitresinde 200ng olacak sekilde) diliisyonlar yapildi.

Calisma i¢in uygun bulunan RNA oOrnekleri amplifiye edildi. Bunun i¢in ‘Agelient

lowInput QuickAmp Labeling Kit’ kullanildi. Uretici protokoliine uygun olarak cDNA

sentezi yapildi. cDNA sentez asamalar1 asagidaki gibidir:

1.
2.

Ilk olarak ‘Agelient RNA Spike-In Kit, One color’ kitine gére spike mix hazirlandu.
Nanodropta Olculen konsantrasyonlara gore ornekler 1,5 mikrolitresinde 50ng
olacak sekilde diliie edildi.

Daha sonra 2’ser mikrolitre hazirlanan spike mix dagitildi.

Ornek bagima 0,8l T7 primer kit ve 1ul nuclease free water dagitildi.
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5.

3.1.4.

Total volum 5,3ul olan 6rnekler 65°C* de 10dk inkiibe edildi ve ardindan 5dk buz
akustinde bekletildi.

cDNA mix o6rnek basina 1l DDT, 0,5ul dNTP, 1,2ul RNase block mix affinity
script enzim ve 2ul 80°C’ de 4dk bekletilen Prewarm 5x First Strand Buffer olacak
sekilde hazirlandi (en son enzim eklendi).

Hazirlanan mix 4,7pl’ser 6rneklere dagitildi ve boylece total volum 10pl olan
ornekler 40°C’de 2 saat + 70°C’de 15 dk Termal Cycler’ da bekletildi.
Inkiibasyondan sonra 5dk. buz akiisiinde bekletildi. Boylece cDNA elde edildi.

cRNA Sentezi

Gen ekspresyon calismasinda protein elde edilmesi gerekecegi igin ¢cDNA’ lar

transkripsiyon ile cRNA haline getirildi. Bdylece daha saglam bir RNA yapisi elde edildi.

Bunun i¢in gerekli olan cRNA sentez prosediiriiniin detaylar1 asagidaki gibidir:

1.

3.15.

cRNA mix 6rnek basina 0.75ul nuclease free water, 3.2l 5x transkripsiyon buffer,
0.6l 0.1m DTT, 1l NTP mix, 0.21ul T7 RNA polimerase blend ve 0.24ul Cy3
boya olacak sekilde hazirlandi (Boyanin 1siktan korunmasi i¢in bu agsamadan sonra
calismaya karanlik ortamda devam edildi).

Hazirlanan mix 6l” ser cDNA 6rneklerine dagitildi.

Total volum 16pl olan 6rnekler 40°C” de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Parifikasyon

cRNA’ lar elde edildikten sonra pirifikasyon islemi uygulandi. Piirifikasyon

isleminin detaylar1 asagidaki gibidir:

1.

84l nuclease free water eklenerek total volumu 100ul olan 6rneklere 350ul RLT
buffer ve 250ul ethanol ile yikama yapildi.
700l volum ornekler RNeasy Mini Spin Column tiiplere aktarildi ve 4°C’ de
13.000rpm’ de 30sn santrifiij edildi.
Filtrede kalan RNA’lar 2 defa 350ul RPE buffer ile yikandi. 4°C” de 13.000rpm’ de
30sn santriftyj edildi.
4°C’ de 13.000g’ de 1dk soliisyon olmadan bos bir sekilde filtreli tiipler santrifiij
edildi.
Filtrelere 30l RNase free water konularak 1 dk. bekleme siiresinden sonra 4°C” de
13.000rpm’ de 30sn santrifiij edildi.
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6.

3.1.6.

Orneklerin nanodropta niikleik asit (ng/ul) ve Dyel (Cy3 pmol/ul) degerlerine
bakilarak spesifik aktivite ve yield degerleri hesaplandi.

CRNA yield degeri hesaplama: Cikan sonug 1,65mg’den biiyiik olmalidir.

. o . cRNA konsantrasyon x 30ul
yield degeri = 1000 LA = mg

CRNA spesifik aktivite hesaplama: Cikan sonu¢ 6mg’dan biiyiik olmalidir.

. .. cy3konsantrasyon x 1000
spesifik aktivite = = Y = ... mg
cRNA konsatrasyon

Hibridizasyon

Uygunlugu tespit edilen 6rnekler igin hibridizasyon islemi uygulandi ve bunun igin

‘Agilent Gene Expression Hybridization Kit” kullanildi. Hibridizasyon islemi detaylari

asagidaki gibidir:

1.

Oda sicakliginda liyofilize halindeki 10x Bloking Agent icerisine 500ul nuclease
free water konuldu ve 5dk 37°C’ de inkiibe edildi.

1650/konsantrasyon olarak 6rneklerin diltisyonlar1 yapildi. Boylece totalde her biri
41,8l olan ca ve kontrol gruplar icerisinde esit miktarda RNA hibritlenmis oldu.
11ul’ ser Bloking Agent ve 2,2ul’ ser 25x fregmantasyon buffer drneklere ilave
edildi.

Ornekler 60°C’ de 30dk inkiibe edildi ve inkiibasyon sonrasi buz akiisiine alind.
55ul 2x Hyrpm ekleyip total volumu 100ul olan 6rnekler 13.000g’de 1 dk santrifiij
edildi.

Hibridizasyon firmi 65°C’ de 10g’ ye ayarland.

‘Agilent gasket slide’ lar, agilent yazis1 altta kalacak sekilde aparata yerlestirildi ve
100ul’ lik o6rneklerin yiiklemesi yapildi. ‘Agilent oligonucleotide microarrays’ ¢ip
gasketin lizerine yavasca birakilip aparat kapatildi.

Hazirlanan ¢ip aparat ile 65°C olan hibridizasyon firininda 10g’ de donecek sekilde
17 saat hibritlenmek i¢in birakildi.

17 saatin sonunda ¢ip hibridizasyon firmindan ¢ikarilarak yikama iglemi

gerceklestirildi.
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3.1.7. Isaretleme ve Yikama

1.

Gene ekspresyon i¢in kullanilan her biri 4 It. olan wash 1 ve wash 2 soliisyonlari
icerisine 2 pl’ ser Triton X-102 eklendi. Yikamaya baslamadan Once wash 2
soliisyonu 37°C’ de, wash 1 soliisyonu ise oda sicakliginda bekletildi.

Cipi Gasket Slide’ den ayirma islemi wash 1 soliisyonu igerisinde yapildi ve wash 1
soluisyonu icerisinde hareket ettirilerek 1 dk. bekletildi.

Cip ardindan 37°C olan inkiibator igerisindeki wash 2 solusyonunda 1 dk.
bekletildi.

Daha sonra asetonitrilde 10 sn. ve drying solusyon icerisinde 30 sn. hareket
ettirilerek bekletildi.

3.1.8. Mikroarray Gortintt Tarama

Yikamasi yapilan ¢ip ‘agilent’ yazisi st tarafta kalacak sekilde diskin icerisine

yerlestirildi ve tarama cihazinda goriintiileme islemi gergeklestirildi. Agilent Technologies

tarama cihazina ¢ipin oldugu disk yerlestirildi. Bilgisayarda Agilent Scanner programi

acilarak cihaz ile baglantilar1 kontrol edildi. Gerekli formatlar segilerek Scanner hazir hale

getirildi ve cihaz tarama islemine baslatildi. Formatlar asagida gosterildigi gibidir:

Cizelge 3.2. Tarama Cihazi Formati

Scan Region Scan Area
Scan Resolution 5
5um Scanning Mode Single Pass
Extending Dynamic Range Selected
Dye Channel Gren

XDR Hi %100
Green PTM

XDR Lo %10
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3.1.9. Ekspresyon Analizi

Sayisal sonuglar; 014850 _D_F 20060807 sistemi, GE1-v5 95 Feb07 protokoli ve
GE1_QCM Feb07 QC metrik set kullanilarak Feature Extraction versiyon 9.5.1.1. ile elde
edildi. Timorli dokular ve normal dokular arasindaki diferansiyel eksprese olan genleri
(DEGsS) elde etmek icin GeneSpring Software versiyon 14.9 (Agilent Tecnologies, Santa
Clara, CA) kullanildi. Diferansiyel eksprese olan genler; T-testi istatistiksel analizinde
kullanilan giiriiltii sinyal oran1 ve P-degeri <0.05 kullanilarak tanimlandi. Ekspresyon kat

sayis1 degisimi >2.0 esik degeri olacak sekilde ayarlandi.
3.1.10. Gen Ag1 ve Yolak Analizleri

Gen aglar ve ilgili yolaklar Ingenuity Pathway Analysis (IPA) yazilimi (Ingenuity
Systems, Redwood City, CA) kullanilarak saptandi. ‘Homo sapiens’ ve ‘direkt
etkilesimler’ secilerek ‘core analizi’ yapildi. Anahtar genler, ag topolojisinde diigimlerin

etkilesim derecelerinin degerlendirmesi yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ekspresyonu Degisen Genler

Normal tiroid dokulariyla PTK 6rneklerinin GeneSpring’ de ekspresyon kat sayisi
degisimi >2.0 esik degeri olarak kiyaslanmasi sonucunda toplamda 2466 ekspresyon
degisikligi gosteren gen tanimlandi. Bunlarin 1554’{iniin ekspresyonu artmis, 912’sinin
ekspresyonu azalmis olarak saptandi. Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.” de sirasiyla en 6nemli
ekspresyonu artan ve azalan 10 gen kat sayisiyla birlikte gosterilmistir. EKspresyonu artan
genler; KLK11, LIPH, DCSTAMP, ST6GALNACS5, TMPRSS4, SYT12, ARHGAP36,
CHI3L1, FN1, KLK10. Bunlarin yaninda ekspresyonu azalan genler ise sunlardir; ARX,
LOC105376351, C110rf88, GTSF1, AGR3, FKSG29, IPGK3, CCBEL, TBX22, ERICH3.

Cizelge 4.1. Ekspresyonu en ¢ok artan 10 gen

Gen Kat Sayisi
(Fold Change)
KLK11 79,286
LIPH 73,467
DCSTAMP 69,306
ST6GALNACS 54,354
TMPRSS4 52,214
SYT12 48,968
ARHGAP36 43,834
CHI3L1 43,150
FN1 40,454
KLK10 40,073
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Cizelge 4.2. Ekspresyonu en ¢ok azalan 10 gen

Gen Kat Sayis1
(Fold Change)

ARX 13,155
LOC105376351 12,402
C1lorf88 10,378
GTSF1 9,297
AGR3 8,951
FKSG29 8,876
IPGK3 8,688
CCBE1 8,199
TBX22 8,165
ERICH3 8,002

4.2. Protein-protein Etkilesimi Ag Analizi

IPA, insan tlrinde ekspresyonu degisen genlere ait gen agi etkilesimlerini ve
dogrudan etkilesimlerini diizenler. Cizelge 4.3.’de IPA ile saptanan en 6nemli 5 gen ag1 ve
fonksiyonlart gosterilmektedir. Endokrin Sistem diizensizligi, Gastrointestinal hastaliklar
ve immiinolojik hastaliklar ile iliskili olan genlere ait gen ag1 (gen agi 1), en 6nemli gen
ag1 olarak tespit edildi (Cizim 4.1.). Gen merkezlerinin etkilesim derecelerini
degerlendirerek CCNDI1 anahtar gen olarak tanimlandi. Diger anahtar genler ise; gen ag1 2
(Cizim 4.2.)’de PGR, gen ag1 3 (Cizim 4.3.)’de CEBPA ve CDKNI1A, gen ag1 4 (Cizim
4.4.)’de PLAU, gen ag1 5 (Cizim 4.5.)’de MDM?2 olarak tanimlanda.

Ateroskleroz sinyali, intrinsik protrombin aktivasyon yolagi, agraniilosit yapigsmasi
ve diapedezisi, pthtilagsma sistemi, graniilosit yapismasi ve diapedezisi, IPA kullanilarak

tanimlanmis en onemli standart yolaklardir (Cizelge 4.4.). Bunlarin arasindan Pihtilagsma
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sistemi en anlamli yolak olarak belirlendi. Bu yolakta ekspresyonu en fazla artan gen

SERPINALI olarak tespit edildi. Pihtilasma sistem yolagi Cizim 4.6.’da gosterildi.

Cizelge 4.3. IPA ile saptanan en dnemli 5 gen ag1 ve fonksiyonlari

Gen ag1 kodu

Sebep olan hastaliklar ve diizensizlikler

Endokrin sistem bozuklugu, Gastrointestinal hastaliklar, Immiinolojik

1 hastaliklar

2 Kanser, organ yaralanmalar1 ve anormallikler, {ireme sistemi hastaliklar1

3 Hiicre 6liimii ve sag kalimi, hlicresel hareketler, hiicre dongusu

4 Kanser, organ yaralanmalar1 ve anormallikler, timodr morfolojisi

5 Hicre morfolojisi, organ morfolojisi, iskelet ve kas sistemi gelisimi ve

fonksiyonlar1
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Cizim 4.1. Endokrin Sistem Diizensizligi, Gastrointestinal Hastaliklar ve Immiinolojik
Hastaliklar ile Iliskili Genlerin Gen Ag1 (Gen Ag1 Kodu 1)
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Cizim 4.2. Kanser, Organ Yaralanmalar1 ve Anormallikler, Ureme Sistemi Hastaliklariyla
Mliskili Genlerin Gen Ag1 (Gen Ag1 Kodu 2)
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Cizim 4.3. Hiicre Oliimii ve Sag Kalimi, Hiicresel Hareketler, Hiicre Déngustyle Iliskili
Genlerin Gen Ag1 (Gen Ag1 Kodu 3)
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Cizim 4.4. Kanser, Organ Yaralanmalar1 ve Anormallikler, Ttmor Morfolojisiyle iliskili
Genlerin Gen Ag1 (Gen Ag1 Kodu 4)
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Cizim 4.5. Hiicre morfolojisi, Organ morfolojisi, Iskelet ve Kas Sistemi gelisimi ve
fonksiyonlariyla {liskili Genlerin Gen Ag1 (Gen Ag1 Kodu 5)
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Cizelge 4.4. IPA kullanilarak tespit edilen en 6nemli 5 temel yolak

Yolak

p-degeri

Molekiller

Ateroskleroz Sinyali

6,00E-08

1ALOXS5, 1ALOX15B, tAPOA4, |APOD, |CCR2, |
CD36, 1CLU, 1CMAI, {COL10Al, 1 COLIAI,
1COL1A2, 1CXCL8, |CXCL12, 1ILIRN, 1IL36A, 1
IL36RN, tMMP3, 1 MSRI, 1PDGFA, { PDGFC,
1PLA2G10, 1PLA2G16, 1PLA2G2E, |PLA2G4C,
IPLA2RI1, |PLBI, 1PON1, 1SERPINA1, {TNFRSFI12A

Intrinsik Protrombin
Aktivasyon Yolagi

1,94E-07

COL10A1 1, COL1Al 1,COL1A2 1,F5 |,F10 |, F12
1, FGA | , KLK2 | , KLK3 1, KLK7 1, KLKIO 1,
KLK111,KLKI2 1, PROC 1, PROSI 1

Agraniilosit Yapigmasi
ve Diapedezisi

2,07E-07

ACTG2 | , AOC3 | , C5ARI 1, CCL7 1, CCL16 | ,
CCL17 1, CKLF 1, CLDNI 1, CLDN10 1, CLDN12 1,
CLDN16 1, CXCLI1 1 ,CXCL2 1, CXCL3 1, CXCLS8 1,
CXCL12 | , CXCL17 1, FN1 1, HRHI1 1, ILIRN 1,
IL36A 1, IL36RN 1, ITGA2 1, MMP3 1 , MMP7 1 ,
MMP10 1 , MMP11 1, MMP16 1, MMP17 1, MSN 1,
MYHI10 1, MYHI11 | ,PF4 | ,PPBP |, SDC4 1

Pihtilasma Sistemi

1,04E-06

F5|,F10 |,F121,FGA |, PLAU 1, PLAURY, PLG| ,
PROC 1 , PROS1 1 , SERPINAI 1 , SERPINAS | ,
SERPINE! 1, TFPI |

Graniilosit Yapismasi ve
Diapedezisi

1,39E-06

C5ARI 1, CCL7 1, CCL16 |, CCL17 1, CKLF 1,
CLDNI 1, CLDN10 1, CLDN12 1, CLDN16 1, CXCL1
1, CXCL2 1, CXCL3 1, CXCL8 1, CXCLI2 | ,
CXCL17 1, HRHI 1, ILIRAP 1, ILIRN 1, IL36A 1,
IL36RN 1, ITGA2 1, MMP3 1, MMP7 1 , MMPI10 1,
MMPI11 1, MMP16 1, MMP17 1, MSN 1, PF4 | , PPBP
1,SDCI1 1, SDC4 1

1, ekspresyonu artan; |, ekspresyonu azalan
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Cizim 4.6. Pihtilagma Sistemi Yolagi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, ekspresyon farkliligi gosteren genleri tespit etmek icin gen ekspresyon
mikroarray ¢alismasi yapilarak 10 normal tiroid dokusu ile 20 PTK dokusu karsilastirildi.
Ekspresyonu degisen genler arasindan 1554’tiniin ekspresyonu artarken, 912’sinin
ekspresyonu azaldigir gozlemlendi. Ekspresyonu en fazla artan gen KLK11 iken en fazla
azalan gen ARX olarak tespit edildi. PPE aginda saptanan anahtar molekuller: CCND1,
PGR, CEBPA, CDKN1A, SPDEF, PLAU ve MDM2.

KLK (Kallikrein) ailesi, 15 iiyeden olusan serin proteazlarin bir grubudur. KLK’ lar
deri dokiintiileri, sperma sivilagsmasi, bagisiklik sistemi diizenlenmesi ve onkogenez gibi
genis fizyolojik ve patolojik siireglerle iliskilidir. Yumurtalik kanseri de dahil olmak {izere
cesitli kanser tiirlerinde KLK ailesinin bazi iiyelerinin ekspresyon duzensizlikleri tespit
edilmistir. Bu nedenle, ¢esitli kanser tiirlerinde tan1 ve prognoz igin biyobelirte¢ olarak
kullanimlar1 {izerine yogun c¢alismalar yapilmistir (Geng 2017). KLK ekspresyon
degisikligi ile PTK iligkisine yonelik ¢alismalar oldukg¢a azdir. Kim ve arkadaslart 2010
yilinda yaptiklart mikroarray calismasinda KLK7’nin ekspresyonunun PTK dokularinda
normal tiroid dokularina gore 7 kat arttigin1 bulmuslardir (Kim 2010). KLK11’in, insan
beyninde, deri, mide, gogiis, prostat, yumurtalik ve bagirsak dokusunda artan ekspresyonu
saptanmigtir. (Xu 2016). Bazi calismalar KLK11’ in artan ekspresyonun yumurtalik,
gastrik ve akciger tiimorlerinde Kotl prognoz ile iliskili olduguna isaret ederken, bazi
caligmalar ise KLK11 ‘in azalan ekspresyonunun yumurtalik, gastrik ve akciger tiimorleri
olusumuyla baglantili oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle, KLKI11’ in tiimor
dokularindaki biyolojik rolu ¢eliskilidir (Geng 2017). Calismamizda saptanan KLK11” in
artan ekspresyonu bu molekulin PTK tiimor olusumunda etkili oldugunu ve papiller tiroid

kanseri tanis1 i¢in potansiyel belirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir.

ARX geni Wnt/B-katenin sinyalizasyonunu pozitif olarak dizenlemektedir. ARX,
Wnt/B-katenin sinyal yolagini diizenlemek i¢in BCL9 ve P300 ile birlikte ¢alisir (Cho ve
dig. 2017). B-katenin, APC’ nin inhibe ettigi bir onkogendir. Hiicreye boliinme uyarisi
geldiginde APC pB-katenin (zerinden cekilir ve B-katenin boliinmeyi saglar. Inhibe
olmadiginda surekli bolinmeye yol agabilir. B-katenin ekspresyonunun artmasiyla
hepatoselller karsinom, prostat kanseri ve servikal karsinom gibi c¢esitli kanser olgulari

ortaya ¢ikar. Insanda PTK hiicrelerinde yiiksek B-katenin seviyeleri tespit edilmistir ve
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PTK' de tiimor olusumuyla iliskili 6nemli bir molekiil olarak dnerilmistir (Li ve dig, 2016).
Papiller tiroid kanserinde Wnt/B-katenin aktivasyonunun artmasi, timoriin agresif
davranmasina sebep olmaktadir (Michelotti ve dig, 2015). Wnt/B-katenin yolagi insanda
onemli bir onkogenik sinyalizasyon sistemidir ve B-katenin’ in Wnt sinyal yolunda 6nemli
rolii vardir. Papiller tiroid kanser hiicre hatlar1 (izerinde yapilan baska bir ¢alisma, BRAF
yolu ve Wnt/B-katenin sinyali arasindaki olasi etkilesimler oldugunu gostermektedir (Cho
ve dig, 2014). Ayrica ARX, PAX4 geni ile birlikte ¢alisan bir transkripsiyon faktoriidiir.
Daha 6nce yapilan papiller tiroid kanseri ¢alismalarinda PAX4 geninin ekspresyonunun
arttigt ve ARX genini baskiladigi tespit edilmistir. (Brun 2007). Calismamizda, PTK
ornekleri normal doku 6rnekleriyle karsilagtirildiginda ARX geni ekspresyonunda azalma
tespit edildi. PAX4 geni calismamizda ekspresyonu degisen genler arasinda yer
almamaktaydi. ARX geninin ekspresyonunun azalmasinin PAX4 geni disinda metilasyon
mekanizmas1 ve/veya miRNA ekspresyon degisiklikleri araciligiyla meydana geldigi
diistiniilmektedir. Bunun konfirmasyonu i¢in ileri metilasyon ve miRNA ekspresyon
calismalarinin yapilmasi 6nerilmekle birlikte ARX ekspresyon azalmasinin papiller tiroid

kanseri gelisimine B-katenin sinyal yolag tizerinden sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Pihtilagma, yaralanmalarda pihtinin daha hizli tepki vermesini saglayan dinamik ve
kompleks bir slregtir. Pthtinin olusumu ve ¢6ziinmesi arasinda iyi bir denge saglayan
birka¢ mekanizma vardir. Pihtilagma faktorlerinin prokoagiilan aktivitesi arttiginda veya
dogal olarak olusan inhibitorlerin aktivitesi azaldiginda bu denge bozulur (Sanjeev ve dig,
2014). Pihtilasma sisteminin bozulmasi, kanser gelisimi ve metastazinda sikga goriilen bir
durumdur (Lima ve Monteiro 2013, Gil-Bernabe ve dig, 2013). SERPIN’ ler (serin proteaz
inhibitorleri ya da I4 sinifi inhibitdr ailesi) trombin, plazmin ve tPA (doku plazminojen
aktivatdrii)’ y1 inhibe eden diizenleyici mekanizmalardan biridir. Insanlarda SERPIN’ lerin
biiyiik ¢ogunlugunun (36’da 27 kadar) inhibe edici 6zelligi vardir. Serpin ailesine ait
SERPINAL1 iltihabi yanit olusturan bir molekiildiir. SERPINA1 serin proteazlara etki eder
ve papiller tiroid kanserinin yaninda kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri, kicuk hicreli
olmayan akciger kanseri (NSCLC), akciger kanseri, meme kanseri gibi bir¢cok kanser icin
biyolojik belirteg olarak onerilir (Law ve dig, 2006, Chan ve dig, 2015). SERPINA1
molekiliniin daha onceki c¢aligmalarla papiller tiroid kanseri tanisinda kullanilabilecegi
kanitlanmistir. Daha 6nce bu molekiiltn papiller tiroid kanserinde aktif ve asir1 derecede
eksprese oldugu bilinmektedir (Poblete 1996, Arora 2009). SERPINAL, papiller tiroid
kanserlerini benign nodiillerden ya da saglikli dokulardan %99 ayirt edilebildigi ortaya
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atilmistir (Vierlinger 2011). Calismamizda saptanan SERPINA1’in degisen ekspresyonu
literatdr bilgisiyle uyum igindedir.

Siklin D1 (CCND1), hicre dongiisiiniin ilerlemesinde hizlandirict rolii olan ve
onkogenik roli olan bircok benign ve malign neoplazilerinde ekspresyonu artan bir
molekildir. CCND1'in asir1 ekspresyonu ile hiicresel proliferasyon, proliferasyon belirteci,
Ki-67, timor evresi ve agresif biyolojik davranis arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
bildirilmistir (Chen 2011). Daha o6nce malign ve benign neoplazilerinde CCND1
molekiiliiniin ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir. Papiller tiroid kanserinde CCND1’in
artan ekspresyonunun, diizenleyici bir molekiil olan B-katenin ekspresyonu ile iliskili
oldugu bulunmustur (Yin ve dig. 2017). Daha 6nceki ¢alismalarda kotii prognoza bagh
olarak CCND1’de ekspresyon artig1 saptanmistir (Varkondi ve dig. 2005). Calismamizda
CCND2’de, PTK’lerde kontrol grubuna gore ekspresyon artigi tespit edildi. CCNDL1,
papiller tiroid kanserlerinin prognozunun yani sira tanisinda da yardimci olabilecek aday

molekildir.

Progesteron reseptorii olan PGR steroid reseptor ailesinin bir Uyesidir. Bu molekdl
gebeligin olusmasi ve siirdiiriilmesiyle ilgili iireme olaylarinda merkezi bir rol oynayan
progesteronun fizyolojik etkilerine aracilik eder. PGR molekiilii ERa (0strojen reseptor-o)
fonksiyonu ve meme kanseri prognozu icin biyolojik belirte¢ olarak kullanilir. ERa' nin
proliferatif ve antiapoptotik aktivitesi vardir ve bu aktivite tumor boyutu daha blyik olan
papiller tiroid hastalarinda yiiksek bulunmustur. Yapilan bazi ¢alismalarda papiller tiroid
kanserinde ERo' nin ve PR’ nin ekspresyonlart gosterilmektedir (Eldien ve dig. 2017).
Real-time PCR ve immiinohistokimyasal boyama kullanilarak, papiller tiroid kanseri,
nodiiler hiperplaziler ve normal tiroid dokularinda ERa, ERB, PR, ERa36, EGFR ve
HER2’de mRNA ve protein ekspresyonu gozlenmistir. Papiller tiroid kanserinde Erp’ nin
mRNA ve protein ekspresyonu azalirken, ERa ve PR’ nin ekspreyonu arttigr bulunmustur
(Dai ve dig. 2017). Calismamizda, daha 6nce yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgulara
benzer olarak PGR geninin ekspresyonunda artis oldugu gozlemlendi. Elde edilen
bulgulara gére PGR geni, papiller tiroid kanserinde diagnostik ve prognostik biyobelirteg
olarak onerilebilir.

CEBPA (C/EBPa), transkripsiyon faktorii kodlayan bir gendir. Bu genin proteini;
normal doku gelisiminde, hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde ve hiicre

farklilasmasinda islev goriir. Akut miyeloid 16semi (AML) hastalarinin yaklasik % 10'
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unda C/EBPa' da islev eksikligi sonucunda mutasyonlar meydana gelmis ve bu molekilin
timor baskilayici bir rolii oldugunu diisiindiirmiistiir. Karaciger, meme ve akciger kanseri
gibi bircok neoplazide C/EBPa’ da ekspresyon diizensizligi goriilmiistiir (Lourengo ve dig.
2017). Calismamizda C/EBPa inaktivasyonu yerine C/EBPa aktivasyonu saptandi. Akut
lenfoblastik 16semide oncil B hucresini aktive eden C/EBPa' nin onkogenik rolii oldugu
one siirtilmiistiir (Chapiro ve dig 2006). Calismamiza gore, C/EBPa’nin onkogenik roliyle

papiller tiroid kanseri gelisimine katki sagladig diistiniilmektedir.

CDKNIA (p21), bir siklin bagimli kinaz inhibitoriidiir ve DNA hasarindan sonra
p53'e bagimli hiicre dongiisii tutulmasinda arabulucu role sahiptir. p21, hiicre ¢gogalmasini
durdurdugu i¢in tiimor baskilayict bir gendir. Bunun yaninda p21, onkogen gibi davranarak
prokanser ve antiapoptotik faaliyetler gosterir (Gartel 2006). Daha once yapilan
calismalarda, papiller tiroid kanseri érneklemlerinde, siklin D1, p53 ve p21 ekspresyonlari
immunhistokimyasal yontem kullanilarak incelenmis ve siklin D1’in asir1 ekspresyonu ve
timor orneklerinin %50 sinde p21 tretimi bulunmustur. p21 siklin bagimli kinaz
inhibitoraddr. Bu nedenle, p21’in inhibe edici rolii yerine diizenleyici bir rolii vardir
(Varkondi ve dig. 2005). Bu ¢alismada, PTK grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
CCNDI1 ve p21 molekiillerinin ekspresyonlarinin azaldigir bulundu. Tiim bulgulara gore,

p21, PTK’ de onkogenik role sahip CCND1’i diizenleyerek patogenezde rol oynayabilir.

Prostat epiteline 6zgii Ets transkripsiyon faktorii, SPDEF (ayn1 zamanda PDEF veya
PSE olarak da adlandirilir), prostatta gen ekspresyonunu ve akcigerdeki goblet hiicre
hiperplazisini diizenler (Noah ve dig. 2010). SPDEF, meme epitel hiicrelerinin yayilmasini
ve go¢ etmesini saglar (Chin ve dig, 2011). SPDEF molekilintn aktif hale gegmesiyle
hicre gocii ve yayilmasi engellenir. SPDEF ekspresyonunun azalmasiyla ise tumor
hicrelerinin gogl, yayilmasi ve metastazi artar (Tamura ve dig. 2016). SPDEF” in, prostat
kanserinde metastazi baskilayan gen olarak gorev yaptigi ve ekspresyonunun tiimor
saldirganlig1 ve hasta prognozu ile ters iliskisi oldugu bulunmustur (Osisami ve Keller
2013). Bu molekiliin, pozitif ostrojen reseptorii (ER+) meme kanser riskinde ve kanser
stirecinde kritik bir rolii vardir. Daha 6nce SPDEF’ in yiiksek ekspresyonu beyin, meme,
prostat, akciger ve yumurtalik tiimoérlerinde tespit edilmistir. SPDEF’ in timorlerle olan
iliskisi, diger molekiillerin kanser olgulariyla olan iliskilerinden daha iyidir (Ghadersohi ve
dig. 2004). Literatirde SPDEF geninin papiller tiroid kanseriyle olan iliskisine dair bir
bulguya rastlanilmadi. Fakat ¢alismamizda, SPDEF geninde artan ekspresyon tespit edildi.

Kanser hiicrelerindeki SPDEF' in fonksiyonlarina gore, SPDEF' in hastalarin metastatik
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durumlarimi degerlendirmek igin papiller tiroid kanserinde prognostik bir faktor olarak
kullanilabilecegi onerilebilir ve daha fazla papiller tiroid kanseri ¢aligmalari yapilarak bu

bulgu desteklenebilir.

p53 geni, DNA onarimi, metabolizma, hiicre dénglsunin durmasi, apoptoz ve
yaslanmada kritik bir rol oynayan bir timor baskilayic1 gendir. Insan kanserlerinde p53
geninin % 50' si mutasyona ugrarken, diger %50’ si Murine Double Minute 2' nin (MDM2)
artan ekspresyonu ile inhibe edilir. MDM2, kanserde hem p53°e bagimli hem de bagimsiz
bir tutum sergiler. MDM2, ubikitinasyon ve proteazomal bozunum igin p53'i hedef alir.
p53°ten bagimsiz MDM2’ nin artan ekspresyonu, damar olusumunu, tiimor doniistimiindi,
yayilimini ve metastazini destekler. Papiller tiroid kanserinin yaninda kolorektal, 6zofagus,
meme, kolon kanseri, melanom ve retinoblastoma kanseri gibi bircok kanserde de MDM?2
geninde artan ekspresyon gozlenmistir (Urso ve dig. 2016, Horie ve dig. 2001). Bu
calismada saptanan MDMZ2'nin artan ekspresyonu MDM2'nin PTK patogenezinde rol
oynayabilecegini ve bu sayede tani ve tedaviyi kolaylastiran bir hedef olabilecegini

distindiirmektedir.

PLAU (Plazminojen aktivatoru, Grokinaz), bir serin proteaz ailesi olan Urokinaz
plazminojen aktivatori (UPA) sisteminin bir tyesidir (Tang ve Han 2013). uPA sisteminin
iltihabi durumlarda, embriyogenezde, tiimor yayiliminda, metastazda, hiicre dig1 matriks
bozunmasini etkileyerek tiimor olusumunda, gizli biiyiime faktorlerinin aktivasyonunda,
malign timor olusumu ve tiimorli dokularda damar olusumunda 6nemli rolii vardir (Tang
ve Han 2013, Ulisse ve dig. 2012). Bu sistem Urokinaz plazminogen aktivatori (uPA)’
nden, plazminogen aktivator inhibitorleri (PAI) i¢in glikolipid baglantili hiicre membrani
reseptoriinden olusur. Pek ¢ok insan kanserleri ve tiroid maligniteleri normal dokularla
karsilagtirildiginda uPA ya da uPAR molekilinde artan ekspresyon gozlenmistir. uPA ve
UPAR’ 1 ekspresyonunun artmasi, lenf nodu metastazi ve ileri tiimor evresi ile iliskili
oldugu bilinmektedir (Ulisse ve dig. 2012). Calismamizda PLAU’ nun ekspresyonunun
PTK grubunda artmis oldugu saptandi. Bu bulgudan yola g¢ikarak PLAU’ nun PTK

timorogenezinde rol oynayan bir biyobelirteg oldugu one siiriilebilir.
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Sonug olarak, calismamizdaki papiller tiroid kanserinde ekspresyon degisikligi
gosteren 2466 gen arasindan KLK11, ARX, SERPINA1l, CCND1, PGR, CEBPA,
CDKNI1A, SPDEF, PLAU ve MDM2 genleri PTK tanisinda molekiler belirteg olarak
kullanilabilir. Bu aday genlerin ekspresyonlarinin daha biiyiik PTK popiilasyonlar1 ve PTK

hiicre hatlarinda c¢alisilmasi 6nerilmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamiz toplamda 20 PTK ve 10 normal tiroid dokusu ile gergeklestirilmistir.
Molekiiler analizler ¢ercevesinde molekiiler tanida onemli bir teknoloji olan gen
ekspresyon mikroarray yontemi kullanilarak tUmorlic dokularin normal dokulara gore

ekspresyon diizeyleri karsilastirildi.

IPA ile tanimlanan en onemli gen aglarina gore CCND1, PGR, CEBPA, CDKNI1A,
SPDEF, PLAU ve MDM2 genleri anahtar molekiil olarak saptandi. IPA analizlerinde
ekspresyonu en ¢ok artan gen KLK11 iken, ekspresyonu en ¢ok azalan gen ARX olarak
tespit edildi.

Sonug olarak, calismamizdaki papiller tiroid kanserinde ekspresyon degisikligi
gosteren 2466 gen arasindan SERPINA1, CCNDI1, PGR, CEBPA, CDKNIA, SPDEF,
PLAU ve MDM2 genleri PTK tanist ve prognozunda molekiler belirtec olarak
kullanilabilir. Bu aday genlerin ekspresyonlarinin daha biiyiik PTK popiilasyonlar1 ve PTK
hiicre hatlarinda g¢alisilmasi onerilmektedir. Boylece papiller tiroid kanserinin molekdler

temeli daha da aydinlanacak ve gelecekte yeni tedavi stratejilerine olanak taniyacaktir.
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