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ÖZET 

İYİ HUYLU TİROİD NODÜLLERİ VE PAPİLLER TİROİD 

KARSİNOMLARIN MOLEKÜLER AYIRICI TANISI 

Yusuf Ziya ĠĞCĠ 

Doktora Tezi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanları: Prof Dr Ahmet ARSLAN, Prof. Dr. Ersin AKARSU 

Temmuz 2010, 98 sayfa 

Somatik ya da germinal mutasyonlar sonucu ortaya çıkabilen papiller tiroid karsinom 

(PTK) tiroid kanserleri içerisinde yaklaĢık %80 oranında sıklıkla en çok rastlanan tiroid 

kanser tipidir. Ġyi ve kötü huylu tiroid lezyonlarının ayrımında en etkili yöntem ince 

iğne aspirasyon biyopsisi (ĠĠAB) yöntemidir. ĠĠAB ile tanı sonucunda belirsiz veya 

Ģüpheli sonuç oranı yaklaĢık %30’u bulabilmektedir. ĠĠAB sonucu belirsiz olan ve 

dolayısıyla cerrahi operasyon yapılan dokuların daha sonra yapılan incelemelerinde 

ancak %30’a varabilen kısmı kötü huylu çıkmakta ve geri kalanında yapılan cerrahi 

müdahale ise gereksiz yere gerçekleĢtirilmiĢ olmaktadır. Bu nedenle tiroid kanser 

araĢtırmalarında en önemli hedeflerden biri de özellikle ĠĠAB’nin yetersiz kaldığı 

durumlarda tanıda yardımcı belirteçlerin tespiti olmuĢtur. Bu zamana kadar genetik ve 

immunohistokimyasal belirteçler ile çeĢitli epigenetik faktörlerin tiroid kanser tanısında 

kullanımıyla ilgili birçok çalıĢma yapılmıĢ olmasına rağmen tam güvenilir ve kabul 

görmüĢ herhangi bir belirteç tespit edilememiĢtir. Bu çalıĢmada PTK’yı iyi huylu 

nodüllerden ayıran gen ifadesi seviyesinde moleküler belirteçler araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda DD-PCR yöntemi kullanılarak PTK’nın alt tiplerinden ikisi; foliküler alt 

tip (PTK-F) ve klasik alt tip (PTK-K) ile iyi huylu tiroid nodülleri arasındaki gen ifade 

farklılıkları ortaya konmuĢtur. Buna göre, toplam sayısı 42 olan çalıĢılan doku 

örneklerin dağılımı 15 adet iyi huylu tiroid nodülü, 14 adet PTK-F ve 13 bireye ait 

PTK-K Ģeklindedir. Bu çalıĢma sonucunda 21 adet genin ifadesindeki değiĢimler 

kullanılarak kanserli doku ile iyi huylu nodülün; PTK-K içeren doku ile nodül veya 

PTK-F dokularının birbirinden ayrılabileceği görülmüĢtür. Bu bulgulardan yola 

çıkılarak tiroid kanser tanısında yeni belirteçlerin geliĢtirilebileceği gibi aynı zamanda 

tiroid kanser biyolojisinin de daha iyi anlaĢılabileceği düĢünülmektedir. 

Anahtar kelimeler: belirteç, DD-PCR, ince iğne aspirasyon biyopsisi, gen ifadesi, 

papiller tiroid karsinom  ………………………………………...………………………                                                                
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ABSTRACT 

MOLECULAR DISCRIMINATIVE DIAGNOSIS OF BENIGN THYROID 

NODULES AND MALIGN THYROID CARCINOMAS 

Yusuf Ziya ĠĞCĠ 

Doctoral thesis, Department of Medical Biology 

Supervisors: Prof Dr Ahmet ARSLAN, Prof. Dr. Ersin AKARSU 

July 2010, 98 pages 

Papillary thyroid carcinoma (PTC), which emerges as a result of somatic or germinal 

mutations, is the most common thyroid cancer type with an approximate frequency of 

eighty percent. Fine needle aspiration biopsy (FNA) is the most effective method in 

discriminating benign from malignant lesions. Up to 30% of FNA results are 

indeterminate or suspicious. These patients with suspicious or indeterminate results 

usually undergo surgery. According to the post-operational histopathological analysis, 

up to 30% of them carry a diagnosis of cancer which ultimately makes many of these 

operations unnecessary. For this reason, one of the greatest challenges in thyroid cancer 

research is to develop an adjunct to FNA to clarify the indeterminate lesions as benign 

or malignant. As for now, none of the potential immunohistochemical and genetic 

biomarkers or epigenetic mechanisms was proven to be totally succeeded in 

discrimination of these lesions. In this study potential biomarkers of PTC in gene 

expression level were investigated using DD-PCR method in 3 groups of totally 42 

persons. Tissue distributions of the samples were 15 benign thyroid nodules, 14 

follicular variant of PTC (FVPTC), and 13 classic variant of PTC (CVPTC). As a result 

of the study, using 21 genes’ expression levels it was proven to be discriminated benign 

nodules and PTC lesions including its 2 subtypes (FVPTC or CVPTC). It is suggested 

that using the data obtained, not only new biomarkers can be developed in thyroid 

cancer diagnosis but also a chance of better understanding of thyroid cancer biology 

will be possible. 

Key words: DD-PCR, fine-needle aspiration biopsy, gene expression, marker, papillary 

thyroid carcinoma 
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1 GİRİŞ ve AMAÇ 

Kanser birçok ülkede en önemli toplumsal sağlık problemlerinden biridir. Örneğin, 

ABD’de her dört ölümden biri kanser kaynaklıdır (1). Dünya genelinde olduğu gibi 

ülkemizde de kanser vakaları her geçen gün artıĢ göstermektedir (2).  

En sık görülen endokrin neoplazisi olan tiroid kanseri bütün kanserler içerisinde %1 ile 

%2.5 arası bir oranla yer almaktadır (1,3). Dünya çapında her yıl yaklaĢık 122000 adet 

yeni tiroid kanseri vakası bildirilmektedir (4,5). Amerikan Kanser Derneği verilerine 

göre 2003 yılında tespit edilen tiroid kanser sıklığı 1/10000’dir (3). Muhtemelen küçük 

tümörlerin tespitinde elde edilen geliĢmelerin de etkisiyle, ABD’de 10 yıllık dönem 

içerisinde tespit edilen tiroid kanser vakası iki katına çıkmıĢtır (6). Ülkemizde Sağlık 

Bakanlığı’nın 2004-2006 yılları arası dönemi kapsayan çalıĢmasına göre, tüm kanser 

vakaları içerisinde tiroid kanserinin yüzdesi erkeklerde %1; kadınlarda ise %6.3 olarak 

bulunmuĢtur (2).  

Tiroid kanserine bağlı olarak gerçekleĢen ölüm oranları diğer birçok kansere kıyasla 

düĢüktür (3). ABD’de 2008 yılı içerisinde tespit edilen 37340 tiroid kanseri vakasından 

1590 adedi ölümle sonuçlanmıĢtır (1). Bu verilere göre, tüm kanserlerden kaynaklı 

ölümler içerisinde tiroid kanserinin oranı yalnızca %0.28’dir (1). Ölüm oranının düĢük 

seyretmesinin nedeni olarak, kötü huylu lezyonlarda neoplazinin çok yavaĢ büyümesi ve 

yeterli tedavi gören hastalardaki tedavi cevabının yüksek olması gösterilebilir (7). 

Örneğin, tiroid kanserlerinden en sık görülen tipi olan papiller tiroid karsinomun (PTK) 

tedavi sonrası 40 yıllık süre içerisinde sağ kalım oranı %84 olarak bildirilmiĢtir (8). Bu 

oran foliküler tiroid kanserlerinde %94’tür (9). Tedavi cevabının en düĢük olduğu, 

dolayısı ile ölüm oranının en yüksek olduğu tiroid kanserleri anaplastik tiroid 

kanserleridir (9). 

Genel nüfusa oranlandığında klinikte tespit edilen tiroid nodül sıklığı %4.2’dir (7,10). 

Fakat otopside tespit edilen nodül sıklıkları daha yüksek olup, tespit yüzdeleri %8 ile 
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%65 arasında değiĢmektedir (7,10). Tiroid nodülleri kadın hastalarda, ileri yaĢlarda ve 

radyasyona maruz kalanlarda daha sık görülmektedir (7,10).  

Tiroid bezinde iyi sınırlı, iyi huylu adenomlardan çok saldırgan seyreden anaplastik 

karsinomlara kadar değiĢen özellikte çeĢitli tümörler geliĢir (11). Tiroid nodülleri olan 

hastalarda klinik açıdan önemli olan, tümör bulunma olasılığıdır (11).  

Kanser Ģüphesi ile gelen olguya tanı amaçlı ilk müdahale fizik muayene ile yapılmakta; 

yaĢ, cinsiyet, radyasyona maruz kalma, nodül büyüklüğü, aile hikayesi, dokuda 

hassasiyet vb. klinik veriler tiroid fonksiyon testleri, sintigrafi, ultrasonografi, biyopsi 

vb. çeĢitli laboratuar yöntemleri ile desteklenmektedir (7). Anaplastik tiroid kanseri 

haricinde foliküler kökenli tiroid kanserlerinin çoğunda prognoz oldukça iyi olmasına 

karĢın, hasta için en uygun tedavi yöntemi tiroidektomiden, profilaktik veya tedavi 

amaçlı lenf düğümü çıkarılmasına veya rutin dozda radyoaktif iyot tedavisine kadar 

değiĢkenlik göstermektedir (9,12). 

Günümüzde tiroid nodüllerinin tanısında kullanılan en etkili yöntem ince iğne 

aspirasyon biyopsisi (ĠĠAB) olarak kabul edilmektedir (13). ĠĠAB, 1970’li yıllardan 

bugüne dek tiroid nodül tanısında kullanılmaktadır ve cerrahi operasyon sayısının en az 

%25 oranında düĢmesine ve tiroid kanseri tanısında iki kat artıĢa neden olmuĢtur 

(10,12). Ancak ĠĠAB’nin tanıda yetersiz kaldığı durumlar da mevcuttur (13). Yapılan 

ĠĠAB testlerinin sonucunda tiroid nodüllerinin %60-80’i iyi huylu, %4-10’u kötü huylu 

ve %10-20’si belirsiz olarak bulunmaktadır (10,12). Ayrıca, ĠĠAB sonuçlarının 

değerlendirilmesinde %10’a varabilen oranlarda kiĢiden kiĢiye farklılıklar da 

bildirilmiĢtir (10,12). Bu hata payı ile beraber düĢünüldüğünde ĠĠAB’den elde edilen 

belirsiz sonuç oranı yaklaĢık %30’u bulmaktadır (12). Lezyonun belirsiz olarak tespit 

edildiği grup, kanser tanısı koyabilmek için Ģartları sağlayamayan hücresel atipi, Ģüpheli 

lezyonlar ve foliküler lezyonları içermektedir (10).  

Belirsiz veya Ģüpheli lezyonlar için uygulanan iĢlem cerrahi operasyon yapılmasıdır 

(10). ĠĠAB testi sonucunun belirsiz veya Ģüpheli çıkması nedeni ile tiroidektomi yapılan 

lezyonların histopatolojik incelemesi neticesince sadece %4 ile %30 arası bir kısmı kötü 
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huylu çıkmakta ve yapılan cerrahi operasyonu büyük ölçüde gereksiz kılmaktadır (10). 

Bu nedenle, tiroid kanser araĢtırmalarında en önemli hedeflerden biri de özellikle 

ĠĠAB’nin yetersiz kaldığı durumlarda tanıda yardımcı bir metot geliĢtirilmesidir (10). 

Diğer yandan, tümör olduğu bilinen olgulardaki tümör saldırganlığının derecesinin 

tespitinde kullanılmak üzere belirteç araĢtırmaları da devam etmektedir (12,14). Bu 

durumda daha güvenli bir Ģekilde tanı konarak gereksiz cerrahi operasyonların sayısı 

azaltılabileceği gibi tümör saldırganlığı konusunda da bilgi sahibi olunabilecektir 

(10,14). Fakat hâlihazırda bu anlamda tam güvenilir ve kabul görmüĢ herhangi bir 

belirteç bulunmamaktadır (10). 

ĠĠAB bulgularını destekleyecek veya daha iyimser bir ifadeyle, tiroid kanseri tespitinde 

tek baĢına kullanılacak belirteç veya panel(ler)’in geliĢtirilmesine yönelik çalıĢmalar 

birçok grup tarafından devam ettirilmektedir (10,13,15,16). Tiroid kanser tanısı alanında 

yapılan çalıĢmaların ilk yıllarında tek bir belirteç kullanarak ayrım yapılabileceği 

konusunda ümitlendirici veriler elde edilmesine karĢın, takip eden çalıĢmalarda tek bir 

belirtecin hassasiyet ve seçicilik konusunda yeterli olmadığı görülmüĢtür (10). Mevcut 

veriler ıĢığında, birden fazla belirtecin kullanılmasıyla oluĢturulmuĢ panel(ler)in daha 

güvenilir olabileceği düĢünülmektedir (10,17).  

Tiroid kanser belirteçlerine yönelik çalıĢmalarda immünositokimya, mikrodizin analizi, 

RT-PCR, enzime bağlı immünosorbent analizi, DD-PCR, Genefishing gibi birçok 

teknik kullanılmaktadır (10,15,18). Diğer yandan, daha önceki çalıĢmalarda elde edilmiĢ 

transkriptom ve proteinler arası etkileĢim verilerinin bilgisayar ortamında 

değerlendirilmesi sureti ile biyoinformatik alanında da meta-analiz çalıĢmaları devam 

etmektedir (15,19). Son zamanlarda iyice yaygınlaĢmıĢ olan mikrodizin teknolojisinin 

aynı anda neredeyse transkriptomun tamamının karĢılaĢtırmalı olarak incelenmesine 

imkân tanıması nedeni ile tiroid kanser çalıĢmalarında bu teknoloji çokça 

kullanılmaktadır (15,16). Tiroid kanser araĢtırmalarında son yıllarda ilgili yayın 

sayısının artıĢ gösterdiği diğer bir araĢtırma alanı da mikro RNA (miRNA) 

çalıĢmalarıdır. miRNA moleküllerinin metastaz, hücre yayılımı, hücre döngüsü ve 

apoptoz ile ilgili olduğu yönünde veriler her geçen gün artmakta; dolayısıyla kanser 

tanısı, prognozu ve tedavisi alanındaki araĢtırmaların bir kısmı bu alanda artarak devam 
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etmektedir (10). Mikro RNA’ya ek olarak CpG adacıklarının hipermetilasyonu, histon 

düzenlemeleri gibi bazı epigenetik düzenlemelerin de tiroid kanseri ile iliĢkisi 

gösterilmiĢtir (14).  

PTK, tiroid kanserleri içerisinde yaklaĢık %80 oranıyla en sık rastlanan türdür (8). 

Diğer karsinomlardan foliküler tiroid karsinom (FTK) %10-20; medüller tiroid 

karsinom (MTK) %5 ve anaplastik tiroid karsinom (ATK) ise %5’ten az sıklıkla 

görülmektedir (11,20).  

Bu çalıĢmada tiroid kanserleri içinde baskın olarak yer alan PTK’yı tiroid nodüllerden 

ayıran gen ifadesi seviyesinde moleküler belirteçler araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmamızda 

Differential Display-PCR (DD-PCR) yöntemi kullanılarak PTK’nın alt tiplerinden ikisi; 

foliküler alt tip (PTK-F) ve klasik alt tip (PTK-K) ile iyi huylu olduğu patolojik analiz 

sonucu kesinleĢmiĢ tiroid nodülleri arasındaki gen ifade farklılıkları ortaya konmuĢtur.  

Bu çalıĢmadan elde edilen bulgularla, hem tiroid kanser olgularına özel belirteçler 

geliĢtirilebileceği hem de tiroid kanser biyolojisinin daha iyi anlaĢılabileceği 

düĢünülmektedir.  
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2 GENEL BİLGİLER 

2.1 Tiroid Bezi 

Tiroid bezi yaklaĢık 20 g. olan ağırlığı ile insan vücudundaki iç salgı bezi iĢlevi yürüten 

en büyük organdır (20). Bununla beraber tiroid bezinin büyüme potansiyeli oldukça 

fazladır. Bazı guatrlar birkaç bin gram ağırlığa kadar bile ulaĢabilmektedir (20,21). 

Tiroid bezi T4 hormonu (3,5,3’,5’-L-tetraiyodotreonin) ve T3 (3,5,3’-L-triiyodotreonin) 

hormonlarını salgılamaktır. Tiroid hormonları büyüme ve geliĢim, ısı ve enerji üretimi 

gibi birçok yaĢamsal iĢlevin düzenlenmesinde yer aldıkları gibi kalp, karaciğer, iskelet 

kası, böbrek ve deride de dokuya özel etkileri bulunmaktadır (ġekil 2.1) (21). Ayrıca 

tiroid bezince yer alan parafoliküler hücreler kalsiyum metabolizmasının 

düzenlenmesinde önemli olan kalsitonin hormonu salgılamaktadırlar (21). 

 

Şekil 2.1. Tiroid hormon sistemine genel bir bakış. Tiroid hormonları T3 ve T4, metabolizmanın 

artmasında ve gelişmede etkilidir (21, 22). 
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Tiroid hormonları etkilerini iki genel mekanizma yolu ile; (I) T3 hormonunun nükleer 

alıcıları ile etkileĢimleri yoluyla gen ifadesi düzenlenmesiyle, (II) T3 ve T4 

hormonlarının belli enzimlerle (kalsiyum ATPaz, adenilat siklaz, monomerik piruvat 

kinaz vb.) genomik olmayan etkileĢimleri sonucu göstermektedirler (21). 

Tiroid hormonları %59-65 arası bir oranda iyot elementi içerirler (21). Tiroid 

hormonları glikoprotein yapıdaki tiroglobulin (Tg) molekülünün tirozin amino asidi 

kalıntılarındaki fenolik halkasal yapıların iyotlanması ile sentezlenmektedirler (ġekil 

2.2) (21).  

 

Şekil 2.2. Tiroid hormonlarının salınımı. Lümene doğru girinti yapmış mikrovillus yapılar Tg 

endositozunda görev almaktadırlar. MIT: monoiyodo tirozin, DIT: dioyodo tirozin (21). 

T3 ve T4 hormonlarının sentezlenmesi 6 ana adımı içermektedir: (I) I
-
 iyonlarının aktif 

taĢıma yolu ile tiroid hücrelerine taĢınması; (II) iyotun yükseltgenmesi, Tg’de yer alan 

tirozil kalıntılarının iyotlanması; (III) iyodotirozin moleküllerinin T3 ve T4 oluĢturmak 

üzere Tg ile eĢlemesi; (IV) Tg’nin iyodotreonin ve iyodotirozin oluĢturmak üzere 

proteolizi; (V) tiroid hücrelerinde iyodotirozinlerden iyot uzaklaĢtırılması ve serbest 



 

9 

 

kalan iyodun muhafazası ve tekrar kullanımı; (VI) T3 ve T4’ten bazı özel durumlarda 

intratiroidal 5’ iyot uzaklaĢtırılması (ġekil 2.2) (20,21). 

Tiroid bezi trakea’nın ventral taraflarında yer alan, Ģekil olarak ise kelebeğin kanatlarına 

benzeyen iki lobdan oluĢmaktadır (20,21). Her bir lobun boyu yaklaĢık 4 cm. kalınlığı 

ise 2 cm.dir. Loblar birbirine istmus adı verilen ince bir tabaka bağ dokusu ile bağlıdır 

(ġekil 2.3) (21,23).  

 

Şekil 2.3. Tiroid bezinin anatomik yerleşimi. Kelebek benzeri bir yapı oluşturan tiroid bezinde sağ 

ve sol loblar istmus adı verilen bölge ile birbirine bağlanmaktadır (22). 

Tiroid bezine doğru eksternal karotis ve subklavian arterlerden yüksek miktarda kan 

akıĢı olmaktadır (21,23). Tiroid bezi ünite baĢı gram olarak böbreklerden daha fazla 

kanlanmaktadır; hipertiroidi olduğu durumlarda kan akıĢı steteskopla duyulabilecek 

kadar (5mL/g/dak) artabilmektedir (21,23). 

Tiroid bezinin iĢlevsel birimi, birbirine zengin kapiller damar ağı ile bağlanmıĢ foliküler 

hücrelerdir (20). Tiroid dokusunun çok büyük bir kısmını protein içeriği zengin kolloid 

bir yapı teĢkil etmektedir (20).  

Doku kültürü çalıĢmaları ile her bir folikül hücresinin farklı birer klon oluĢturabilme 

potansiyeline sahip olduğu gösterilmiĢtir (21). Bu hücreler TSH ile uyarıldıklarında 
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yuvarlak olan yapılarını kaybedip uzun bir yapı kazanmakta istirahat anında ise eski 

Ģekillerine dönmektedirler (21).  

Folikül hücrelerinden folikül lümeninden dıĢarı salınmak üzere Tg sentezlenmektedir. 

T3 ve T4 hormonlarının sentezi, hücre-kolloid kesiĢim noktasında folikül hücrelerinden 

sentezlenen Tg kullanılarak gerçekleĢtirilmektedir (21). Folikül hücrelerinin 

yüzeylerinde bol miktarda yer alan lümene doğru yönelmiĢ mikrovilluslar Tg’yi 

endositoz yolu ile alarak tiroid hormonlarının salınmasında rol almaktadırlar (ġekil 2.2) 

(21).  

Kolloidin çapı değiĢkenlik göstermekle beraber ortalama olarak 200µm uzunluktadır 

(20). Kolloidin etrafında kümelenmiĢ olan foliküler hücreler apikal olarak kolloide 

bazal olarak ise kan damarlarına yönlenmiĢlerdir (Resim 2.1) (23). 

 

Resim 2.1. Tiroid dokusunun hematoksilen ve eozin ile boyanmış görüntüsü. 1- Tiroid folikülü. 2- 

İçi kolloid ile dolu tiroid folikülü. 3- Kan damarı 4- Foliküller arası kümelenmiş parafoliküler 

hücreler (24). 
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2.2 Tiroid neoplazileri 

Tiroid tümörleri en sık rastlanan endokrin neoplazisidir (20). Genellikle tiroidde 

palpasyon ile teĢhis edilebilir büyüklükle anterior boyun nodülleri Ģeklinde ortaya 

çıkarlar (20). Bu nodüllerin çoğu hiperplastik (kolloid) özelliktedir (20). Geri kalan 

yaklaĢık %5 ile %20 arasındaki nodüller klinik açıdan önem taĢıyan gerçek 

neoplazilerdir (20).  

Tiroid tümörlerinin çoğu tek nodül olarak ortaya çıkar (11). Tiroid neoplazileri iyi huylu 

nodüller ve adenomlar, foliküler hücre kökenli (farklılaĢmıĢ veya farklılaĢmamıĢ) kötü 

huylu tümörler, parafoliküler C hücresi kökenli medüler tiroid karsinom ve nadir olarak 

diğer Ģekilleri ile ortaya çıkabilirler (Tablo 2.1) (11,12,20,21). 

Tablo 2.1. Tiroid neoplazilerinin WHO ve AFIP ölçütlerine göre sınıflandırılması (20).  

Primer epitel tümörler Primer epitel olmayan tümörler 

Foliküler Hücre kökenliler 

Ġyi huylu:  

Foliküler adenom 

Kötü huylu:  

Karsinom 

FarklılaĢmıĢ 

Papiller karsinom 

Foliküler karsinom 

Az farklılaĢmıĢ 

Ġnsülar karsinom 

Diğerleri 

FarklılaĢmamıĢ (anaplastik) 

Kötü huylu lemfomalar 

 

Sarkomalar 

 

Diğerleri 

 

İkincil tümörler 

C Hücre kökenliler 

Medüller karsinom 

Hem foliküler hem de C hücre kökenliler 

Medüler-foliküler karsinom karıĢımı 

Tiroid nodülleri özellikle kadınlarda erkeklere oranla 4 kat yaygındır (21). Genç 

çocuklarda rastlanma sıklığı %1’den az; 11-18 yaĢ arası %1.5 ve 60 yaĢ üzeri insanlarda 

rastlanma sıklığı yaklaĢık %5’dir (21). Tiroid nodüllerinin tersi olarak, tiroid tümörleri 

oldukça nadirdir (21). Tiroid tümörleri bütün kanserler içerisinde %1 ile %2.5 arası bir 

oranla yer almaktadır (1,3). Dünyada en yüksek görülme oranları olan bölgeler endemik 

guatrın görüldüğü bölgelerdir (25). 
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Kötü huylu olduğundan Ģüphelenilen nodüllerde tam bir aile hikâyesi ve dikkatli bir 

fizik muayene laboratuar testleri, görüntüleme iĢlemleri ve en önemlisi ĠĠAB ile 

desteklenmelidir (20). Bu yaklaĢım doğru bir Ģekilde uygulandığında büyük oranda 

hasta için uygun tedavi uygulanabilmektedir (20). 

2.2.1 Foliküler Adenom  

Foliküler adenomlar (FA) foliküler hücre farklılaĢmasının neticesinde oluĢmuĢ etrafında 

kapsül bulunduran iyi huylu tümörlerdir (17). Tiroid tümörleri içerisinde en sık görülen 

neoplazi türüdür (20). Yapılan otopsilerin % 4 ile %20’si arası bir kısmında foliküler 

adenoma rastlanılmaktadır (20).  

Genellikle tek bir tümör Ģeklinde ortaya çıkan foliküler adenomlarda sınırları oldukça 

belli, etrafındaki parenkim doku ile oldukça keskin bir Ģekilde ayrılabilir fibröz yapıda 

bir kapsül bulunmaktadır (Resim 2.2) (20).  

 

Resim 2.2. Yaklaşık 1.5 cm çapında bir foliküler adenom. Tümörün etrafını çevreleyen fibröz yapı 

çok net bir şekilde görülmektedir (26).  
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Çap olarak 1-3 cm. uzunlukta bulunan foliküler adenomların kanama, ödem, fibröz, 

kalsifikasyon, osifikasyon ve sistik dejenerasyon gibi bozucu etkileri görülmektedir 

(20). 

2.2.2 Papiller tiroid karsinom  

PTK, histolojik olarak foliküler hücre farklılaĢması gösteren, özgün olarak papilla ve bir 

dizi nükleer değiĢim geçirmiĢ kötü huylu epitel tümörü olarak tanımlanmıĢtır (20). 

PTK ve FTK histolojik olarak farklılaĢmıĢ karsinomlardır (3). Papiller tiroid karsinom 

tiroid kanserlerinin en sık rastlanılanı olarak ABD’de görülen tüm tiroid kanserlerinin 

yaklaĢık %80’ini teĢkil etmektedir (15). Birçok tiroid tümörü sonradan somatik 

mutasyonlar sonucu ortaya çıksa da kalıtımsal tiroid karsinom da germinal mutasyonlar 

sonucu ortaya çıkmaktadır (3). 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) sınıflandırmasına göre 1 cm çapın altında kalan PTK’lar 

papiller tiroid mikrokarsinom (PTM) olarak adlandırılmaktadır. PTM’ler PTK’lara 

nazaran çok daha fazla görülmektedirler (20). PTM’lerin otopsilerde görülme sıklıkları 

%4 ile %36 arasında değiĢmektedir (20). 

PTK hücreleri tanısal açıdan öneme sahip farklılıkta çekirdek yapısına (normalden 

büyük olma, hatlarda kayma, nükleer sınırlarda düzensizlik, girintiler ve yalancı 

inklüzyonlar vb.) sahiptirler (27). Cerrahi operasyon öncesi PTK’nın tanımlanması 

ĠĠAB örneğinde görülen hücrelerin özgün yapılarına bakılarak yapılmaktadır (20). 

Ayrıca PTK dokularının %40’ında psammoma cisimleri adı verilen kalsiyum içerikli 

yapılar bulunmakta ve bunlar PTK’nın ayırıcı tanısında kullanılmaktadır (Resim 2.3.B) 

(21). 
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Resim 2.3. A) Papiller tiroid karsinom dokusu. Resmin sol tarafında baskın olarak papiller yapılar 

görülebilmektedir. B) Bazı PTK dokularında rastlanabilen psammoma cismi (28,29).  

PTK hücrelerinde özgün olarak papiller yapılara sıkça rastlanılmaktadır fakat bu 

papiller yapılar benzer nükleer özelliklere sahip neoplastik foliküller ile karıĢmıĢ 

haldedirler (Resim 2.3.A) (20). Eğer neoplastik foliküller tipik PTK hücrelerine benzer 

nükleer özelliğe sahip ve papiller yapıya göre daha baskın iseler; tümör papiller tiroid 

karsinomun foliküler alt tipi (PTK-F) olarak tanımlanmaktadır (20).  

PTK genellikle intraglandular olarak ve yakın lenf düğümlerine yayılmaktadır (21). 

Sınırları belli olarak tiroid dokusunda ve yakın lenf düğümlerinde yılları bulan oldukça 

yavaĢ büyüme göstermektedirler (21). YaĢlılarda daha saldırgan olarak bölgesel kaslara 

ve tracheaya yayılım gösterebilmektedirler (21). Daha ileri evrelerde akciğere de 

yayılım gösterebilmektedirler (21). 
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PTK dolayısı ile ölüm genellikle boyun derin dokusuna yayılım nedeni ile bölgesel 

nedenlerden olmaktadır (21). Daha nadir olarak ise ölüm nedeni ileri seviye pulmoner 

metastaz dolayısı ile olmaktadır (21). Bazı yaĢlılarda uzun süreli, yavaĢ büyüyen PTK 

hızla büyüyen ve farklılaĢmamıĢ veya anaplastik karsinoma dönüĢebilmekte ve bu “geç 

evre anaplastik dönüĢüm” nedeni ile ölümler olabilmektedir (21). Birçok PTK 

dokusunda Tg salgılanabilmekte ve bu da tekrar eden veya metastaz yapabilen kanserler 

için belirteç olarak da kullanılabilmektedir (21). 

2.2.3 Foliküler tiroid karsinom  

FTK da PTK gibi histolojik olarak farklılaĢmıĢ bir karsinomdur (3). FTK kolloid 

oluĢumunun zayıf olması nedeni ile küçük foliküllerin varlığı ile kendini göstermektedir 

(21). Mikroskobik analiz yapıldığında kapsüler veya vasküler yayılım varlığı haricinde 

FA ile FTK birbirine oldukça benzerdirler (21). Mikroskobik olarak hücreler küboid, 

büyük çekirdekli ve çekirdekler yoğun kolloid içeren foliküller ile çevrilidir (Resim 2.4) 

(21). 
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Resim 2.4. FTK’ya ait mikroskobik görüntü. Büyük çekirdekli hücreler göze çarpmaktadır (30).  

FTK, PTK’ya nazaran daha saldırgan ilerleyici bir özellik göstermektedir (21). Yakın 

bölgelere yayılım göstererek lenf düğümleri veya kan damarlarına; uzak bölgelerden 

kemik ve akciğerlere metastaz yapabilmektedir (21).  

FTK tümörlerinin çoğu radyoaktif iyot tutabilme özelliklerini koruyabilmekte, Tg 

sentezleyebilmekte; nadiren de olsa T3 ve T4 sentezleyebilmektedirler (21). Bu 

özelliklerinden dolayı iĢlevi devam eden tiroid kanseri neredeyse her zaman FTK’dır 

(21). Bu özellikleri ile FTK tümörleri radyoaktif iyot tedavisine daha çok yatkın bir 

özelliktedirler (21). FTK hücrelerinin Tg salınımları hastalığın gidiĢatının kontrolünde 

kullanılabilmektedir (21). 

FTK nedeni ile ölümler daha çok bölgesel yayılımın yanısıra kemik, akciğer veya iç 

organlar gibi uzak bölgelere gerçekleĢen metastaz nedeni ile olmaktadır (21). PTK ve 

FTK’yı aynı anda içeren karıĢık tip karsinomlar daha çok PTK gibi seyretmektedir (21). 
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2.2.3.1 Hurthle hücreli (onkositik) karsinom 

Hurthle hücreli karsinom (HHK) FTK’nın çok sayıda mitokondri içeren büyük tekli 

hücreler ile kendini gösteren bir alt tipidir (20). HHK hücreleri radyoaktif iyodu nadiren 

depolamaları haricince FTK hücreleri gibi davranmaktadırlar (20). 

2.2.4 Medüller tiroid karsinom 

MTK parafoliküler hücre kökenlidir (21). MTK, PTK ve FTK’ya nazaran daha fazla; 

anaplastik karsinomlara göre ise daha az saldırgan bir seyir izlemektedir (21). Lenf 

düğümleri, yakın bölgelerdeki kaslar ve trakeaya yayılım göstermektedir (21). Lenf 

sistemi, damarlara yayılıp buralardan akciğer ve iç organlara metastaz yapabilmektedir 

(21).  

MTK’ların %25-35’i ailesel geçiĢ özelliğine sahip ailesel medüller karsinomdur (MTK-

A) ve bunların üçte biri ölümcüldür (21,31). 

2.2.5 Farklılaşmamış (anaplastik) karsinom 

ATK küçük hücreli, dev hücreli ve iğ hücreli karsinomları içermektedir (21). Uzun 

süreli guatr hikayesi olan ileri yaĢtaki hastalarda aniden büyüme, baskı artıĢı, yutma 

zorluğu ve ses teli felci Ģeklinde görülmektedir (21). Array-CGH yöntemi ile yapılan 

çalıĢmalarda birçok gen bölgesinin ATK’da anormal bir yapıda olduğu görülmüĢtür. Bu 

genlerden biri de hücre döngüsü düzenleyici proteini olan siklin D1’i kodlayan CCND1 

genidir (14). 

Ölüm 6-36 ay içerisinde yoğun bölgesel yayılımdan kaynaklanmaktadır (21). Bu tür 

tümörler tedaviye oldukça dirençlidirler (21).  
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2.2.6 Diğer tiroid neoplazileri 

Bu grupta lemfoma ve tiroide metastaz yapmıĢ kanserler yer almaktadır (21). Hızlı 

büyüyen tiroid kanserleri içerisinde tedaviye cevap veren tek tür, lemfomadır (21). 

Genel anlamda bir lemfomanın yayılımı sonucu olabileceği gibi öncülü tiroid bezi 

içerisinde yer alan bir lemfoma da olabilir (21). Tiroid lemfoma genellikle uzun süreli 

Hashimoto tiroiditisi olan hastalardan geliĢmekte ve kronik tiroditisten ayrımının 

yapılması zor olabilmektedir (21). Tiroid foliküllerinin ve kan damar çeperlerinin 

lenfosit yayılımı ile kendini göstermekte ve bu özelliği ile kronik tiroiditisten 

ayrılmaktadır (21). Eğer sistemik bir yayılım yok ise radyasyon tedavisine iyi bir cevap 

verebilmektedir (21).  

Tiroid bezine metastaz yapabilen sistemik kanserler göğüs, böbrek, bronkogenik 

karsinom ve malign melanomu içermektedir (21). Bu tür kanserlerde hastalığın seyri 

birincil tümöre bağlı olarak değiĢmektedir (21). 

2.3 Hücre döngüsü ve kanser oluşumu 

Hücrenin içeriğinin iki katına çıkarılması ve neticede bölünmesi iĢlemi, sırası belli bir 

dizi olayın sonucu olarak gerçekleĢmektedir (32). Bu süreçlerin tümüne hücre döngüsü 

denmektedir (32). Hücre döngüsü dinamikleri organizmalar arası değiĢkenlik 

göstermekle beraber hepsinde temel hedef genetik bilginin bir sonraki nesle 

aktarılmasıdır (32). Bu iĢlemin sorunsuz gerçekleĢmesini kontrol eden sisteme hücre 

döngüsü kontrol sistemi denmektedir (32). Bu sistem DNA eĢlenmesi ve eĢlenen 

kromozomların düzgün olarak iki yavru hücreye geçiĢini içermektedir. Hücre içi ve 

dıĢından gelen sinyaller ile döngü kontrol edilmektedir. Bu mekanizmanın 

iĢlevselliğindeki bir bozukluk kansere neden olabilmektedir (32). 

Bütün ökaryotik hücrelerde hücre döngüsü kontrol mekanizmaları benzerlik 

göstermektedir (32). Hücre döngüsü S ve M evresi olarak belirtilen aĢamaların tekrarı 

Ģeklinde devam etmektedir (32). Her iki aĢama arasında döngüsel olarak değiĢken bir 
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süre beklenmektedir (32). M evresi ile S evresi arası döneme G1; S evresi ile M evresi 

arasındaki döneme ise G2 denmektedir (ġekil 2.4) (32). 

 

Şekil 2.4. Hücre döngüsünün evreleri. G1 evresinde kromozomlar haricinde hücresel bileşenler 

eşlenir. S evresinde 46 kromozomun her biri eşlenir. G2 evresinde eşlenen kromozomlar hata 

kontrolüne tabi tutulurlar, gerekli durumlarda onarım gerçekleştirilir (33). 

 Evreler arası bekleme süreleri hücre içi ve hücre dıĢı sinyallere göre çok fazla 

değiĢkenlik göstermekle beraber, eğer Ģartlar uygun değil ise genelde hücre G0 olarak 

tabir edilen aĢamada bekletilmektedir (32). G0 ile G1 arası bu bekleme aĢaması aynı 

zamanda R (Restriction) noktası olarak da bilinmektedir (32).  

Cdc proteinleri olarak bilinen proteinler bahsedilen hücre döngüsü aĢamaları arası 

geçiĢleri kontrol etmektedirler (32). Bu proteinlerdeki yapısal ya da iĢlevsel bir 

bozukluğun hücre döngüsünü çok ciddi bir Ģekilde etkilemesi olasıdır (32).  

Hücre döngüsü kontrol sisteminin temel bileĢenlerinden biri kontrol noktalarıdır (32). 

Hücre döngüsü kontrol sisteminde cdks (cyclin dependent kinases) adı verilen protein 

ailesi temel bir role sahiptir (32). Hücre döngüsünün değiĢik aĢamalarında bu 

proteinlerin seviyeleri artmakta veya azalmaktadır (32). Bu seviye değiĢiklikleri hücre 
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içi proteinlerin döngüsel olarak fosforilasyonlarını etkilemekte ve hücre içerisinde DNA 

eĢlenmesi, mitoz ve sitokinez gibi temel olayların baĢlatılmasını tetiklemektedir (32). 

Cdk iĢlevi birçok enzim silsilesi tarafından kontrol edilmektedir (32). Bu enzimlerden 

en önemlisi siklin proteinleridir (32). Siklin proteinleri CDK proteinleri ile kompleks 

oluĢturduklarında CAK (CDK-activating kinase) ailesine mensup proteinlerin etkisi ile 

asıl iĢlevselliklerini kazanmaktadırlar (32). Tersi yönde yani CDK-siklin kompleksinin 

etkisiz hale getirilmesinde ise CKI (Cdk inhibitor proteins) proteinleri iĢ görmektedirler 

(32).  

Hücre bölünmesindeki temel problemlerden biri DNA eĢleĢmesinin tam doğrulukta, 

eksiksiz ve yalnızca tek bir kez yapılmasının sağlanmasıdır (32). DNA eĢlenmesi 

kromozomlara yayılmıĢ bir halde olan ORC (origin recognition complex) adı verilen 

protein kompleksleri ORC-bağlanma bölgelerine bağlanmakta ve baĢka düzenleyici 

proteinlerin bu bölgeye bağlanmasına imkân vererek DNA eĢlenmesinin temelini 

oluĢturmaktadır (32). ORC kompleksine bağlanan düzenleyici proteinlerden biri cdc6 

proteinidir (34). Cdc6 proteinlerinin de bağlanmasının ardından eĢlenme öncesi 

kompleksin tamamlanması için MCM (minichromosome maintenance proteins) 

proteinleri de bağlanmakta ve eĢlenme öncesi protein kompleksini (pre-replicative 

complex) oluĢturmaktadır (34). Daha sonra cdc6 ve MCM proteinlerinin 

defosforilasyonu ile bu iĢlemin döngüde bir daha gerçekleĢmesinin önüne geçilmektedir 

(32,34).  

DNA sentezinin ardından iki kopya genom içeren G2 evresindeki hücre M-cdk’nın 

tetiklenmesi ile mitoza girer (32). Mitozdan çıkıĢ ise M-cdk’nın iĢlevsiz hale getirilmesi 

ile gerçekleĢmektedir (32).  

DNA eĢlenmesinin kusursuz gerçekleĢtirilmesinin yürütücülerinden biri de DNA hasarı 

kontrol noktalarıdır (32). Birçok hücre tipinde biri G1 evresinin sonlarında doğru, diğeri 

ise mitoz öncesi olmak üzere en az iki DNA hasarı kontrol noktası bulunmaktadır (32). 

G1 kontrol noktasında yer alan DNA hasarı kontrol noktası tespit ettiği herhangi bir 

DNA hasarında normalde oldukça düĢük konsantrasyonda ve kararsız olan p53’ün 

iĢlevsel hale gelmesini sağlamakta ve artmıĢ p53 protein seviyesi ile p21 proteininin de 
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içinde bulunduğu birkaç genin sentezi tetiklenmekte; neticede S evresine giriĢ 

engellenmektedir (32).  

DNA hasarı kontrol noktalarının iĢlev görmemesi durumunda, her bir hücre döngüsü 

neticesinde genetik hasar bir sonraki nesle aktarılacak ve zamanla kansere sebebiyet 

verebilen mutasyonlar ile karĢılaĢılma ihtimali kuvvetlenecektir (32). Tespit edilen 

kanser vakalarının neredeyse yarısında p53 mutasyonunun görülmesi bunun en iyi 

ispatıdır (35).  

DNA hasarı aynı zamanda apoptozu da tetikleyebilmektedir (35). Apoptoz, prokaspaz 

adlı öncüllerden sentezlenen kaspaz ailesine mensup proteinlerin proteolitik silsileleri 

baĢlatması ile geri dönüĢümsüz olarak gerçekleĢtirilmektedir (35). 

Normal bir hücrenin kanserli hücreye dönüĢmesi ve hücre döngüsündeki bütün kontrol 

noktalarından geçerek bölünmesine devam etmesi hatta ölümsüzleĢerek yayılım 

göstermesi “genetik kararsızlık” olarak tabir edilen durumla yakından iliĢkilidir (32,35). 

Genetik karasızlık hücrenin her an yeni bir mutasyona uğramaya açık bir halde olması 

anlamına gelmektedir (32,35). Genetik kararsızlık hem kanser oluĢumunda hem de 

kanserin ilerlemesinde etkilidir (32,35). Genetik kararsızlık oranı aynı dokudan köken 

alan hücrelerde bile farklılık gösterebilmektedir (32,35).  

Genetik kararsızlık sonucu yeni mutasyonlar kazanan hücre belli bir seviyeden sonra 

çoğalan hücre yaĢlanması (replicative cell senescence) aĢamasını da atlayarak 

ölümsüzlük kazanarak artık organizma için ölümcül sonuçlara sebebiyet verebilecek bir 

noktaya ulaĢmıĢ olmaktadır (35). Ölümsüzlük kazanmıĢ bu tür bir klon metastaz 

yapması durumunda, eğer anjiyogenez de baĢlamıĢsa organizma için oldukça kritik bir 

aĢamaya gelinmiĢ demektir (35).  

2.4 Tiroid neoplazilerinin oluşumu ve moleküler temeli 

Tiroid tümör oluĢumu ile ilgili bilgiler son 10 yılda oldukça artmıĢtır (36). Onkogenik 

sinyal yolakları ile ilgili elde edilen yeni bilgiler ve tespit edilen yeni genetik 
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değiĢiklikler tümör oluĢumu ve kötü huylu tümöre dönüĢümün anlaĢılmasında mesafe 

kat edilmesine imkân vermiĢtir (36). Fakat çalıĢmaların moleküler biyoloji ayağı ile 

hücre biyolojisi ayağındaki geliĢmelerin birbirini tamamlayıcı bir Ģekilde ilerlemeyiĢi 

potansiyel tedavi hedeflerinin tespitini geciktirmektedir (36). 

Tekli ve çoklu nodüller tiroid hiperplazisi sonrası meydana gelirken; tekli nodüller 

alternatif bir Ģekilde, normal dokudan da oluĢabilmektedir (25). Yapılan araĢtırmalarda 

bir yetiĢkinin bütün ömrü boyunca tiroid foliküler hücrelerinin yalnızca 5 kez 

bölündüğü belirlenmiĢtir (25). Bu tür yavaĢ bir seyre rağmen uygun sinyallere bağlı 

olarak tiroid hızlıca yayılabilmektedir (25). 

Ġyot eksikliği doğrudan veya dolaylı olarak tiroid bezinin büyümesinde birincil 

baĢlatıcıdır (25). Bunun haricinde kompleks yapıda anyonlar ve inorganik atomlar (iyot, 

lityum, ClO4-, SCN- vb.), tiyonamid bileĢikler, anilin türevleri, fenol türevleri, 

flavonoid türevleri (vitaksin), hepatik ilaç metabolize eden enzimlerin baĢlatıcıları 

(pestisitler, DDD ve DDT türevleri, poliklor içeren bifenil türevleri) gibi maddelerin 

guatr oluĢumunu tetiklediği; tiyonamid bileĢikler, aminotriazol, asetilaminofluoren 

(AAF), metilen benzenamin, oksidianilin (ODA), nitrozaminler (DPN, DHPN, BOP), 

nitrozoüre bileĢikleri (NMU, NBU, ENU), streptozosin gibi maddelerin de en azından 

erkeklerde tiroid karsinomların oluĢumunda bir Ģekilde yer aldıkları gösterilmiĢtir (25). 

Hiperplastik dokunun nodüle dönüĢmesi ile ilgili olarak iki hipotez ortaya atılmıĢtır 

(25). Birinci hipoteze göre her bir folikül hücresi farklı klon hücrelerden (poliklonal) 

meydana gelmiĢtir (37). Fakat nodül oluĢumu sırasında foliküller eĢzamanlı ve 

koordineli olarak hareket ettikleri için her bir folikül görünürde benzer heterojeniteye 

sahiptirler (37). Nodülde bir neoplazi meydana geldiğinde neoplastik folikül 

monoklonal olarak davranmakta ve sonuç olarak kanser tek bir hücreden meydana 

gelmektedir (ġekil 2.5A) (25,37). Ġkinci hipoteze göre ise foliküler hücreler farklı 

iĢlevsel özelliklere sahip hücrelerin kaynaĢması sonucu ortaya çıkmaktadır (ġekil 2.5B) 

(38). Nodül oluĢumu esnasında yeni foliküllerin kaynaĢması tek seferde değil kademeli 

olarak gerçekleĢmekte ve bu Ģekilde köken alınan hücrenin özellikleri (iyot alımı, 

kolloid damlacıkları, belli uyarıcılara cevaben tiroid peroksidaz salınımı vb.) 
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korunmaktadır (38). Bu hipotez aynı salgı bezi içerisinde bile tespit edilebilen farklı 

anatomik ve iĢlevsel heterojeniteye (soğuk, sıcak, pseudosistik ve kolloid alanlar) 

mantıklı bir izah olarak görünmekle beraber, bazı araĢtırıcılara göre ise bu heterojen 

özellikler çevresel etmenlere bağlı geri dönüĢümlü hücresel değiĢiklikler kaynaklı da 

olabilmektedir (25). 

 

Şekil 2.5. Tiroid nodülünün klonal başlangıcı ile ilgili olarak öne sürülen hipotezler. A) Çok 

merkezli koordineli eşlenme. Folikül poliklonal olmasına rağmen nodül homojen bir yapı 

göstermektedir. B) Bir veya birkaç hücrenin kaynaşması sonucu eşlenme. Nodül fibrotik tamir, 

kanamalı nekroz ve yeni oluşmuş foliküllerin düzensiz büyümesi sonucu oluşmaktadır (25). 

Tiroid karsinomlarda da diğer neoplazilerde olduğu gibi kontrolsüz hücre büyümesinin 

altında yatan neden olarak iĢlevsellik kazanmıĢ onkogenler gösterilebilir (35). Birçok 

onkogenin ürünü protein MAPK ve c-AMP bağımlı protein kinaz (PKA) yolaklarında iĢ 

görmektedirler (12,25,35). Hücre zarından sitozolik ve nükleer hedeflere yönelmiĢ 

sinyaller çoğalma, farklılaĢma, stres cevabı, apoptoz ve hücre döngüsü gibi süreçler ile 
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ilgilidir. Neticede bu sinyal ağı içerisindeki bir iĢlev bozukluğu neoplastik dönüĢüme 

neden olabilmektedir (12,25,35). 

Bütünü ele alındığında onkogen ve proto-onkogenleri uyaran mutasyonlar tiroid tümör 

oluĢumunda temel bir basamaktır (25,36). Fakat kanser oluĢumu için bazı diğer genlerin 

de sürece dahil olması gerekmektedir (25,36). Örneğin Ret veya Ras mutasyonları ile 

baĢlatılmıĢ bir tümör ek bazı mutasyonlar ile ilerleyebilecek ve p53 mutasyonu ile de 

tekrardan farklılaĢabilecektir (25,36). Fakat eldeki bulgulara göre nadir durumlarda aynı 

tümörde birden fazla farklı mutasyon görülmekte ve neticede bu da bu onkogenlerin 

birbirinin tamamlayıcısı değil alternatifi olduğu düĢüncesini akla getirmektedir (25,39). 

Foliküler hücreden köken alan tiroid kanserlerdeki belli genetik değiĢiklikler tiroid 

kanser oluĢumunun moleküler mekanizmaları hakkında bize bilgi vermektedir (ġekil 

2.6) (3,12).  

 

Şekil 2.6. Farklı histolojik alt tipleri ile beraber foliküler hücre kökenli kanserlerde görülen 

mutasyonlar (12). 



 

25 

 

Erken evre tümör oluĢumu Ras, Ret, Trk, Gsp, ve TSH alıcısı proteinlerini içeren 5 

farklı sinyal molekülünü kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile iliĢkili görünmektedir (3). 

Bu durumda genom koruyucu olarak da bilinen p53 genindeki ek mutasyonlar genomik 

kararlılığın iyice bozulmasına sebep olacak ve dönüĢümü ATK yönüne kaydıracaktır 

(ġekil 2.6) (3,12). 

Ġyi huylu adenomun karsinoma dönüĢmesi için tekrardan farklılaĢması dolayısı ile ek 

mutasyonlara sahip olması gerekmektedir; mevcut bilgilerimize göre birçok karsinomun 

ilk baĢtan itibaren bu özellikte olduğu görülmektedir (3).  

FTK ve PTK’da görülen RAS ve RET mutasyonlarına genelde ATK’da 

rastlanılmamaktadır (3). Bu, Çernobil kazasının ardından yapılan çalıĢmalar ve diğer 

bilgilerden yola çıkılarak yukarıda bahsedilen kanser oluĢum hipotezlerine alternatif 

olarak kanser kök hücreleri (Cancer stem-cell; CSCs) adında bir hipotez ortaya 

atılmıĢtır (3,36,40). Bu hipoteze göre CSC’ler normal tiroid hücreler yerine 3 farklı fetal 

tiroid hücre kalıntısından (embriyonik kök hücreler, tiroblastlar veya tirositlerden) 

köken almaktadır (3). Bu hipoteze göre en az farklılaĢmıĢ ve en saldırgan tip olan ATK 

en az bulunan ve en erken evreden köken alan tiroblasttan türeyecek ve rastlanılma 

sıklığı doğal olarak düĢük olacaktır (3). 

Ayrıca, yapılan güncel çalıĢmalarda belli kromozomal bölgelerin tiroid kanser geliĢimi 

ile iliĢkili olduğu bulunmuĢtur (41,42,43). Bu bölgeler tiroid farklılaĢması ile ilgili 

genleri içerdiği gibi DNA tamir ve gen düzenlenmesine dair genleri de içermektedir 

(Tablo 2.2) (41,42,43). 
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Tablo 2.2. Çeşitli gruplar tarafından yapılan güncel çalışmalarda elde edilen verilere göre belli gen 

bölgelerinin tiroid kanser oluşumu ile ilişkisi tespit edilmiştir. Tablo Kouniavsky ve Zeiger’in 

çalışmasından alınmıştır (41). 

Kromozomal 

Bölge 

İlgili Gen Genin yer aldığı süreç Kanser tipi 

9q22.33 FOXE1 Tiroid farklılaĢması PTK ve FTK 

14q13.3  NKX2-1     

8q24 AK023948 Kodlamaya katılmayan gen PTK 

5q33 Premir-146a Gen düzenlenmesi PTK 

2q12–14 VDR D vitamini alıcısı FTK 

19q13.2–13.3 XRCC1 DNA tamiri PTK ve FTK 

19q13.2–13.3 XRCC1 DNA baz çıkarma genleri PTK ve FTK 

1q41–42 ADRPT     

1p12 Bilinmiyor Bilinmiyor PTK, FTK ve HHK 

  WDR3, SPAG1, 

GDAP2  

Uyarı ileti sistemi   

 12q24 P2X7R  Purinerjik alıcı PTK-F 

2.5 Tiroid kanser saldırganlığına yönelik belirteçler 

Tiroid kanserinin davranıĢının tespiti, hastalığı hafif seyreden büyük çoğunluğun 

ihtiyacından fazla tedaviye maruz kalmaması, hastalığı ağır seyreden azınlığın ise 

ihtiyacı olan tedaviyi eksik seviyede almaması açısından önem arz etmektedir (14). 

Bilinen saldırgan tümör davranıĢı olarak büyük tümör hacmi, tümörün geniĢ yayılım 

göstermesi, uzak mesafelere hacimli metastaz yapması ve tümörün tekrardan 

farklılaĢması gibi patolojik özellikler kabul edilmektedir (14). Ancak bu özelliklerin 

varlığının tespit edilemediği durumlarda geniĢ metastaz yapmıĢ hastalarda bile 

hastalığın seyri ile ilgili öngörü yapmak zorlaĢmaktadır (14). Tümör davranıĢına etki 

eden genetik ve epigenetik faktörlerin bilinmesi tedavi yaklaĢımında yardımcı olacaktır 

(14). Saldırgan tümör davranıĢı ile ilgili olarak yapılan çalıĢmalar aday gen veya sinyal 

yolaklarının tespiti ile gen ifadesi analizleri Ģeklinde gruplanabilir (14).  

Fosfotidil inositol 3 OH kinaz (P3IK) sinyal yolağındaki epigenetik düzenlemeler ve 

mutasyonlara PTK’ya nazaran FTK’da daha fazla rastlanılmaktadır (14,44). Aynı 

Ģekilde bunlara az farklılaĢmıĢ ve anaplastik karsinomlarda da rastlanılmakta, tümör 
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oluĢumu ve geliĢimi yönünden tümör saldırganlığı ile iliĢkisi olduğu düĢünülmektedir 

(14,44). Tümör yayılımının yüksek olduğu anaplastik karsinomlarda p53 

mutasyonlarının sıklıkları da yüksek olmaktadır (39). Ayrıca tümör mikro çevresinin 

tiroid kanser ilerlemesinde etkili olduğu görünmektedir (14). Birçok katı tümör modeli 

ile yapılan çalıĢmalardan elde edilen bilgilere göre stroma ve mikro çevrenin tümör 

ilerlemesindeki etkisi büyüktür (14). 

Tiroid kanserlerinde c-KIT ve p27 gibi kanser ilerlemesinde önemli proteinlerin 

düzenlenmesinde miRNA’ların da etkili olduğu gösterilmiĢtir (14). miRNA’ların tiroid 

kanser ilerlemesindeki rolleri henüz belirsiz olmakla beraber diğer katı tümörlerde elde 

edilen bilgilerden yola çıkılarak tiroid kanser davranıĢı ile ilgili bilgi verebileceği 

düĢünülmektedir (14). 

2.6 Ailesel Geçiş özellikleri 

PTK, diğer birçok kanser türüne göre daha fazla kalıtımsal geçiĢ göstermektedir (42). 

Yüzde 5 ile 10 arası bir kısım PTK’nın ailesel geçiĢ ve çokgenli etkileĢim gösterdiği 

bilinmektedir (41). Ailede 3 kiĢiden fazla bireyde tiroid kanseri görülüyor ise %99.9 

ihtimal ile hastalığın ailesel özelliği olduğu belirtilmiĢtir (31). Ailesel geçiĢ gösteren 

tiroid kanserleri parafoliküler hücrelerden köken alan MTK’lar ile foliküler hücrelerden 

köken alan medüller olmayan (NMTK) karsinomlardır (31). 

Foliküler hücre kökenli kanserlerdeki ailesel geçiĢ gösterme oranı %5 iken bu oran 

parafoliküler hücre kökenli kanserlerde %25-35 arasıdır (ġekil 2.7) (21,31). 
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Şekil 2.7. Farklı tiroid kanserlerinin ailesel geçişleri ve sebebiyet verdikleri diğer hastalıklar (31).  

PTK ve HHK’larda özellikle genç hastalarda tedaviye cevap oldukça iyi iken ailesel 

geçiĢ gösteren hastalarda görülen tablo, hastalığın nüksekmesi veya uzak bölgelere 

metastaz yapması gibi durumlar ile daha ağır olmaktadır (31). 

MTK-A’dan farklı olarak; medüller olmayan ailesel tiroid karsinomların (NMTK-A) bu 

kanserlerin somatik mutasyonlar ile geliĢen türü olan NMTK’dan ayrımının yapılması 

bu tür kanserlerin oldukça nadir olmaları, çoğu tümörün histolojik olarak aynı olması ve 

çoğu iliĢkili genin bilinmemesi gibi nedenlerle oldukça zordur (31). NMTK-A 

hastalarının çoğunda iyi huylu nodül oluĢumu daha sık görülmekte ve akla bu 

nodüllerden tümör oluĢtuğu/dönüĢtüğü fikrini getirmektedir (31). 
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Ailesel olmayan tiroid kanserlerinde tespit edilen RET/PTC, TRK, RAS, C-MET gibi 

proteinleri kodlayan genlerinin NMTK-A’da etkili olmadığı görünmektedir (31). 

Kromozom 6 monozomisi veya kromozom 11’in kısa kolunun kaybı gibi kromozom 

bozuklukları NMTK-A’da görülmektedir (31).  

2.7 İnce iğne aspirasyon biyopsisi 

ĠĠAB tiroid nodülleri ile kötü huylu tiroid neoplazilerinin ayrımında kullanılan en iyi 

tanısal yöntemdir (20). YaklaĢık 30 yıl öncesinden günümüze dek tanı amaçlı 

tirodektomilerin sayısının azaltılmasında ve cerrahi operasyon gereken hastalara 

uygulanan operasyon sayısının artırılmasında oldukça etkili bir yöntem olarak 

kullanılmaya devam etmektedir (12). ĠĠAB papiller, medüller ve anaplastik tiroid 

kanserlerin ayrımında %95’in üzerinde doğruluk ile ayrım yapabilmektedir; fakat FA ile 

karsinom veya Hurthle hücreli adenom ile karsinom arasında ayrım ĠĠAB ile 

yapılamamaktadır (12). Ayrıca, PTK-F’nin ĠĠAB ile sitolojik olarak tespiti oldukça 

zordur (12). 

Yapılan ĠĠAB testlerinin sonucunda tiroid nodüllerinin yaklaĢık %80’e kadarki kısmı iyi 

huylu, %7’ye kadarki kısmı kötü huylu ve %20’ye kadarki kısmı belirsiz olarak 

bulunmaktadır (10,12). Ayrıca, ĠĠAB sonuçlarının değerlendirilmesinde %10’a kadar 

hata payı ile kiĢiden kiĢiye değiĢkenlikler de bildirilmiĢtir (10,12). Bu hata payı ile 

beraber düĢünüldüğünde ĠĠAB’den elde edilen belirsiz sonuç oranı yaklaĢık %30’u 

bulmaktadır (ġekil 2.8) (12). 
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Şekil 2.8. Nodüler guatrın İİAB temelli tanısı. Takip eden süreçler sitoloijk sonuçlara göre 

değerlendirilmektedir. Gösterilen yüzde oranları sonuçların tatmin oranlarını göstermektedir (20). 

Tabloya göre %5 oranında kötü huylu, %20 oranında şüpheli ve %10 oranında tanı konulamayan 

kısım için cerrahi operasyon önerilmektedir.  

KiĢiden kiĢiye değiĢen %10’luk farklılıklar dahil edilmediğinde %20’ye kadar varabilen 

oranlarda belirsiz sonuç vermesi ĠĠAB’nin zayıf yönlerinin baĢında gelmektedir (20). 

ĠĠAB’nin bazı durumlarda belirsiz sonuç vermesi hem iyi huylu hem de kötü huylu 

neoplazilere has sitolojik özelliklerin üst üste binmesinden kaynaklanmaktadır (12). 

ġüpheli ĠĠAB sonuçları ise genellikle fokal nükleer atipi ve yeterli miktarda foliküler 

epitel sağlanamaması nedeni ile yeterli miktarda örnek alınmamasından 

kaynaklanmaktadır (12). Fokal nükleer atipi durumunda kısmen ve dağınık nükleer 

geniĢleme, nükleer boĢluklar veya çekirdek içi inklüzyonlar gözlendiğinden PTK’dan 

Ģüphelenilmekte fakat emin olunamamaktadır (12). Hem ĠĠAB’nin tanıda bazı 

sınırlamaları bulunduğundan, hem de %10’a kadar varabilen oranlarda sitolojik analizde 

kiĢiden kiĢiye farklı sonuçlar elde edilebildiğinden, iyi ve kötü huylu neoplazileri 

birbirinden ayırt etmede ek yöntemlere ihtiyaç olduğu ortadadır (12). 
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2.8 Tiroid kanser tanısında genetik belirteçler 

PTK’da genellikle Mitogen activated protein kinase (MAPK) sinyal yolağını harekete 

geçiren genetik değiĢimlere rastlanılmaktadır (12,25,39). Bunlar RET/PTC yeniden 

düzenlenmeleri ile RAS ve BRAF genlerindeki nokta mutasyonlarıdır (12,25). 

Bunlardan herhangi birine PTK örneklerinin %70’inden fazlasında rastlanılmakta fakat 

nadiren birden fazlası aynı tümörde görülmektedir (12,25). Ġkinci en sık görülen tiroid 

kanser tipi olan FTK’da ise RAS mutasyonları ve PAX8-PPARγ; MK’da ise RET nokta 

mutasyonları sıkça görülmektedir. (Tablo 2.3) (39). 

Tablo 2.3. Tiroid kanserlerinde tümör tipine göre rastlanan mutasyonların sıklıkları. Tablo Fagin 

ve Mitsiades’in çalışmasından alınmıştır (39). 

Tümör Tipi Görülme Sıklığı 

Papiller Karsinom  

BRAF  45% 

RET/PTC  20% 

RAS  10% 

TRK  <5% 

Foliküler karsinom  

RAS  45% 

PAX8-PPARy  35% 

PIK3CA  <10% 

PTEN  <10% 

Medüller karsinom  

Ailesel tip RET  95% 

münferit RET  50% 

Az farklılaĢmıĢ karsinom  

RAS  35% 

β-catenin (CTNNB1)  20% 

TP53  20% 

BRAF  15% 

Anaplastik karsinom  

TP53  70% 

β-catenin (CTNNB1)  65% 

RAS  55% 

BRAF  20% 

Güncel bilgilere göre tiroid tümör ayrımında 70’in üzerinde moleküler belirteç/panel 

değiĢik gruplar tarafından denenmiĢ, toplamda 400 civarında gen ile ilgili çalıĢmalar 

yapılmıĢtır (45). Bazıları yalnızca bilimsel çalıĢmalardan kaynaklanan bu aday 

belirteçlerin hiçbirisi klinik anlamda uygulamaya geçememiĢtir (Tablo 2.4) (45).  
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Tablo 2.4. Çeşitli araştırmacılar tarafından tiroid tümörlerinde moleküler ayrım yapılması amacı 

ile çalışılan aday belirteç/panel/yöntemler (45).  

Endothelial growth factor Telomerase 
MDM2 Galektin 1 ve 3 

RAβ Fibronectin 
RXRα Lactoferrin 

Mcm-2 
PAX8/peroxisome-proliferator-activated receptorγ 

fusion 
S100A9 Protein kinase C 

Ciclines D1,E,p27,p21 LEU 7, LEU M1 
GLUT-1 RAS 
Lamin Protein p53 

Citokeratin Protein p63 
Muc 1 Protein S-100 

Estrogen receptor Epidermal growth factor receptor 
C-erb Caveolin 

E-caderine 14-3-3 σ 
MET Somatostatin receptor 
DAP Growth factor receptor of fibroblasts 
Ki-67 Ca-19 

Group 1 of high mobility β-Catenin 
HBME-1 Oncoprotein C-erbB 

FHL1 Oncoprotein HER-2 (C-erbB-2) 
DIO1 Oncoprotein KIT 

CITED1 Bcl-2 
CA12 TRK 
FN1 Dipeptidyl aminopeptidase IV 

ECM1 PCNA 
TMPRSS4 C-myc 
EpCAM Gen RET/PTC 

Ciclooxigenase-2 CD97 
Ets-1 CD44V 

IGF-II CD34 
Gen panelleri CD19 

DNA ploidileri CD57(LEU 7) 
Mikrodizin Transforming growth factor β 

Proteomik analizler Epidermal growth factor 

Somatik mutasyonlara dayalı genetik belirteçlerin yanlıĢ sonuç verme oranları, gen ya 

da protein ifadesine dayalı belirteçlere göre çok daha düĢüktür (12). Bunlardan BRAF 

en çok çalıĢılmıĢ genetik belirteçtir (12). 
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2.8.1 BRAF  

RAF proteini MAP kinaz sinyal yolağı içerisinde yer alan ve ARAF, BRAF, ve CRAF 

Ģeklinde üç alttipi bulunan bir serin-treonin kinazdır (12). BRAF kinazları büyüme ve 

farklılaĢma sinyallerine cevaben iĢ görmektedirler (12). Tiroid foliküler hücrelerde daha 

çok BRAF bulunmaktadır (12). Bütün RAF izoformları MAP kinaz yolağında MEK’i 

aktive ederler ancak içlerinde BRAF daha etkilidir (10).  

PTK’ da en çok çalıĢılmıĢ mutasyon BRAFT1799A (BRAFV600E) mutasyonudur (12). 

Bu mutasyonda 1799 nolu nükleotidin A/T dönüĢümü 600 nolu amino asitte valin 

amino asidinden glutamat amino asidine dönüĢüme neden olarak (V600E) proteinin 

iĢlevselliğini etkilemektedir (10). 

BRAF mutasyonu %35 ile %69 arası bir oranla PTK’ da en sık rastlanan mutasyondur 

(10,12). Bu mutasyon PTK-K ve PTK’nın uzun hücreli (PTK-TC) alt tipine özeldir, 

diğer farklılaĢmıĢ tiroid kanserlerinde nadiren görülmektedir (10). PTK-K’da %51 

oranında, PTK-F’de %24 oranında ve foliküler tiroid kanserlerde %1 oranında olduğu 

gösterilmiĢtir (12). BRAF mutasyonu erken evrede gerçekleĢmekte ve PTK’nın 

patogenezinde önem arz etmektedir (10,12). BRAFT1799A mutasyonunun tanı yaĢının 

ileri olması, PTK-TC histolojisi, tiroid harici yayılım, lenf düğümü metastazı, hastalığın 

nüksetmesi ve ile tümör evresi gibi durumlarla birleĢtiği durumlarda klinik olarak daha 

kötü bir prognoz ile seyrettiğine dair bulgular bulunmaktadır (10,12).  

BRAF mutasyonu olup olmadığının cerrahi operasyon öncesi bilinmesi özellikle kötü 

huylu tümörlerin cerrahi operasyonu açısından faydalı olacaktır çünkü sitolojik analiz 

sonucuna göre belirsiz olduğu düĢünülen lezyonlar BRAF sınıflandırmasına göre kötü 

huylu çıkmaktadır (10). ĠĠAB örneği ile yapılan BRAF mutasyon testlerinin büyük 

çoğunluğunun dokudan yapılan BRAF testleri ile uyumlu olduğu bildirilmiĢtir (10). 

Bazı istisnalar haricinde sitolojik analiz sonucuna göre belirsiz olduğu düĢünülen 

lezyonların %5 ile %43 arasındaki kısmı BRAF mutasyon analizi ile açıklığa 

kavuĢturulmuĢtur (10). 
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BRAF, PTK tanısında son derece önemli bir belirteçtir (10). Cerrahi operasyon öncesi 

kullanılması oldukça yararlıdır, ayrıca ĠĠAB örneklerine uygulandığında seçiciliği de 

yüksektir (10). Ancak büyük orandaki belirsiz foliküler lezyonun iyi ya da kötü huylu 

olduğunun açıklığa kavuĢturulmasında kullanılamaması nedeni ile yaygın olarak 

kullanılmamaktadır (10). 

2.8.2 RET/PTC 

MAP kinaz yolağı ile iliĢkili olarak tiroid kanserlerinde görülen diğer bir düzensizlik 

RET/PTC yeniden düzenlenmesidir (12). RET glial türevi nörotropik faktör gen ailesi 

reseptörlerinin sinyalci alt ünitesidir (12). Tiroid C hücrelerinde normalde ifade edilse 

de, foliküler hücrelerde yüksek seviyelerde ifade edilmemektedir (12). Yeniden 

düzenlemede RET proteinin 3’ ucu iliĢkili olmayan bir genin 5’ ucu ile kaynaĢmaktadır 

(12). Bugüne kadar tanımlanmıĢ en az 15 adet RET/PTC yeniden düzenlenmesi 

bulunmaktadır; bunlardan en çok rastlanan ikisi RET/PTC1 ve RET/PTC3’dür 

(8,12,39). OluĢan RET/PTC onkogeni yapısal olarak MAP kinaz yolağını 

etkinleĢtirmektedir (8,12,39). 

RET/PTC onkogeni PTK’ların yaklaĢık %20’sinde görülmekte ve diğer kanserlerde 

genellikle görülmemektedir (10). RET/PTC1 ve RET/PTC3 onkogeni yeniden 

düzenlenmesi olan farelerde PTK geliĢtiği gösterilmiĢtir (10). Yeniden düzenlenme 

erken evrede olmakta, tipik PTK histolojisi göstermekte ve lenf düğümü metastazı için 

yüksek risk kaynağı olmaktadır (10). 

Çernobil faciası sonrası PTK geliĢen çocukların %16’sında RET/PTC1, %58’inde ise 

RET/PTC3 olduğu tespit edilmiĢtir (10). Sonradan geliĢen ailesel olmayan olgularda ise 

PTK olan çocuklarda RET/PTC1'in %47 oranında, RET/PTC3’ün ise %18 oranında 

geliĢtiği görülmüĢtür (10). Ġkinci Dünya SavaĢı sonrası atom bombası radyasyonuna 

maruz kalanlarda RET/PTC yeniden düzenlemelerinin maruz kalmayanlara göre 

oldukça fazla olduğu da bildirilmiĢtir (10,46). Mizuno ve ark. (46) insan tiroid dokusu 

transfer edilmiĢ farelerde 50 Gy değerindeki radyasyonun etkisi ile PTK oluĢumunun 2 

gün gibi kısa bir sürede gerçekleĢtiğini göstermiĢlerdir. 
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BRAF mutasyonlarında olduğu gibi, RET/PTC yeniden düzenlenmeleri de ĠĠAB testine 

yardımcı olarak keĢfedilmiĢtir (10). RET/PTC testinin bazı belirsiz lezyonların 

sınıflandırılansında etkili olduğu gösterilmesine rağmen tanıda oldukça az etkisi 

olmaktadır (10).  

2.8.3 PAX8-PPARγ 

PAX8-PPARγ onkogeni PAX8 ve PPARγ genlerinin kromozom içi translokasyonu 

t(2,3)(q13;p25) sonucu oluĢmaktadır (10). Ġlk baĢlarda PAX8-PPARγ onkogeninin 

foliküler tiroid karsinoma (FTK) özel olduğu düĢünülse de sonradan foliküler 

adenomlarda da tespit edilmiĢtir (10). FTK’ da %29-%56 arası, foliküler adenomlarda 

%4-%13 arası bir oranda görülen onkogen; PTK, ATK’da, guatr, HH adenomlarda, 

HHK’da ve az farklılaĢmıĢ tiroid kanserlerde görülmemektedir (10). 

PAX8-PPARγ onkogeni ile iliĢkili prognostik faktörler hastalığın kadınlarda daha sık 

görülmesi, ileri seviye tümör farklılaĢması ve düĢük metaztaz riski olarak bahsedilebilir 

(10). PAX8-PPARγ onkogeninin mekanizması tam olarak anlaĢılabilmiĢ değildir (10). 

PAX8-PPARγ’nın RAS mutasyonlarından farklı bir yolak üzerinden etki ettiği 

düĢünülmektedir (10). PAX8-PPARγ füzyon onkoproteinin yabanıl tip PPARγ proteinin 

iĢlevine engel olduğu in vitro olarak gösterilmiĢtir (10). Yabanıl tip PPARγ PAX8-

PPARγ yeniden düzenlenmesi olan tümörlerde daha fazla ifade edilmektedir (10). ġahin 

ve ark. (47) immünohistokimyasal analizde PAX8-PPARγ yerine PPARγ kullanılması 

önermiĢ, neticede hassasiyetin arttığı fakat seçiciliğin azaldığı görülmüĢtür. 
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2.9 İmmunohistokimyasal belirteçler 

Cytokeratin 19 (CK19), human mesothelial cell 1 (HBME1), Ki-67, PCNA, galektin-3 

ve siklik adenozin monofosfat cevap elemanına bağlanan protein/p300-interacting 1 

(CITED1) baĢta olmak üzere çeĢitli immunohistokimyasal belirteçler iyi ve kötü huylu 

tümörlerin ayrımında çeĢitli gruplar tarafından denenmiĢ, farklı oranlarda hassasiyet ve 

seçicilik tespit edilmiĢtir (10,34,48). 

2.9.1 Galektin-3 

Galektinler b-galaktositlere bağlanma ve amino asit benzeĢim dizileri nedeni ile 

hayvansal lektin ailesindendir (10). Galektinler birçok çeĢit glikoprotein ve 

glikolipidlere bağlanma özelliğine sahiptirler (10). Bu lektinler sitoplazmada ve 

hücrelerarası etkileĢimler nedeni ile hücre yüzeyinde ve hücreler arası boĢlukta görev 

yaparlar (10). Bazı üyeleri apoptozu tetiklerken Galektin-3 gibi bazı üyeleri ise hücrede 

kötü huylu fenotipe neden olurlar (10). Galektinler, hücre bağlanması ve hücre göçü 

gibi davranıĢları düzenleyerek hücrelerin metastatik özelliklerini etkilerler (10). 

Galektin-3’ün PTK’nın patogenezinde önemli bir rolü olduğu düĢünülmektedir (10). 

Galektin ifadesi hem dokuda hem de ĠĠAB örneğinde gösterilmiĢ olduğundan tanısal bir 

belirteç olarak kullanım imkanı doğmuĢtur (10). Serum seviyelerinin kötü huylu tümör 

ayrımında kullanılma potansiyeli ise tartıĢmalıdır (10). Fakat ĠĠAB örneğinde %75 ile 

%100 arası hem hassasiyet hem de seçicilik oranları bildirilmiĢtir (10). Bugüne kadarki 

yapılmıĢ en geniĢ kapsamlı olan bir çalıĢmada Bartolazzi ve ark. (49) 465 ĠĠAB 

örneğinde %78 hassasiyet ve %93 seçicilik tespit etmiĢlerdir. Bu çalıĢmada %22 

oranında kanserli lezyon Galektin-3 testinde tespit edilememiĢtir (49).  

Her ne kadar tiroid karsinomlarda tek baĢına kullanılabilecek bir belirteç olmasa da 

Galektin-3’ün sitolojik bulgulara destek olarak kullanılabilme potansiyeli yüksektir 

(10). 



 

37 

 

2.9.2 HBME-1 

Hector Battifora mesothelial cell antibody (HBME-1) aslında kötü huylu 

mezoteliomların boyanması için geliĢtirilmiĢ bir fare monoklonal antikordur (10). 

Yapılan çalıĢmalarda foliküler kökenli tiroid kanserlerinin, kısmen de PTK’nın iyi 

huylu lezyonlara kıyasla bu antikor kullanılarak daha çok boyandığı görülmüĢtür (10).  

Daha sonra yapılan çalıĢmalarda antikorun ĠĠAB örneklerindeki hücreleri de boyadığı 

görülmüĢtür (10). Van Hoeven ve ark. (50) HBME-1’in %100 hassasiyetle ve %76 

seçicilikle kötü huylu tiroid lezyonlarını ayırabilmiĢlerdir. Daha çok sayıda örneğin 

kullanıldığı çalıĢmalarda hassasiyet %15 civarı düĢmüĢ, seçicilik ise %60-%90 

civarında tespit edilmiĢtir (10). Her ne kadar ümit verici olsa da HBME-1 tiroid 

kanserlerinin tanısında tek baĢına kullanılabilecek bir belirteç değildir (10). HBME-1’in 

panel Ģeklinde diğer belirteçlerle beraber kullanımına yönelik çalıĢmalar devam 

etmektedir (10). 

2.9.3 hTERT ve Telomerase 

DNA polimerazlar bütün bir kromozomun eĢlenmesi iĢlemini gerçekleĢtiremezler (51). 

Kromozom üzerindeki iĢlevsel birimlerim tamamının eĢlenmesinin güvence altına 

alınması amacıyla kromozomların uçlarında anlamsız TTAGGG diziliminin birçok kez 

tekrar ettiği telomer bölgeleri bulunmaktadır (51). Her bir DNA eĢlenmesi döngüsünde 

kromozomların uç kısımlarında yer alan telomerler kısalmaktadır (51). Bir 

riboneükleoprotein olan telomeraz enzimi telomerlerleri uzatarak DNA eĢlenmesi 

iĢleminin kusursuz yapılmasında görev alır (51). Eğer telomeraz iĢlev görmez ise 

kromozomlar iĢlevlerini yitirmeye ve yaĢlanma sürecine girmektedirler (10). Telomeraz 

eĢliğinde hücre ölümsüz olmaktadır (10). Kök hücreler, lenfositler ve germline (tohum) 

hücreleri haricinde sağlıklı somatik hücrelerde telomeraz bulunmamaktadır (10). Birçok 

tümörde telomeraz aktivitesi ciddi oranda artıĢ göstermektedir (10).  

Tiroid dokularda yapılan telomeraz iĢlevi çalıĢmalarında iyi huylu lezyonlara kıyasla 

kötü huylu tümörlerde birçok grup yüksek telomeraz aktivitesi tespit etmiĢlerdir (10). 
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Ancak telomeraz aktivitesinin artmıĢ olması ileri seviye kansere, PTK-TC’ye, 

farkılaĢmamıĢ kanserlere, tiroid dıĢı yayılıma, nüksetmeye, uzak mesafe metastaza ve 

yaĢlılığa iĢaret etmektedir (10). 

Telomeraz enziminin katalitik alt ünitesi hTERT’tir (52). Yapılan çalıĢmalarda 

telomeraz gibi hTERT aktivitesinde de artıĢ bulunmuĢtur (10). 

Tiroid neoplazilerinde telomeraz aktivitesi ilgili yapılan çalıĢmalarda bir Ģekilde artmıĢ 

bulunan telomeraz aktivitesi aynı zamanda foliküler adenomlar ve tiroiditis gibi iyi 

huylu nodüllerin neredeyse tamamında da artmıĢ olarak bulunmuĢtur (10). Bu sonuç 

hTERT ve telomerazın tanısal potansiyelini engellemektedir (10). Hem dokuda hem de 

ĠĠAB örneğinde yapılan çalıĢmalardan elde edilen veriler tartıĢmalıdır (10). 

2.9.4 İmmüno sitokimyasal paneller 

Tespit edilen belirteçlerin baĢka belirteçlerle beraber bir panel Ģeklinde 

kullanıldıklarında tanısal hassasiyet oranları artmaktadır (10). Örneğin, Wiseman ve 

ark. (53) HBME-1, Cytokeratin (CK-19), Galektin-3 ve ek 4 belirteç daha kullanarak 

%87.9 hassasiyet ve %94 seçicilik ile kanser tespiti yapmıĢlardır. Rossi ve ark. (54) 

çalıĢmalarında HBME-1 ve Galektin-3 kullanarak %95 hassasiyet ve %100 seçicilik ile 

bu ayrımı yapmıĢlardır. ĠĠAB örneklerinde de benzer oranlar görülmektedir (54). 

Saggiorato ve ark. (55) ĠĠAB örnekleri kullanarak %97 oranında hassasiyet %91 

oranında seçicilik yakalamıĢlardır. Scognamiglio ve ark. (56) HBME-1 ve CK-19 

kullanarak %83 oranında hassasiyet ve %100 seçicilik oranları elde etmiĢken Nga ve 

ark. (57) ise ĠĠAB düĢük sayıda örneğinde aynı belirteçleri kullanarak %100 hassasiyet 

ve %100 seçicilik oranlarını yakalayabilmiĢlerdir. 

2.10 Tiroid kanser tanısında mikro RNA 

Lee ve ark. (58) tarafından 1993 yılında keĢfedilen mikro RNA’lar (miRNA) 

kodlamaya katılmayan 19 ile 25 baz çifti (bç) uzunluğunda kısa RNA dizileridir. 

miRNA’lar transkripsiyon sonrası gen ifadesini negatif yönde düzenlerler. Sanger 
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Enstitüsü’nün hazırladığı veritabanında (http://www.mirbase.org) hâlihazırda insana 

özgü 1356 adet farklı miRNA bulunmaktadır (59).  

Lemfomalar, kolorektal karsinom, göğüs kanseri, akciğer kanseri, karaciğer kanseri ve 

tiroid kanserinde miRNA ifadesinin değiĢtiği gösterilmiĢtir (10). miRNA moleküllerinin 

metastaz, hücre yayılımı, hücre döngüsü ve apoptoz ile ilgili olduğu yönünde veriler her 

geçen gün artmakta; dolayısıyla kanser tanısı, prognozu ve tedavisi alanındaki 

araĢtırmaların bir kısmı bu alanda artarak devam etmektedir (10,14).  

Tiroid kanserinde c-KIT ve p27 gibi kanser ilerlemesinde önemli proteinleri 

düzenlenmesinde miRNA’ların etkili olduğu gösterilmiĢtir (14). Daha önceki 

çalıĢmalarda miR-221, mir-222 ve miR-146b’nin gen ifadesinin PTK’ da arttığı 

gösterilmiĢtir. Weber ve ark. (60) miR-197 ve miR-346’nın foliküler tiroid 

kanserlerinde foliküler adenomlara kıyasla fazla ifade edildiğini göstermiĢlerdir. Visone 

ve ark. (61) anaplastik tiroid kanserlerde miR-30d, miR125b, miR-26a ve miR-30a-

5p’nin ifadesinin düĢtüğünü göstermiĢlerdir (10). 

miRNA gen ifadesinin tiroid kanserlerde değiĢtiği bulgularından hareketle araĢtırıcılar 

ĠĠAB örneklerinde bu bulguları test etmiĢlerdir (10). Chen ve ark. (62) RT-PCR yöntemi 

ile miR-221, miR-222 ve miR-146b’nin ĠĠAB örneklerinde ve dokudaki gen ifadesine 

bakmıĢ ve üç tür miRNA’nın da kötü huylu tümörlerde arttığını, bu artıĢlardan ikisinin 

(miR-222 ve miR-146b) istatistikî olarak anlamlı olduğunu göstermiĢlerdir. 

Nispeten az sayıda miRNA molekülünün oldukça fazla sayıda ve çeĢitli genin ifadesini 

etkileme potansiyeli bulunduğundan tanısal açıdan miRNA’lar yüksek potansiyele 

sahiptirler (10). Örneğin, kronik lemfositik lösemide belli bir miRNA izi ile hastalığın 

doğasının ve ilerlemesi ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (17,63). 

mRNA’ya kıyasla miRNA’lar daha kısa yapıda oldukları için daha korunaklı olarak 

formalin ile fikse edilmiĢ parafine gömülü dokuda bulunmaktadırlar (17). Bu anlamda 

miRNA’ların tanısal potansiyelleri de oldukça yüksektir (17). 
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2.11 Mikrodizin analizleri 

Mikrodizin teknolojisinin ortaya çıkması 1990’lı yılların baĢlarına dayanmasına rağmen 

özellikle teknolojinin ilerlemesi ile beraber özellikle onbinlerce genin aynı anda ifade 

analizine imkan tanıması sebebi ile yaklaĢık son 10 yıllık dönem içerisinde yaygın 

olarak kullanılmaya baĢlanmıĢtır (12,15). Gen ifade profili ile klinik veriler arasında 

iliĢki kurmaya, değiĢik tümör tiplerinin sınıflandırılması ve tanımlanmasına, kanser 

oluĢumunda rol alan genlerin veya gen ailelerinin tanımlanmasına imkân tanıması 

mikrodizin teknolojisini kanser araĢtırmalarında cazip kılmaktadır (12). 

Papiller tiroid karsinomlar üzerine ilk mikrodizin çalıĢması ise 2001 yılında Huang ve 

ark. (64) tarafından 12000 ayrı gen ürününü tarayabilen Affymetrix U95A çipi 

kullanılarak yapılmıĢtır (15). 2001 yılından bu yana geçen süre içerisinde mikrodizin 

teknolojisinin geliĢimine paralel olarak araĢtırma imkânlarının da artması ile beraber, 

papiller tiroid karsinomlar üzerine birçok araĢtırmacı mikrodizin temelli çalıĢma 

tasarlamıĢtır (15). Bu çalıĢmalar neticesinde sınıflandırma ölçütü, hasta grubu, veri 

analiz metoduna bağlı olarak 47 ile 627 arasında değiĢen sayıda genin iyi huylu nodüller 

ile kötü huylu tümörler arasında en farklı seviyelerde ifade edildiği bulunmuĢtur 

(12,13,65,66,67).  

Bu zamana kadar yapılan çalıĢmalarda, doku örneği kullanılarak yapılan mikrodizin 

analizlerinde iyi ve kötü huylu lezyonların ayrımı %87 ile %93 arasında değiĢen 

oranlarda bir hassasiyet ile gerçekleĢtirilebilmiĢtir (12,13,65,66,68). Bu çalıĢmalarda 

seçicilik oranı ise %87.1 ile %100 arasında değiĢmektedir (12,13,65,66,68).  

Doku örneği kullanılarak yapılan mikrodizin analizlerindeki ümit verici sonuçlar ĠĠAB 

örneği kullanılarak yapılan mikrodizin analizleri için geçerli değildir (12). ĠĠAB 

örneğinden elde edilen RNA miktarının az olması mikrodizin analizinin bu örneklere 

uygulanmasını güçleĢtirmektedir (12). Ayrıca, mikrodizin çalıĢmaları yapan 

araĢtırıcıların aĢmaları gereken iki temel problem daha bulunmaktadır. Birincisi, elde 

edilen yalancı negatif bulguların elenmesi problemidir (12). Bazı araĢtırmacılara göre 

mikrodizin analizinde %30’a kadar varabilen yanlıĢ bulgu olabilmektedir (12). Bu 
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nedenle elde edilen verilerin RT-PCR ya da Western Blot gibi yöntemlerle ile 

doğrulanması gerekmektedir (12). Ġkinci problem ise biyoinformatik kıyaslamalar 

alanında karĢılaĢılan “çoklu kıyaslama problemidir” (15). Onbinler ile ifade edilen 

sayılardaki değiĢkenin aynı anda nispi olarak çok sayıda örnek arasında güvenilir bir 

Ģekilde kıyaslanması temel biyoinformatik problemlerinden biridir (15).  

Tiroid kanserlerin moleküler ayrımında kullanılmak üzere geliĢtirilen gen panelleri 

büyük ölçüde mikrodizin verilerinin katkıda bulunduğu bir yeniliktir. Özellikle 

McMillan ve Klebew grubunun çalıĢmaları bu alanda dikkat çekmektedir (10,69). Bu 

grubun çalıĢmaları neticesinde hücre döngüsü düzenleyici genlerden MCM5, MCM7 ve 

RAD9 genlerinin kötü huylu tümörleri %98.2 hassasiyet ve %65.7 seçicilikle ayırdığı 

gösterilmiĢtir (69). Bu grup 31 adet ĠĠAB örneğinde ECM1, TMPRSS4, ANGPT2 ve 

TIMP1 genleri ile %91 hassasiyet ve %95 seçicilikle ayrım gerçekleĢtirmiĢtir (70).  
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3 GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Grupların oluşturulması ve doku örneklerinin temini 

ÇalıĢmamızda Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi’ne 2005-2009 yılları arasında 

doğrudan baĢvuran hastalara ait doku örnekleri ile konsültasyon sebebi ile değiĢik 

kliniklerden üniversitemiz Tıp Fakültesi Patoloji bölümüne gönderilen formalin ile fikse 

edilmiĢ parafine gömülü (FFPE) arĢiv doku örnekleri kullanılmıĢtır.  

Geriye yönelik olarak 5 yıllık dönemi kapsayan arĢiv çalıĢmasında mikro karsinomlar 

veya birden fazla tip doku türü içeren örnekler çalıĢmaya dahil edilmemiĢtir. Buna göre 

elde edilen örnek sayısı 19 adet nodül içeren doku örneği ve alt tipleri ile beraber 

toplam 28 PTK (14 adet PTK-F ve 14 adet PTK-K) Ģeklindedir. Fakat deneysel 

çalıĢmalar sonucu yeterli seviyede ve kalitede mRNA elde edilemeyen 4 adet nodül ve 1 

adet PTK-K örneği çalıĢmadan çıkarılmıĢtır.  

Buna göre, toplam sayısı 42 olan çalıĢılan histopatolojik olarak tanısı kesinleĢmiĢ doku 

örneklerin dağılımı 15 olguda iyi huylu nodüler tiroid dokusu örneği, 14 adet papiller 

tiroid karsinomun foliküler alt tipi ve 13 olguda papiller tiroid karsinomun klasik alt tipi 

Ģeklindedir.  

Bu tez çalıĢması, Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Etik Kurulu’nun 

19/02/2009 tarihli toplantısında alınan 02-2009/44 nolu kararına göre etik açıdan uygun 

bulunmuĢtur. 

Doku örneklerinin alındığı olguların yaĢ ortalaması 45 (±16) olup; bunlardan 34 tanesi 

kadın, 8 tanesi ise erkek olgulara aittir (Tablo 3.1). 
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Tablo 3.1. Doku örneklerinin elde edildiği bireylere ait yaş, cinsiyet ve doku tiplerini belirten tablo.  

Nodül PTK-F PTK-K 

Birey 

No 

Yaş Cinsiyet Birey 

No 

Yaş Cinsiyet Birey 

No 

Yaş Cinsiyet 

1 56 K 21 21 K 41 80 K 

2 16 K 22 28 K 43 53 E 

4 42 K 23 45 K 44 77 K 

5 52 K 24 50 K 45 36 E 

6 52 K 25 73 K 46 38 K 

8 45 K 26 47 K 47 44 K 

9 55 K 27 61 K 48 33 E 

11 33 K 28 52 K 49 63 E 

12 35 K 29 46 K 50 35 K 

13 32 K 30 24 K 51 51 E 

14 68 K 31 29 K 52 40 K 

15 49 K 32 27 K 53 81 K 

16 49 E 33 28 K 54 34 K 

18 46 E 34 23 K       

19 41 E             

Herbir arĢiv örneğinden 5 µm.lik kesitler alındıktan sonra bunlar steril bir lam üzerine 

alınmıĢ ve RNA bütünlüğünün bozulmaması için mRNA eldesine kadar geçen süre 

içerisinde -20°C’de saklanmıĢtır. Ġyi huylu nodül örneklerinde kesit alma iĢleminden 

sonra herhangi bir iĢlem uygulanmamakla beraber tümör örnekleri lam üzerine 

alındıktan sonra tümör içermeyen bölgeler veya eritrosit oranı yüksek bölgeler bisturi 

ile ayrılarak farklı tip dokuların birbiri ile karıĢmasının önüne geçilmiĢtir.  

3.2. Kullanılan çözeltiler 

10X TBE (108 g Tris, 55 g borik asit, 8,3g EDTA), gümüĢ nitrat çözeltisi ( 2 g gümüĢ 

nitrat, 2,5 ml %37’lik formaldehit, 2 litre saf su), sodyum karbonat çözeltisi (60 g 

sodyum karbonat, 420 ml 10 mg/ml sodyum tiyosülfat, 2 lt saf su), jel bağlama çözeltisi 

(3 µL gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 µL asetik asit, 1000 µL %96’lık 
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etil alkol), jel yükleme tamponu (0,025 g bromfenol mavisi, 0,025 g ksilen siyanol, 10 

ml saf su). 

3.3. Örneklerden RNA eldesi 

Kesiti daha önce alınıp arĢivlenen doku örneklerinden RNA eldesi için Roche 

firmasının FFPE dokulara özel 04 823 125 001 katalog numaralı “High Pure FFPE 

RNA Micro Kit” isimli kitin 2008 Aralık sürümü kullanılmıĢtır. 

Daha önce steril lam üzerine alınan doku kesitleri ksilen içeren Ģalelere alınarak 

70°C’de 30 dak. boyunca dokunun parafinden arındırılması için bekletilmiĢtir. Ardından 

ksilen dökülerek Ģaleye mutlak etanol eklenmiĢ ve 10 dk. süre ile beklenip aynı iĢlem 

tekrar edilmiĢtir.  

Ġkinci alkol banyosundan sonra her bir lam üzerindeki parafinden arındırılmıĢ doku 

kesiti steril bir bistüri ile kazınarak 1.5 ml.lik tepkime tüpüne alınmıĢ ve 10 dk. boyunca 

ağzı açık bir Ģekilde kurumaya bırakılmıĢtır. 

Herbir tüpteki örneğe 60 µl doku parçalama çözeltisi (tissue lysis buffer) ve 10µl 

%20’lik SDS eklenmiĢtir. Bu karıĢım üçer kez 4 sn. vortekslendikten sonra; kısa bir 

santrifüjle çöktürme (spin-down) yapılmıĢ ve üzerlerine 30 µl daha önce hazırlanan 

Proteinaz K çalıĢma çözeltisi (proteinase K working solution) eklendi. KarıĢım 

tekrardan üçer kez 4’er saniye vortekslendikten ve kısa bir santrifüjle çöktürmenin 

ardından 55°C’de 3 saat boyunca bekletilmiĢtir. 

Bu sürenin ardından 200 µl bağlama çözeltisi (binding buffer) ve 200 µl mutlak etanol 

eklenerek üçer kez 4’er sn. vorteks yapılmıĢtır. Toplama tüpünün üzerine konan filtreli 

tüpe (high pure filtre tube) tüp içeriği filtreli pipetaj ile eklenmiĢ ve 30 sn. boyunca 

8000 g.’de santrifüj yapılmıĢtır. Daha sonra filtrenin kuruması için en yüksek hızda 1 

dak. boyunca santrifüj yapılmıĢtır. 
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DNA içeriğinin uzaklaĢtırılması için hazırlanan DNAaz çözeltisinden örnek baĢına 30 

µl eklenerek (3 µl DNAaz inkübasyon tamponu + 27 µl DNAaz) 15 dak. boyunca 

inkübasyon için beklenmiĢtir. 

Ġnkübasyonun ardından 300 µl 1. yıkama çözeltisi (wash buffer) üstteki filtreye 

eklenmiĢ ve 15 s. 8000 g.’de santrifüj iĢleminin ardından altta biriken sıvı dökülmüĢtür. 

Bu iĢlemin aynısı 2. yıkama çözeltisi için de tekrar edilmiĢtir. Son olarak 2. yıkama 

çözeltisinden 200 µl eklenmiĢ ve iĢlem son kez tekrar edilmiĢtir. 

Yeni bir toplama tüpünün üzerine alınan filtreli tüp 2 dak. boyunca en yüksek hızda 

santrifüj yapılmıĢtır. Filtreli tüp tekrardan yeni bir tepkime tüpü üzerine alınmıĢ ve 20 

µl çözücü tampon (elution buffer) eklenmiĢtir. Bir dakika beklendikten sonra 8000 g.’de 

1 dak. boyunca santrifüj yapıldıktan sonra altta biriken sıvı bir kez daha üst kısma 

eklenmiĢ ve son iĢlem bir kez daha tekrar edilmiĢtir.  

Artık RNA içeren tepkime tüpleri hiç bekletilmeden -80°C derin dondurucuya alınmıĢ, 

ölçüm yapılıncaya kadar da burada bekletilmiĢtir. 

3.4. RNA konsantrasyonlarının hesaplanması 

RNA eldesinin ardından örnekler spektrofotometrik olarak ölçülmüĢ ve RNA kalitesi ve 

elde edilen miktarlar tespit edilmiĢtir. Ölçüm sonucu elde edilen veriler cDNA 

sentezinde baĢlangıç mRNA oranının tespitinde kullanılmıĢtır (Tablo 3.2).  
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Tablo 3.2. RNA ölçüm değerleri. 

Birey No 
Konsantrasyon 

( ng/ul ) 
A260 A280 260/280 260/230 

1 251.86 6.297 3.221 1.95 0.71 

2 101.39 2.535 1.29 1.97 1.14 

4 16.94 0.424 0.351 1.21 0.07 

5 89.39 2.235 1.152 1.94 0.36 

6 34.56 0.864 0.457 1.89 1.4 

8 12.36 0.309 0.197 1.57 0.21 

9 50.91 1.273 0.649 1.96 1.42 

11 62.39 1.56 0.849 1.84 0.63 

12 65.13 1.628 1.071 1.52 0.67 

13 39.51 0.988 0.828 1.19 0.33 

14 81.38 2.035 1.192 1.71 1.36 

15 35.86 0.896 0.554 1.62 0.21 

16 31.52 0.788 0.424 1.86 0.44 

18 28.13 0.703 0.357 1.97 0.67 

19 91.09 2.277 1.209 1.88 0.68 

21 77.31 1.933 1.027 1.88 0.42 

22 41.63 1.041 0.78 1.33 0.31 

23 30.75 0.769 0.702 1.09 0.09 

24 100.83 2.521 1.618 1.56 1.04 

25 29.66 0.741 0.476 1.56 0.39 

26 115.68 2.892 1.939 1.49 1.01 

27 128.06 3.201 2.326 1.38 0.67 

28 41.81 1.045 0.597 1.75 0.81 

29 211.87 5.297 4.006 1.32 0.4 

30 247.58 6.19 2.709 2.28 0.69 

31 112.03 2.801 1.611 1.74 1.35 

32 17.98 0.45 0.25 1.8 0.18 

33 32.21 0.805 0.437 1.84 0.22 

34 19.1 0.477 0.316 1.51 0.28 

41 19.09 0.477 0.378 1.26 0.05 

43 174.7 4.368 2.769 1.58 0.75 

44 13.65 0.341 0.149 2.28 0.28 

45 127.38 3.184 1.974 1.61 1.03 

46 176.98 4.425 2.337 1.89 1.02 

47 60.58 1.515 0.808 1.88 0.57 

48 93.9 2.348 1.183 1.98 1.07 

49 23.97 0.599 0.304 1.97 0.6 

50 30.69 0.767 0.396 1.94 0.7 

51 77.94 1.948 1.412 1.38 0.57 

52 137.9 3.447 1.736 1.99 0.63 

53 97.62 2.441 1.279 1.91 0.44 

54 156.13 3.903 1.998 1.95 0.53 



 

47 

 

Ölçüm sonuçlarına göre 18 adet örnek 0-50 ng/µl aralığında, 4 adet örnek 50-70 ng/µl 

aralığında, 7 adet örnek 70-100 ng/µl aralığında, 10 adet örnek 100-200 ng/µl aralığında 

ve 3 adet örnek ise 200 ng/µl’nin üzeri bir konsantrasyonda idi. 

3.5. RNA örneklerinden tek sarmal cDNA yapılması 

Elde edilen RNA örneklerinden cDNA eldesinde Roche firmasının 11483188001 

katalog numaralı “1
st
 Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)” isimli kitinin 

Mayıs 2009 sürümü ile TAKARA firmasının RR019 katalog numaralı “TaKaRa RNA 

PCR Kit (AMV)” isimli kitinin 3.0 sürümünde yer alan kimyasallardan faydalanıldı. 

Kullanılan her iki kitin içeriğinden de faydalanılarak enzim ve kimyasallar üretici 

firmaların önerdiğinden farklı oranlarda kullanılmıĢtır. Bu yolla üretici firmaların her 

bir kit için önerdiği kullanım sayısının yaklaĢık 3 katına çıkılmıĢ ve malzemeden 

tasarruf edilmiĢtir. Her iki kitin içeriğinin benzer olmasına karĢın enzim ve kimyasal 

deriĢimleri farklı idi. DeriĢimleri birbirine eĢitlemek için ayarlamalar yapılmıĢtır (Tablo 

3.3). 

Tablo 3.3. Takara ve Roche marka kitler kullanılarak cDNA eldesinde kullanılan kimyasal 

oranları. 

20 µl toplam hacim için kullanılan miktarlar (µl) 

Kit üreticisi firma Roche Takara 

RNAaz içermeyen distile su DeğiĢken
*
 DeğiĢken

*
 

Mg (25mM) 4 4 

10X RT Buffer 2 2 

dNTP (10mM) 2 2 

RNAaz inhibitörü 0.4 0.5 

AMV RT enzimi
** 0.2 1 

Oligo dT primer
***

 1 1 

RNA Tablo 3.4’e göre 

eklenmiĢtir. 

Tablo 3.4’e göre 

eklenmiĢtir. 
* Bütün karışım içeriği eklendikten sonra toplam hacim 20µl’ye tamamlanmıştır 

** Roche kitinde yer alan RT enzimi en az 25 u/µl, Takara kitinde ise en az 5 u/µl konsantrasyondadır. 

*** Roche kiti içerisinde yer alan oligodT primer 40 katı sulandırılarak, Takara kitindeki primer konsantrasyonu 

olan 2.5pmol/µl konsantrasyona erişildikten sonra kullanılmıştır. 
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Tepkimeye girecek olan RNA miktarının standart olmasını sağlamak amacı ile bütün 

örnekler Tablo 3.4’de gösterildiği Ģekli ile hazırlanmıĢtır. Burada deneysel olarak 

karĢılaĢılan problem bütün örnekler için tepkime deriĢiminin hassas bir Ģekilde 

ayarlamasının sağlanması idi. Ancak FFPE dokudan elde edildikleri ve 5 yıl içerisine 

yayılmıĢ olarak farklı zaman dilimlerine ait oldukları için örneklerden elde edilen RNA 

konsantrasyonları 12.36 ng/µl ile 251.86 ng/µl arasında değiĢen miktarlarda idi. Bu 

ayarlamalar esnasında elde edilen RNA’dan cDNA yapılması esnasında 3.5 µl ile 9 µl 

arasında değiĢen oranlarda ana karıĢıma eklenmiĢtir (Tablo 3.4). 

Tablo 3.4. cDNA eldesi için kullanılan ana karışıma eklenen RNA miktarları. 

Ölçüm sonucu elde 

edilen RNA 

konsantrasyonu 

0-50 ng/µl 
50-70 

ng/µl 

70-100 

ng/µl 

100-200 

ng/µl 

200 ng/µl ve 

üstü 

cDNA eldesi için 

kullanılan 

karışıma eklenen 

miktar 

9 µl 7 µl 6 µl 4 µl 3,5 µl 

KarıĢımları hazırlanan örnekler PCR cihazında tabloda gösterildiği Ģekli ile RT-PCR 

tepkimesine sokulmuĢtur (Tablo 3.5).  

Tablo 3.5. RT-PCR tepkime koşulları 

Sıcaklık Süre 

44°C 30 dak 

95°C 5 dak 

5°C 5 dak 

Elde edilen tek sarmal cDNA örnekleri dondurma çözme iĢleminin tek sarmal DNA 

üzerine bozucu etkisinin önüne geçilmesi amacı ile tüplere 1.25 µl miktarında dağıtılmıĢ 

ve bu Ģekilde -20 °C’de saklanmıĢtır.  

3.6. Differential Display-PCR yöntemi 

Differential Display-PCR (DD-PCR) yöntemi nispeten eski ve uygulanması çok kolay 

olmayan bir yöntem olmasına rağmen; bilinmeyen dizilimler ile çalıĢılmasına imkân 
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tanıması nedeniyle avantaj sağlamaktadır. RAS, v-REL, ERBB onkogen hedef genleri 

gibi birçok gen DD-PCR yöntemi ile keĢfedilmiĢtir (71). 

DD-PCR ilk olarak Liang ve Pardee tarafından herhangi bir doku veya hücredeki 

mRNA’lardan türetilmiĢ tek sarmal cDNA’ların çoğaltılması ve kıyaslamalı olarak 

taranmasını içeren bir metot olarak 1992 yılında ortaya konmuĢtur (72). Uygulanmaya 

baĢladığı ilk günden bu yana çok zaman geçmiĢ olmasına rağmen, bazı ufak 

değiĢikliklerle beraber iĢlevselliğini halen muhafaza etmektedir (73). Çip 

teknolojilerinden farklı olarak bu yöntemle çalıĢılan bölgelerin ihtiyaç duyulduğunda 

tekrar çoğaltılabilme, klonlanma ve dizin analizi yapılabilme imkânı vardır (73).  

Metot, iki farklı tür (5’ ucu değiĢken ve 3’ ucu sabit) sentetik oligonükleotit dizileri 

(primer) kullanılarak bu oligonükleotitler ile uyumlu cDNA dizilimlerinin seçimli 

olarak çoğaltılmasına imkan vermektedir (ġekil 3.1). 
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Şekil 3.1. DD- PCR yönteminin tek bazla bağlanan tipinin şematik gösterimi (74). Çalışmamızda 

yalnızca orjinal yöntemde kullanılan primer dizilimlerine uyulmuştur. RT-PCR tepkimesinde 

oligodT primer kullanılmış; bağlanma sıcaklık ve süreleri tamamen değiştirilmiştir. 

DD-PCR yönteminde kullanılan oligonükleotitler çalıĢma tasarımına göre değiĢkenlik 

göstermektedir. Yöntemin ortaya atıldığı ilk yıllarda 3’ ucuna bağlanan sabit 

primerlerden iki bazı değiĢken primerler kullanılırken zamanla tek baz ile bağlanan 

primerler tercih edilmeye baĢlanmıĢtır (74). Ġki baz değiĢken primer kullanıldığında 

primer sayısı 12 iken tek baz değiĢken primer kullanıldığında bu sayının 3’e 

düĢmektedir. ÇalıĢmamızda tek baz değiĢkenli primer setleri tercih edilmiĢtir (74). 

Liang ve ark.’nın kullandığı (75) primer setlerinden seçilen primerlerden 5’ ucu primeri 

kısmi olarak değiĢken bir diziyi, 3’ primeri ise çoklu A dizisine bağlı 1 adet farklı 

nükleotiti içermektedir (Tablo 3.6).  
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Tablo 3.6. Bu çalışmada kullanılan primer dizilimleri. 5’ ve 3’ primerler ortak “AAGCTT” dizisini 

içermektedirler. 3’ primerlerde yalnızca 3’ ucundaki nükleotit değişkenlik göstermektedir. 

Primer tipi Primer Adı Primer dizilimi 

3’ (sabit) primer polyG 5'-AAGCTTTTTTTTTTTG-3' 

3’ (sabit) primer polyC 5'-AAGCTTTTTTTTTTTC-3' 

3’ (sabit) primer polyA 5'-AAGCTTTTTTTTTTTA-3' 

5’ (değişken) primer Arb1 5'-AAGCTTCGACTGT-3' 

5’ (değişken) primer Arb2 5'-AAGCTTGCACCAT-3' 

5’ (değişken) primer Arb3 5'-AAGCTTAGAGGCA-3' 

5’ (değişken) primer Arb4 5'-AAGCTTTCATATG-3' 

5’ (değişken) primer Arb5 5'-AAGCTTGATTGCC-3' 

ÇalıĢmamızda 5 adet kısmı değiĢken primer; 3 adet de sabit primer kullanılmıĢtır. Bu 

primerlerden sabit ve değiĢken primer gruplarının kendi içlerinde kombinasyonları ile 

ile 15 ayrı primer seti elde edilmiĢ ve gen ifadesi değiĢimleri için bu primer setleri 

kullanılmıĢtır (Tablo 3.7). 

Tablo 3.7. Primer kombinasyonlarının eldesi. Üst satır ve soldaki sütunların birbiri ile 

kombinasyonları sonucu 15 set primer elde edilmiştir. 

Primerler → 

↓ 

Arb1 Arb2 Arb3 Arb4 Arb5 

polyG Arb1-polyG Arb2-polyG Arb3-polyG Arb4-polyG Arb5-polyG 

polyC Arb1-polyC Arb2-polyC Arb3-polyC Arb4-polyC Arb5-polyC 

polyA Arb1-polyA Arb2-polyA Arb3-polyA Arb4-polyA Arb5-polyA 

Kullanılan 5’ ve 3’ ucu primerlerinde ortak olan “AAGCTT” dizilimi haricinde 5’ 

primerlerinde 7 nükleotitlik kısım değiĢkendir. Matematiksel olarak bakıldığında 7 adet 

değiĢken nükleotit ile 16384 adet farklı primer elde edilmesi mümkündür. Fakat pratik 

kullanımda bu kadar farklı primer çeĢidine gerek yoktur. G-C ya da A-T sayısının en 

fazla 5, en az 2 olduğu kombinasyon sayısı 11408 iken bu sayının çok daha azı ile 

transkriptomu taramak teorik olarak mümkündür çünkü DD-PCR primerleri dizilime 

tam olarak oturmadan da çoğaltma yapabilmektedirler (Tablo 3.8) (75).  
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Tablo 3.8. Liang ve ark. (75) yaptıkları çalışmalarda DD-PCR primerlerinin dizilimi tam olarak 

karşılamasalar da çoğaltma yapabildiklerini göstermişlerdir. Toplam 13 nükleotit uzunluğundaki 

primer dizisi kullanılarak 5 nükleotite kadar farkla bile çoğaltma yapılabilmesi mümkündür. 

Klonlanan cDNA Değişken primer dizilimi 
*
 Dizilimi karşılamayan 

nükleotit sayısı (bç) 

SP100  AAgCTtGCACCAT 2 

Mob-1  AAgcttCGACTGT 4 

Pai-2  aagCttGCACCAT 5 

Mob-5  AagctTGATTGCC 4 

Osteopontin  aagctTAGAGGCA 5 

Mob-40  aagcTTTCATATG 4 

TK  aagCTTGATTGCC 3 

Dizilimi karşılamayan 

nükleotit sayıları  
4574430000000 4 

 

* Dizilimi karĢılanmayan nükleotitler küçük harfle gösterilmiĢtir. 

Yapılan hesaplarda 80 adet primer kullanılarak transkriptomun neredeyse tamamının 

taranması teorik olarak mümkündür (Tablo 3.9) (75).  

Tablo 3.9. Değişken primer sayısına bağlı olarak transkriptomun ne kadarının kapsanabileceğine 

yönelik istatistiki hesaplama. Teorik olarak 80 adet değişken primer ile transkriptomun 

%96’sındaki gen ifade farklılığının gösterilebileceği hesaplanmıştır (75). 

Değişken primer sayısı Tepkime sayısı Tespit edilebilme olasılığı 

(P=1- (0.96)n) 

20 60 %56 

30 90 %71 

40 120 %80 

80 240 %96 

3.6.1 İkinci sarmal cDNA eldesi 

Daha önce mRNA’lardan RT-PCR ile tek sarmal cDNA’ya dönüĢümü sağlanan ve 

tüplere dağıtılan örnekler belirtildiği Ģekli ile ikinci sarmal oluĢturulması ve bu 

örneklerin çoğaltılması için toplam hacim 12.5 µl olacak Ģekilde PCR tepkimesine 

sokulmuĢlardır (Tablo 3.10).  
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Tablo 3.10. Toplam hacmi 12.5 µl olacak şekilde PCR bileşenlerine ait iyileştirilmiş derişimler. 

Kimyasal Miktar (µl) 

Su  4.41 

10X Buffer 1.25 

MgCl2 (25mM) 1.33 

dNTP (2mM) 1.13 

5' primer (10mM) 1.5 

3' primer (10mM) 1.5 

Taq DNA polimeraz (5u/µl) 0.13 

cDNA 1.25 

En uygun tepkime sıcaklığının tespiti için yapılan gradient PCR neticesinde en uygun 

bağlanma sıcaklığının 36°C olduğu görülmüĢtür (Tablo 3.11).  

Tablo 3.11. İkinci sarmal cDNA eldesine ait PCR tepkime koşulları. 

Tepkime sıcaklığı Tepkime Süresi Tekrar sayısı Tepkime tipi 

94°C 2 dak 1 kez Ġlk denatürasyon 

94°C 30 sn 

39 Döngü 

Denatürasyon 

36°C 2 d. 15 s. Bağlanma 

72°C 30 s. Uzama 

72°C 5 d. ∞ Son uzama 

3.6.2 Örneklerin poliakrilamid jelde yürütülmesi 

3.6.2.1 Camların hazırlanması 

U Ģekilli ve dikdörtgen Ģekilli her iki cam da ilk önce %70’lik ardından da %96’lık etil 

alkol ile iyice temizlendikten sonra jelin yapıĢması istenen düz cama 2000 µL jel 

bağlama çözeltisi (3 µL gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 µL asetik asit, 

1000 µL %96’lık etil alkol) hav bırakmayan peçete ile dikkatlice yayılmıĢtır. U Ģekilli 

cama yüzeyin kayganlaĢtırılması için 500 µL sigmacote hav bırakmayan peçete ile 

yayılmıĢtır. Yanlara aralık çubukları, üste ve alta da ters olarak birer köpek diĢli tarak 

yerleĢtirildikten sonra camlar birbiri üzerine kapatılıp mandalla birbirine tutturulmuĢtur. 
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3.6.2.2 Poliakrilamid jelin hazırlanması 

Denatüre jel karıĢımı 250 ml’lik beher içerisine %7’lik deriĢimde 

akrilamid:bisakrilamid oranı 27:1 olacak Ģekilde %45’lik stok çözeltisi kullanılarak 

hazırlanmıĢ ve iyice çözünmesi sağlanmıĢtır (Tablo 3.12) (76).  

Tablo 3.12. Stok akrilamid çözeltisi hazırlanışı. 

Kimyasal Eklenen miktar 

Akrilamid 434 g 

N,N’-metilenbisakrilamid 16 g 

Su 600 ml 

Örneklerin jelde yürütülmesi için kullanılan akrilamid jel karıĢımı bu stok çözeltisi 

kullanılarak son hacmi %7 olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır (Tablo 3.13).  

Tablo 3.13. Yüzde 7 konsantrasyonda akrilamid jel için eklenen kimyasal oranları. 

Kimyasal  Eklenen miktar 

Stok akrilamid (%45) 15.51 ml 

10X TBE Tamponu 10 ml 

Üre 42 g 

Su 100 ml’ye tamamlandı 

Manyetik karıĢtırıcı üzerine alınan karıĢımın iyice çözünmesi sağlandıktan sonra taze 

hazırlanmıĢ 450 μl %10 APS ve 45 μl TEMED eklenmiĢtir. YaklaĢık 10 saniye süre ile 

beklendikten sonra karıĢım beher yardımıyla yavaĢça ve hava kabarcığı bırakmamaya 

özen göstererek iki cam arasına dökülmüĢ ve köpek balığı diĢli tarak ters olarak jelin üst 

kısmına yerleĢtirilmiĢtir. Jelin donması için en az 45 dakika beklenmiĢtir. 

3.6.2.3 Örneklerin hazırlanması 

0,2 ml lik tüplere 5 μl’si PCR ürünü ve 5 μl si jel yükleme tamponu (0,025 g bromfenol 

mavisi, 0,025 g ksilen siyanol, 10 ml saf su) olmak üzere 10 μl toplam hacimde 

hazırlanan örnekler 95°C’de 5 dakika denatürasyonun hemen ardından buz üzerine 

alınmıĢtır. 
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3.6.2.4 Örneklerin jele yüklenmesi ve elektroforez işlemi 

Örneklerin denatüre edilmesinden 30 dak. kadar önce 70 W’da ön yürütme yapılmıĢtır. 

Ön yürütmenin ardından denatüre edilen ve buz üzerine alınan örnekler her bir grup 

doku örneği bir arada bulunacak Ģekilde ve aralarına moleküler belirleyici (Sigma, 36–

943 bç, katalog no: D6683) konarak jele 5µl hacimde yüklenmiĢ ve 43 W’de 3 saat 

boyunca hazırlanan üreli poliakrilamid jelde tek sarmal olarak yürütülmüĢlerdir. 

3.6.2.5 Örneklerin gümüş boyama ile görüntülenmesi 

Yürütmenin ardından tanktan alınan camlar birbirinden ayrılmıĢtır. Üzerinde jel olan 

düz cam, çalkalayıcı üzerinde %10’luk 2 litre asetik asit içinde 10 dakika bekletildi. 

Ardından, 10 dakika 2 litre saf su içinde bekletilmiĢtir. GümüĢ nitrat çözeltisi içerisinde 

45 dakika bekletildikten sonra soğuk sodyum karbonat çözeltisi içine alınmıĢtır. 

Bantların görünmesiyle zemin kararmadan hemen önce tekrar %10’luk asetik asit 

çözeltisine alınarak bantların sabitlenmesi sağlanmıĢtır. BeĢ dakika bekletildikten sonra 

tekrar saf suya alınarak ortamdan fazla asetik asitin uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. Bunun 

ardından cam kurumaya bırakılmıĢtır. Kurumanın ardından, jelin görüntüsü tarayıcı 

kullanılarak 600 dpi çözünürlükte bilgisayara aktarılmıĢtır. 

3.7. Farklı ifade edilen genlerin tespiti 

Farklı ifade edilen genlerin tespiti ilk aĢamada göz ile yapılmıĢtır (Resim 3.1-3.2). 

Nodüle kıyasla PTK-F ve PTK-K gruplarından farklı gen ifadesi gösteren bölgeler 

seçilmiĢ, bu aday bölgeler birbiri ile karıĢmaması için kullanılan primerler baz alınarak 

sistematik bir isimlendirmeye tabi tutulmuĢlardır. 
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Resim 3.1. DD-PCR jel görüntüsü. Gümüş boyama yöntemi ile elde edilen jel görüntüsünün 

tarayıcı ile bilgisayara aktarıldığında elde edilen hali görülmektedir. 

Dijital ortama aktarılmıĢ jel görüntüleri üzerinden densitometrik analiz yapabilme 

özelliğine sahip ticari programlar var olduğu halde; aynı iĢlemi ücretsiz programlar 

aracılığı ile de gerçekleĢtirmek mümkündür (77). Aslında Western Blot jelleri için daha 

çok uygulanmakta olan bir yöntem bu çalıĢmaya uyarlanmıĢtır. Aday bölgelerin 

densitometrik analizleri dijital ortama aktarılan jel görüntüleri üzerinden ImageJ 

(v1.42q, NIH) programı yardımı ile yapılmıĢ, neticede her bir örneğin gen ifadesi 

kıyaslanabilir sayısal değerlere dönüĢtürülmüĢtür (Resim 3.2-3.4).  
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3.7.1 Densitometrik ölçüm yolu ile gen ifade analizi 

ImageJ programı ile jel görüntülerinin ölçüm iĢlemi yapılmadan önce çeĢitli standart 

iĢlemler bütün görüntüler için uygulanmıĢtır. Tarayıcıdan minimum 600 dpi 

çözünürlükte, kayıpsız olarak veri saklama özelliğinden dolayı .tiff dosya uzantısı ile 

bilgisayara aktarılan görüntüler GIMP (v.2.6.8; Spencer Kimball, Peter Mattis ve GIMP 

GeliĢtirme Takımı) programı kullanılarak ilk önce RGB moddan gri ölçekli moda 

dönüĢtürülmüĢ, ardından renk seviyeleri ayarlanmıĢ ve en son olarak renkler dijital 

ortamda tersine çevrilmiĢtir (Resim 3.2). 

 

Resim 3.2. Gen ifade farklılığının jel görüntüsüne yansıması A) Resmin tarayıcıdan bilgisayara ilk 

aktarıldığı hali. B) Resmin renklerinin ters çevrilmiş ve renk seviyelerinin iyileştirilmiş hali. Göz ile 

kontrolde 1, 4, 5, 6 nolu örneklerde yüksek gen ifadesi olduğu; 7 nolu örnekte oldukça düşük gen 

ifadesi olduğu; 2 ve 3 nolu örneklerde ise genin ifade edilmediği görülmektedir. 
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Resim 3.3. Gimp resim işleme programı yardımı ile görüntülerin densitometrik analize hazır hale 

getirilmesi. A) RGB moddan gri ölçekli moda geçiş. B) Renk seviyelerinin ayarlanması C) Hiçbir 

işlem görmemiş orjinal resim. D) Renk seviyeleri ayarlanmış resim. E) Renk seviyelerinin 

ayarlanmasının ardından renklerin tersine çevrilmiş hali. 

GIMP programı ile gerekli renk ayarlamaları yapıldıktan sonra ImageJ programı ile 

görüntüler tek tek açılarak daha önceden belirlenen aday bölgelerde Area, Mean ve 

Integrated Density (ID) değerleri ölçülmüĢtür. Ölçülen değerlerden “area” değiĢkeni jel 

görüntüsünde ölçülen alan büyüklüğüne, “mean” değiĢkeni 0-255 arası değiĢkenlik 

gösteren ortanca gri değerine ve ID değeri ise bu iki değiĢkenin sayısal değerlerinin 

çarpımına karĢılık gelmektedir. Anlamlı Ģekilde değerlendirme yapılabilmesi için her iki 

değiĢkendeki farklılıkları da kapsadığı için çalıĢmamızda ID değeri esas alınmıĢtır. 

ImageJ programı yardımı ile bu tür ölçümlerin yapılması için kullanılan eğri çizim 

yöntemi ve doğrudan alan ölçüm yöntemi olmak üzere iki yöntem farklı yöntem 

mevcuttur (77). Bu çalıĢmada doğrudan alan ölçüm yöntemi kullanılmıĢtır (Resim 3.4). 
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Resim 3.4. ImageJ programı kullanılarak doğrudan alan ölçüm yöntemi ile Area, Mean ve ID 

değerlerinin sayısal olarak elde edilmesi. Gimp programı ile analize hazır hale getirilen jel resimleri 

ImageJ programı ile açılarak aday bölgelere ait bantlar “Freehand selection” kullanılarak seçilmiş 

ve ölçülmüştür.  

Elde edilen ölçüm değerleri ImageJ programının “results” penceresinden alınmıĢ ve her 

bir örnek için Excel tabloları oluĢturulmuĢtur. Bu tablolar istatistikî hesaplamalarda 

kullanılmıĢtır. 

3.8. İstatistiki hesaplamalar 

Kantitatif analiz sonucunda elde edilen integrated density (ID) değerleri üzerinden 

GraphPad Instat (version 3.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) 

programı kullanılarak Student-Newman-Keuls testi yapılmıĢtır.  

Nodüle karĢılık PTK-F, nodüle karĢılık PTK-K ve PTK-F’ye karĢılık PTK-K 

kıyaslamaları yapılmıĢ ve sonuçlar değerlendirilmiĢtir.  
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3.9. DNA dizin analizi 

PCR ile çoğaltılan örnekler çoklu A dizisi içerdikleri için dizilenmesi zor olan 

bölgelerdir. Bu bölgelerin dizin analizi öncesi yapılan PCR iĢlemi değiĢkenleri her bir 

örnek için değiĢtirilerek en iyi sonuçlar elde edilmeye çalıĢılmıĢtır (Tablo 3.14-3.15).  

Tablo 3.14. DNA dizin analizi için örneklerin hazırlanması aşamasında kullanılan karışım oranları. 

Kimyasal Madde Miktar (µl) 

Distile su DeğiĢken
*
 

Sequencing tampon (5X) 2 

Big Dye 1 

Primer (5’ veya 3’)(2pM) 2 

PCR ürünü DeğiĢken
**

 

Toplam hacim 10 

* Toplam hacim 10 µl olacak şekilde PCR ürünün miktarına bağlı olarak değişmektedir. 

** 0.25 ile 1 µl arasında değişen miktarlarda kullanılmıştır. 

Tablo 3.15. DNA dizin analizi öncesi yapılan PCR döngü koşulları. Hedef dizilerin çok fazla 

değişkenlik göstermeleri ve çoklu A dizisi içermeleri nedeni ile farklı bağlanma sıcaklıkları 

denenmiştir. 

Uygulanan Sıcaklık (
o
C) Tekrar sayısı Süre 

96°C 1 kez 1 dakika 

96°C 

25 döngü 

10 saniye 

Değişken
*
 5 saniye 

60°C 4 dakika 

4°C ∞ 
* Örneğin DNA dizin analizine bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. Beşin katları şeklinde 45-

60°C arası sıcaklıklar denenmiştir. 

Dizin analizi için yapılan PCR iĢleminin ardından örnekler ABI 3130 dizin analiz 

cihazına yüklenerek sonuçlar. AB1 dosya uzantısı Ģeklinde elde edilmiĢtir.  
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3.10. BLAST işlemi 

Dizin analizi neticesinde elde edilen .AB1 dosyaları Trev v.1.9 programı (1999-2002, 

Medical Research Council, Laboratory of Molecular Biology) kullanılarak dizin analiz 

sonuçları .txt dosyası olarak kaydedilmiĢ ve bunlar üzerinden BLAST (The Basic Local 

Alignment Search Tool) analizi yapılmıĢtır (78). Analizler BLAST 2.2.23 sürümü, 

blastn algoritması ve refseq_rna veritabanı kullanılarak yapılmıĢtır (78).  

Çoklu A dizilimine bağlı olarak dizin analizinde bazı bölgelerde kayma olduğu için 

dizilimlerin birbirinden ayrılmasını sağlamak amacı ile blastn algoritma değiĢkenleri 

tabloda belirtildiği Ģekli ile değiĢtirilmiĢtir (Tablo 3.16). 

Tablo 3.16. BLAST işlemi için kullanılan blastn algoritma değişkenleri. 

En fazla hedef dizilim sayısı 100, 250 

Expect treshold 10000, 1000, 100 

Word size 7, 11, 15 

Match/Mismatch Scores 2,-3 

Gap Costs Existence:5 Extension: 2 

Species-spesific repeats Human 

Database refseq_rna 

Ġstatistik sonucun anlamlı olup olmadığına bakılmaksızın bütün aday bölgeler için 

BLAST analizi uygulanmıĢtır. 

3.11. Bulunan genler arası etkileşimler 

BLAST iĢlemi sonucu iliĢkili olduğu görülen genlerin birbirleri ile iliĢkisini araĢtırmak 

amacı ile de FuncBase (http://func.med.harvard.edu) veritabanı taranmıĢ; ortak 

moleküler iĢlev, ortak hücresel bileĢen ve paylaĢılan biyolojik süreç kategorilerinde 

muhtemel iliĢkiler araĢtırılmıĢtır. 

  

http://func.med.harvard.edu/
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4 BULGULAR 

4.1 Aday bölgelerin ölçüm yolu ile sınanması ve istatistikî bulgular 

OnbeĢ adet primer seti kullanılarak yapılan DD-PCR analizi neticesinde elde edilen jel 

görüntüleri üzerinden görsel olarak yapılan ilk incelemede 44 adet aday bölgenin 

nodüllere ve birbirine kıyasla farklı seviyede gen ifadesine sahip olduğu görülmüĢtür 

(Tablo 4.1). Bu bölgeler birbiri ile karıĢmaması için primer isimlendirmeleri esas 

alınarak sistematik bir Ģekilde numaralandırılmıĢtır. 

Tablo 4.1. Kullanılan primerler esas alınarak aday bölgelerin isimlendirilmesi. Göz ile yapılan ilk 

tespite göre 33 ayrı bölgede gen ifadesinde düşüş, 11 ayrı bölgede ise gen ifadesinde artış tespit 

edilmiştir. 

Primer bölgesi Aday bölge adları 
Gen ifadesinde artış olan 

bölge sayısı 

Gen ifadesinde azalma 

olan bölge sayısı 

Arb1-polyA 111, 112, 113, 114, 115 0 5 

Arb2-polyA - 0 0 

Arb3-polyA 131 0 1 

Arb4-polyA 141, 142, 143, 144, 

145, 146 

6 0 

Arb5-polyA 151 0 1 

Arb1-polyC 161, 162, 163, 164, 

165, 166 

5 1 

Arb2-polyC - 0 0 

Arb3-polyC 181, 182, 183, 184, 185 4 1 

Arb4-polyC - 0 0 

Arb5-polyC - 0 0 

Arb1-polyG 211, 212, 213, 214, 215 4 1 

Arb1-polyG 221, 222, 223, 224, 

225, 226 

6 0 

Arb3-polyG 231, 232, 233 2 1 

Arb4-polyG 241, 242, 243, 244, 245 5 0 

Arb5-polyG 251 1 0 

Toplam sayılar 33 11 

Numaralandırmanın ardından ImageJ programı kullanılarak aday bölgelerin her biri için 

kantitatif ölçüm yapılmıĢtır. Kantitatif analiz sonucunda elde edilen integrated density 

(ID) değerlerinin istatistikî analizi neticesinde gen ifadesinin artmıĢ ya da azalmıĢ 

olduğu düĢünülen 44 bölgeden 32 adedindeki farklılık anlamlı, 12 adedinde ise 

anlamsız olduğu bulunmuĢtur (Tablo 4.2). 
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Tablo 4.2. Gruplar bazında aday bölgelerin elde edilen p değerleri. P değerinin 0.05’ten büyük 

olduğu bölgeler boş bırakılmıştır. 44 bölge içerisinden 12 bölgede gruplar arasında hiçbir fark 

bulunamazken 32 adedinde 3 grubun kendi aralarında değişen oranlarda farklılık bulunmuştur.  

Aday 

bölge no 
Nodüle kıyasla PTK-K Nodüle kıyasla PTK-F PTK-F'ye kıyasla PTK-K 

111 <0.001 >0.05 <0.01 

112 >0.3509 

113 <0.001 <0.01 >0.05 

114 <0.001 >0.05 <0.001 

115 <0.001 >0.05 <0.05 

131 <0.05 >0.05 <0.01 

141 >0.05 <0.05 >0.05 

142 <0.001 <0.05 >0.05 

143 <0.001 <0.01 >0.05 

144 >0.08 

145 <0.05 <0.05 >0.05 

146 >0.3047 

151 <0.05 >0.05 <0.05 

161 >0.05 <0.05 >0.05 

162 <0.001 <0.01 >0.05 

163 >0.05 <0.05 >0.05 

164 <0.001 <0.001 >0.05 

165 <0.05 <0.01 >0.05 

166 <0.05 >0.05 <0.05 

181 >0.05 <0.05 >0.05 

182 >0.4305 

183 >0.0605 

184 >0.6174 

185 >0.05 <0.05 <0.01 

211 <0.001 <0.001 >0.05 

212 <0.01 <0.001 <0.05 

213 <0.001 <0.001 >0.05 

214 <0.01 <0.001 >0.05 

215 >0.05 >0.05 <0.05 

221 <0.01 <0.01 >0.05 

222 >0.05 <0.05 >0.05 

223 >0.0567 

224 >0.1609 

225 >0.05 <0.05 <0.05 

226 >0.05 <0.01 >0.05 

231 >0.05 <0.05 >0.05 

232 <0.001 >0.05 <0.001 

233 >0.3733 

241 >0.7131 

242 <0.05 <0.05 >0.05 

243 <0.001 <0.001 >0.05 

244 >0.0869 

245 >0.3551 

251 >0.05 <0.05 >0.05 
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4.2 DNA dizin ve BLAST analizleri 

Aday bölgelerden tamamının dizi analizleri de yapılmıĢtır. Fakat PCR ile çoğaltılan 

bölgeler çoklu A dizisi içerdiği ve bağlanan primerde kaymaya (stuttering sequence) 

neden olabildiği için bu bölgelerin tamamının dizin analizi sonucu istenen seviyede elde 

edilememiĢtir (Resim 4.1). 

 

Resim 4.1. DNA dizin analizi sonuçları. A) Primer bağlanma bölgesinde kayma olmayan 

örneklerden birine ait dizin analiz sonucu. B) Primer bağlanma bölgesinde gerçekleşen kayma 

sonucu elde edilen dizin analiz sonucu. Pikler üst üste bindiği için dizin analizi yapılamamıştır. 

ÇalıĢılan 44 adet bölgeden (21 adedi anlamlı gruptan, 3 adedi istatistikî olarak anlamsız 

gruptan olmak üzere) 24 adedinin yapılan BLAST analizi sonucu ilgili olduğu geni 

tespit edilebilmiĢtir (Tablo 4.3)(Resim 4.2).  
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Tablo 4.3. Çalışılan bölgelerin BLAST analizi sonucu elde edilen ilişkili genlerin “Gene id” ve 

isimleri. Bulunan E değerleri dizlimin benzerliğine dair bilgi vermektedir. 141 nolu bölge ile 245 

nolu bölgenin aynı gen ürünü olduğu görülmüştür.  

Aday 

bölge no 

NCBI 

Gene id 

Genin ismi BLAST analizi sonucu 

elde edilen E Değeri 

141 989 SEPT7 9.00E-100 

142 374786 EFCAB5 0.3 

143 56950 SMYD2 7.00E-26 

161 10776 ARPP19 3.00E-23 

163 84988 PPP1R16A 7.00E-30 

164 678 ZFP36L2 3.00E-09 

165 4666 NACA 3.00E-23 

166 8624 PSMG1 54 

181 6129 RPL7  1.00E-58 

211 4718 NDUFC2 4.00E-14 

212 4354 MPP1 1.00E-53 

214 23016 EXOSC7 1.3 

221 6138 RPL15 2.00E-51 

222 604 BCL6 3.00E-04 

225 284440 LOC284440 4.00E-07 

226 1603 DAD1 2.00E-29 

231 4172 MCM3  6.00E-22 

232 10940 POP1 25 

241 6342 SCP2 6.00E-43 

242 56947 MFF 3.00E-27 

243 85379 KIAA1671  6.00E-30 

244 400322 HERC2P2 non- coding gene 1.00E-10  

245 989 SEPT7 5.00E-46 

251 3550 IK 2.00E-95 

 

Resim 4.2. RPL15 gen ürününe ait BLAST görüntüsü. E değeri 2e-51 olarak bulunmuştur. 
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4.3 Ölçüm değerlerinin grafiksel gösterimi 

ÇalıĢmamızda nodül gen ifadesine karĢılık kanser grubu ile bir kıyaslama yapıldığından 

elde edilen sonuçlar aĢağıdaki gibi gruplanabilir (Tablo 4.4); 

1- Kanser grubuna (PTK) kıyasla nodülde gen ifadesi artıĢı (veya kanser grubunda 

düĢüĢ) 

2- Nodüle kıyasla kanser grubunda gen ifadesi artıĢı (veya nodülde düĢüĢ) 

3- PTK alt tiplerinden sadece birisine özel durumlar: 

a. Sadece PTK-F’de değiĢim (gen ifadesinde artma veya azalma) 

b. Sadece PTK-K’da değiĢim (gen ifadesinde artma veya azalma) 

c. Nodüle nazaran aynı fakat alt tipler arası gen ifadesinde farklılık 

Tablo 4.4. Gruplar arası kıyaslama yapıldığında PTK’nın hem alt tiplerinde hem de alt tiplerin 

kendi aralarında gen ifadesi farklılığı görülmüştür. Bunun istisnası olarak; yalnızca PTK-F gen 

ifadesinin tek başına arttığı durumla karşılaşılmamıştır. 

Gen ifadesinde gözlenen değişimin 

dokuya özgü sonucu 

Gözlenen 

değişim sayısı 
Gen veya aday bölge isimleri 

Nodülde gen ifadesi artışı (veya 

kanser grubunda düşüş) 
13 

EFCAB5, SMYD2, ZFP36L2, NACA, 

NDUFC2, MPP1, EXOSC7, RPL15, MFF, 

KIAA1671 ve 3 adet isimsiz (145, 162, 213 

nolu bölgeler) 

Kanser grubunda gen ifadesi artışı 

(veya nodülde düşüş) 
1 1 adet isimsiz (113 nolu bölge) 

Sadece PTK-F’de artma 0 
 

Sadece PTK-K’da artma 6 
PMSG1, POP1 ve 4 adet isimsiz (111, 114, 

115 ve 151 nolu bölgeler) 

Sadece PTK-F’de azalma 10 

ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCL6, 

LOC284440, DAD1, MCM3, IK, SEPT7 ve 

1 adet isimsiz (185 nolu bölge) 

Sadece PTK-K’da azalma 1 1 adet isimsiz (131 nolu bölge) 

Nodüle nazaran aynı fakat alt 

tipler arası gen ifadesinde farklılık 
1 1 adet isimsiz (215 nolu bölge) 

Toplam 32 
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Elde edilen ölçüm sonuçları gruplar bazında grafiksel olarak da gösterilmiĢtir. Nodülde 

gen ifadesi artıĢı (veya kanser grubunda düĢüĢ) görülen 13 adet bölgeye ait grafikler 

görselliğin bozulmaması için 3 kısımda; sadece PTK-F’de azalma grafikleri ise 2 

kısımda gösterilmiĢtir. (ġekil 4.1-4.9). 

 

Şekil 4.1. Nodülde gen ifadesi artışı ya da kanser grubunda gen ifadesinde azalma bulunan 13 

bölgeden 1 adedinin (162 nolu aday bölge) grafiği. Diğer bölgelere ait grafikler takip eden 

şekillerde verilmiştir. 
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Şekil 4.2. Nodülde gen ifadesi artışı ya da kanser grubunda gen ifadesinde azalma bulunan 13 

bölgeden 6 adedinin (RPL15, ZFP36L2, EFCAB5, NACA, SMYD2 ve NDUFC2) grafikleri. Diğer 

bölgelere ait grafikler takip eden şekillerde verilmiştir. 
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Şekil 4.3. Nodülde gen ifadesi artışı ya da kanser grubunda gen ifadesinde azalma bulunan 14 

bölgeden 6 adedinin (MPP1, MFF, EXOSC7, KIAA1671, 213 ve 145 nolu aday bölgeler) grafikleri.  
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Şekil 4.4. Kanser grubunda artış (veya nodülde düşüş) görülen tek bölge olan 113 nolu aday 

bölgeye ait grafik. PTK-F ve PTK-K’daki nodüle kıyasla gerçekleşen artış net bir şekilde 

görülmektedir. 
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Şekil 4.5. PTK-K’da gen ifadesi artışı görülen 6 bölgeden 6’sının (PSMG1, POP1, 115, 111, 151 ve 

114 nolu aday bölgeler) grafikleri.  
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Şekil 4.6. Yalnızca PTK-K’da azalma görülen 131 nolu aday bölgeye ait ölçüm grafiği. Diğer iki 

grup için tespit edilen ortanca değerleri yaklaşık aynıdır. 

 

Şekil 4.7. Nodüle kıyasen aynı fakat alt tipler arası gen ifade farklılığı gösteren 215 nolu aday 

bölgeye ait grafik. İstatistiki hesaplara göre yalnızca PTK-F ile PTK-K arasında fark bulunmuştur. 
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Şekil 4.8.Yalnızca PTK-F’de azalma ya da diğer iki grupta artma görülen 10 bölgeden 6 adedinin 

(ARPP19, BCL6, PPP1R16A, LOC284440, RPL7, DAD1) ölçüm grafikleri. Kalan 4 bölgeye ait 

grafikler takip eden şekilde gösterilmiştir. 
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Şekil 4.9. Yalnızca PTK-F’de azalma ya da diğer iki grupta artma görülen 10 bölgeden 4 adedinin 

(MCM3, IK, SEPT7, ve 185 nolu aday bölge) ölçüm grafikleri. 

4.4 Gen ifadelerindeki ölçüm değerleri kullanılarak moleküler ayrım yapılması 

Bu çalıĢma sonucunda 21 adet genin ifadesindeki değiĢimler kullanılarak kanserli doku 

ile iyi huylu nodülün; PTK-K içeren doku ile nodül veya PTK-F dokularının birbirinden 

ayrılabileceği görülmüĢtür (Tablo 4.5). 



 

75 

 

Tablo 4.5. İlgili olduğu bulunan genlerin ifadesinde gözlenen değişimin gruplara yansımasını 

gösteren tablo. 9 adet gendeki (SEPT7, ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCL6, LOC284440, DAD1, 

MCM3 ve IK) ifade değişiminden yola çıkılarak PTK-F’yi, 2 adet gendeki (PSMG1 ve POP1) ifade 

değişiminden yola çıkılarak PTK-K’yı ve 10 adet gendeki (EFCAB5, SMYD2, ZFP36L2, NACA, 

NDUFC2, MPP1, EXOSC7, RPL15, MFF ve KIAA1671) ifade değişimden yola çıkılarak 

nodül/kanserli doku ayrımı yapılabilmektedir.  

Gen adı 

Kanser 

grubuna 

kıyasla 

(PTK) 

nodülde gen 

ifadesi artışı 

(veya 

kanser 

grubunda 

düşüş) 

Nodüle 

kıyasla 

kanser 

grubunda 

gen ifadesi 

artışı (veya 

nodülde 

düşüş) 

Tek bir 

alt tipe 

özel 

değişim 

Sadece 

PTK-F’de 

değişim 

(artma 

[↑]- 

azalma 

[↓]) 

Sadece 

PTK-

K’da 

değişim 

(artma 

[↑]- 

azalma 

[↓]) 

Moleküler 

ayrım yolu ile 

ayrılabilen 

doku tipi 

SEPT7   ✓ ↓ → PTK-F 

EFCAB5 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

SMYD2 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

ARPP19   ✓ ↓ → PTK-F 

PPP1R16A   ✓ ↓ → PTK-F 

ZFP36L2 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

NACA ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

PSMG1   ✓ → ↑ PTK-K 

RPL7   ✓ ↓ → PTK-F 

NDUFC2 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

MPP1 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

EXOSC7 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

RPL15 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

BCL6   ✓ ↓ → PTK-F 

LOC284440   ✓ ↓ → PTK-F 

DAD1   ✓ ↓ → PTK-F 

MCM3   ✓ ↓ → PTK-F 

POP1   ✓ → ↑ PTK-K 

SCP2    → → - 

MFF ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

KIAA1671 ✓   ↓ ↓ Nodül/Kanser 

HERC2P2     → → - 

IK   ✓ ↓ → PTK-F 
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Ayrıca DNA diziliminin tespit edilemediği 11 adet bölgedeki değiĢimlerden 

faydalanılarak da çok daha ayrıntılı olarak dokular arası moleküler ayrım yapılabileceği 

görülmüĢtür (Tablo 4.4). 

4.5 İlişkili bulunan genlere ait bilgiler 

Bu çalıĢma sonucu gen ifadesinde değiĢim tespit edilen genlerin bazılarının 

kromozomal yerleĢimlerinin baĢka çalıĢmalarda PTK için belirlenen hassas bölgelere 

oldukça yakın olduğu görülmüĢtür (Tablo 4.6). 
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Tablo 4.6. İlişkili olduğu tespit edilen genlerin kromozomal yerleşim bilgileri ve alternatif 

isimlendirmeleri. Tabloya bilgi vermesi için istastistiki olarak anlamlı sonuç vermeyen SCP2 ve 

HERC2P2 genleri de dahil edilmiştir. 

NCBI 

Gene id 
Genin ismi Genin resmi olarak tam ismi Alternatif isimleri 

Kromozomal 

yerleşim 

 

4718 

 

NDUFC2 

 

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, 

subcomplex unknown, 2, 14.5kDa 

 

B14.5b; NADHDH2 

 

11q14.1 

4666 NACA nascent polypeptide-associated complex 

alpha subunit 

HSD48; NACA1; 

MGC117224 

12q23-q24.1 

1603 DAD1 defender against cell death 1 OST2 14q11-q12 

400322 HERC2P2 hect domain and RLD 2 pseudogene 

2 

MN7; D15F37S3 15q11.2 

10776 ARPP19 cAMP-regulated phosphoprotein, 

19kDa 

ENSAL; ARPP16; ARPP-

16; ARPP-19; FLJ41622 

15q21.2 

374786 EFCAB5 EF-hand calcium binding domain 5 FLJ46247; 

DKFZp434G2420; 

DKFZp686I0638 

17q11.2 

284440 LOC284440 hypothetical LOC284440 FLJ12356; MGC39821 19p13.11 

6342 SCP2 sterol carrier protein 2 NLTP; SCPX; NSL-TP; 

DKFZp686C12188; 

DKFZp686D11188 

1p32 

56950 SMYD2 SET and MYND domain containing 2 KMT3C; HSKM-B; 

ZMYND14; MGC119305 

1q32.3-q41 

8624 PSMG1 proteasome (prosome, macropain) 

assembly chaperone 1 

PAC1; DSCR2; C21LRP; 

LRPC21 

21q22.3 

85379 KIAA1671  KIAA1671 - 22q11.23 

678 ZFP36L2 zinc finger protein 36, C3H type-like 2 BRF2; ERF2; ERF-2; 

TIS11D; RNF162C 

2p22.3-p21 

56947 MFF mitochondrial fission factor GL004; C2orf33; 

MGC110913; 

DKFZp666J168 

2q36.3 

23016 EXOSC7 exosome component 7 p8; EAP1; RRP42; 

Rrp42p; hRrp42p; 

FLJ26543; KIAA0116 

3p21.31 

6138 RPL15 ribosomal protein L15 EC45; RPL10; RPLY10; 

RPYL10; FLJ26304; 

MGC88603 

3p24.2 

604 BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 BCL5; LAZ3; BCL6A; 

ZNF51; ZBTB27 

3q27 

3550 IK IK cytokine, down-regulator of HLA II RED; CSA2; MGC59741 5q31.3 

4172 MCM3  minichromosome maintenance complex 

component 3 

HCC5; P1.h; RLFB; 

MGC1157; P1-MCM3 

6p12 

989 SEPT7 septin 7 CDC3; CDC10; SEPT7A; 

Nbla02942 

7p14.3-p14.1 

6129 RPL7  ribosomal protein L7 humL7-1; MGC117326 8q21.11 

10940 POP1 processing of precursor 1, ribonuclease 

P/MRP subunit (S. cerevisiae) 

KIAA0061; MGC17365 8q22.1 

84988 PPP1R16A protein phosphatase 1, regulatory 

(inhibitor) subunit 16A 

MYPT3; MGC14333 8q24.3 

4354 MPP1 membrane protein, palmitoylated 1, 

55kDa 

MRG1; PEMP; AAG12; 

EMP55; DXS552E 

Xq28 
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4.6 Protein fonksiyonu veritabanında protein etkileşimlerinin karşılaştırılması 

FuncBase (http://func.med.harvard.edu) protein etkileĢim veritabanında yapılan 

araĢtırma sonucu bulunan NDUFC2, RPL15, RPL7 ve NACA genlerinin birbiri ile 

moleküler iĢlev yönünden iliĢkili olduğu görülmüĢtür (Resim 4.3). Elde edilen verilerin 

biraz daha geniĢ kapsamlı olarak ele alınması ile de daha geniĢ bir moleküler iĢlev ağına 

ulaĢılmıĢtır. 

 

Resim 4.3. FuncBase veritabanında verilerin görselleşmesi için kullanılan Cytoscape (79) arayüzü 

ile yapılan analiz sonucunda RPL15’in NDUFC2, RPL7 ve NACA ile moleküler işlev yönünden 

etkileşim içinde olduğu görülmüştür. 

Dört adet genin (SEPT7, POP1, ARPP19 ve MFF genleri) diğer genler ile iĢlevsel bir 

bağının olmadığı fakat 14 adet genin (BCL6, SMYD2, MPP1, MCM3, EXOSC7, 

EFCAB5, DAD1, PPP1R16A, ZFP36L2, SCP2, NDUFC2, RPL15, RPL7 ve NACA 

genleri) doğrudan ve dolaylı olarak bir etkileĢim ağı içerisinde yer aldıkları tespit 

edilmiĢtir (ġekil 4.10- 4.11).  
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Şekil 4.10. İlişkili olduğu görülen 14 adet genin Cytoscape arayüzü ile elde edilmiş karmaşık ilişki 

ağını gösteren görüntüsü. Dikdörtgen içerisinde etkileşim ağına girmeyen SEPT7, POP1, ARPP19 

ve MFF genleri görülmektedir. 

 

Şekil 4.11. Etkileşim ağına girmeyen SEPT7, POP1, ARPP19 ve MFF genlerinin Cytoscape’den 

elde edilen görüntülerinin ayrıntılı olarak gösterimi (Solda). RPL7, RPL15, BCL6, NDUFC2 ve 

NACA genlerinin genişletilmiş moleküler işlev ağları (Sağda).  
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5 TARTIŞMA 

Bu tez çalıĢmasından elde edilen bulgulara göre en fazla 32 adet genin ifadesindeki 

değiĢim oranları kullanılarak tiroid nodülü ile PTK; tiroid nodülü ile PTK-K veya PTK-

F arasında moleküler seviyede ayrım gerçekleĢtirilebilmektedir. Ayrıca, çalıĢma baĢında 

hedeflenenden daha ileri olarak nodül grubunu hesaba katmadan PTK alt tipleri PTK-F 

ve PTK-K arasında dahi ayrım yapılabileceği görülmüĢtür.  

Tespit edilen 32 adet gen bölgesinden 13 adedinde kanser grubuna (PTK, PTK-F ve 

PTK-K) kıyasla nodül grubunda gen ifadesinde artıĢ görülmüĢtür (Tablo 4.4). Bu genler 

EFCAB5, SMYD2, ZFP36L2, NACA, NDUFC2, MPP1, EXOSC7, RPL15, MFF, 

KIAA1671 ve 3 adet isimsiz bölge Ģeklindedir. Ayrıca 1 adet isimsiz gen bölgesinde 

nodül grubuna kıyasla kanser grubunda gen ifadesinde artıĢ tespit edilmiĢtir. 

PTK-F grubunda nodüle kıyasla gen ifadesinde değiĢimin gözlendiği 10 adet gen 

bölgesi tespit edilmiĢtir. PTK-F’ye özel bu değiĢimin tamamı gen ifadesinde azalma 

Ģeklindedir (Tablo 4.4). Bunlar ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCL6, LOC284440, 

DAD1, MCM3, IK, SEPT7 genleri ve 1 adet isimsiz gen bölgesidir. 

PTK’nın çalıĢılan diğer alt tipi PTK-K grubunda ise nodüle kıyasla gen ifadesinde hem 

artıĢ hem de azalma tespit edilmiĢtir. Gen ifadesinde artıĢ gözlemlenen 6 adet bölge 

PMSG1, POP1 genlerini ve 4 adet isimsiz gen bölgesini kapsamaktadır (Tablo 4.4). Ek 

olarak, 1 adet isimsiz bölgede ise gen ifadesinde azalma tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın baĢında dokuların yalnızca karsinom içerip içermemesine dayalı bir 

moleküler ayrım hedeflenmekte idi. Elde edilen veriler bunun daha da fazlasını; 

karsinom içeren dokuların kendi aralarında da ayrımının yapılabilmesini mümkün 

kılmaktadır. Tespit edilen 1 adet isimsiz bölgedeki gen ifadesi değiĢimleri bize çalıĢılan 

iki karsinom alt tipini moleküler seviyede ayırabilme imkânı sağlamaktadır.  
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DD-PCR yöntemi ile bu zamana kadar birçok yeni gen keĢfedilebilmiĢ olmasına karĢın 

yöntem belli oranda yanlıĢ sonuç verebilme ihtimali nedeni ile eleĢtirilebilmektedir 

(18,80). Sonuçların tekrar edilebilirliğini test etmek amacı ile bu çalıĢmada bazı 

deneyler yinelenmiĢtir. Yinelenen deneylerde öncekinden farklı sonuç elde edildiği bir 

durumla karĢılaĢılmamıĢtır.  

MCM proteinleri hücre döngüsünde S evresine geçiĢte rol alan ve DNA’ya 

bağlanabilme özelliğine sahip proteinlerdir (34,81). Göğüs kanseri, yumuĢak doku 

sarkomaları, non-Hodgkin’s lenfoma gibi diğer bazı kanser tiplerinin yayılımında 

belirteç olarak kullanılan Ki-67’nin tiroid kanserlerine uygulanabilirliği tartıĢmalı 

olduğu için alternatif belirteç çalıĢmalarında MCM proteinlerinin, özellikle de 

MCM3’ün PTK tanısında kullanımına yönelik araĢtırmalar son zamanlarda öne 

çıkmaktadır (34,69,81). MCM proteinlerini kodlayan genlerin ifadelerinin yayılım 

gösteren hücrelerde yüksek olduğu, yalnızca farklılaĢan veya bekleme evresindeki 

hücrelerde düĢtüğü daha önce gösterilmiĢtir (82). Aynı durum MCM3 için de geçerlidir 

(83). Lee ve ark. (81) bulgularına göre, 60 PTK örneğinde sağlıklı tiroid dokusuna 

kıyasla MCM3 ifadesinde artıĢ tespit edilmiĢ fakat PTK’nın alt tiplerinden hangilerinin 

çalıĢmaya dahil edildiği bildirilmemiĢtir. Sağlıklı tiroid dokusunun ne Ģekilde kansere 

dönüĢtüğü; ilk önce adenom sonra karsinom oluĢtuğu mu, yoksa karsinomun baĢtan beri 

mi karsinom olduğu konusu tartıĢmalıdır (25,36,37,38). Bu çalıĢmada yalnızca PTK-F 

grubunda MCM3 gen ifadesinde diğer gruplara nazaran düĢme tespit edilmiĢtir (ġekil 

4.9). Bu bulgu ile ilgili olarak üzerinde durulmayı gerektiren 2 önemli nokta 

bulunmaktadır. Birincisi, PTK-F dokusundaki MCM3 gen ifadesinin düĢük olması bu 

dokudaki hücrelerinin değiĢim/dönüĢüm aĢamasını tamamlamadığı ve diğer alt tip olan 

PTK-K ile değiĢim/dönüĢüm mekanizmaları yönünden farklı olabileceği düĢüncesini 

akla getirmektedir. Ġkinci olarak, Lee ve ark. bulgularına göre MCM3 proteini normal 

dokuya nazaran PTK dokularında artmaktadır (81). Bizim bulgularımıza göre ise aynı 

artıĢ nodülde de gerçekleĢmektedir. Hem karsinom hem de tiroid nodül dokusunda aynı 

anda gözlenen gen ifadesi artıĢı, hedeflenen moleküler ayrımın güvenirliğini 

azaltmaktadır. Sonuç olarak, PTK ve sağlıklı tiroid dokularında MCM3 gen ifadesi 
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değiĢimlerinin kıyaslanması ile elde edilecek verilerin tam güvenilir olmadığı; PTK-

F’de bu genin ifadesinin artması beklenirken azaldığı bu çalıĢma ile ortaya çıkmıĢtır. 

MCM3 geni ile beraber ARPP19, PPP2R16A, RPL7, BCL6, LOC284440, DAD1, IK, 

SEPT7 ve 1 adet isimsiz gen bölgelerinin ifadelerinde sadece PTK-F’ye özel değiĢim 

tespit edilmiĢtir (Tablo 4.4). Bu bulgulara göre, PTK-F dokusu çalıĢılan diğer karsinom 

dokularından farklı bir gen ifade profiline sahip görünmektedirler. PTK-K ve PTK-F 

dokuları yapısal olarak karĢılaĢtırıldığında, foliküler alanların daha baskın olması 

haricinde PTK-F’nin diğerinden bir farkı yoktur (20). Bu kadarlık bir farklılığın gen 

ifadesine bu kadar çok etki etmesinin, çok daha ayrıntılı araĢtırmalar yapılarak izah 

edilmesi gereken bir konu olduğu düĢünülmektedir.  

Bu çalıĢma sonucu gen ifadesinde değiĢim tespit edilen genlerin bazılarının 

kromozomal yerleĢimlerinin baĢka çalıĢmalarda PTK için belirlenen hassas bölgelere 

oldukça yakın olduğu görülmüĢtür. He ve ark.’nın (42) 2009 yılında yaptıkları 

çalıĢmalarında 8q24, 6q27, 12q21 ve 14q11 bölgelerini PTK için hassas bölge olarak 

tespit etmiĢlerdir. Bu bölgelerden 8q24 bölgesinin özellikle 142.70-154.53 cM aralığı en 

yüksek pik elde edilen bölgedir (42). Bizim çalıĢmamızda PPP1R16A gen ifadesinin 

PTK-F’de düĢtüğü tespit edilmiĢtir (ġekil 4.8). PPP1R16A geni serin/treonin fosfataz-1 

proteininin alt ünitelerinden birini kodlamaktadır (84). PPP1R16A geni kromozomal 

olarak 8q24 bölgesinde yaklaĢık 145.75 cM civarında yani He ve ark.’nın PTK için 

hassas olarak tespit ettikleri bölgede yer almaktadır. Bu bölgede yer alan ve PTK ile 

iliĢkilendirilen bir baĢka gen de DCSTAMP (TM7SF4) genidir. Bu genin PTK’da 

normalden fazla ifade edildiği baĢka bir çalıĢmada gösterilmiĢtir (18). Bizim ve diğer 

araĢtırıcıların (18,42) bulgularına göre 8q24 bölgesi PTK açısından öne çıkmaktadır. 

PPP1R16A genindeki ifade değiĢimi gen bölgesinde olabilecek mutasyonlardan veya bu 

bölge ile ilgili transkripsiyon düzeneğinden herhangi birinde olabilecek mutasyon 

sonucu olabilir. PPP1R16A geninin PTK ile iliĢkisi ilk kez bu çalıĢmada ortaya 

konmuĢtur. Bu durumun daha ileriki çalıĢmalarla açıklığa kavuĢturulması gerekir.  

PTK ile iliĢkilendirilen diğer bir hassas bölge 12q23 bölgesidir (41). Bu bölgede yer 

alan P2X7 genindeki 1513A>C gen çokyapılılığı ile PTK-F ve PTK-K arasında 
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istatistikî olarak anlamlı bir iliĢki önceden bulunmuĢtur (43). Bizim çalıĢmamızda 

NACA geninin ifadesinin sadece nodül grubunda kanser grubuna kıyasla düĢtüğü (veya 

kanser grubuna kıyasla nodül grubunda arttığı) bulunmuĢtur (ġekil 4.2). NACA geni 

yeni sentezlenen proteinlerin hedeflenmesine rol almaktadır (85). Gen çokyapılılığı 

PTK ile iliĢkilendirilmiĢ P2X7 geni 12q24’te; NACA geni ise 12q23-q24.1’te 

bulunmaktadır (86,87). Dolayısı ile NACA geninin ifadesindeki değiĢimin de bu genin 

kromozomal yerleĢimi ile iliĢkili olabileceği akla gelmektedir. Ayrıca protein 

hedeflenmesi ve kanser arasındaki iliĢki nedeni ile de bu gen öne çıkmaktadır. NACA 

geninin PTK ile iliĢkisi de ilk kez bu çalıĢmada ortaya konmuĢtur. 

Bu tez çalıĢmasında elde edilen diğer ilginç bir bulgu DAD1 geni ile ilgilidir. DAD1 

geni anti apoptotik DAD1 enzimini kodlamaktadır (88). Bu enzimin yokluğu hücreyi 

apoptoza götürmektedir (88). Bizim bulgularımıza göre DAD1 gen ifadesi nodülde ve 

PTK-K’da yüksek, yalnızca PTK-F’de düĢük olarak tespit edilmiĢtir (ġekil 4.8). Bu da 

PTK-F’deki apoptoza yönelimin diğer dokulara nazaran daha fazla olduğunu akla 

getirmektedir. PTK için hassas bölge olarak bildirilen bölgelerden bir diğeri de 14q11 

bölgesidir (42). DAD1 geni ise 14q11-q12’de yer almaktadır (88). Dolayısıyla, bu genin 

ifade farklılığının genin kromozomal yerleĢimi ile ilgili olabileceği düĢünülmektedir. 

Bu anti apoptotik enzimin PTK-F’ye özgün gösterdiği düĢüĢün daha iyi 

değerlendirilmesi gerektiği anlaĢılmaktadır. Ġnce bağırsak tümörleri ile ilgili olarak 

2008 yılında yapılan bir çalıĢmada DAD1 geninin tümör oluĢumu ile ilgili olabileceği 

öne sürülmüĢ; ayrıca özellikle 14q bölgesinde DAD1 geninin LCR (locus control 

region) bölgesinde en az 0.27 Mb.’lık bir ekleme olduğu gösterilmiĢtir (89). Diğer 

birçok bulgu gibi PTK ve DAD1 geni iliĢkisi de ilk kez bu çalıĢmada ortaya konmuĢtur.  

NDUFC2 geni NADH dehidrogenaz (ubiquinone)-1 enziminin alt ünitelerinden birini 

kodlamaktadır (90). Kolon adenomlar ile MSI (microsatellite instability) iliĢkisine 

yönelik bir araĢtırmada NDUFC2 geninin adenomdan karsinoma dönüĢümünde etkisi 

olabilecek 3 aday genden biri olabileceği öne sürülmüĢtür (91). Bu çalıĢmada ise 

NDUFC2 gen ifadesi kanser grubunda düĢük bulunmuĢtur (ġekil 4.2). Tespit edilen bu 

düĢmenin NADH dehidrogenaz-1 enziminin diğer alt ünitelerinden birini kodlayan bir 

genin BRAF’ın yer aldığı bölgede bulunması ile ilgili olabileceği düĢünülmektedir. 



 

84 

 

BRAF mutasyonlarına PTK’da oldukça sık rastlanılmaktadır (12). Bu kadar sık 

mutasyon görülen bu genin sağ ve sol komĢu genlerinden biri NDUFB2 genidir (92). 

NDUFB2 geni NADH dehidrogenaz-1 enziminin alt ünitelerinden birini kodlamaktadır 

(90). NDUFC2 geninde tespit edilen farklı gen ifadesi NDUFB2 geninde meydana 

gelen bir genetik değiĢiklik sonucu, dolaylı bir etki sonucu oluĢmuĢ olabilir. Bu tür 

dolaylı bir etki gerçekten çok da uzak değildir; zira yapılan baĢka bir çalıĢmada NADH 

dehidrogenaz-1 enziminin alt ünitelerinden NDUFS4’ü kodlayan genin ifade değiĢimi 

kullanılarak PTK-F’nin PTK’dan ayrılabileceği gösterilmiĢtir (93). NDUFC2 geni ve 

PTK iliĢkisi de ilk kez bu çalıĢmada gösterilmiĢtir. 

ZFP36L2 (TIS11D) p53 proteininin etkisine bağlı olarak gen ifadesi artan bir erken 

uyarı genidir (94). Bu çalıĢmada elde edilen bulgulara göre ZFP36L2 gen ifadesi kanser 

grubunda düĢmüĢ olarak tespit edilmiĢtir. Benzer Ģekilde Finley ve ark.’nın (65,68) 

yaptıkları mikrodizin temelli iki ayrı çalıĢmada ZFP36L2 gen ifadesinin PTK’da 2.2 kat 

düĢtüğü; nodülde ise 2.5 kat arttığını tespit etmiĢlerdir. Bizim ve Finley ve ark.’nın 

bulguları beraber olarak değerlendirildiğinde; karsinom içeren dokularda genetik 

kararsızlığın daha fazla olması nedeni ile p53’e bağlı iĢlev mekanizmalarında sorun 

olduğu; nodül içeren dokuda ise nispeten daha az genetik kararsızlığa bağlı olarak p53’e 

bağlı mekanizmaların daha iyi iĢlediği akla gelmektedir. Onkogen ve proto-onkogenleri 

uyaran mutasyonlar tiroid tümör oluĢumunda temel bir basamaktır (25,36). Fakat kanser 

oluĢumu için bazı diğer genlerin de bu sürece dâhil olması gerekmektedir (25,36). 

Örneğin RET veya Ras mutasyonları ile baĢlatılmıĢ bir tümör ancak bazı ek 

mutasyonlar ile ilerleyebilecek ve ancak p53 mutasyonu ile tekrardan 

farklılaĢabilecektir. Fakat eldeki bulgulara göre, nadir durumlarda aynı tümörde birden 

fazla farklı mutasyon görülmekte ve neticede bu onkogenlerin birbirinin tamamlayıcısı 

değil alternatifi olduğu düĢüncesini akla getirmektedir (25,39). ZFP36L2 geni ile ilgili 

elde edilen tutarlı bulgular bu geni kuvvetli bir aday belirteç olarak kılmaktadır. 

Meta analiz çalıĢmaları, benzer birçok alanda olduğu gibi tiroid kanser araĢtırmalarında 

da her geçen gün daha çok önem kazanmaktadır (17). Bu çalıĢmada elde edilen verilerin 

teyit edilmesi ve birbiri ile iliĢkilerinin tespit edilmesinde Cytoscape arayüz yazılımını 

kullanan FuncBase veritabanından faydalanılmıĢtır. Yapılan bu analiz neticesinde 
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özellikle RPL15 geninin NACA ve RPL7 geni ile doğrudan; NDUFC2 geni ile ise 

RPL3 ve RPL23 genleri üzerinden etkileĢim içerisinde olduğu tespit edilmiĢtir. RPL7 

ve RPL15 proteinleri ribozomal kompleksin 60S alt ünitesi içerisinde yer almaktadırlar 

(95,96). Ribozomal kompleks içerisinde toplamda 80 farklı protein yer almaktadır (97). 

Bizim elde ettiğimiz bulgulara göre RPL15 ve NACA gen ifadeleri kanser grubunda 

düĢük; RPL7 gen ifadesi ise yalnızca PTK-F’de düĢük olarak bulunmuĢtur (ġekil 4.8). 

RPL7’de PTK-F’ye özel değiĢimin bir benzeri baĢka araĢtırıcılar tarafından da 

gösterilmiĢtir. Chevillard ve ark. (93) yaptıkları çalıĢmada RPL7A’nın PTK-F’yi diğer 

dokulardan ayırabildiğini göstermiĢlerdir. Bizim ve diğer araĢtırıcıların elde ettikleri 

bulguları NACA, RPL15 ve RPL7 genlerinin aynı sistem içinde yer aldıkları ve yakın 

iliĢki içinde olduklarını göstermektedir. Zira Sertel ve ark.’nın (98) Artesunerate adlı 

antikanser ilacı ile yaptıkları çalıĢmada da bu ilaçtan etkilenen genler arasında hem 

RPL7 hem de NACA genini göstermiĢlerdir. Sertel ve ark.’nın bulguları, Cytoscape 

analizi ve bizim bulgularımız birbirini desteklemektedir. Bunun haricinde, aynen 

ZFP36L2 geni gibi NACA ve RPL15 genleri de güçlü PTK aday belirteçleri arasında 

görünmektedirler. 

SET bölgesi içeren proteinler lizin metiltransferaz yani lizin amino asitlerinin 

metillenmesinde iĢ görmektedirler (99). Bu iĢlem genellikle histon proteinlerini 

kapsamaktadır, ancak p53 gibi histon olmayan istisnai proteinlerde de lizin 

metiltransferaz enzimleri iĢ görmektedirler (100). Metillenme iĢlemi transkripsiyonun 

ya harekete geçmesini ya da baskılanmasına sebebiyet vermektedir, bu özellikleri ile 

SET bölgesi içeren proteinler kanser ve geliĢimsel süreçlerin birinci derece 

yürütücüleridir (100,101). SMYD2 geni de lizin metiltransferaz enzimlerinden biridir 

(99,100). Bu genin p53 proteinindeki Lys370 bölgesini metillediği, dolayısı ile p53 

ifadesini baskıladığı ve düĢük konsantrasyondaki SMYD2 ifadesi ile p53 üzerinden 

gerçekleĢen apoptoz arasında iliĢki olduğu gösterilmiĢtir (100). Bizim bulgularımız da 

bu yöndedir, zira bizdeki kanser içeren dokuların tümünde SMYD2 ifadesinin nodüle 

göre düĢük olduğu görülmüĢtür (ġekil 4.2). Özofögal kanserlerde yapılan bir çalıĢmada 

SMYD2’nin hücre yayılımı ile iliĢkili olduğu ve SMYD2 ifadesi yüksek hastaların 

klinik tablolarının daha ağır olduğu gösterilmiĢtir (102). SMYD2 geni de ZFP36L2 geni 
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gibi p53 ile iliĢkilidir. Yapılan cytoscape analizinde SMYD2 ile p53 iliĢkisinin 

AKAP11 proteini üzerinden; ZFP36L2 ile p53 iliĢkisinin ise HIPK1 proteini üzerinden 

olduğu yani her birinin farklı bir mekanizma yolu ile p53 ile etkileĢtiği görülmüĢtür. Bu 

iki genin p53 ile etkileĢim mekanizmalarının ayrıntılı olarak incelenmesi gerekmektedir. 

NACA, ZFP36L2, RPL15, NDUFC2, SMYD2 genleri haricinde EFCAB5, KIAA1671, 

MPP1, EXOSC7 ve MFF genlerinin ifade değiĢimleri de kullanılarak PTK içeren ve 

içermeyen dokular birbirinden ayrılabilmektedir. Bunlardan EFCAB5 geni ile ilgili çok 

fazla bilgimiz olmamakla beraber bu genin FTK ile iliĢkisi daha önce gösterilmiĢtir 

(103). ÇalıĢmamız PTK ile sınırlı olduğu için devam eden çalıĢmalarda tüm tiroid 

kanser tiplerini kapsayan belirteçlerin geliĢtirilmesinde bu genden de 

faydalanılabileceği anlaĢılmaktadır. Hakkında çok az bilgimizin olduğu diğer bir gen de 

KIAA1671 genidir. Bu gen göğüs kanseri aday belirteçleri arasında gösterilmektedir 

(104). MPP1 geninin NF2 tümör baskılayıcı proteini (Merlin) ile beraber tümör 

baskılayıcı yolaklar içerisinde yer aldığı öne sürülmüĢtür (105). MPP1 geninin PTK ile 

iliĢkisinin ayrıca ortaya konması gerekmektedir. EXOSC7 geninin skuamoz hücreli 

servikal kanserler ile iliĢkisi daha önce ortaya konmuĢtur (106). Bizim çalıĢmamızda da 

PTK ile iliĢkili olduğu ortaya çıkan bu gen ile ilgili olarak daha ayrıntılı çalıĢmalar 

gerekmektedir.  

Mitokondriyal fizyon ve füzyon arasındaki denge hücresel ve mitokondriyal iĢlevlerin 

yerine getirilmesi yönünden hayati önem arz etmektedir (107). Apoptozun erken 

evrelerinde hücrede mitokondriyal fizyon olduğu yönünde bilgiler her geçen gün 

artmaktadır (107). MFF proteini mitokondriyal zarın dıĢ kısmına bağlı bir proteindir ve 

bu proteinin mitokondriyal fizyon baĢlatıcılarından olduğu yönünde bulgular mevcuttur 

(108). Bizim çalıĢmamızda kanser grubunda MFF gen ifadesinin düĢtüğü bulunmuĢtur. 

Bu da, beklenen mitokondriyal fizyonun gerçekleĢmesi gerektiği halde gerçekleĢmediği 

dolayısı ile hücrenin apoptoza gitmemiĢ olabileceğini akla getirmektedir.  

Bu çalıĢmada PSMG1 ve POP1 gen ifadelerinin PTK-K’ya özel bir artıĢ gösterdiği 

tespit edilmiĢtir. P53’ün PSMG1 (PAC1) geninin özendirici (promotor) bölgesindeki 

palindromik bölgeye bağlanarak bu genin ifadesini kontrol ettiği; PSMG1 ifadesi 



 

87 

 

düĢtüğünde p53’e bağlı apoptozun azaldığı, arttığında ise p53’e bağlı apoptozun arttığı 

daha önce gösterilmiĢtir (109). Özellikle ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCL6, 

LOC284440, DAD1, MCM3, IK ve SEPT7 gibi genlerdeki ifade değiĢiminin PTK-F’ye 

özel olduğu bulgusundan yola çıkarak PTK-F ve PTK-K’nın farklı gen ifade profillerine 

sahip oldukları daha önce ifade edilmiĢti. PSMG1 örneğinde de benzer bir durumun 

olduğu düĢünülmektedir. Buradan hareketle PTK-K’da apoptoza yönelimin daha çok 

PSMG1 geni ile iliĢkili olarak; PTK-F’de ise DAD1 geni ile iliĢkili olarak gerçekleĢtiği 

düĢünülmektedir. PTK-K’nın PTK-F’ye göre daha farklı bir klinik tablo çizmesi 

apoptoz mekanizmasının farklı iĢlemesi ile iliĢkili olabilir. POP1 geni ile ilgili olarak ise 

çok fazla bilgimiz olmamakla beraber bu gen prostat kanseri belirteçleri arasında daha 

önce gösterilmiĢtir (110). 

PPP1R16A, RPL7, DAD1 ve MCM3 haricinde SEPT7, IK, BCL6, LOC284440 ve 

ARPP19 genlerinin de ifadelerinde PTK-F’ye özel bir düĢme tespit edilmiĢtir (ġekil 4.8, 

4.9). SEPT7 geni de MCM3 geni gibi hücre döngüsü ile doğrudan iliĢkili bir gendir 

(111). Bu genin hücre bölünmesi sırasında kromozomların düzgün dağılmasında rol 

aldığı düĢünülmektedir (111). Bu genin ifadesinin düĢmesi ya da artmasının hücre 

bölünme hızı ile doğru orantılı olduğu görülmektedir. PTK-F’de MCM3 ve SEPT7 gibi 

hücre döngüsüne yönelik genlerin ifadelerinin düĢmesi, daha önce bahsedilen hücrenin 

farklılaĢması dolayısı ile olduğu önermesini destekler mahiyettedir. IK geni de iĢlevi 

çok fazla bilinmeyen genler arasındadır. Bu genin transkripsiyonda rol alan düzenleyici 

bir gen olduğu düĢünülmektedir (112). PTK-F’ye özel değiĢim gözlenen diğer bir gen 

olan BCL6 geni baĢka araĢtırıcılar tarafından ATK ile de iliĢkilendirilmiĢtir (113,114). 

BCL6 gen ifade sevieyesi grafiğine bakıldığında PTK-F’de de kısmen düĢüĢ olduğu 

görülmektedir (ġekil 4.8). Diğer araĢtırıcıların tespit ettiği ATK ve BCL6 iliĢkisi ile 

beraber değerlendirildiğinde, EFCAB5 geni gibi bu genin de tiroid karsinomlara özel 

gen panelleri içerisinde yer alması olasıdır. ÇalıĢtığımız genler içerisinde en az bilgi 

sahibi olunan gen LOC284440 genidir. Dolayısıyla bu gen ile ilgili yorum 

yapılamamıĢtır. ARPPP19 gen ürününün PKA (protein kinaz A) tarafından fosforile 

edildiği gösterilmiĢtir (115). Fakat bu genin PTK’da ne tür bir etkisi olabileceği 

bilinmemektedir. 
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Moleküler mekanizmaların aydınlatılmasında karĢılaĢılan engellerden biri de histolojik 

sınıflandırma kıstaslarının moleküler yapı ile uyuĢum göstermeyiĢidir. Özellikle 

foliküler kökenli tümörlerin sınıflandırılmasında kiĢiden kiĢiye değiĢkenlik daha fazla 

olmaktadır (17). Bu anlamda WHO sınıflandırma kıstaslarının güncellenmesi, 

moleküler mekanizmaların özellikle de miRNA’ların etkilerinin göz önünde 

bulundurulmasının faydalı olacağı düĢünülmektedir (17). 

Mikrodizin teknolojisi tiroid kanser biyolojisinin anlaĢılmasında oldukça önemli 

sonuçlar vermiĢtir, ancak “çoklu kıyaslama problemi” mikrodizin teknolojisinin 

önündeki en büyük engellerden biridir (15). Nispeten az sayıda miRNA molekülünün 

oldukça fazla sayıda ve türde genin ifadesini etkileyebilmeleri nedeni ile, tanısal açıdan 

miRNA’lar yüksek potansiyele sahiptirler. mRNA’ya kıyasla miRNA’lar çok daha kısa 

yapıda oldukları için FFPE dokuda daha korunaklı olarak bulunma ve kendilerini 

muhafaza etme özellikleri ile de ayrıca önem arz etmektedirler (17). Potansiyellerinin 

fark edilmesine bağlı olarak, tiroid kanser araĢtırmalarında miRNA temelli çalıĢma 

sayısı her geçen gün artmaktadır. 

PTK’nın moleküler ayrımında karĢılaĢılan temel problemlerden biri de elde edilen 

sonucun ĠĠAB örneğinde teyit edilememesidir (12). Çok az sayıda çalıĢmada elde edilen 

bulgular ĠĠAB örneğinde de test edilebilmiĢtir (12). Translasyon öncesi gen ifadesindeki 

artıĢ veya azalmanın sadece %40’ı protein ifadesine yansıdığı öne sürülmüĢtür (17,116). 

Bu nedenle elde edilen gen ifadesine dayalı bilginin protein tarafına yansımasının da bir 

Ģekilde teyit edilmesi önem arz etmektedir.  

Ġyi huylu olduğu görünen yayılım göstermeyen bir nodülün cerrahi operasyon ile 

alınması tümörün doğal seyrinin önüne geçilmesi olduğundan, eğer alınmasa idi ileride 

bu neoplazinin saldırgan bir tümöre dönüĢüp dönüĢmeyeceğini bugün itibarı ile 

bilmemekteyiz (17). Elde edilen bulgularımıza göre PTK-F ve PTK-K arasında 

moleküler kimlik yönünden farklılıklar bulunmaktadır. Bunların ne anlama geldiği veya 

değiĢim/dönüĢüm yönünden bir iliĢkilerinin olup olmadığı da bilinmemektedir. Yine 

elde edilen verilere göre belli kromozomal bölgeler öne çıkmaktadır. Fakat bu 

bölgelerin tiroid karsinomlara özel bir haritası henüz çıkarılamamıĢ olduğu gibi neden 



 

89 

 

bazı bölgelerin öne çıktığı da bilinmemektedir. Bu çalıĢmadan elde edilen veriler 

değerlendirildiğinde; uyarı-ileti sistemi, hücre döngüsü ve epigenetik faktörlerin 

PTK’da etkili olduğu görünmektedir.  
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