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OZET

iYi HUYLU TiROID NODULLERI VE PAPIiLLER TIiROID
KARSINOMLARIN MOLEKULER AYIRICI TANISI

Yusuf Ziya IGCI
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismanlari: Prof Dr Ahmet ARSLAN, Prof. Dr. Ersin AKARSU
Temmuz 2010, 98 sayfa

Somatik ya da germinal mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikabilen papiller tiroid karsinom
(PTK) tiroid kanserleri igerisinde yaklasik %80 oraninda siklikla en ¢ok rastlanan tiroid
kanser tipidir. Iyi ve kotii huylu tiroid lezyonlarmmn ayriminda en etkili ydntem ince
igne aspirasyon biyopsisi (IIAB) yontemidir. IIAB ile tam1 sonucunda belirsiz veya
siipheli sonu¢ orani yaklasik %30’u bulabilmektedir. IIAB sonucu belirsiz olan ve
dolayisiyla cerrahi operasyon yapilan dokularin daha sonra yapilan incelemelerinde
ancak %30’a varabilen kismi kot huylu ¢ikmakta ve geri kalaninda yapilan cerrahi
miidahale ise gereksiz yere gergeklestirilmis olmaktadir. Bu nedenle tiroid kanser
arastirmalarinda en &nemli hedeflerden biri de 6zellikle [IAB’nin yetersiz kaldig
durumlarda tanida yardimei belirteglerin tespiti olmustur. Bu zamana kadar genetik ve
immunohistokimyasal belirtegler ile ¢esitli epigenetik faktorlerin tiroid kanser tanisinda
kullanimiyla ilgili birgok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen tam giivenilir ve kabul
gormiis herhangi bir belirte¢ tespit edilememistir. Bu c¢alismada PTK’y1 iyi huylu
nodiillerden ayiran gen ifadesi seviyesinde molekiiler belirtegler arastirilmistir.
Calismamizda DD-PCR yontemi kullanilarak PTK’nin alt tiplerinden ikisi; folikiiler alt
tip (PTK-F) ve klasik alt tip (PTK-K) ile iyi huylu tiroid nodiilleri arasindaki gen ifade
farkliliklar1 ortaya konmustur. Buna gore, toplam sayis1 42 olan c¢alisilan doku
orneklerin dagilimi 15 adet iyi huylu tiroid nodiilii, 14 adet PTK-F ve 13 bireye ait
PTK-K seklindedir. Bu calisma sonucunda 21 adet genin ifadesindeki degisimler
kullanilarak kanserli doku ile iyi huylu nodiiliin; PTK-K igeren doku ile nodiil veya
PTK-F dokularinin birbirinden ayrilabilecegi goriilmiistiir. Bu bulgulardan yola
cikilarak tiroid kanser tanisinda yeni belirteglerin gelistirilebilecegi gibi ayn1 zamanda
tiroid kanser biyolojisinin de daha iyi anlasilabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler: belirteg, DD-PCR, ince igne aspirasyon biyopsisi, gen ifadesi,
papiller tiroid karsinom



ABSTRACT

MOLECULAR DISCRIMINATIVE DIAGNOSIS OF BENIGN THYROID
NODULES AND MALIGN THYROID CARCINOMAS

Yusuf Ziya IGCI
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



1 GIRIS ve AMAC

Kanser birgok iilkede en &nemli toplumsal saglik problemlerinden biridir. Ornegin,
ABD’de her dort oliimden biri kanser kaynaklidir (1). Diinya genelinde oldugu gibi

tilkemizde de kanser vakalari her gegen giin artis gostermektedir (2).

En sik goriilen endokrin neoplazisi olan tiroid kanseri biitiin kanserler igerisinde %] ile
%2.5 arasi bir oranla yer almaktadir (1,3). Diinya ¢apinda her yil yaklagik 122000 adet
yeni tiroid kanseri vakasi bildirilmektedir (4,5). Amerikan Kanser Dernegi verilerine
gore 2003 yilinda tespit edilen tiroid kanser sikligi 1/10000°dir (3). Muhtemelen kii¢iik
timorlerin tespitinde elde edilen gelismelerin de etkisiyle, ABD’de 10 yillik donem
ierisinde tespit edilen tiroid kanser vakas: iki katina ¢ikmustir (6). Ulkemizde Saglik
Bakanligi’nin 2004-2006 yillar1 aras1 donemi kapsayan calismasina gore, tim kanser
vakalar1 igerisinde tiroid kanserinin yiizdesi erkeklerde %1; kadinlarda ise %6.3 olarak

bulunmustur (2).

Tiroid kanserine bagli olarak gerceklesen Oliim oranlar1 diger bir¢cok kansere kiyasla
diisiiktiir (3). ABD’de 2008 yil1 igerisinde tespit edilen 37340 tiroid kanseri vakasindan
1590 adedi olimle sonuglanmistir (1). Bu verilere gore, tiim kanserlerden kaynakli
oliimler igerisinde tiroid kanserinin orani yalmzca %0.28 dir (1). Oliim oranmnn diisiik
seyretmesinin nedeni olarak, kotii huylu lezyonlarda neoplazinin ¢ok yavas biiylimesi ve
yeterli tedavi goren hastalardaki tedavi cevabinin yiiksek olmasi gosterilebilir (7).
Ornegin, tiroid kanserlerinden en sik goriilen tipi olan papiller tiroid karsinomun (PTK)
tedavi sonrasi 40 yillik siire i¢erisinde sag kalim oran1 %84 olarak bildirilmistir (8). Bu
oran folikiiler tiroid kanserlerinde %94’tiir (9). Tedavi cevabmin en diisiik oldugu,
dolayis1 ile Oliim oranmin en yliksek oldugu tiroid kanserleri anaplastik tiroid

kanserleridir (9).

Genel niifusa oranlandiginda klinikte tespit edilen tiroid nodiil siklig1 %4.2°dir (7,10).
Fakat otopside tespit edilen nodiil sikliklar1 daha yiiksek olup, tespit ylizdeleri %8 ile



%065 arasinda degismektedir (7,10). Tiroid nodiilleri kadin hastalarda, ileri yaslarda ve

radyasyona maruz kalanlarda daha sik goriilmektedir (7,10).

Tiroid bezinde iyi sinirli, iyi huylu adenomlardan c¢ok saldirgan seyreden anaplastik
karsinomlara kadar degisen ozellikte gesitli tiimorler gelisir (11). Tiroid nodiilleri olan

hastalarda klinik agidan 6nemli olan, tiimor bulunma olasiligidir (11).

Kanser siiphesi ile gelen olguya tan1 amacl ilk miidahale fizik muayene ile yapilmakta;
yas, cinsiyet, radyasyona maruz kalma, nodiil biyiikligi, aile hikayesi, dokuda
hassasiyet vb. klinik veriler tiroid fonksiyon testleri, sintigrafi, ultrasonografi, biyopsi
vb. ¢esitli laboratuar yontemleri ile desteklenmektedir (7). Anaplastik tiroid kanseri
haricinde folikiiler kokenli tiroid kanserlerinin ¢ogunda prognoz oldukg¢a iyi olmasina
karsin, hasta i¢in en uygun tedavi yontemi tiroidektomiden, profilaktik veya tedavi
amach lenf diigiimii ¢ikarilmasma veya rutin dozda radyoaktif iyot tedavisine kadar
degiskenlik gostermektedir (9,12).

Giiniimiizde tiroid nodiillerinin tanisinda kullanilan en etkili yontem ince igne
aspirasyon biyopsisi (IIAB) olarak kabul edilmektedir (13). IIAB, 1970’li yillardan
bugiine dek tiroid nodiil tanisinda kullanilmaktadir ve cerrahi operasyon sayisinin en az
%25 oraninda diismesine ve tiroid kanseri tanisinda iki kat artisa neden olmustur
(10,12). Ancak IIAB’nin tamda yetersiz kaldig1 durumlar da mevcuttur (13). Yapilan
[IAB testlerinin sonucunda tiroid nodiillerinin %60-80’i iyi huylu, %4-10’u kétii huylu
ve %10-20’si belirsiz olarak bulunmaktadir (10,12). Ayrica, IIAB sonuglarmin
degerlendirilmesinde %10’a varabilen oranlarda kisiden kisiye farkliliklar da
bildirilmistir (10,12). Bu hata pay: ile beraber diisiiniildiigiinde IIAB’den elde edilen
belirsiz sonug orani yaklasik %30’u bulmaktadir (12). Lezyonun belirsiz olarak tespit
edildigi grup, kanser tanis1 koyabilmek i¢in sartlari saglayamayan hiicresel atipi, siipheli

lezyonlar ve folikiiler lezyonlar1 icermektedir (10).

Belirsiz veya siipheli lezyonlar i¢in uygulanan islem cerrahi operasyon yapilmasidir
(10). 1IAB testi sonucunun belirsiz veya siipheli ¢ikmas1 nedeni ile tiroidektomi yapilan

lezyonlarin histopatolojik incelemesi neticesince sadece %4 ile %30 aras1 bir kism1 kotii



huylu ¢ikmakta ve yapilan cerrahi operasyonu biiyiik 6l¢iide gereksiz kilmaktadir (10).
Bu nedenle, tiroid kanser arastirmalarinda en 6nemli hedeflerden biri de 6zellikle
[IAB’nin yetersiz kaldig1 durumlarda tanida yardimci bir metot gelistirilmesidir (10).
Diger yandan, tiimor oldugu bilinen olgulardaki tiimor saldirganliginin derecesinin
tespitinde kullanilmak tizere belirte¢ arastirmalart da devam etmektedir (12,14). Bu
durumda daha giivenli bir sekilde tan1 konarak gereksiz cerrahi operasyonlarin sayisi
azaltilabilecegi gibi tiimor saldirganligi konusunda da bilgi sahibi olunabilecektir
(10,14). Fakat halihazirda bu anlamda tam giivenilir ve kabul gormiis herhangi bir
belirteg bulunmamaktadir (10).

[IAB bulgularin1 destekleyecek veya daha iyimser bir ifadeyle, tiroid kanseri tespitinde
tek basina kullanilacak belirte¢ veya panel(ler)’in gelistirilmesine yonelik c¢aligmalar
birgok grup tarafindan devam ettirilmektedir (10,13,15,16). Tiroid kanser tanis1 alaninda
yapilan c¢aligmalarin ilk yillarinda tek bir belirte¢ kullanarak ayrim yapilabilecegi
konusunda timitlendirici veriler elde edilmesine karsin, takip eden c¢aligmalarda tek bir
belirtecin hassasiyet ve segicilik konusunda yeterli olmadigi goriilmistiir (10). Mevcut
veriler 15181inda, birden fazla belirtecin kullanilmasiyla olusturulmus panel(ler)in daha

giivenilir olabilecegi diistiniilmektedir (10,17).

Tiroid kanser belirteclerine yonelik ¢alismalarda immiinositokimya, mikrodizin analizi,
RT-PCR, enzime bagli immiinosorbent analizi, DD-PCR, Genefishing gibi birgok
teknik kullanilmaktadir (10,15,18). Diger yandan, daha 6nceki ¢alismalarda elde edilmis
transkriptom ve proteinler arasi etkilesim verilerinin bilgisayar ortaminda
degerlendirilmesi sureti ile biyoinformatik alaninda da meta-analiz ¢alismalar1 devam
etmektedir (15,19). Son zamanlarda iyice yaygmlasmis olan mikrodizin teknolojisinin
ayni anda neredeyse transkriptomun tamaminin karsilastirmali olarak incelenmesine
imkan tanimasi nedeni ile tiroid kanser c¢aligmalarinda bu teknoloji ¢okca
kullanilmaktadir (15,16). Tiroid kanser arastirmalarinda son yillarda ilgili yaymn
sayisinin artis gosterdigi diger bir arastirma alant da mikro RNA (miRNA)
caligmalaridir. miRNA molekiillerinin metastaz, hiicre yayilimi, hiicre dongiisii ve
apoptoz ile ilgili oldugu yoniinde veriler her gecen giin artmakta; dolayisiyla kanser

tanisi, prognozu ve tedavisi alanindaki arastirmalarin bir kismi1 bu alanda artarak devam



etmektedir (10). Mikro RNA’ya ek olarak CpG adaciklarinin hipermetilasyonu, histon
diizenlemeleri gibi bazi epigenetik diizenlemelerin de tiroid kanseri ile iligkisi

gosterilmistir (14).

PTK, tiroid kanserleri igerisinde yaklasik %80 oraniyla en sik rastlanan tiirdiir (8).
Diger karsinomlardan folikiiler tiroid karsinom (FTK) %210-20; mediller tiroid
karsinom (MTK) %5 ve anaplastik tiroid karsinom (ATK) ise %S5’ten az siklikla
goriilmektedir (11,20).

Bu ¢alismada tiroid kanserleri iginde baskin olarak yer alan PTK’y1 tiroid nodiillerden
ayiran gen ifadesi seviyesinde molekiiler belirtecler arastirilmistir. Calismamizda
Differential Display-PCR (DD-PCR) yontemi kullanilarak PTK nin alt tiplerinden ikisi;
folikiiler alt tip (PTK-F) ve klasik alt tip (PTK-K) ile iyi huylu oldugu patolojik analiz

sonucu kesinlesmis tiroid nodiilleri arasindaki gen ifade farkliliklari ortaya konmustur.

Bu c¢alismadan elde edilen bulgularla, hem tiroid kanser olgularina 6zel belirtegler
gelistirilebilecegi hem de tiroid kanser biyolojisinin daha iyi anlasilabilecegi

distiniilmektedir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Tiroid Bezi

Tiroid bezi yaklasik 20 g. olan agirligi ile insan viicudundaki i¢ salgi bezi islevi yiiriiten
en biiyiikk organdir (20). Bununla beraber tiroid bezinin biiyiime potansiyeli olduk¢a
fazladir. Baz1 guatrlar birkag bin gram agirliga kadar bile ulasabilmektedir (20,21).

Tiroid bezi T, hormonu (3,5,3°,5’-L-tetraiyodotreonin) ve T3 (3,5,3’-L-triiyodotreonin)
hormonlarini salgilamaktir. Tiroid hormonlar1 biiyliime ve gelisim, 1s1 ve enerji tiretimi
gibi bir¢ok yasamsal islevin diizenlenmesinde yer aldiklar1 gibi kalp, karaciger, iskelet
kasi, bobrek ve deride de dokuya 6zel etkileri bulunmaktadir (Sekil 2.1) (21). Ayrica
tiroid bezince yer alan parafolikiiler hiicreler kalsiyum metabolizmasinin

diizenlenmesinde 6nemli olan kalsitonin hormonu salgilamaktadirlar (21).
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Sekil 2.1. Tiroid hormon sistemine genel bir bakis. Tiroid hormonlar1 T; ve T,, metabolizmanin
artmasinda ve gelismede etkilidir (21, 22).



Tiroid hormonlar etkilerini iki genel mekanizma yolu ile; (I) T3 hormonunun niikleer
alicilart ile etkilesimleri yoluyla gen ifadesi diizenlenmesiyle, (II) T3 ve T,
hormonlarinin belli enzimlerle (kalsiyum ATPaz, adenilat siklaz, monomerik piruvat

kinaz vb.) genomik olmayan etkilesimleri sonucu gostermektedirler (21).

Tiroid hormonlart %59-65 aras1 bir oranda iyot elementi igerirler (21). Tiroid
hormonlar1 glikoprotein yapidaki tiroglobulin (Tg) molekiiliiniin tirozin amino asidi
kalintilarindaki fenolik halkasal yapilarin iyotlanmasi ile sentezlenmektedirler (Sekil

2.2) (21).
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Sekil 2.2. Tiroid hormonlarmmin sahimimi. Liimene dogru girinti yapms mikrovillus yapilar Tg
endositozunda gorev almaktadirlar. MIT: monoiyodo tirozin, DIT: dioyodo tirozin (21).

T3 ve T, hormonlarinin sentezlenmesi 6 ana adimi icermektedir: (I) I iyonlarinin aktif
tagima yolu ile tiroid hiicrelerine taginmasi; (II) iyotun yiikseltgenmesi, Tg’de yer alan
tirozil kalintilarinin iyotlanmasi; (III) iyodotirozin molekiillerinin T3 ve T4 olusturmak
tizere Tg ile eslemesi; (IV) Tg’nin iyodotreonin ve iyodotirozin olusturmak {izere

proteolizi; (V) tiroid hiicrelerinde iyodotirozinlerden iyot uzaklastirilmasi ve serbest



kalan iyodun muhafazasi ve tekrar kullanimi; (VI) T3 ve T4 ten bazi1 6zel durumlarda

intratiroidal 5’ iyot uzaklastiritlmas1 (Sekil 2.2) (20,21).

Tiroid bezi trakea’nin ventral taraflarinda yer alan, sekil olarak ise kelebegin kanatlarina
benzeyen iki lobdan olusmaktadir (20,21). Her bir lobun boyu yaklasik 4 cm. kalinlig:
ise 2 cm.dir. Loblar birbirine istmus adi1 verilen ince bir tabaka bag dokusu ile baglidir
(Sekil 2.3) (21,23).
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Sekil 2.3. Tiroid bezinin anatomik yerlesimi. Kelebek benzeri bir yap1 olusturan tiroid bezinde sag
ve sol loblar istmus adi verilen bolge ile birbirine baglanmaktadir (22).

Tiroid bezine dogru eksternal karotis ve subklavian arterlerden yiiksek miktarda kan
akist olmaktadir (21,23). Tiroid bezi iinite bas1 gram olarak bobreklerden daha fazla
kanlanmaktadir; hipertiroidi oldugu durumlarda kan akisi steteskopla duyulabilecek
kadar (5mL/g/dak) artabilmektedir (21,23).

Tiroid bezinin islevsel birimi, birbirine zengin kapiller damar agi ile baglanmis folikiiler
hiicrelerdir (20). Tiroid dokusunun g¢ok biiyiik bir kismini protein igerigi zengin kolloid
bir yap1 teskil etmektedir (20).

Doku kiiltiirii ¢alismalar: ile her bir folikiil hiicresinin farkli birer klon olusturabilme

potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (21). Bu hiicreler TSH ile uyarildiklarinda



yuvarlak olan yapilarini kaybedip uzun bir yap: kazanmakta istirahat aninda ise eski
sekillerine donmektedirler (21).

Folikiil hiicrelerinden folikiil limeninden disar1 salinmak tizere Tg sentezlenmektedir.
Tz ve T4 hormonlarinin sentezi, hiicre-kolloid kesisim noktasinda folikiil hiicrelerinden
sentezlenen Tg kullanilarak gerceklestirilmektedir (21). Folikiil hiicrelerinin
yiizeylerinde bol miktarda yer alan liimene dogru yonelmis mikrovilluslar Tg’yi
endositoz yolu ile alarak tiroid hormonlarinin salinmasinda rol almaktadirlar (Sekil 2.2)
(212).

Kolloidin cap1 degiskenlik gostermekle beraber ortalama olarak 200um uzunluktadir
(20). Kolloidin etrafinda kiimelenmis olan folikiiler hiicreler apikal olarak kolloide
bazal olarak ise kan damarlarina yonlenmislerdir (Resim 2.1) (23).

Resim 2.1. Tiroid dokusunun hematoksilen ve eozin ile boyanmg goriintiisii. 1- Tiroid folikiilii. 2-
Ici kolloid ile dolu tiroid folikiilii. 3- Kan damar 4- Folikiiller aras1 kiimelenmis parafolikiiler
hiicreler (24).
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2.2 Tiroid neoplazileri

Tiroid tiimorleri en sik rastlanan endokrin neoplazisidir (20). Genellikle tiroidde
palpasyon ile teshis edilebilir biiyiikliikle anterior boyun nodiilleri seklinde ortaya
cikarlar (20). Bu nodiillerin ¢ogu hiperplastik (kolloid) ozelliktedir (20). Geri kalan
yaklasik %5 ile %20 arasindaki nodiiller klinik ac¢idan ©Onem tasiyan gercek
neoplazilerdir (20).

Tiroid tlimorlerinin gogu tek nodiil olarak ortaya ¢ikar (11). Tiroid neoplazileri iyi huylu
nodiiller ve adenomlar, folikiiler hiicre kokenli (farklilasmis veya farklilasmamis) kotii
huylu tiimorler, parafolikiiler C hiicresi kokenli mediiler tiroid karsinom ve nadir olarak
diger sekilleri ile ortaya ¢ikabilirler (Tablo 2.1) (11,12,20,21).

Tablo 2.1. Tiroid neoplazilerinin WHO ve AFIP ol¢iitlerine gore siniflandirilmasi (20).

Primer epitel tiimorler Primer epitel olmayan tiimorler
Folikiiler Hiicre kokenliler Kotii huylu lemfomalar
Iyi huylu:
Folikiiler adenom Sarkomalar
Koti huylu:
Karsinom Digerleri
Farklilagsmis .
Papiller karsinom IKkincil tiimorler
Folikiiler karsinom
Az farklilasmis
Insiilar karsinom
Digerleri

Farklilasmamis (anaplastik)

C Hiicre kokenliler

Mediiller karsinom

Hem folikiiler hem de C hiicre kokenliler
Mediiler-folikiiler karsinom karisimi1

Tiroid nodiilleri 6zellikle kadinlarda erkeklere oranla 4 kat yaygindir (21). Geng
cocuklarda rastlanma siklig1 %1°den az; 11-18 yas aras1 %1.5 ve 60 yas {izeri insanlarda
rastlanma siklig1 yaklasik %5’dir (21). Tiroid nodiillerinin tersi olarak, tiroid tiimorleri
oldukga nadirdir (21). Tiroid tiimorleri biitiin kanserler igerisinde %1 ile %2.5 aras1 bir
oranla yer almaktadir (1,3). Diinyada en yiiksek goriilme oranlari olan bolgeler endemik

guatrin gorildigi bolgelerdir (25).
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Kot huylu oldugundan siiphelenilen nodiillerde tam bir aile hikayesi ve dikkatli bir
fizik muayene laboratuar testleri, goriintiileme islemleri ve en &nemlisi 1IAB ile
desteklenmelidir (20). Bu yaklasim dogru bir sekilde uygulandiginda biiyiik oranda
hasta i¢in uygun tedavi uygulanabilmektedir (20).

2.2.1 Folikiiler Adenom

Folikiiler adenomlar (FA) folikiiler hiicre farklilagsmasinin neticesinde olusmus etrafinda
kapsiil bulunduran iyi huylu tiimoérlerdir (17). Tiroid tiimorleri igerisinde en sik goriilen
neoplazi tiiriidiir (20). Yapilan otopsilerin % 4 ile %20’si arasi bir kisminda folikiiler

adenoma rastlanilmaktadir (20).

Genellikle tek bir tiimor seklinde ortaya ¢ikan folikiiler adenomlarda sinirlar1 oldukca
belli, etrafindaki parenkim doku ile olduk¢a keskin bir sekilde ayrilabilir fibréz yapida
bir kapstil bulunmaktadir (Resim 2.2) (20).

L]
METRIC 1]

Resim 2.2. Yaklasik 1.5 cm ¢apinda bir folikiiler adenom. Tiimériin etrafim ¢evreleyen fibroz yap:
¢ok net bir sekilde goriilmektedir (26).
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Cap olarak 1-3 cm. uzunlukta bulunan folikiiler adenomlarin kanama, 6dem, fibréz,
kalsifikasyon, osifikasyon ve sistik dejenerasyon gibi bozucu etkileri goriilmektedir

(20).

2.2.2 Papiller tiroid karsinom

PTK, histolojik olarak folikiiler hiicre farklilasmasi gosteren, 6zgiin olarak papilla ve bir

dizi niikleer degisim gecirmis kotii huylu epitel tiimorii olarak tanimlanmugtir (20).

PTK ve FTK histolojik olarak farklilagsmis karsinomlardir (3). Papiller tiroid karsinom
tiroid kanserlerinin en sik rastlanilani olarak ABD’de goriilen tiim tiroid kanserlerinin
yaklagik %80’ini teskil etmektedir (15). Birgok tiroid tiimorii sonradan somatik
mutasyonlar sonucu ortaya ¢iksa da kalitimsal tiroid karsinom da germinal mutasyonlar

sonucu ortaya ¢ikmaktadir (3).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) siniflandirmasina gore 1 cm gapin altinda kalan PTK lar
papiller tiroid mikrokarsinom (PTM) olarak adlandirilmaktadir. PTM’ler PTK’lara
nazaran ¢ok daha fazla goriilmektedirler (20). PTM’lerin otopsilerde goriilme sikliklari

%4 ile %36 arasinda degismektedir (20).

PTK hiicreleri tanisal agidan oneme sahip farklilikta c¢ekirdek yapisina (normalden
biiyiik olma, hatlarda kayma, niikleer smirlarda diizensizlik, girintiler ve yalanci
inklizyonlar vb.) sahiptirler (27). Cerrahi operasyon oncesi PTK’nin tanimlanmasi
[IAB 6rneginde goriilen hiicrelerin &zgiin yapilarma bakilarak yapilmaktadir (20).
Ayrica PTK dokularinin %40’inda psammoma cisimleri adi verilen kalsiyum igerikli
yapilar bulunmakta ve bunlar PTK’nin ayirici tanisinda kullanilmaktadir (Resim 2.3.B)

(21).
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Resim 2.3. A) Papiller tiroid karsinom dokusu. Resmin sol tarafinda baskin olarak papiller yapilar
goriilebilmektedir. B) Bazi1 PTK dokularinda rastlanabilen psammoma cismi (28,29).

PTK hiicrelerinde 6zgiin olarak papiller yapilara sik¢a rastlanilmaktadir fakat bu
papiller yapilar benzer niikleer ozelliklere sahip neoplastik folikiiller ile karigmis
haldedirler (Resim 2.3.A) (20). Eger neoplastik folikiiller tipik PTK hiicrelerine benzer
niikleer 6zellige sahip ve papiller yapiya gore daha baskin iseler; timor papiller tiroid
karsinomun folikiiler alt tipi (PTK-F) olarak tanimlanmaktadir (20).

PTK genellikle intraglandular olarak ve yakin lenf diigiimlerine yayilmaktadir (21).
Sinirlart belli olarak tiroid dokusunda ve yakin lenf diiglimlerinde yillar1 bulan oldukga
yavas bliyiime gostermektedirler (21). Yaslilarda daha saldirgan olarak bolgesel kaslara
ve tracheaya yayilim gosterebilmektedirler (21). Daha ileri evrelerde akcigere de

yayilim gosterebilmektedirler (21).
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PTK dolayis1 ile 6liim genellikle boyun derin dokusuna yayilim nedeni ile bolgesel
nedenlerden olmaktadir (21). Daha nadir olarak ise 6liim nedeni ileri seviye pulmoner
metastaz dolayist ile olmaktadir (21). Bazi yaslilarda uzun siireli, yavas biiyliyen PTK
hizla biiyiiyen ve farklilasmamis veya anaplastik karsinoma doniisebilmekte ve bu “gec
evre anaplastik doniisim” nedeni ile olimler olabilmektedir (21). Birgok PTK
dokusunda Tg salgilanabilmekte ve bu da tekrar eden veya metastaz yapabilen kanserler

i¢in belirte¢ olarak da kullanilabilmektedir (21).

2.2.3 Folikiiler tiroid karsinom

FTK da PTK gibi histolojik olarak farklilasmis bir karsinomdur (3). FTK kolloid
olusumunun zayif olmasi nedeni ile kiiciik folikiillerin varlig1 ile kendini gostermektedir
(21). Mikroskobik analiz yapildiginda kapsiiler veya vaskiiler yayilim varligi haricinde
FA ile FTK birbirine olduk¢a benzerdirler (21). Mikroskobik olarak hiicreler kiiboid,

biiyiik ¢ekirdekli ve gekirdekler yogun kolloid i¢eren folikiiller ile ¢evrilidir (Resim 2.4)
(21).
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Resim 2.4. FTK’ya ait mikroskobik goriintii. Biiyiik ¢cekirdekli hiicreler goze ¢carpmaktadir (30).

FTK, PTK’ya nazaran daha saldirgan ilerleyici bir 6zellik gostermektedir (21). Yakin
bolgelere yayilim gostererek lenf diigiimleri veya kan damarlarina; uzak bolgelerden

kemik ve akcigerlere metastaz yapabilmektedir (21).

FTK tiimorlerinin ¢ogu radyoaktif iyot tutabilme o&zelliklerini koruyabilmekte, Tg
sentezleyebilmekte; nadiren de olsa T; ve T, sentezleyebilmektedirler (21). Bu
ozelliklerinden dolay1 islevi devam eden tiroid kanseri neredeyse her zaman FTK’dir
(21). Bu ozellikleri ile FTK tiimorleri radyoaktif iyot tedavisine daha ¢ok yatkin bir
ozelliktedirler (21). FTK hiicrelerinin Tg salinimlari hastaligin gidisatinin kontroliinde

kullanilabilmektedir (21).
FTK nedeni ile oliimler daha ¢ok bdlgesel yayilimin yanisira kemik, akciger veya i¢

organlar gibi uzak bolgelere gergeklesen metastaz nedeni ile olmaktadir (21). PTK ve

FTK’y1 ayn1 anda igeren karisik tip karsinomlar daha ¢ok PTK gibi seyretmektedir (21).
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2.2.3.1 Hurthle hiicreli (onkositik) karsinom

Hurthle hiicreli karsinom (HHK) FTK’nin ¢ok sayida mitokondri igeren biiyiik tekli
hiicreler ile kendini gosteren bir alt tipidir (20). HHK hiicreleri radyoaktif iyodu nadiren

depolamalar1 haricince FTK hiicreleri gibi davranmaktadirlar (20).

2.2.4 Mediiller tiroid karsinom

MTK parafolikiiler hiicre kokenlidir (21). MTK, PTK ve FTK’ya nazaran daha fazla;
anaplastik karsinomlara gore ise daha az saldirgan bir seyir izlemektedir (21). Lenf
diigtimleri, yakin bolgelerdeki kaslar ve trakeaya yayilim gostermektedir (21). Lenf

sistemi, damarlara yayilip buralardan akciger ve i¢ organlara metastaz yapabilmektedir

(21).

MTK larin %25-35°1 ailesel gegis 6zelligine sahip ailesel mediiller karsinomdur (MTK-
A) ve bunlarin tigte biri 6liimciildir (21,31).

2.2.5 Farkhlasmams (anaplastik) karsinom

ATK kiigiik hiicreli, dev hiicreli ve ig hiicreli karsinomlari icermektedir (21). Uzun
siireli guatr hikayesi olan ileri yastaki hastalarda aniden biiyiime, baski artisi, yutma
zorlugu ve ses teli felci seklinde goriilmektedir (21). Array-CGH yontemi ile yapilan
caligmalarda bir¢ok gen bolgesinin ATK’da anormal bir yapida oldugu goriilmiistiir. Bu
genlerden biri de hiicre dongiisii diizenleyici proteini olan siklin D1°1 kodlayan CCNDI1
genidir (14).

Oliim 6-36 ay igerisinde yogun bolgesel yayilimdan kaynaklanmaktadir (21). Bu tiir
tiimorler tedaviye oldukga direnclidirler (21).
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2.2.6 Diger tiroid neoplazileri

Bu grupta lemfoma ve tiroide metastaz yapmis kanserler yer almaktadir (21). Hizh
biiyiiyen tiroid kanserleri igerisinde tedaviye cevap veren tek tiir, lemfomadir (21).
Genel anlamda bir lemfomanin yayilimi sonucu olabilecegi gibi onciilii tiroid bezi
igerisinde yer alan bir lemfoma da olabilir (21). Tiroid lemfoma genellikle uzun siireli
Hashimoto tiroiditisi olan hastalardan gelismekte ve kronik tiroditisten ayriminin
yapilmasi zor olabilmektedir (21). Tiroid folikiillerinin ve kan damar g¢eperlerinin
lenfosit yayilimi ile kendini gostermekte ve bu 0Ozelligi ile kronik tiroiditisten
ayrilmaktadir (21). Eger sistemik bir yayilim yok ise radyasyon tedavisine iyi bir cevap
verebilmektedir (21).

Tiroid bezine metastaz yapabilen sistemik kanserler gogiis, bobrek, bronkogenik
karsinom ve malign melanomu i¢ermektedir (21). Bu tiir kanserlerde hastaligin seyri

birincil timore bagli olarak degismektedir (21).

2.3 Hiicre dongiisii ve kanser olusumu

Hiicrenin igeriginin iki katina ¢ikarilmasi ve neticede boliinmesi islemi, sirasi belli bir
dizi olayin sonucu olarak ger¢eklesmektedir (32). Bu siireglerin tiimiine hiicre dongiisii
denmektedir (32). Hiicre dongiisii dinamikleri organizmalar arast degiskenlik
gostermekle beraber hepsinde temel hedef genetik bilginin bir sonraki nesle
aktarilmasidir (32). Bu islemin sorunsuz ger¢eklesmesini kontrol eden sisteme hiicre
dongiisii kontrol sistemi denmektedir (32). Bu sistem DNA eslenmesi ve eslenen
kromozomlarin diizgiin olarak iki yavru hiicreye gecisini igermektedir. Hiicre i¢i ve
disindan gelen sinyaller ile dongii kontrol edilmektedir. Bu mekanizmanin

islevselligindeki bir bozukluk kansere neden olabilmektedir (32).

Biitlin  0karyotik hiicrelerde hiicre dongiisii kontrol mekanizmalar1 benzerlik
gostermektedir (32). Hiicre dongiisii S ve M evresi olarak belirtilen asamalarin tekrari

seklinde devam etmektedir (32). Her iki asama arasinda dongiisel olarak degisken bir
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stire beklenmektedir (32). M evresi ile S evresi aras1 doneme Gq; S evresi ile M evresi
arasindaki doneme ise G, denmektedir (Sekil 2.4) (32).

Huicre déngUst durdurulmasi

Sekil 2.4. Hiicre dongiisiiniin evreleri. G; evresinde kromozomlar haricinde hiicresel bilesenler
eslenir. S evresinde 46 kromozomun her biri eslenir. G, evresinde eslenen kromozomlar hata
kontroliine tabi tutulurlar, gerekli durumlarda onarim gergeklestirilir (33).

Evreler arasi bekleme siireleri hiicre i¢i ve hiicre digi sinyallere gore c¢ok fazla
degiskenlik gostermekle beraber, eger sartlar uygun degil ise genelde hiicre Gy olarak
tabir edilen asamada bekletilmektedir (32). Gy ile G; arasi bu bekleme asamasi ayni

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

Cdc proteinleri olarak bilinen proteinler bahsedilen hiicre dongiisii asamalar1 arasi
gecisleri kontrol etmektedirler (32). Bu proteinlerdeki yapisal ya da islevsel bir
bozuklugun hiicre dongiisiinii ¢ok ciddi bir sekilde etkilemesi olasidir (32).

Hiicre dongiisii kontrol sisteminin temel bilesenlerinden biri kontrol noktalaridir (32).
Hiicre dongiisii kontrol sisteminde cdks (cyclin dependent kinases) adi verilen protein
ailesi temel bir role sahiptir (32). Hiicre dongiisiiniin degisik asamalarinda bu

proteinlerin seviyeleri artmakta veya azalmaktadir (32). Bu seviye degisiklikleri hiicre
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i¢i proteinlerin dongiisel olarak fosforilasyonlarini etkilemekte ve hiicre i¢erisinde DNA
eslenmesi, mitoz ve sitokinez gibi temel olaylarin baglatilmasini tetiklemektedir (32).
Cdk islevi bir¢ok enzim silsilesi tarafindan kontrol edilmektedir (32). Bu enzimlerden
en 6nemlisi siklin proteinleridir (32). Siklin proteinleri CDK proteinleri ile kompleks
olusturduklarinda CAK (CDK-activating kinase) ailesine mensup proteinlerin etkisi ile
asil islevselliklerini kazanmaktadirlar (32). Tersi yonde yani CDK-siklin kompleksinin
etkisiz hale getirilmesinde ise CKI (Cdk inhibitor proteins) proteinleri is gérmektedirler
(32).

Hiicre boliinmesindeki temel problemlerden biri DNA eslesmesinin tam dogrulukta,
eksiksiz ve yalnizca tek bir kez yapilmasinin saglanmasidir (32). DNA eslenmesi
kromozomlara yayilmis bir halde olan ORC (origin recognition complex) adi verilen
protein kompleksleri ORC-baglanma boélgelerine baglanmakta ve baska diizenleyici
proteinlerin bu bdlgeye baglanmasina imkan vererek DNA eslenmesinin temelini
olusturmaktadir (32). ORC kompleksine baglanan diizenleyici proteinlerden biri cdc6
proteinidir (34). Cdc6 proteinlerinin de baglanmasinin ardindan eslenme Oncesi
kompleksin tamamlanmasi i¢in MCM (minichromosome maintenance proteins)
proteinleri de baglanmakta ve eslenme oncesi protein kompleksini (pre-replicative
complex) olusturmaktadir (34). Daha sonra cdc6 ve MCM proteinlerinin
defosforilasyonu ile bu islemin dongiide bir daha gerceklesmesinin oniine gegilmektedir

(32,34).

DNA sentezinin ardindan iki kopya genom iceren G2 evresindeki hiicre M-cdk’nin
tetiklenmesi ile mitoza girer (32). Mitozdan ¢ikis ise M-cdk’nin islevsiz hale getirilmesi

ile gerceklesmektedir (32).

DNA eslenmesinin kusursuz gergeklestirilmesinin yiiriitiiciilerinden biri de DNA hasari
kontrol noktalaridir (32). Birgok hiicre tipinde biri G; evresinin sonlarinda dogru, digeri
ise mitoz Oncesi olmak iizere en az iki DNA hasar1 kontrol noktasi bulunmaktadir (32).
Gi kontrol noktasinda yer alan DNA hasar1 kontrol noktasi tespit ettigi herhangi bir
DNA hasarinda normalde olduk¢a diisiik konsantrasyonda ve kararsiz olan p53’iin

islevsel hale gelmesini saglamakta ve artmig pS3 protein seviyesi ile p21 proteininin de
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icinde bulundugu birka¢ genin sentezi tetiklenmekte; neticede S evresine giris

engellenmektedir (32).

DNA hasart kontrol noktalarinin islev gérmemesi durumunda, her bir hiicre dongiisii
neticesinde genetik hasar bir sonraki nesle aktarilacak ve zamanla kansere sebebiyet
verebilen mutasyonlar ile karsilasilma ihtimali kuvvetlenecektir (32). Tespit edilen
kanser vakalarinin neredeyse yarisinda p53 mutasyonunun goriilmesi bunun en iyi

ispatidir (35).

DNA hasar1 ayn1 zamanda apoptozu da tetikleyebilmektedir (35). Apoptoz, prokaspaz
adli onciillerden sentezlenen kaspaz ailesine mensup proteinlerin proteolitik silsileleri

baglatmasi ile geri doniisiimsiiz olarak gergeklestirilmektedir (35).

Normal bir hiicrenin kanserli hiicreye donligmesi ve hiicre dongiistindeki biitiin kontrol
noktalarindan gecerek boliinmesine devam etmesi hatta Oliimsiizleserek yayilim
gostermesi “genetik kararsizlik” olarak tabir edilen durumla yakindan iliskilidir (32,35).
Genetik karasizlik hiicrenin her an yeni bir mutasyona ugramaya agik bir halde olmasi
anlamma gelmektedir (32,35). Genetik kararsizlik hem kanser olusumunda hem de
kanserin ilerlemesinde etkilidir (32,35). Genetik kararsizlik oran1 ayni dokudan kéken
alan hiicrelerde bile farklilik gosterebilmektedir (32,35).

Genetik kararsizlik sonucu yeni mutasyonlar kazanan hiicre belli bir seviyeden sonra
cogalan hiicre yaslanmasi (replicative cell senescence) asamasini da atlayarak
oliimsiizliik kazanarak artik organizma igin 6liimciil sonuglara sebebiyet verebilecek bir
noktaya ulasmis olmaktadir (35). Oliimsiizliik kazanmis bu tiir bir klon metastaz
yapmasi durumunda, eger anjiyogenez de baslamissa organizma igin oldukga kritik bir

asamaya gelinmis demektir (35).

2.4 Tiroid neoplazilerinin olusumu ve molekiiler temeli

Tiroid tiimor olusumu ile ilgili bilgiler son 10 yilda oldukga artmistir (36). Onkogenik

sinyal yolaklar1 ile ilgili elde edilen yeni bilgiler ve tespit edilen yeni genetik
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degisiklikler timor olusumu ve kotii huylu tiimore doniisiimiin anlagilmasinda mesafe
kat edilmesine imkan vermistir (36). Fakat calismalarin molekiiler biyoloji ayag: ile
hiicre biyolojisi ayagindaki gelismelerin birbirini tamamlayict bir sekilde ilerlemeyisi

potansiyel tedavi hedeflerinin tespitini geciktirmektedir (36).

Tekli ve c¢oklu nodiiller tiroid hiperplazisi sonrasi meydana gelirken; tekli nodiiller
alternatif bir sekilde, normal dokudan da olusabilmektedir (25). Yapilan arastirmalarda
bir yetigkinin biitiin omrii boyunca tiroid folikiiler hiicrelerinin yalnizca 5 kez
boliindiigi belirlenmistir (25). Bu tiir yavas bir seyre ragmen uygun sinyallere bagl

olarak tiroid hizlica yayilabilmektedir (25).

Iyot eksikligi dogrudan veya dolayli olarak tiroid bezinin biiyiimesinde birincil
baglaticidir (25). Bunun haricinde kompleks yapida anyonlar ve inorganik atomlar (iyot,
lityum, CIO4-, SCN- vb.), tiyonamid bilesikler, anilin tiirevleri, fenol tiirevleri,
flavonoid tiirevleri (vitaksin), hepatik ilag metabolize eden enzimlerin baslaticilar:
(pestisitler, DDD ve DDT tiirevleri, poliklor igeren bifenil tiirevleri) gibi maddelerin
guatr olusumunu tetikledigi; tiyonamid bilesikler, aminotriazol, asetilaminofluoren
(AAF), metilen benzenamin, oksidianilin (ODA), nitrozaminler (DPN, DHPN, BOP),
nitrozotire bilesikleri (NMU, NBU, ENU), streptozosin gibi maddelerin de en azindan
erkeklerde tiroid karsinomlarin olusumunda bir sekilde yer aldiklar1 gosterilmistir (25).

Hiperplastik dokunun nodiile doniismesi ile ilgili olarak iki hipotez ortaya atilmistir
(25). Birinci hipoteze gore her bir folikiil hiicresi farkli klon hiicrelerden (poliklonal)
meydana gelmistir (37). Fakat nodiil olusumu sirasinda folikiiller eszamanli ve
koordineli olarak hareket ettikleri igin her bir folikiil goriiniirde benzer heterojeniteye
sahiptirler (37). Nodiilde bir neoplazi meydana geldiginde neoplastik folikiil
monoklonal olarak davranmakta ve sonug¢ olarak kanser tek bir hiicreden meydana
gelmektedir (Sekil 2.5A) (25,37). Ikinci hipoteze gore ise folikiiler hiicreler farkli
islevsel 6zelliklere sahip hiicrelerin kaynasmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.5B)
(38). Nodiil olusumu esnasinda yeni folikiillerin kaynasmasi tek seferde degil kademeli
olarak gerceklesmekte ve bu sekilde koken alinan hiicrenin ozellikleri (iyot alimu,

kolloid damlaciklari, belli uyaricilara cevaben tiroid peroksidaz salinimi vb.)
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korunmaktadir (38). Bu hipotez ayni1 salg1 bezi igerisinde bile tespit edilebilen farkli
anatomik ve iglevsel heterojeniteye (soguk, sicak, pseudosistik ve kolloid alanlar)
mantikli bir izah olarak goriinmekle beraber, bazi arastiricilara gore ise bu heterojen
Ozellikler ¢evresel etmenlere bagli geri dontlisiimlii hiicresel degisiklikler kaynakli da

olabilmektedir (25).
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Sekil 2.5. Tiroid nodiiliiniin klonal baslangici ile ilgili olarak one siiriilen hipotezler. A) Cok
merkezli koordineli eslenme. Folikiil poliklonal olmasima ragmen nodiil homojen bir yap:
gostermektedir. B) Bir veya birka¢ hiicrenin kaynasmasi sonucu eslenme. Nodiil fibrotik tamir,
kanamali nekroz ve yeni olusmus folikiillerin diizensiz biiyiimesi sonucu olusmaktadir (25).

Tiroid karsinomlarda da diger neoplazilerde oldugu gibi kontrolsiiz hiicre biiyiimesinin
altinda yatan neden olarak islevsellik kazanmis onkogenler gosterilebilir (35). Bir¢cok
onkogenin iirlinii protein MAPK ve c-AMP bagimli protein kinaz (PKA) yolaklarinda is

gormektedirler (12,25,35). Hiicre zarindan sitozolik ve niikleer hedeflere yonelmis

sinyaller ¢ogalma, farklilasma, stres cevabi, apoptoz ve hiicre dongiisii gibi siirecler ile
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ilgilidir. Neticede bu sinyal ag1 igerisindeki bir islev bozuklugu neoplastik doniisiime

neden olabilmektedir (12,25,35).

Biitiinii ele alindiginda onkogen ve proto-onkogenleri uyaran mutasyonlar tiroid timor
olusumunda temel bir basamaktir (25,36). Fakat kanser olusumu i¢in baz1 diger genlerin
de siirece dahil olmas1 gerekmektedir (25,36). Ornegin Ret veya Ras mutasyonlari ile
baslatilmig bir tiimdr ek bazi mutasyonlar ile ilerleyebilecek ve p53 mutasyonu ile de
tekrardan farklilagabilecektir (25,36). Fakat eldeki bulgulara gore nadir durumlarda ayni
tiimorde birden fazla farkli mutasyon goriilmekte ve neticede bu da bu onkogenlerin

birbirinin tamamlayicisi degil alternatifi oldugu diisiincesini akla getirmektedir (25,39).

Folikiiler hiicreden koken alan tiroid kanserlerdeki belli genetik degisiklikler tiroid
kanser olusumunun molekiiler mekanizmalar1 hakkinda bize bilgi vermektedir (Sekil

2.6) (3,12).

Gizli PTK . e Az farkhlasmig PTK
«

BRAF ,
RAS \
NTRK o ".\\‘_
I!ET]'FTCJ-' e o __.._-' 0
MET  / mmmmmmmm=TT A -
mye j;_____.,;-_'.'.' R =S \
/ \
/ RAS q
P_.lI_I—FFﬁ.R-I.
i;Eh PAXE-PPAR, ] Anaplastik
. tiroid
Mormal Folikiil > i
Hrm JE—. olikdler .
folikiler adenocm FTe g farsinom
tiroid hicresi

Hurthle hicreli| ——————p HHK
adenocm

Sekil 2.6. Farkh histolojik alt tipleri ile beraber folikiiler hiicre kiokenli kanserlerde goriilen
mutasyonlar (12).
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Erken evre tiimor olusumu Ras, Ret, Trk, Gsp, ve TSH alicis1 proteinlerini igeren 5
farkl1 sinyal molekiiliinii kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile iliskili goriinmektedir (3).
Bu durumda genom koruyucu olarak da bilinen p53 genindeki ek mutasyonlar genomik
kararliligin iyice bozulmasina sebep olacak ve doniistimii ATK yoniine kaydiracaktir

(Sekil 2.6) (3,12).

Iyi huylu adenomun karsinoma déniismesi icin tekrardan farklilasmasi dolayist ile ek
mutasyonlara sahip olmasi gerekmektedir; mevcut bilgilerimize gore bir¢ok karsinomun

ilk bastan itibaren bu 6zellikte oldugu goriilmektedir (3).

FTK ve PTK’da gorilen RAS ve RET mutasyonlarina genelde ATK’da
rastlanilmamaktadir (3). Bu, Cernobil kazasinin ardindan yapilan ¢alismalar ve diger
bilgilerden yola ¢ikilarak yukarida bahsedilen kanser olusum hipotezlerine alternatif
olarak kanser kok hiicreleri (Cancer stem-cell; CSCs) adinda bir hipotez ortaya
atilmistir (3,36,40). Bu hipoteze gore CSC’ler normal tiroid hiicreler yerine 3 farkli fetal
tiroid hiicre kalintisindan (embriyonik kok hiicreler, tiroblastlar veya tirositlerden)
koken almaktadir (3). Bu hipoteze gore en az farklilasmis ve en saldirgan tip olan ATK
en az bulunan ve en erken evreden koken alan tiroblasttan tiireyecek ve rastlanilma

sikligi dogal olarak diisiik olacaktir (3).

Ayrica, yapilan giincel ¢aligmalarda belli kromozomal bolgelerin tiroid kanser gelisimi
ile iligkili oldugu bulunmustur (41,42,43). Bu bolgeler tiroid farklilagsmasi ile ilgili
genleri icerdigi gibi DNA tamir ve gen diizenlenmesine dair genleri de igermektedir

(Tablo 2.2) (41,42,43).
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Tablo 2.2. Cesitli gruplar tarafindan yapilan giincel ¢calismalarda elde edilen verilere gore belli gen
bolgelerinin tiroid kanser olusumu ile iliskisi tespit edilmistir. Tablo Kouniavsky ve Zeiger’in
¢alismasindan alinmistir (41).

Kromozomal Tigili Gen Genin yer aldig: siirec Kanser tipi
Bolge
9¢22.33 FOXE1 Tiroid farklilagmast PTK ve FTK
14913.3 NKX2-1
8g24 AK023948 Kodlamaya katilmayan gen PTK
5033 Premir-146a Gen diizenlenmesi PTK
2012-14 VDR D vitamini alicist FTK
19913.2-13.3 XRCC1 DNA tamiri PTK ve FTK
19q13.2-13.3 XRCC1 DNA baz ¢ikarma genleri PTK ve FTK
194142 ADRPT
1p12 Bilinmiyor Bilinmiyor PTK, FTK ve HHK
WDR3, SPAGI, Uyar ileti sistemi
GDAP2
12q24 P2X7R Purinerjik alici PTK-F

2.5 Tiroid kanser saldirganhgina yonelik belirtecler

Tiroid kanserinin davranmiginin tespiti, hastaligi hafif seyreden biiylik ¢ogunlugun
ihtiyacindan fazla tedaviye maruz kalmamasi, hastaligi agir seyreden azinligin ise

ihtiyaci olan tedaviyi eksik seviyede almamasi agisindan 6nem arz etmektedir (14).

Bilinen saldirgan tlimor davranisi olarak biiylik tiimdr hacmi, timoriin genis yayilim
gostermesi, uzak mesafelere hacimli metastaz yapmasi ve tliimoOriin tekrardan
farklilagsmasi gibi patolojik ozellikler kabul edilmektedir (14). Ancak bu ozelliklerin
varliginin tespit edilemedigi durumlarda genis metastaz yapmig hastalarda bile
hastaligin seyri ile ilgili ongdrii yapmak zorlagmaktadir (14). Timor davranigina etki
eden genetik ve epigenetik faktorlerin bilinmesi tedavi yaklasiminda yardimci olacaktir
(14). Saldirgan tiimor davranisi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar aday gen veya sinyal

yolaklarinin tespiti ile gen ifadesi analizleri seklinde gruplanabilir (14).

Fosfotidil inositol 3 OH kinaz (P3IK) sinyal yolagindaki epigenetik diizenlemeler ve
mutasyonlara PTK’ya nazaran FTK’da daha fazla rastlanilmaktadir (14,44). Ayni

sekilde bunlara az farklilasmis ve anaplastik karsinomlarda da rastlanilmakta, timor
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olusumu ve gelisimi yoniinden tiimor saldirganhigr ile iliskisi oldugu distintilmektedir
(14,44). Timdr yayiimmin yiiksek oldugu anaplastik karsinomlarda p53
mutasyonlariin sikliklar1 da yiiksek olmaktadir (39). Ayrica tiimoér mikro g¢evresinin
tiroid kanser ilerlemesinde etkili oldugu goriinmektedir (14). Bir¢ok kat1 timor modeli
ile yapilan calismalardan elde edilen bilgilere gére stroma ve mikro g¢evrenin timor

ilerlemesindeki etkisi biiytiktiir (14).

Tiroid kanserlerinde c-KIT ve p27 gibi kanser ilerlemesinde onemli proteinlerin
diizenlenmesinde miRNA’larin da etkili oldugu gosterilmistir (14). miRNA’larin tiroid
kanser ilerlemesindeki rolleri heniiz belirsiz olmakla beraber diger kat1 tiimorlerde elde
edilen bilgilerden yola ¢ikilarak tiroid kanser davranisi ile ilgili bilgi verebilecegi

diistiniilmektedir (14).

2.6 Ailesel Gegis ozellikleri

PTK, diger bir¢ok kanser tiiriine gore daha fazla kaliimsal ge¢is gostermektedir (42).
Yiizde 5 ile 10 arasi bir kisim PTK’nin ailesel gecis ve ¢okgenli etkilesim gosterdigi
bilinmektedir (41). Ailede 3 kisiden fazla bireyde tiroid kanseri goriiliiyor ise %99.9
ihtimal ile hastaligin ailesel 6zelligi oldugu belirtilmistir (31). Ailesel gegis gosteren
tiroid kanserleri parafolikiiler hiicrelerden koken alan MTK ’lar ile folikiiler hiicrelerden

koken alan mediiller olmayan (NMTK) karsinomlardir (31).

Folikiiler hiicre kokenli kanserlerdeki ailesel gecis gdsterme orani %35 iken bu oran

parafolikiiler hiicre kokenli kanserlerde %25-35 arasidir (Sekil 2.7) (21,31).
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Sekil 2.7. Farkl tiroid kanserlerinin ailesel gecisleri ve sebebiyet verdikleri diger hastaliklar (31).

PTK ve HHK’larda 6zellikle gen¢ hastalarda tedaviye cevap oldukga iyi iken ailesel
gecis gosteren hastalarda goriilen tablo, hastaliin niiksekmesi veya uzak bolgelere

metastaz yapmasi gibi durumlar ile daha agir olmaktadir (31).

MTK-A’dan farkli olarak; mediiller olmayan ailesel tiroid karsinomlarin (NMTK-A) bu
kanserlerin somatik mutasyonlar ile gelisen tiirii olan NMTK’dan ayriminin yapilmasi
bu tiir kanserlerin olduk¢a nadir olmalari, cogu tiimoriin histolojik olarak ayni olmasi ve
cogu iliskili genin bilinmemesi gibi nedenlerle olduk¢a zordur (31). NMTK-A
hastalarinin ¢ogunda iyi huylu nodiil olusumu daha sik goriilmekte ve akla bu

nodiillerden timor olustugu/donistiigii 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 olmadigi goriinmektedir (31).
Kromozom 6 monozomisi veya kromozom 11’in kisa kolunun kayb1 gibi kromozom
bozukluklart NMTK-A’da goriilmektedir (31).

2.7 Ince igne aspirasyon biyopsisi

[IAB tiroid nodiilleri ile kétii huylu tiroid neoplazilerinin ayriminda kullanilan en iyi
tanisal yontemdir (20). Yaklasik 30 yil Oncesinden gilinlimiize dek tani amagh
tirodektomilerin sayisinin azaltilmasinda ve cerrahi operasyon gereken hastalara
uygulanan operasyon sayisinin artirilmasinda oldukca etkili bir yontem olarak
kullanilmaya devam etmektedir (12). IIAB papiller, mediiller ve anaplastik tiroid
kanserlerin ayriminda %95’in iizerinde dogruluk ile ayrim yapabilmektedir; fakat FA ile
karsinom veya Hurthle hiicreli adenom ile karsinom arasinda ayrim IIAB ile
yapilamamaktadir (12). Ayrica, PTK-F’nin IIAB ile sitolojik olarak tespiti oldukca
zordur (12).

Yapilan [IAB testlerinin sonucunda tiroid nodiillerinin yaklasik %80’e kadarki kismu iyi
huylu, %7’ye kadarki kismi kotii huylu ve %20’ye kadarki kismi belirsiz olarak
bulunmaktadir (10,12). Ayrica, [IAB sonuglarmin degerlendirilmesinde %10’a kadar
hata pay1 ile kisiden kisiye degiskenlikler de bildirilmistir (10,12). Bu hata pay1 ile
beraber diisiiniildiigiinde {IAB’den elde edilen belirsiz sonu¢ orani yaklasik %30’u
bulmaktadir (Sekil 2.8) (12).
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Sekil 2.8. Nodiiler guatrin I[iAB temelli tamsi. Takip eden siirecler sitoloijk sonuclara gore
degerlendirilmektedir. Gosterilen yiizde oranlari sonuglarin tatmin oranlarim gostermektedir (20).
Tabloya gore %5 oraninda kétii huylu, %20 oraninda siipheli ve %10 oraminda tam konulamayan
kisim icin cerrahi operasyon onerilmektedir.

Kisiden kisiye degisen %10’luk farkliliklar dahil edilmediginde %20’ye kadar varabilen
oranlarda belirsiz sonug¢ vermesi [IAB’nin zayif yonlerinin basinda gelmektedir (20).
[IAB’nin baz1 durumlarda belirsiz sonu¢ vermesi hem iyi huylu hem de kétii huylu
neoplazilere has sitolojik o6zelliklerin iist liste binmesinden kaynaklanmaktadir (12).
Siipheli IIAB sonuglar ise genellikle fokal niikleer atipi ve yeterli miktarda folikiiler
epitel saglanamamasi nedeni ile yeterli miktarda Ornek alinmamasidan
kaynaklanmaktadir (12). Fokal niikleer atipi durumunda kismen ve daginik niikleer
genisleme, niikleer bosluklar veya c¢ekirdek ici inkliizyonlar gozlendiginden PTK’dan
siiphelenilmekte fakat emin olunamamaktadir (12). Hem I1IAB’nin tamda bazi
sinirlamalar1 bulundugundan, hem de %10’a kadar varabilen oranlarda sitolojik analizde
kisiden kisiye farkli sonuclar elde edilebildiginden, iyi ve kotii huylu neoplazileri

birbirinden ayirt etmede ek yontemlere ihtiyag¢ oldugu ortadadir (12).
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2.8 Tiroid kanser tamisinda genetik belirtecler

PTK’da genellikle Mitogen activated protein kinase (MAPK) sinyal yolagini harekete
geciren genetik degisimlere rastlanilmaktadir (12,25,39). Bunlar RET/PTC yeniden
diizenlenmeleri ile RAS ve BRAF genlerindeki nokta mutasyonlaridir (12,25).
Bunlardan herhangi birine PTK 6rneklerinin %70’inden fazlasinda rastlanilmakta fakat
nadiren birden fazlas1 aym tiimérde goriilmektedir (12,25). Ikinci en sik gériilen tiroid
kanser tipi olan FTK’da ise RAS mutasyonlar1 ve PAX8-PPARYy; MK’da ise RET nokta
mutasyonlar1 sik¢a goriilmektedir. (Tablo 2.3) (39).

Tablo 2.3. Tiroid kanserlerinde tiimor tipine gore rastlanan mutasyonlarin sikhklari. Tablo Fagin
ve Mitsiades’in ¢alismasindan alinmustir (39).

Timor Tipi Goriilme Siklig1
Papiller Karsinom

BRAF 45%
RET/PTC 20%
RAS 10%
TRK <5%
Folikiiler karsinom

RAS 45%
PAX8-PPARyY 35%
PIK3CA <10%
PTEN <10%
Mediiller karsinom

Ailesel tip RET 95%
miinferit RET 50%
Az farklilagmig karsinom

RAS 35%
p-catenin (CTNNB1) 20%
TP53 20%
BRAF 15%
Anaplastik karsinom

TP53 70%
B-catenin (CTNNBL) 65%
RAS 55%
BRAF 20%

Giincel bilgilere gore tiroid tiimor ayriminda 70’in lizerinde molekiiler belirteg/panel
degisik gruplar tarafindan denenmis, toplamda 400 civarinda gen ile ilgili ¢alismalar
yapilmistir (45). Bazilar1 yalnizca bilimsel calismalardan kaynaklanan bu aday
belirteglerin hicbirisi klinik anlamda uygulamaya gecememistir (Tablo 2.4) (45).
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Tablo 2.4. Cesitli arastirmacilar tarafindan tiroid tiimorlerinde molekiiler ayrim yapilmasi amaci

ile cahisilan aday belirte¢/panel/yontemler (45).

Endothelial growth factor
MDM2
RAP
RXRa

Mcm-2
S100A9
Ciclines D1,E,p27,p21
GLUT-1
Lamin
Citokeratin
Muc 1
Estrogen receptor
C-erb
E-caderine
MET
DAP
Ki-67
Group 1 of high mobility
HBME-1
FHL1
DIO1
CITED1
CA12
FN1
ECM1
TMPRSS4
EpCAM
Ciclooxigenase-2
Ets-1
IGF-II
Gen panelleri
DNA ploidileri
Mikrodizin
Proteomik analizler

Telomerase
Galektin 1 ve 3
Fibronectin
Lactoferrin

PAX8/peroxisome-proliferator-activated receptory

fusion
Protein kinase C
LEU 7, LEU M1
RAS
Protein p53
Protein p63
Protein S-100
Epidermal growth factor receptor
Caveolin
14-3-3 ¢
Somatostatin receptor
Growth factor receptor of fibroblasts
Ca-19
B-Catenin
Oncoprotein C-erbB
Oncoprotein HER-2 (C-erbB-2)
Oncoprotein KIT
Bcl-2
TRK
Dipeptidyl aminopeptidase 1V
PCNA
C-myc
Gen RET/PTC
CD97
CD44v
CD34
CD19
CD57(LEU 7)
Transforming growth factor 3
Epidermal growth factor

Somatik mutasyonlara dayali genetik belirteglerin yanlis sonu¢ verme oranlari, gen ya

da protein ifadesine dayali belirteglere gore ¢ok daha diisiiktiir (12). Bunlardan BRAF

en ¢ok caligilmis genetik belirtectir (12).
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2.8.1 BRAF

RAF proteini MAP kinaz sinyal yolag: icerisinde yer alan ve ARAF, BRAF, ve CRAF
seklinde tig¢ alttipi bulunan bir serin-treonin kinazdir (12). BRAF kinazlar1 biiyiime ve
farklilagsma sinyallerine cevaben is gérmektedirler (12). Tiroid folikiiler hiicrelerde daha
¢ok BRAF bulunmaktadir (12). Biitiin RAF izoformlart MAP kinaz yolaginda MEK’i
aktive ederler ancak iglerinde BRAF daha etkilidir (10).

PTK’ da en ¢ok ¢alisilmig mutasyon BRAFT1799A (BRAFV600E) mutasyonudur (12).
Bu mutasyonda 1799 nolu niikleotidin A/T doniisiimii 600 nolu amino asitte valin
amino asidinden glutamat amino asidine doniisiime neden olarak (V600E) proteinin

islevselligini etkilemektedir (10).

BRAF mutasyonu %35 ile %69 arasi bir oranla PTK’ da en sik rastlanan mutasyondur
(10,12). Bu mutasyon PTK-K ve PTK’nin uzun hiicreli (PTK-TC) alt tipine 6zeldir,
diger farklilasmis tiroid kanserlerinde nadiren goriilmektedir (10). PTK-K’da %51
oraninda, PTK-F’de %24 oraninda ve folikiiler tiroid kanserlerde %1 oraninda oldugu
gosterilmistir (12). BRAF mutasyonu erken evrede gergeklesmekte ve PTK’nin
patogenezinde 6nem arz etmektedir (10,12). BRAFT1799A mutasyonunun tani yasinin
ileri olmasi, PTK-TC histolojisi, tiroid harici yayilim, lenf diigiimii metastazi, hastaligin
niiksetmesi ve ile timdr evresi gibi durumlarla birlestigi durumlarda Klinik olarak daha

kotii bir prognoz ile seyrettigine dair bulgular bulunmaktadir (10,12).

BRAF mutasyonu olup olmadiginin cerrahi operasyon Oncesi bilinmesi 6zellikle kotii
huylu tiimoérlerin cerrahi operasyonu agisindan faydali olacaktir ¢linkii sitolojik analiz
sonucuna gore belirsiz oldugu diisiiniilen lezyonlar BRAF siniflandirmasina gore kotii
huylu ¢ikmaktadir (10). IIAB 6rnegi ile yapilan BRAF mutasyon testlerinin biiyiik
¢ogunlugunun dokudan yapilan BRAF testleri ile uyumlu oldugu bildirilmistir (10).
Bazi istisnalar haricinde sitolojik analiz sonucuna gore belirsiz oldugu diisiiniilen
lezyonlarmm %5 ile %43 arasindaki kismi BRAF mutasyon analizi ile acikliga

kavusturulmustur (10).
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BRAF, PTK tanisinda son derece énemli bir belirtegtir (10). Cerrahi operasyon Oncesi
kullanilmas: oldukga yararlidir, ayrica IIAB 6rneklerine uygulandiginda segiciligi de
yiiksektir (10). Ancak biiyiik orandaki belirsiz folikiiler lezyonun iyi ya da kotii huylu
oldugunun agikliga kavusturulmasinda kullanilamamasi nedeni ile yaygin olarak

kullanilmamaktadir (10).

2.8.2 RET/PTC

MAP kinaz yolagi ile iliskili olarak tiroid kanserlerinde goriilen diger bir diizensizlik
RET/PTC yeniden diizenlenmesidir (12). RET glial tiirevi norotropik faktor gen ailesi
reseptorlerinin sinyalci alt tinitesidir (12). Tiroid C hiicrelerinde normalde ifade edilse
de, folikiiler hiicrelerde yiiksek seviyelerde ifade edilmemektedir (12). Yeniden
diizenlemede RET proteinin 3’ ucu iligkili olmayan bir genin 5’ ucu ile kaynagmaktadir
(12). Bugiine kadar tanmimlanmis en az 15 adet RET/PTC yeniden diizenlenmesi
bulunmaktadir; bunlardan en ¢ok rastlanan ikisi RET/PTC1 ve RET/PTC3’diir
(8,12,39). Olusan RET/PTC onkogeni yapisal olarak MAP kinaz yolagini
etkinlestirmektedir (8,12,39).

RET/PTC onkogeni PTK’larin yaklasik %20’sinde goriilmekte ve diger kanserlerde
genellikle goriilmemektedir (10). RET/PTC1 ve RET/PTC3 onkogeni yeniden
diizenlenmesi olan farelerde PTK gelistigi gosterilmistir (10). Yeniden diizenlenme
erken evrede olmakta, tipik PTK histolojisi gdstermekte ve lenf diiglimii metastazi i¢in

yiiksek risk kaynagi olmaktadir (10).

Cernobil faciast sonrast PTK gelisen ¢ocuklarin %16’sinda RET/PTCI1, %58’inde ise
RET/PTC3 oldugu tespit edilmistir (10). Sonradan gelisen ailesel olmayan olgularda ise
PTK olan g¢ocuklarda RET/PTC1'in %47 oraninda, RET/PTC3’iin ise %18 oraninda
gelistigi goriilmiistiir (10). Ikinci Diinya Savasi sonrasi atom bombasi radyasyonuna
maruz kalanlarda RET/PTC yeniden diizenlemelerinin maruz kalmayanlara gore
oldukga fazla oldugu da bildirilmistir (10,46). Mizuno ve ark. (46) insan tiroid dokusu
transfer edilmis farelerde 50 Gy degerindeki radyasyonun etkisi ile PTK olusumunun 2

giin gibi kisa bir siirede gerceklestigini gdstermiglerdir.
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BRAF mutasyonlarinda oldugu gibi, RET/PTC yeniden diizenlenmeleri de {IAB testine
yardimct olarak kesfedilmistir (10). RET/PTC testinin bazi1 belirsiz lezyonlarin
simiflandirilansinda etkili oldugu gosterilmesine ragmen tanida oldukga az etkisi

olmaktadir (10).

2.8.3 PAXS8-PPARYy

PAX8-PPARY onkogeni PAX8 ve PPARy genlerinin kromozom igi translokasyonu
t(2,3)(q13;p25) sonucu olusmaktadir (10). Ilk baslarda PAXS8-PPARy onkogeninin
folikiiler tiroid karsinoma (FTK) 06zel oldugu diisiiniilse de sonradan folikiiler
adenomlarda da tespit edilmistir (10). FTK’ da %29-%56 arasi, folikiiler adenomlarda
%4-%13 aras1 bir oranda goriilen onkogen; PTK, ATK’da, guatr, HH adenomlarda,
HHK’da ve az farklilagsmis tiroid kanserlerde goriilmemektedir (10).

PAX8-PPARY onkogeni ile iligkili prognostik faktorler hastaligin kadinlarda daha sik
goriilmesi, ileri seviye tlimor farklilasmasi ve diisiik metaztaz riski olarak bahsedilebilir
(10). PAX8-PPARY onkogeninin mekanizmasi tam olarak anlasilabilmis degildir (10).
PAX8-PPARy’nin RAS mutasyonlarindan farkli bir yolak {izerinden etki ettigi
diigiiniilmektedir (10). PAX8-PPARY fiizyon onkoproteinin yabanil tip PPARy proteinin
islevine engel oldugu in vitro olarak gosterilmistir (10). Yabanil tip PPARy PAXS-
PPARY yeniden diizenlenmesi olan tiimorlerde daha fazla ifade edilmektedir (10). Sahin
ve ark. (47) immiinohistokimyasal analizde PAX8-PPARy yerine PPARy kullanilmasi

Onermis, neticede hassasiyetin arttig1 fakat se¢iciligin azaldig1 goriilmiistiir.
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2.9 Immunohistokimyasal belirtecler

Cytokeratin 19 (CK19), human mesothelial cell 1 (HBMEL1), Ki-67, PCNA, galektin-3
ve siklik adenozin monofosfat cevap elemanina baglanan protein/p300-interacting 1
(CITED1) basta olmak iizere ¢esitli immunohistokimyasal belirtegler iyi ve kotii huylu
timorlerin ayriminda gesitli gruplar tarafindan denenmis, farkli oranlarda hassasiyet ve

secicilik tespit edilmistir (10,34,48).

2.9.1 Galektin-3

Galektinler b-galaktositlere baglanma ve amino asit benzesim dizileri nedeni ile
hayvansal lektin ailesindendir (10). Galektinler bircok ¢esit glikoprotein ve
glikolipidlere baglanma o6zelligine sahiptirler (10). Bu lektinler sitoplazmada ve
hiicrelerarasi etkilesimler nedeni ile hiicre yiizeyinde ve hiicreler arasi boslukta gérev
yaparlar (10). Baz1 iiyeleri apoptozu tetiklerken Galektin-3 gibi bazi iiyeleri ise hiicrede
kotii huylu fenotipe neden olurlar (10). Galektinler, hiicre baglanmasi ve hiicre gocii

gibi davraniglar1 diizenleyerek hiicrelerin metastatik 6zelliklerini etkilerler (10).

Galektin-3’tiin PTK’nin patogenezinde 6nemli bir rolii oldugu diistiniilmektedir (10).
Galektin ifadesi hem dokuda hem de [IAB 6rneginde gosterilmis oldugundan tanisal bir
belirte¢ olarak kullanim imkani dogmustur (10). Serum seviyelerinin kotii huylu timor
ayriminda kullanilma potansiyeli ise tartismalidir (10). Fakat {IAB 6rneginde %75 ile
%100 aras1 hem hassasiyet hem de segicilik oranlar1 bildirilmistir (10). Bugiine kadarki
yapilmis en genis kapsamli olan bir ¢alismada Bartolazzi ve ark. (49) 465 IIAB
orneginde %78 hassasiyet ve %93 segicilik tespit etmislerdir. Bu g¢alismada 922

oraninda kanserli lezyon Galektin-3 testinde tespit edilememistir (49).

Her ne kadar tiroid karsinomlarda tek basina kullanilabilecek bir belirte¢ olmasa da

Galektin-3’tin sitolojik bulgulara destek olarak kullanilabilme potansiyeli yiiksektir
(10).
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29.2 HBME-1

Hector Battifora mesothelial cell antibody (HBME-1) aslinda koti huylu
mezoteliomlarin boyanmasi igin gelistirilmis bir fare monoklonal antikordur (10).
Yapilan caligmalarda folikiiler kokenli tiroid kanserlerinin, kismen de PTK’nin iyi

huylu lezyonlara kiyasla bu antikor kullanilarak daha ¢ok boyandig1 gériilmiistiir (10).

Daha sonra yapilan calismalarda antikorun IIAB &rneklerindeki hiicreleri de boyadigi
goriilmiistiir (10). Van Hoeven ve ark. (50) HBME-1’in %100 hassasiyetle ve %76
secicilikle kotii huylu tiroid lezyonlarini ayirabilmislerdir. Daha ¢ok sayida 6rnegin
kullanildig1 c¢alismalarda hassasiyet %15 civar1 diismis, secicilik ise %60-%90
civarinda tespit edilmistir (10). Her ne kadar tumit verici olsa da HBME-1 tiroid
kanserlerinin tanisinda tek basina kullanilabilecek bir belirte¢ degildir (10). HBME-1’in
panel seklinde diger belirteclerle beraber kullanimina yoénelik c¢alismalar devam

etmektedir (10).

2.9.3 hTERT ve Telomerase

DNA polimerazlar biitiin bir kromozomun eslenmesi islemini gergeklestiremezler (51).
Kromozom iizerindeki islevsel birimlerim tamaminin eslenmesinin giivence altina
alinmasi amaciyla kromozomlarin uglarinda anlamsiz TTAGGG diziliminin bir¢ok kez
tekrar ettigi telomer bolgeleri bulunmaktadir (51). Her bir DNA eslenmesi dongiisiinde
kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alan telomerler kisalmaktadir (51). Bir
ribonetikleoprotein olan telomeraz enzimi telomerlerleri uzatarak DNA eslenmesi
isleminin kusursuz yapilmasinda goérev alir (51). Eger telomeraz islev gormez ise
kromozomlar islevlerini yitirmeye ve yaslanma siirecine girmektedirler (10). Telomeraz
esliginde hiicre 6liimsiiz olmaktadir (10). Kok hiicreler, lenfositler ve germline (tohum)
hiicreleri haricinde saglikli somatik hiicrelerde telomeraz bulunmamaktadir (10). Bir¢ok

tiimorde telomeraz aktivitesi ciddi oranda artig gostermektedir (10).

Tiroid dokularda yapilan telomeraz islevi ¢alismalarinda iyi huylu lezyonlara kiyasla

kot huylu tiimorlerde bir¢ok grup yiiksek telomeraz aktivitesi tespit etmislerdir (10).
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Ancak telomeraz aktivitesinin artmis olmasi ileri seviye kansere, PTK-TC’ye,
farkilagmamis kanserlere, tiroid disi yayilima, niikksetmeye, uzak mesafe metastaza ve

yagliliga isaret etmektedir (10).

Telomeraz enziminin Katalitik alt tnitesi hTERT’tir (52). Yapilan ¢alismalarda

telomeraz gibi hTERT aktivitesinde de artis bulunmustur (10).

Tiroid neoplazilerinde telomeraz aktivitesi ilgili yapilan ¢alismalarda bir sekilde artmis
bulunan telomeraz aktivitesi ayn1 zamanda folikiiler adenomlar ve tiroiditis gibi iyi
huylu nodiillerin neredeyse tamaminda da artmis olarak bulunmustur (10). Bu sonug
hTERT ve telomerazin tanisal potansiyelini engellemektedir (10). Hem dokuda hem de

[IAB 6rneginde yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler tartismalidir (10).

2.9.4 Tmmiino sitokimyasal paneller

Tespit edilen belirteglerin  baska belirteglerle beraber bir panel seklinde
kullanildiklarinda tanisal hassasiyet oranlari artmaktadir (10). Ornegin, Wiseman ve
ark. (53) HBME-1, Cytokeratin (CK-19), Galektin-3 ve ek 4 belirteg daha kullanarak
%87.9 hassasiyet ve %94 segicilik ile kanser tespiti yapmislardir. Rossi ve ark. (54)
caligmalarinda HBME-1 ve Galektin-3 kullanarak %95 hassasiyet ve %100 segicilik ile
bu ayrmmi yapmuslardir. IIAB 6rneklerinde de benzer oranlar goriilmektedir (54).
Saggiorato ve ark. (55) IIAB &rnekleri kullanarak %97 oraninda hassasiyet %91
oraninda segicilik yakalamiglardir. Scognamiglio ve ark. (56) HBME-1 ve CK-19
kullanarak %83 oraninda hassasiyet ve %100 segicilik oranlar1 elde etmisken Nga ve
ark. (57) ise IIAB diisiik sayida 6rneginde ayn1 belirtegleri kullanarak %100 hassasiyet

ve %100 segicilik oranlarini yakalayabilmislerdir.

2.10 Tiroid kanser tanisinda mikro RNA

Lee ve ark. (58) tarafindan 1993 yilinda kesfedilen mikro RNA’lar (miRNA)
kodlamaya katilmayan 19 ile 25 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda kisa RNA dizileridir.

MiRNA’lar transkripsiyon sonrast gen ifadesini negatif yonde diizenlerler. Sanger
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Enstitiisii’niin hazirladigi veritabaninda (http://www.mirbase.org) halihazirda insana

0zgii 1356 adet farkli miRNA bulunmaktadir (59).

Lemfomalar, kolorektal karsinom, gogiis kanseri, akciger kanseri, karaciger kanseri ve
tiroid kanserinde miRNA ifadesinin degistigi gosterilmistir (10). miRNA molekiillerinin
metastaz, hiicre yayilimi, hiicre dongiisii ve apoptoz ile ilgili oldugu yoniinde veriler her
gecen giin artmakta; dolayisiyla kanser tanisi, prognozu ve tedavisi alanindaki

aragtirmalarin bir kismi bu alanda artarak devam etmektedir (10,14).

Tiroid kanserinde c-KIT ve p27 gibi kanser ilerlemesinde 6nemli proteinleri
diizenlenmesinde miRNA’larin etkili oldugu gosterilmistir (14). Daha Onceki
caligmalarda miR-221, mir-222 ve miR-146b’nin gen ifadesinin PTK’ da arttigi
gosterilmistir.  Weber ve ark. (60) miR-197 ve miR-346’nin folikiiler tiroid
kanserlerinde folikiiler adenomlara kiyasla fazla ifade edildigini gostermislerdir. Visone
ve ark. (61) anaplastik tiroid kanserlerde miR-30d, miR125b, miR-26a ve miR-30a-
5p’nin ifadesinin diistiiglini gostermislerdir (10).

mMiRNA gen ifadesinin tiroid kanserlerde degistigi bulgularindan hareketle arastiricilar
[IAB 6rneklerinde bu bulgular test etmislerdir (10). Chen ve ark. (62) RT-PCR y&ntemi
ile miR-221, miR-222 ve miR-146b’nin IAB &rneklerinde ve dokudaki gen ifadesine
bakmis ve ii¢ tiir miRNA’nin da kétii huylu timérlerde arttigini, bu artiglardan ikisinin

(miR-222 ve miR-146Db) istatistiki olarak anlamli oldugunu géstermislerdir.

Nispeten az sayida miRNA molekiiliiniin olduk¢a fazla sayida ve ¢esitli genin ifadesini
etkileme potansiyeli bulundugundan tanisal agidan miRNA’lar yiiksek potansiyele
sahiptirler (10). Ornegin, kronik lemfositik I6semide belli bir miRNA izi ile hastaligin

dogasinin ve ilerlemesi ile iligkili oldugu gésterilmistir (17,63).

MRNA’ya kiyasla miRNA’lar daha kisa yapida olduklari i¢in daha korunakli olarak
formalin ile fikse edilmis parafine gomiili dokuda bulunmaktadirlar (17). Bu anlamda

miRNA’larin tanisal potansiyelleri de oldukea yiiksektir (17).
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2.11 Mikrodizin analizleri

Mikrodizin teknolojisinin ortaya ¢ikmasi 1990’11 yillarin baglarina dayanmasina ragmen
ozellikle teknolojinin ilerlemesi ile beraber 6zellikle onbinlerce genin ayni anda ifade
analizine imkan tanimasi sebebi ile yaklasik son 10 yillik dénem igerisinde yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir (12,15). Gen ifade profili ile klinik veriler arasinda
iliski kurmaya, degisik tiimdr tiplerinin siniflandirilmast ve tanimlanmasina, kanser
olusumunda rol alan genlerin veya gen ailelerinin tanimlanmasina imkéan tanimasi

mikrodizin teknolojisini kanser arastirmalarinda cazip kilmaktadir (12).

Papiller tiroid karsinomlar tizerine ilk mikrodizin ¢aligmasi ise 2001 yilinda Huang ve
ark. (64) tarafindan 12000 ayr1i gen iriniinii tarayabilen Affymetrix U95A ¢ipi
kullanilarak yapilmistir (15). 2001 yilindan bu yana gegen siire igerisinde mikrodizin
teknolojisinin gelisimine paralel olarak arastirma imkanlarinin da artmasi ile beraber,
papiller tiroid karsinomlar iizerine birgok arastirmact mikrodizin temelli calisma
tasarlamistir (15). Bu calismalar neticesinde siiflandirma olgiitii, hasta grubu, veri
analiz metoduna bagli olarak 47 ile 627 arasinda degisen sayida genin iyi huylu nodiiller
ile kotii huylu timorler arasinda en farkli seviyelerde ifade edildigi bulunmustur
(12,13,65,66,67).

Bu zamana kadar yapilan calismalarda, doku ornegi kullanilarak yapilan mikrodizin
analizlerinde 1yi ve kotli huylu lezyonlarin ayrimi %87 ile %93 arasinda degisen
oranlarda bir hassasiyet ile gergeklestirilebilmistir (12,13,65,66,68). Bu ¢alismalarda
secicilik orant ise %87.1 ile %100 arasinda degismektedir (12,13,65,66,68).

Doku 6rnegi kullanilarak yapilan mikrodizin analizlerindeki iimit verici sonuglar [IAB
ornegi kullamlarak yapilan mikrodizin analizleri i¢in gecerli degildir (12). IIAB
orneginden elde edilen RNA miktarinin az olmas1 mikrodizin analizinin bu 6rneklere
uygulanmasint  giiglestirmektedir (12). Ayrica, mikrodizin ¢aligmalar1 yapan
arastiricilarin agsmalart gereken iki temel problem daha bulunmaktadir. Birincisi, elde
edilen yalanci negatif bulgularin elenmesi problemidir (12). Bazi arastirmacilara gore

mikrodizin analizinde %30’a kadar varabilen yanlis bulgu olabilmektedir (12). Bu
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nedenle elde edilen verilerin RT-PCR ya da Western Blot gibi yontemlerle ile
dogrulanmas1 gerekmektedir (12). ikinci problem ise biyoinformatik kiyaslamalar
alaninda karsilasilan “coklu kiyaslama problemidir” (15). Onbinler ile ifade edilen
sayilardaki degiskenin ayni anda nispi olarak ¢ok sayida 6rnek arasinda giivenilir bir

sekilde kiyaslanmasi temel biyoinformatik problemlerinden biridir (15).

Tiroid kanserlerin molekiiler ayriminda kullanilmak iizere gelistirilen gen panelleri
biiyiik 6l¢iide mikrodizin verilerinin katkida bulundugu bir yeniliktir. Ozellikle
McMillan ve Klebew grubunun ¢alismalar1 bu alanda dikkat ¢ekmektedir (10,69). Bu
grubun ¢aligmalari neticesinde hiicre dongiisii diizenleyici genlerden MCMS5, MCM7 ve
RAD?9 genlerinin kotli huylu tiimorleri %98.2 hassasiyet ve %65.7 segicilikle ayirdigi
gosterilmistir (69). Bu grup 31 adet {IAB &rneginde ECM1, TMPRSS4, ANGPT2 ve
TIMP1 genleri ile %91 hassasiyet ve %95 segicilikle ayrim gerceklestirmistir (70).
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3 GEREC ve YONTEM

3.1. Gruplarin olusturulmasi ve doku érneklerinin temini

Calismamizda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi'ne 2005-2009 yillar1 arasinda
dogrudan bagvuran hastalara ait doku oOrnekleri ile konsiiltasyon sebebi ile degisik
kliniklerden tiniversitemiz Tip Fakiiltesi Patoloji boliimiine gonderilen formalin ile fikse

edilmis parafine gomiilii (FFPE) arsiv doku 6rnekleri kullanilmistir.

Geriye yonelik olarak 5 yillik dénemi kapsayan arsiv ¢aligmasinda mikro karsinomlar
veya birden fazla tip doku tiirii igeren 6rnekler ¢aligmaya dahil edilmemistir. Buna gore
elde edilen ornek sayisi 19 adet nodiil igeren doku ornegi ve alt tipleri ile beraber
toplam 28 PTK (14 adet PTK-F ve 14 adet PTK-K) seklindedir. Fakat deneysel
calismalar sonucu Yeterli seviyede ve kalitede mRNA elde edilemeyen 4 adet nodiil ve 1

adet PTK-K 6rnegi ¢alismadan ¢ikarilmustir.

Buna gore, toplam sayisi 42 olan galisgilan histopatolojik olarak tanisi kesinlesmis doku
orneklerin dagilimi 15 olguda iyi huylu nodiiler tiroid dokusu 6rnegi, 14 adet papiller
tiroid karsinomun folikiiler alt tipi ve 13 olguda papiller tiroid karsinomun klasik alt tipi
seklindedir.

Bu tez calismasi, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu’nun
19/02/20009 tarihli toplantisinda alinan 02-2009/44 nolu kararina gore etik agidan uygun

bulunmustur.

Doku orneklerinin alindig1 olgularin yas ortalamasi 45 (+£16) olup; bunlardan 34 tanesi

kadin, 8 tanesi ise erkek olgulara aittir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Doku érneklerinin elde edildigi bireylere ait yas, cinsiyet ve doku tiplerini belirten tablo.

Nodiil PTK-F PTK-K

Birey Yas Cinsiyet Birey Yas Cinsiyet Birey Yas Cinsiyet

No No No

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 arsiv 6rneginden 5 pm.lik kesitler alindiktan sonra bunlar steril bir lam {izerine
alinmis ve RNA biitiinliigliniin bozulmamas1 i¢cin mRNA eldesine kadar gegen siire
igerisinde -20°C’de saklanmustir. Iyi huylu nodiil &rneklerinde kesit alma isleminden
sonra herhangi bir islem uygulanmamakla beraber tiimor Ornekleri lam {izerine
alindiktan sonra timor igermeyen bolgeler veya eritrosit orani yiiksek bolgeler bisturi

ile ayrilarak farkl: tip dokularin birbiri ile karismasinin 6niine gegilmistir.

3.2. Kullanilan cozeltiler

10X TBE (108 g Tris, 55 g borik asit, 8,3g EDTA), glimiis nitrat ¢dzeltisi ( 2 g glimiis
nitrat, 2,5 ml %37’lik formaldehit, 2 litre saf su), sodyum karbonat ¢ozeltisi (60 g
sodyum karbonat, 420 ml 10 mg/ml sodyum tiyosiilfat, 2 1t saf su), jel baglama ¢ozeltisi
(3 uL gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 puL asetik asit, 1000 uL %96’lik
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etil alkol), jel ylikleme tamponu (0,025 g bromfenol mavisi, 0,025 g ksilen siyanol, 10

ml saf su).

3.3. Orneklerden RNA eldesi

Kesiti daha once almip arsivlenen doku oOrneklerinden RNA eldesi i¢in Roche
firmasimnin FFPE dokulara 6zel 04 823 125 001 katalog numarali “High Pure FFPE
RNA Micro Kit” isimli Kitin 2008 Aralik siiriimii kullanilmistir.

Daha once steril lam iizerine alinan doku kesitleri ksilen igeren salelere alinarak
70°C’de 30 dak. boyunca dokunun parafinden arindirilmasi i¢in bekletilmistir. Ardindan
ksilen dokiilerek saleye mutlak etanol eklenmis ve 10 dk. siire ile beklenip ayni islem

tekrar edilmistir.

Ikinci alkol banyosundan sonra her bir lam iizerindeki parafinden armndirilmis doku
kesiti steril bir bistiiri ile kazinarak 1.5 ml.lik tepkime tiipiine alinmis ve 10 dk. boyunca

agz1 acik bir sekilde kurumaya birakilmistir.

Herbir tiipteki 6rnege 60 pl doku parcalama c¢ozeltisi (tissue lysis buffer) ve 10ul
%20’lik SDS eklenmistir. Bu karisim tiger kez 4 sn. vortekslendikten sonra; kisa bir
santrifiijle ¢oktiirme (Spin-down) yapilmis ve iizerlerine 30 pl daha 6nce hazirlanan
Proteinaz K c¢alisma ¢ozeltisi (proteinase K working solution) eklendi. Karisim
tekrardan iicer kez 4’er saniye vortekslendikten ve kisa bir santrifiijle ¢oktiirmenin

ardindan 55°C’de 3 saat boyunca bekletilmistir.

Bu siirenin ardindan 200 pl baglama ¢ozeltisi (binding buffer) ve 200 pl mutlak etanol
eklenerek tiger kez 4’er sn. vorteks yapilmistir. Toplama tiipiiniin iizerine konan filtreli
tipe (high pure filtre tube) tiip igerigi filtreli pipetaj ile eklenmis ve 30 sn. boyunca
8000 g.’de santrifiij yapilmistir. Daha sonra filtrenin kurumasi i¢in en yiliksek hizda 1
dak. boyunca santrifiij yapilmistir.

44



DNA igeriginin uzaklastirilmasi i¢in hazirlanan DNAaz ¢ozeltisinden 6rnek bagina 30
ul eklenerek (3 pul DNAaz inkiibasyon tamponu + 27 ul DNAaz) 15 dak. boyunca

inkiibasyon i¢in beklenmistir.

Inkiibasyonun ardindan 300 ul 1. yikama c¢ozeltisi (wash buffer) iistteki filtreye
eklenmis ve 15 s. 8000 g.’de santrifiij isleminin ardindan altta biriken s1v1 dokiilmiistiir.
Bu islemin aynisi 2. yikama ¢ozeltisi i¢in de tekrar edilmistir. Son olarak 2. yikama

¢ozeltisinden 200 pl eklenmis ve islem son kez tekrar edilmistir.

Yeni bir toplama tiipiiniin tizerine alinan filtreli tiip 2 dak. boyunca en yiiksek hizda
santrifiij yapilmustir. Filtreli tiip tekrardan yeni bir tepkime tiipii lizerine alinmis ve 20
ul ¢coziicii tampon (elution buffer) eklenmistir. Bir dakika beklendikten sonra 8000 g.’de
1 dak. boyunca santrifiij yapildiktan sonra altta biriken sivi bir kez daha iist kisma

eklenmis ve son islem bir kez daha tekrar edilmistir.

Artik RNA igeren tepkime tiipleri hi¢ bekletilmeden -80°C derin dondurucuya alinmais,

Olclim yapilincaya kadar da burada bekletilmistir.

3.4. RNA Kkonsantrasyonlarinin hesaplanmasi

RNA eldesinin ardindan 6rnekler spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve RNA kalitesi ve
elde edilen miktarlar tespit edilmistir. Olgiim sonucu elde edilen veriler cDNA

sentezinde baslangic mRNA oraninin tespitinde kullanilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. RNA ol¢iim degerleri.

Konsantrasyon

Birey No (nglul) 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 0.316 151 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 2441 1.279 191 0.44
54 156.13 3.903 1.998 1.95 0.53
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Olgiim sonuglarma gore 18 adet drnek 0-50 ng/pl araliginda, 4 adet drnek 50-70 ng/ul
araliginda, 7 adet 6rnek 70-100 ng/pul araliginda, 10 adet 6rnek 100-200 ng/ul araliginda

ve 3 adet 6rnek ise 200 ng/ul’nin {izeri bir konsantrasyonda idi.

3.5. RNA orneklerinden tek sarmal cDNA yapilmasi

Elde edilen RNA o&rneklerinden ¢cDNA eldesinde Roche firmasimin 11483188001
katalog numarali “1** Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)” isimli kitinin
Mayis 2009 stirtimii ile TAKARA firmasinin RR019 katalog numarali “TaKaRa RNA
PCR Kit (AMV)” isimli kitinin 3.0 siirlimiinde yer alan kimyasallardan faydalanildi.
Kullanilan her iki kitin iceriginden de faydalanilarak enzim ve kimyasallar iiretici
firmalarin onerdiginden farkli oranlarda kullanilmistir. Bu yolla tiretici firmalarin her
bir kit i¢in onerdigi kullanim sayisinin yaklasik 3 katina cikilmis ve malzemeden
tasarruf edilmistir. Her iki kitin i¢eriginin benzer olmasina karsin enzim ve kimyasal

derigimleri farkli idi. Derisimleri birbirine esitlemek i¢in ayarlamalar yapilmistir (Tablo

3.3).

Tablo 3.3. Takara ve Roche marka Kkitler kullanmlarak c¢DNA eldesinde kullanilan Kkimyasal
oranlaru

20 ul toplam hacim i¢in kullanilan miktarlar (ul)

Kit iireticisi firma Roche Takara

RNAaz icermeyen distile su Degisken” Degisken”

Mg (25mM) 4 4

10X RT Buffer 2 2

dNTP (10mM) 2 2

RNAaz inhibitorii 0.4 0.5

AMV RT enzimi™ 0.2 1

Oligo dT primer™ 1 1

RNA Tablo 3.4’e gore Tablo 3.4’e gore
eklenmistir. eklenmistir.

“ Biitiin karisim icerigi eklendikten sonra toplam hacim 20pl’ye tamamlanmistir
" Roche kitinde yer alan RT enzimi en az 25 u/ul, Takara kitinde ise en az 5 u/ul konsantrasyondadir.

" Roche kiti i¢erisinde yer alan oligodT primer 40 kati sulandirilarak, Takara kitindeki primer konsantrasyonu
olan 2.5pmol/pl konsantrasyona erisildikten sonra kullanilmistir.
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Tepkimeye girecek olan RNA miktarinin standart olmasini saglamak amaci ile biitiin
ornekler Tablo 3.4’de gosterildigi sekli ile hazirlanmigtir. Burada deneysel olarak
karsilagilan problem biitiin ornekler i¢in tepkime derisiminin hassas bir sekilde
ayarlamasinin saglanmasi idi. Ancak FFPE dokudan elde edildikleri ve 5 yil igerisine
yayilmis olarak farkli zaman dilimlerine ait olduklar1 i¢in 6rneklerden elde edilen RNA
konsantrasyonlar1 12.36 ng/ul ile 251.86 ng/ul arasinda degisen miktarlarda idi. Bu
ayarlamalar esnasinda elde edilen RNA’dan cDNA yapilmasi esnasinda 3.5 pl ile 9 pl

arasinda degisen oranlarda ana karisima eklenmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. cDNA eldesi icin kullanilan ana karisima eklenen RNA miktarlari.

Ol¢iim sonucu elde

edilen RNA 0-50 ng/pl 50-70 70-100 100-200 200 ng/pl ve

konsantrasyonu ng/pl ng/ul ng/pl iistii
cDNA eldesi icin
kullamlan
karisima eklenen oul 7ul 6 ul 4l 3,5ul
miktar

Karigimlar1 hazirlanan 6rnekler PCR cihazinda tabloda gosterildigi sekli ile RT-PCR
tepkimesine sokulmustur (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. RT-PCR tepkime kosullari

Sicakhik Siire

44°C 30 dak
95°C 5 dak
5°C 5 dak

Elde edilen tek sarmal cDNA o6rnekleri dondurma ¢6zme isleminin tek sarmal DNA
tizerine bozucu etkisinin oniine gegilmesi amaci ile tiiplere 1.25 pl miktarinda dagitilmis

ve bu sekilde -20 °C’de saklanmustir.

3.6. Differential Display-PCR yontemi

Differential Display-PCR (DD-PCR) yontemi nispeten eski ve uygulanmasi ¢ok kolay

olmayan bir yontem olmasina ragmen; bilinmeyen dizilimler ile c¢alisilmasina imkan
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tanimasi nedeniyle avantaj saglamaktadir. RAS, v-REL, ERBB onkogen hedef genleri
gibi bir¢ok gen DD-PCR yontemi ile kesfedilmistir (71).

DD-PCR ilk olarak Liang ve Pardee tarafindan herhangi bir doku veya hiicredeki
mRNA’lardan tiiretilmis tek sarmal ¢cDNA’larin ¢ogaltilmasi ve kiyaslamali olarak
taranmasini i¢eren bir metot olarak 1992 yilinda ortaya konmustur (72). Uygulanmaya
basladigr ilk giinden bu yana ¢ok zaman ge¢mis olmasina ragmen, bazi ufak
degisikliklerle beraber islevselligini halen muhafaza etmektedir (73). Cip
teknolojilerinden farkli olarak bu yontemle ¢alisilan bolgelerin ihtiyag duyuldugunda

tekrar ¢ogaltilabilme, klonlanma ve dizin analizi yapilabilme imkani vardir (73).

Metot, iki farkli tiir (5° ucu degisken ve 3’ ucu sabit) sentetik oligoniikleotit dizileri
(primer) kullanilarak bu oligoniikleotitler ile uyumlu c¢DNA dizilimlerinin segimli

olarak ¢ogaltilmasina imkan vermektedir (Sekil 3.1).
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GAAAAAA..AN
TAAAAAA AN

CAAAAAA.. AN

I. RTPCR l Oligo dT primerle ile tiim RNA ‘larin tek

sarmal cDNA’ya doniistiiriilmesi

AAGCTTGATTGCC CAAAAAA........ An

1. PCR

Sabit ve degisken primerler ile
sinirlandinlmig bélgelerin gogaltlmasi

AAGCTTGATTGCC CAAAAAA....... AN
GITTTTTTTTITCGAA

P

AAGCTTGATTGCC CAAAAAA..... AN
G TTTCGAA

1l. DGGE

X

Farkh ifade edilen gen iiriinii

‘+——

Denatiire poliakrilamid jel elektroforezi

Sekil 3.1. DD- PCR yo6nteminin tek bazla baglanan tipinin sematik gosterimi (74). Calismamizda
yalmzca orjinal yontemde kullamlan primer dizilimlerine uyulmustur. RT-PCR tepkimesinde
oligodT primer kullamilmis; baglanma sicaklik ve siireleri tamamen degistirilmistir.

DD-PCR yonteminde kullanilan oligoniikleotitler ¢alisma tasarimina gore degiskenlik
gostermektedir. Yontemin ortaya atildigi ilk yillarda 3° ucuna baglanan sabit
primerlerden iki bazi degisken primerler kullanilirken zamanla tek baz ile baglanan
primerler tercih edilmeye baslanmustir (74). Iki baz degisken primer kullanildiginda
primer sayist 12 iken tek baz degisken primer kullamldiginda bu saymin 3’e

diismektedir. Calismamizda tek baz degiskenli primer setleri tercih edilmistir (74).

Liang ve ark.’nin kullandig1 (75) primer setlerinden segilen primerlerden 5’ ucu primeri
kismi olarak degisken bir diziyi, 3° primeri ise ¢oklu A dizisine baghh 1 adet farkh

niikleotiti icermektedir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. Bu ¢caliymada kullanilan primer dizilimleri. 5’ ve 3’ primerler ortak “AAGCTT” dizisini

icermektedirler. 3’ primerlerde yalnizca 3’ ucundaki niikleotit degiskenlik gostermektedir.

Primer tipi Primer Adi Primer dizilimi

3’ (sabit) primer polyG 5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3'
3’ (sabit) primer polyC 5-AAGCTTTTTTTTTTTC-3'
3’ (sabit) primer polyA 5-AAGCTTTTTTTTTTTA-3
5’ (degisken) primer Arbl 5-AAGCTTCGACTGT-3'
5’ (degisken) primer Arb2 5-AAGCTTGCACCAT-3'
5’ (degisken) primer Arb3 5-AAGCTTAGAGGCA-3'
5’ (degisken) primer Arb4 5-AAGCTTTCATATG-3'
5’ (degisken) primer Arb5 5-AAGCTTGATTGCC-3'

Calismamizda 5 adet kismi degisken primer; 3 adet de sabit primer kullanilmistir. Bu

primerlerden sabit ve degisken primer gruplarinin kendi iglerinde kombinasyonlar ile

ile 15 ayr1 primer seti elde edilmis ve gen ifadesi degisimleri i¢in bu primer setleri

kullanilmustir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Primer kombinasyonlarinin eldesi. Ust satir ve soldaki siitunlarm birbiri ile

kombinasyonlar:1 sonucu 15 set primer elde edilmistir.

Primerler — Arbl

|

Arb2

Arb3 Arb4 Arb5

polyG Arbl-polyG  Arb2-polyG  Arb3-polyG
polyC Arbl-polyC  Arb2-polyC  Arb3-polyC
polyA Arbl-polyA  Arb2-polyA  Arb3-polyA

Arb4-polyG  Arb5-polyG
Arb4-polyC  Arb5-polyC
Arb4-polyA  Arb5-polyA

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

primerlerinde 7 niikleotitlik kisim degiskendir. Matematiksel olarak bakildiginda 7 adet

degisken niikleotit ile 16384 adet farkli primer elde edilmesi miimkiindiir. Fakat pratik

kullanimda bu kadar farkli primer ¢esidine gerek yoktur. G-C ya da A-T sayisinin en

fazla 5, en az 2 oldugu kombinasyon sayist 11408 iken bu saymin ¢ok daha azi ile

transkriptomu taramak teorik olarak miimkiindiir ¢iinkii DD-PCR primerleri dizilime

tam olarak oturmadan da ¢ogaltma yapabilmektedirler (Tablo 3.8) (75).
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Tablo 3.8. Liang ve ark. (75) yaptiklar1 ¢ahismalarda DD-PCR primerlerinin dizilimi tam olarak
karsilamasalar da cogaltma yapabildiklerini géstermislerdir. Toplam 13 niikleotit uzunlugundaki
primer dizisi kullanilarak 5 niikleotite kadar farkla bile cogaltma yapilabilmesi miimkiindiir.

Klonlanan cDNA Degisken primer dizilimi ~ Dizilimi karsilamayan
niikleotit sayisi (b¢)
SP100 AAQCTtGCACCAT 2
Mob-1 AAQCttCGACTGT 4
Pai-2 aagCttGCACCAT 5
Mob-5 AagctTGATTGCC 4
Osteopontin aagctTAGAGGCA 5
Mob-40 aagcTTTCATATG 4
TK aagCTTGATTGCC 3
Dizilimi karsilamayan 4574430000000 4

niikleotit sayilari

" Dizilimi karsilanmayan niikleotitler kiiciik harfle gosterilmistir.

Yapilan hesaplarda 80 adet primer kullanilarak transkriptomun neredeyse tamaminin

taranmasi teorik olarak miimkiindiir (Tablo 3.9) (75).

Tablo 3.9. Degisken primer sayisina bagh olarak transkriptomun ne kadarimin kapsanabilecegine
yonelik istatistiki hesaplama. Teorik olarak 80 adet degisken primer ile transkriptomun
%96’sindaki gen ifade farklii@inin gosterilebilecegi hesaplanmstir (75).

Degisken primer sayis1 Tepkime sayisi Tespit edilebilme olasilig1
(P=1- (0.96)n)
20 60 %56
30 90 %71
40 120 %80
80 240 %96

3.6.1 ikinci sarmal cDNA eldesi

Daha 6nce mRNA’lardan RT-PCR ile tek sarmal cDNA’ya doniisiimii saglanan ve
tiplere dagitilan Ornekler belirtildigi sekli ile ikinci sarmal olusturulmasi ve bu
orneklerin gogaltilmasi i¢in toplam hacim 12.5 ul olacak sekilde PCR tepkimesine
sokulmuslardir (Tablo 3.10).
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Tablo 3.10. Toplam hacmi 12.5 pl olacak sekilde PCR bilesenlerine ait iyilestirilmis derigimler.

Kimyasal Miktar (ul)
Su 441
10X Buffer 1.25
MgCl, (25mM) 1.33
dNTP (2mM) 1.13
5' primer (10mM) 15
3" primer (10mM) 15
Taq DNA polimeraz (5u/ul) 0.13
cDNA 1.25

En uygun tepkime sicakliginin tespiti igin yapilan gradient PCR neticesinde en uygun

baglanma sicakliginin 36°C oldugu goriilmistiir (Tablo 3.11).

Tablo 3.11. ikinci sarmal cDNA eldesine ait PCR tepkime kosullari.

Tepkime sicakhig Tepkime Siiresi ~ Tekrar sayisi Tepkime tipi
94°C 2 dak 1 kez [k denatiirasyon
94°C 30 sn Denatiirasyon
36°C 2d.15s. 39 Dongii Baglanma

72°C 30s. Uzama

72°C 5d. 0 Son uzama

3.6.2 Orneklerin poliakrilamid jelde yiiriitiilmesi

3.6.2.1 Camlarin hazirlanmasi

U sekilli ve dikdortgen sekilli her iki cam da ilk 6nce %70’lik ardindan da %96’lik etil
alkol ile iyice temizlendikten sonra jelin yapismasi istenen diiz cama 2000 uL jel
baglama ¢ozeltisi (3 pL gamma-metakriloksipropil-trimetoksi silane, 5 pL asetik asit,
1000 pL %96’lik etil alkol) hav birakmayan pegete ile dikkatlice yayilmistir. U sekilli
cama yiizeyin kayganlastirilmas: i¢in 500 uL sigmacote hav birakmayan pegete ile
yayilmustir. Yanlara aralik ¢ubuklari, iiste ve alta da ters olarak birer kopek disli tarak

yerlestirildikten sonra camlar birbiri tizerine kapatilip mandalla birbirine tutturulmustur.
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3.6.2.2 Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Denatiire  jel karistmi 250 ml’lik  beher igerisine  %7’lik  derisimde
akrilamid:bisakrilamid oram1 27:1 olacak sekilde %45°lik stok ¢ozeltisi kullanilarak

hazirlanmis ve iyice ¢ézlinmesi saglanmistir (Tablo 3.12) (76).

Tablo 3.12. Stok akrilamid cozeltisi hazirlanisi.

Kimyasal Eklenen miktar
Akrilamid 434 g
N,N’-metilenbisakrilamid 16 ¢

Su 600 ml

Orneklerin jelde yiiriitiilmesi igin kullanilan akrilamid jel karisimi bu stok ¢ozeltisi

kullanilarak son hacmi %7 olacak sekilde hazirlanmistir (Tablo 3.13).

Tablo 3.13. Yiizde 7 konsantrasyonda akrilamid jel icin eklenen kimyasal oranlari.

Kimyasal Eklenen miktar

Stok akrilamid (%45) 15.51 ml

10X TBE Tamponu 10 ml

Ure 42 g

Su 100 mI’ye tamamlandi

Manyetik karistirict lizerine alinan karigimin iyice ¢oziinmesi saglandiktan sonra taze
hazirlanmis 450 pl %10 APS ve 45 ul TEMED eklenmistir. Yaklasik 10 saniye siire ile
beklendikten sonra karisim beher yardimiyla yavasca ve hava kabarcigi birakmamaya
0zen gostererek iki cam arasina dokiilmiis ve kopek baligi disli tarak ters olarak jelin {ist

kismina yerlestirilmistir. Jelin donmasi igin en az 45 dakika beklenmistir.

3.6.2.3 Orneklerin hazirlanmasi

0,2 ml lik tiiplere 5 pl’si PCR iiriinii ve 5 pl si jel yiikleme tamponu (0,025 g bromfenol
mavisi, 0,025 g ksilen siyanol, 10 ml saf su) olmak iizere 10 pl toplam hacimde
hazirlanan Ornekler 95°C’de 5 dakika denatiirasyonun hemen ardindan buz iizerine

alinmustir.
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3.6.2.4 Orneklerin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

Orneklerin denatiire edilmesinden 30 dak. kadar énce 70 W’da 6n yiiriitme yapilmustir.
On yiiriitmenin ardindan denatiire edilen ve buz iizerine alman &rnekler her bir grup
doku 6rnegi bir arada bulunacak sekilde ve aralarina molekiiler belirleyici (Sigma, 36—
943 bg, katalog no: D6683) konarak jele 5ul hacimde yiiklenmis ve 43 W’de 3 saat
boyunca hazirlanan {ireli poliakrilamid jelde tek sarmal olarak yiiriitiilmiislerdir.

3.6.2.5 Orneklerin giimiis boyama ile goriintiilenmesi

Yiiriitmenin ardindan tanktan alman camlar birbirinden ayrilmistir. Uzerinde jel olan
diiz cam, c¢alkalayici tizerinde %10’luk 2 litre asetik asit icinde 10 dakika bekletildi.
Ardindan, 10 dakika 2 litre saf su i¢inde bekletilmistir. Glimiis nitrat ¢ozeltisi i¢erisinde
45 dakika bekletildikten sonra soguk sodyum karbonat ¢ozeltisi icine alinmistir.
Bantlarin goriinmesiyle zemin kararmadan hemen Once tekrar %10’luk asetik asit
cozeltisine alinarak bantlarin sabitlenmesi saglanmistir. Bes dakika bekletildikten sonra
tekrar saf suya alinarak ortamdan fazla asetik asitin uzaklastirilmasi saglanmistir. Bunun
ardindan cam kurumaya birakilmistir. Kurumanin ardindan, jelin goriintiisii tarayici

kullanilarak 600 dpi ¢oziiniirliikte bilgisayara aktarilmigtir.

3.7. Farkh ifade edilen genlerin tespiti

Farkli ifade edilen genlerin tespiti ilk asamada g6z ile yapilmistir (Resim 3.1-3.2).
Nodiile kiyasla PTK-F ve PTK-K gruplarindan farkli gen ifadesi gdsteren bolgeler
secilmig, bu aday bolgeler birbiri ile karigmamasi i¢in kullanilan primerler baz alinarak

sistematik bir isimlendirmeye tabi tutulmuslardir.
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Resim 3.1. DD-PCR jel goriintiisii. Giimiis boyama yontemi ile elde edilen jel goriintiisiiniin
tarayici ile bilgisayara aktarildiginda elde edilen hali goriilmektedir.

Dijital ortama aktarilmis jel goriintiileri lizerinden densitometrik analiz yapabilme
ozelligine sahip ticari programlar var oldugu halde; ayni islemi {icretsiz programlar
aracilig1 ile de gergeklestirmek miimkiindiir (77). Aslinda Western Blot jelleri igin daha
¢ok uygulanmakta olan bir yontem bu c¢alismaya uyarlanmistir. Aday bolgelerin
densitometrik analizleri dijital ortama aktarilan jel goriintiileri iizerinden Imagel
(v1.42q, NIH) programi yardimi ile yapilmis, neticede her bir ornegin gen ifadesi

kiyaslanabilir sayisal degerlere donustiiriilmistiir (Resim 3.2-3.4).
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3.7.1 Densitometrik 6l¢iim yolu ile gen ifade analizi

ImageJ programi ile jel goriintiilerinin 6l¢iim islemi yapilmadan Once ¢esitli standart
islemler biitin gorlntiiler i¢in uygulanmistir. Tarayicidan minimum 600 dpi
¢Oziiniirliikte, kayipsiz olarak veri saklama 6zelliginden dolay: .tiff dosya uzantisi ile
bilgisayara aktarilan goriintiiler GIMP (v.2.6.8; Spencer Kimball, Peter Mattis ve GIMP
Gelistirme Takimi) programi kullanilarak ilk 6nce RGB moddan gri olgekli moda
dontistiiriilmiis, ardindan renk seviyeleri ayarlanmis ve en son olarak renkler dijital

ortamda tersine gevrilmistir (Resim 3.2).

1 2 3 4 5 6 7

Resim 3.2. Gen ifade farkliiginin jel goriintiisiine yansimas1 A) Resmin tarayicidan bilgisayara ilk
aktarildig: hali. B) Resmin renklerinin ters ¢evrilmis ve renk seviyelerinin iyilestirilmis hali. Goz ile
kontrolde 1, 4, 5, 6 nolu 6rneklerde yiiksek gen ifadesi oldugu; 7 nolu érnekte oldukc¢a diisiik gen
ifadesi oldugu; 2 ve 3 nolu érneklerde ise genin ifade edilmedigi goriilmektedir.
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Resim 3.3. Gimp resim isleme program yardimi ile goriintiilerin densitometrik analize hazir hale
getirilmesi. A) RGB moddan gri élgekli moda gegis. B) Renk seviyelerinin ayarlanmasi C) Hicbir
islem gormemis orjinal resim. D) Renk seviyeleri ayarlanmms resim. E) Renk seviyelerinin
ayarlanmasinin ardindan renklerin tersine ¢cevrilmis hali.

GIMP programu ile gerekli renk ayarlamalar1 yapildiktan sonra Imagel] program ile
goriintiiler tek tek agilarak daha onceden belirlenen aday bolgelerde Area, Mean ve
Integrated Density (ID) degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen degerlerden “area” degiskeni jel
goriintlistinde Olciilen alan biiyiikliigline, “mean” degiskeni 0-255 aras1 degiskenlik
gosteren ortanca gri degerine ve ID degeri ise bu iki degiskenin sayisal degerlerinin

carpimina karsilik gelmektedir. Anlamli sekilde degerlendirme yapilabilmesi i¢in her iki

degiskendeki farkliliklar1 da kapsadigi i¢in ¢calismamizda ID degeri esas alinmustir.

Image] programi yardimi ile bu tiir dl¢limlerin yapilmasi i¢in kullanilan egri ¢izim
yontemi ve dogrudan alan Ol¢iim yontemi olmak {izere iki yontem farkli yontem

mevcuttur (77). Bu ¢alismada dogrudan alan 6lgtim yontemi kullanilmistir (Resim 3.4).
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Resim 3.4. ImageJ programi kullanilarak dogrudan alan 6l¢iim yontemi ile Area, Mean ve ID
degerlerinin sayisal olarak elde edilmesi. Gimp programu ile analize hazir hale getirilen jel resimleri
ImagelJ program ile acilarak aday bolgelere ait bantlar “Freehand selection” kullamilarak secilmis
ve Ol¢iilmiistiir.

Elde edilen dl¢iim degerleri ImageJ programinin “results” penceresinden alinmis ve her
bir 6rnek i¢in Excel tablolar1 olusturulmustur. Bu tablolar istatistiki hesaplamalarda

kullanilmistir.

3.8. Istatistiki hesaplamalar

Kantitatif analiz sonucunda elde edilen integrated density (ID) degerleri lizerinden
GraphPad Instat (version 3.05, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)

programi kullanilarak Student-Newman-Keuls testi yapilmistir.

Nodiile karsiik PTK-F, nodiile karsihlk PTK-K ve PTK-F’ye karsihik PTK-K

kiyaslamalar1 yapilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.
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3.9. DNA dizin analizi

PCR ile ¢ogaltilan ornekler c¢oklu A dizisi igerdikleri i¢in dizilenmesi zor olan
bolgelerdir. Bu bolgelerin dizin analizi 6ncesi yapilan PCR islemi degiskenleri her bir

ornek i¢in degistirilerek en iyi sonuglar elde edilmeye ¢alisilmistir (Tablo 3.14-3.15).

Tablo 3.14. DNA dizin analizi icin 6rneklerin hazirlanmasi asamasinda kullamlan karisim oranlari.

Kimyasal Madde Miktar (ul)
Distile su Degisken
Sequencing tampon (5X) 2
Big Dye 1
Primer (5’ veya 3°)(2pM) 2
PCR iiriinii Degisken”
Toplam hacim 10

“ Toplam hacim 10 pl olacak sekilde PCR iiriiniin miktarina bagh olarak degismektedir.

" 0.25 ile 1 pl arasinda degisen miktarlarda kullamlmstir.

Tablo 3.15. DNA dizin analizi oncesi yapilan PCR dongii kosullari. Hedef dizilerin ¢cok fazla
degiskenlik gostermeleri ve ¢oklu A dizisi icermeleri nedeni ile farklh baglanma sicakhiklar:
denenmistir.

Uygulanan Sicaklik (°C) Tekrar sayist Siire
96°C 1 kez 1 dakika
96°C 10 saniye

Degisken 5 saniye
6gO°C 25 dongt 4 dakika
4°C 0

“Ornegin DNA dizin analizine bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Besin katlari seklinde 45-
60°C arasi sicakliklar denenmistir.

Dizin analizi i¢in yapilan PCR isleminin ardindan 6rnekler ABI 3130 dizin analiz

cithazina yiiklenerek sonuglar. AB1 dosya uzantisi seklinde elde edilmistir.
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3.10. BLAST islemi

Dizin analizi neticesinde elde edilen .AB1 dosyalar1 Trev v.1.9 programi (1999-2002,
Medical Research Council, Laboratory of Molecular Biology) kullanilarak dizin analiz
sonuglari .txt dosyasi olarak kaydedilmis ve bunlar {izerinden BLAST (The Basic Local
Alignment Search Tool) analizi yapilmistir (78). Analizler BLAST 2.2.23 siiriimii,

blastn algoritmas1 ve refseq_rna veritabani kullanilarak yapilmistir (78).

Coklu A dizilimine bagl olarak dizin analizinde baz1 bolgelerde kayma oldugu i¢in
dizilimlerin birbirinden ayrilmasini saglamak amaci ile blastn algoritma degiskenleri
tabloda belirtildigi sekli ile degistirilmistir (Tablo 3.16).

Tablo 3.16. BLAST islemi icin kullanilan blastn algoritma degiskenleri.

En fazla hedef dizilim sayisi 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

[statistik sonucun anlamli olup olmadigina bakilmaksizin biitiin aday bolgeler igin

BLAST analizi uygulanmistir.

3.11. Bulunan genler arasi etkilesimler

BLAST islemi sonucu iligkili oldugu goriilen genlerin birbirleri ile iligkisini aragtirmak
amaci ile de FuncBase (http://func.med.harvard.edu) veritaban1 taranmis; ortak
molekiiler islev, ortak hiicresel bilesen ve paylasilan biyolojik siire¢ kategorilerinde

muhtemel iliskiler arastirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Aday bolgelerin 6l¢iim yolu ile stnanmas ve istatistiki bulgular

Onbes adet primer seti kullanilarak yapilan DD-PCR analizi neticesinde elde edilen jel
goriintiileri tizerinden gorsel olarak yapilan ilk incelemede 44 adet aday bdolgenin
nodiillere ve birbirine kiyasla farkli seviyede gen ifadesine sahip oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.1). Bu bolgeler birbiri ile karismamasi i¢in primer isimlendirmeleri esas

alinarak sistematik bir sekilde numaralandirilmistir.

Tablo 4.1. Kullanilan primerler esas alinarak aday boélgelerin isimlendirilmesi. Goz ile yapilan ilk
tespite gore 33 ayri bolgede gen ifadesinde diisiis, 11 ayr1 bolgede ise gen ifadesinde artis tespit
edilmistir.

Primer bélgesi Aday bélge adlar1 Gen ifaq.esinde artis olan Gen ifadefinde azalma
bolge sayisi olan bilge sayisi

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

Arb2-polyA - 0 0

Arb3-polyA 131 0 1

Arb4-polyA 141, 142, 143, 144, 6 0
145, 146

Arb5-polyA 151 0 1

Arb1-polyC 161, 162, 163, 164, 5 1
165, 166

Arb2-polyC - 0 0

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

Arb4-polyC - 0 0

Arb5-polyC - 0 0

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

Arbl-polyG 221, 222, 223, 224, 6 0
225, 226

Arb3-polyG 231, 232, 233 2 1

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

Arb5-polyG 251 1 0

Toplam sayilar 33 11

Numaralandirmanin ardindan ImageJ programi kullanilarak aday bdlgelerin her biri i¢in
kantitatif dl¢iim yapilmistir. Kantitatif analiz sonucunda elde edilen integrated density
(ID) degerlerinin istatistiki analizi neticesinde gen ifadesinin artmis ya da azalmis
oldugu diisiiniilen 44 bolgeden 32 adedindeki farklilik anlamli, 12 adedinde ise
anlamsiz oldugu bulunmustur (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Gruplar bazinda aday bélgelerin elde edilen p degerleri. P degerinin 0.05’ten biiyiik
oldugu bélgeler bos birakilmistir. 44 bolge icerisinden 12 bolgede gruplar arasinda hicbir fark
bulunamazken 32 adedinde 3 grubun kendi aralarinda degisen oranlarda farklihk bulunmustur.

bfﬁgfﬁo Nodiile kiyasla PTK-K  Nodiile kiyasla PTK-F  PTK-F'ye kiyasla 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 bolgelerden tamaminin dizi analizleri de yapilmistir. Fakat PCR ile c¢ogaltilan
bolgeler ¢oklu A dizisi igerdigi ve baglanan primerde kaymaya (Stuttering sequence)
neden olabildigi igin bu bolgelerin tamaminin dizin analizi sonucu istenen seviyede elde

edilememistir (Resim 4.1).

Resim 4.1. DNA dizin analizi sonuclari. A) Primer baglanma boélgesinde kayma olmayan
orneklerden birine ait dizin analiz sonucu. B) Primer baglanma bolgesinde gerceklesen kayma
sonucu elde edilen dizin analiz sonucu. Pikler iist iiste bindigi icin dizin analizi yapilamamstir.

Calisilan 44 adet bolgeden (21 adedi anlamli gruptan, 3 adedi istatistiki olarak anlamsiz
gruptan olmak {izere) 24 adedinin yapilan BLAST analizi sonucu ilgili oldugu geni
tespit edilebilmistir (Tablo 4.3)(Resim 4.2).
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Tablo 4.3. Cahsilan bélgelerin BLAST analizi sonucu elde edilen iliskili genlerin “Gene id” ve
isimleri. Bulunan E degerleri dizlimin benzerligine dair bilgi vermektedir. 141 nolu bélge ile 245
nolu bélgenin ayn gen iiriinii oldugu goriilmiistiir.

Aday NCBI Genin ismi BLAST analizi sonucu
bolge no Gene id elde edilen E Degeri

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

)D:e:'II-D{ 002948.2] EIEE Homo sapiens ribosomal protein L15 (REFL1S), mBNL
Length=201%8

GENE ID: &138 EBPL1S | ribosomal protein L15 [Homo sapiens]
{Over 10 PubMed links)

2e-51
1/146 (0%)

Score = 203 bits (224), Expect
Identities = 1297146 (28%), Gaps
Strand=Plus/Flus

Query 76 IGAGYTAATTTRC-TGCCCGY TCHEARCCRARYTTTCOCCTATCTICY CTAGEGETTT
[ e PEE e e reerr e reer teerrrrrr rerrerrend
Sbjct 1776 IGACTTAATTIARRTGCTICGITCIGRAACCARTTITICTICCTIATCITCICTAGEGETIT

CHMR 134
1
CRR 1335

Query 135 ARGRCTCAGTYRAWIGATTTCCAGGARRTACTCATAGCAARGTTCATARRAGTTCTEGAGE 194

FEEEEE e et e e et e e e e e et e e il
Sbjct 1836 ARGRCTCAGTIARTTGATTTCCAGGAAGTACTCATAGCAAGTTCATARRAGTTCTTGAGR 18395

Query 1385 CCTRRATTTICTICACARRRRRRRORD 220
FEETEEEE ey
Sbjct 13%& CCTARATTTICTITCACRARRRRRARGRRR 1921

Resim 4.2. RPL15 gen iiriiniine ait BLAST goriintiisii. E degeri 2e-51 olarak bulunmustur.
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4.3 Olciim degerlerinin grafiksel gosterimi

Calismamizda nodiil gen ifadesine karsilik kanser grubu ile bir kiyaslama yapildigindan

elde edilen sonuglar asagidaki gibi gruplanabilir (Tablo 4.4);

1- Kanser grubuna (PTK) kiyasla nodiilde gen ifadesi artis1 (veya kanser grubunda

diistis)
2- Nodiile kiyasla kanser grubunda gen ifadesi artist (veya nodiilde diisiis)
3- PTK alt tiplerinden sadece birisine 6zel durumlar:
a. Sadece PTK-F’de degisim (gen ifadesinde artma veya azalma)
b. Sadece PTK-K’da degisim (gen ifadesinde artma veya azalma)
c. Nodiile nazaran ayn1 fakat alt tipler aras1 gen ifadesinde farklilik

Tablo 4.4. Gruplar arasi kiyaslama yapildiginda PTK’nin hem alt tiplerinde hem de alt tiplerin
kendi aralarinda gen ifadesi farkhihig1 goriilmiistiir. Bunun istisnasi olarak; yalmzca PTK-F gen

ifadesinin tek basina arttigi durumla karsilagiilmamstir.

Gen ifadesinde gozlenen degisimin Gozlenen oy .
. <. . Gen veya aday bolge isimleri
dokuya 6zgii sonucu degisim sayisi

EFCAB5, SMYD2, ZFP36L2, NACA,
NDUFC2, MPP1, EXOSC7, RPL15, MFF,
KIAA1671 ve 3 adet isimsiz (145, 162, 213

nolu bolgeler)

Nodiilde gen ifadesi artis1 (veya 13
kanser grubunda diisiis)

Kanser grubunda gen ifadesi artisi s .
(veya nodiilde diisiis) 1 1 adet isimsiz (113 nolu bolge)
Sadece PTK-F’de artma 0

, PMSGL, POP1 ve 4 adet isimsiz (111, 114,
Sadece PTK-K’da artma 6 115 ve 151 nolu bblgeler)

ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCLS6,
LOC284440, DAD1, MCMS3, IK, SEPT7 ve

Sadece PTK-F’de azalma 10
1 adet isimsiz (185 nolu bodlge)

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

Nodiile nazaran ayni fakat alt S ..
tipler arasi gen ifadesinde farkhhk 1 1 adet isimsiz (215 nolu bdlge)

Toplam 32
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Elde edilen 6l¢iim sonuglar1 gruplar bazinda grafiksel olarak da gosterilmistir. Nodiilde
gen ifadesi artis1 (veya kanser grubunda diisiis) goriilen 13 adet bolgeye ait grafikler
gorselligin bozulmamasi i¢in 3 kisimda; sadece PTK-F’de azalma grafikleri ise 2
kisimda gosterilmistir. (Sekil 4.1-4.9).

%00 A.B. 162
EX .
Toh

8 o
&0 .
=00 *

@ o

400

e e
300 2]

g 8 .
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109 T '

Noddl Folikiiber Kl

Sekil 4.1. Nodiilde gen ifadesi artis1 ya da kanser grubunda gen ifadesinde azalma bulunan 13
bolgeden 1 adedinin (162 nolu aday boélge) grafigi. Diger bolgelere ait grafikler takip eden
sekillerde verilmistir.
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Sekil 4.2. Nodiilde gen ifadesi artis1 ya da kanser grubunda gen ifadesinde azalma bulunan 13
bolgeden 6 adedinin (RPL15, ZFP36L2, EFCABS, NACA, SMYD2 ve NDUFC2) grafikleri. Diger
bolgelere ait grafikler takip eden sekillerde verilmistir.
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Sekil 4.3. Nodiilde gen ifadesi artis1 ya da kanser grubunda gen ifadesinde azalma bulunan 14
bolgeden 6 adedinin (MPP1, MFF, EXOSC7, KIAA1671, 213 ve 145 nolu aday boélgeler) grafikleri.
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Sekil 4.4. Kanser grubunda artis (veya nodiilde diisiis) goriilen tek bolge olan 113 nolu aday
bolgeye ait grafik. PTK-F ve PTK-K’daki nodiile kiyasla gerceklesen artis net bir sekilde

goriilmektedir.
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Sekil 4.5. PTK-K’da gen ifadesi artis1 goriilen 6 bolgeden 6’simin (PSMG1, POP1, 115, 111, 151 ve

114 nolu aday bélgeler) grafikleri.
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Sekil 4.6. Yalmzca PTK-K’da azalma goriilen 131 nolu aday bélgeye ait 6lciim grafigi. Diger iki
grup icin tespit edilen ortanca degerleri yaklasik aymdir.
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Sekil 4.7. Nodiile kiyasen aym fakat alt tipler arasi gen ifade farklhihgi gosteren 215 nolu aday
bolgeye ait grafik. Istatistiki hesaplara gore yalmzca PTK-F ile PTK-K arasinda fark bulunmustur.
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Sekil 4.8.Yalnizca PTK-F’de azalma ya da diger iki grupta artma goriilen 10 bolgeden 6 adedinin
(ARPP19, BCL6, PPP1R16A, LOC284440, RPL7, DAD1) 6lciim grafikleri. Kalan 4 bdlgeye ait
grafikler takip eden sekilde gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Yalmzca PTK-F’de azalma ya da diger iki grupta artma goriilen 10 bolgeden 4 adedinin
(MCM3, IK, SEPT7, ve 185 nolu aday bolge) ol¢iim grafikleri.

4.4  Gen ifadelerindeki ol¢iim degerleri kullanilarak molekiiler ayrim yapilmasi

Bu ¢alisma sonucunda 21 adet genin ifadesindeki degisimler kullanilarak kanserli doku
ile iyi huylu nodiiliin; PTK-K iceren doku ile nodiil veya PTK-F dokularinin birbirinden
ayrilabilecegi goriilmistiir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Iigili oldugu bulunan genlerin ifadesinde gozlenen degisimin gruplara yansimasim
gosteren tablo. 9 adet gendeki (SEPT7, ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCL6, LOC284440, DAD1,
MCM3 ve IK) ifade degisiminden yola ¢ikilarak PTK-F’yi, 2 adet gendeki (PSMG1 ve POP1) ifade
degisiminden yola ¢ikilarak PTK-K’y1 ve 10 adet gendeki (EFCABS5, SMYD2, ZFP36L2, NACA,
NDUFC2, MPP1, EXOSC7, RPL15 MFF ve KIAA1671) ifade degisimden yola ¢ikilarak
nodiil/kanserli doku ayrimi yapilabilmektedir.

Kanser
grubuna Nodiile Sadece Sadece
kiyasla kiyasla . PTK-Fde PTK-
dilderen grabunds  altipe  SEIM G ol
Gen adi inf:desi al‘gtl§l ggen ifadesi 6zei) (artma (a%tina );yrllzbilen
(veya artis1 (veya  degisim II- 11- doku tipi
kanser nodiilde azalma azalma
grubunda diisiis) LD [3))
diisiis)
SEPT7 v ! — PTK-F
EFCABS v ! 1 Nodiil/Kanser
SMYD2 v ! ! Nodiil/Kanser
ARPP19 v ! — PTK-F
PPP1R16A v ! — PTK-F
ZFP36L.2 v l l Nodiil/Kanser
NACA v l l Nodiil/Kanser
PSMG1 v — 1 PTK-K
RPL7 v ! — PTK-F
NDUFC2 v l l Nodiil/Kanser
MPP1 v ! ! Nodiil/Kanser
EXOSC7 v l l Nodiil/Kanser
RPL15 v/ ! 1 Nodiil/Kanser
BCL6 v ! - PTK-F
LOC284440 v/ ! — PTK-F
DAD1 v ! - PTK-F
MCM3 v ! - PTK-F

POP1 v — ) PTK-K

SCP2 x — — -

MFF v ! ! Nodiil/Kanser
KIAA1671 v ! l Nodiil/Kanser
HERC2P2 x — — -

IK v | — PTK-F
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Ayrica DNA diziliminin tespit edilemedigi 11 adet bolgedeki degisimlerden
faydalanilarak da ¢ok daha ayrintili olarak dokular arast molekiiler ayrim yapilabilecegi

goriilmiistiir (Tablo 4.4).

4.5 ITliskili bulunan genlere ait bilgiler

Bu c¢alisma sonucu gen ifadesinde degisim tespit edilen genlerin bazilarinin
kromozomal yerlesimlerinin baska calismalarda PTK i¢in belirlenen hassas bolgelere

olduke¢a yakin oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. iliskili oldugu tespit edilen genlerin kromozomal yerlesim bilgileri ve alternatif

isimlendirmeleri. Tabloya bilgi vermesi icin istastistiki olarak anlamh sonu¢ vermeyen SCP2 ve
HERC2P?2 genleri de dahil edilmistir.

NCB.I Genin ismi Genin resmi olarak tam ismi Alternatif isimleri Kromozpmal
Gene id yerlesim
4718 NDUFC2 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, B14.5h; NADHDH2 11914.1
subcomplex unknown, 2, 14.5kDa
4666 NACA nascent polypeptide-associated complex HSD48; NACAL; 12¢23-g24.1
alpha subunit MGC117224
1603 DAD1 defender against cell death 1 0OST2 14911-q12
400322 HERC2P2 hect domain and RLD 2 pseudogene MN?7; D15F37S3 15q11.2
2
10776 ARPP19 cAMP-regulated phosphoprotein, ENSAL; ARPP16; ARPP- 15¢21.2
19kDa 16; ARPP-19; FLJ41622
374786 EFCAB5 EF-hand calcium binding domain 5 FLJ46247; 17911.2
DKFZp434G2420;
DKFZp68610638
284440 LOC284440 hypothetical LOC284440 FLJ12356; MGC39821 19p13.11
6342 SCP2 sterol carrier protein 2 NLTP; SCPX; NSL-TP; 1p32
DKFZp686C12188;
DKFZp686D11188
56950 SMYD2 SET and MYND domain containing 2 KMT3C; HSKM-B; 1g32.3-g41
ZMYND14; MGC119305
8624 PSMG1 proteasome (prosome, macropain) PAC1; DSCR2; C21LRP; 21922.3
assembly chaperone 1 LRPC21
85379 KIAA1671 KIAA1671 - 22911.23
678 ZFP36L2 zinc finger protein 36, C3H type-like 2 BRF2; ERF2; ERF-2; 2p22.3-p21
TIS11D; RNF162C
56947 MFF mitochondrial fission factor GL004; C20rf33; 2036.3
MGC110913;
DKFZp666J168
23016 EXOSC7 exosome component 7 p8; EAPL; RRP42; 3p21.31
Rrp42p; hRrp42p;
FLJ26543; KIAA0116
6138 RPL15 ribosomal protein L15 EC45; RPL10; RPLY10; 3p24.2
RPYL10; FLJ26304;
MGC88603
604 BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 BCL5; LAZ3; BCL6A; 3q27
ZNF51; ZBTB27
3550 IK IK cytokine, down-regulator of HLA |1 RED; CSA2; MGC59741 5q31.3
4172 MCM3 minichromosome maintenance complex HCCS5; P1.h; RLFB; 6p12
component 3 MGC1157; P1-MCM3
989 SEPT7 septin 7 CDC3; CDC10; SEPT7A; 7pl4.3-pl4.1
Nbla02942
6129 RPL7 ribosomal protein L7 humL7-1; MGC117326 8g21.11
10940 POP1 processing of precursor 1, ribonuclease KIAA0061; MGC17365 8g22.1
P/MRP subunit (S. cerevisiae)
84988 PPP1R16A protein phosphatase 1, regulatory MYPT3; MGC14333 8g24.3
(inhibitor) subunit 16A
4354 MPP1 membrane protein, palmitoylated 1, MRGL1; PEMP; AAG12; Xq28
55kDa EMP55; DXS552E
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4.6 Protein fonksiyonu veritabaninda protein etkilesimlerinin karsilastirilmasi

FuncBase (http://func.med.harvard.edu) protein etkilesim veritabaninda yapilan
arastirma sonucu bulunan NDUFC2, RPL15, RPL7 ve NACA genlerinin birbiri ile
molekiiler islev yoniinden iliskili oldugu goriilmiistiir (Resim 4.3). Elde edilen verilerin
biraz daha genis kapsamli olarak ele alinmasi ile de daha genis bir molekiiler islev agina

ulastlmistir.
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Resim 4.3. FuncBase veritabaninda verilerin gorsellesmesi icin kullanilan Cytoscape (79) arayiizii
ile yapilan analiz sonucunda RPL15’in NDUFC2, RPL7 ve NACA ile molekiiler islev yoniinden
etkilesim icinde oldugu goriilmiistiir.

Dort adet genin (SEPT7, POP1, ARPP19 ve MFF genleri) diger genler ile islevsel bir
baginin olmadig fakat 14 adet genin (BCL6, SMYD2, MPP1, MCM3, EXOSC7,
EFCABS5, DAD1, PPP1R16A, ZFP36L2, SCP2, NDUFC2, RPL15, RPL7 ve NACA
genleri) dogrudan ve dolayli olarak bir etkilesim agi igerisinde yer aldiklar1 tespit
edilmistir (Sekil 4.10- 4.11).
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Sekil 4.10. iligkili oldugu goriilen 14 adet genin Cytoscape arayiizii ile elde edilmis karmasik iliski
agim gosteren goriintiisii. Dikdortgen icerisinde etkilesim agina girmeyen SEPT7, POP1, ARPP19
ve MFF genleri goriilmektedir.

Sekil 4.11. Etkilesim agina girmeyen SEPT7, POP1, ARPP19 ve MFF genlerinin Cytoscape’den
elde edilen goriintiilerinin ayrintili olarak gosterimi (Solda). RPL7, RPL15, BCL6, NDUFC2 ve
NACA genlerinin genisletilmis molekiiler islev aglar1 (Sagda).
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5 TARTISMA

Bu tez calismasindan elde edilen bulgulara gore en fazla 32 adet genin ifadesindeki
degisim oranlar1 kullanilarak tiroid nodiilii ile PTK; tiroid nodiilii ile PTK-K veya PTK-
F arasinda molekiiler seviyede ayrim gerceklestirilebilmektedir. Ayrica, ¢aligma basinda
hedeflenenden daha ileri olarak nodiil grubunu hesaba katmadan PTK alt tipleri PTK-F

ve PTK-K arasinda dahi ayrim yapilabilecegi goriilmiistiir.

Tespit edilen 32 adet gen bolgesinden 13 adedinde kanser grubuna (PTK, PTK-F ve
PTK-K) kiyasla nodiil grubunda gen ifadesinde artis goriilmistiir (Tablo 4.4). Bu genler
EFCABS5, SMYD2, ZFP36L2, NACA, NDUFC2, MPP1, EXOSC7, RPL15, MFF,
KIAA1671 ve 3 adet isimsiz bolge seklindedir. Ayrica 1 adet isimsiz gen bdlgesinde

nodiil grubuna kiyasla kanser grubunda gen ifadesinde artis tespit edilmistir.

PTK-F grubunda nodiile kiyasla gen ifadesinde degisimin gozlendigi 10 adet gen
bolgesi tespit edilmistir. PTK-F’ye 6zel bu degisimin tamami gen ifadesinde azalma
seklindedir (Tablo 4.4). Bunlar ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCL6, LOC284440,
DAD1, MCM3, IK, SEPT7 genleri ve 1 adet isimsiz gen bolgesidir.

PTK’nin ¢alisilan diger alt tipi PTK-K grubunda ise nodiile kiyasla gen ifadesinde hem
artis hem de azalma tespit edilmistir. Gen ifadesinde artis gozlemlenen 6 adet bolge
PMSG1, POP1 genlerini ve 4 adet isimsiz gen bolgesini kapsamaktadir (Tablo 4.4). Ek

olarak, 1 adet isimsiz bolgede ise gen ifadesinde azalma tespit edilmistir.

Calismanin basinda dokularin yalnizca karsinom igerip icermemesine dayali bir
molekiiler ayrim hedeflenmekte idi. Elde edilen veriler bunun daha da fazlasini;
karsinom iceren dokularin kendi aralarinda da ayriminin yapilabilmesini miimkiin
kilmaktadir. Tespit edilen 1 adet isimsiz bolgedeki gen ifadesi degisimleri bize ¢alisilan

iki karsinom alt tipini molekiiler seviyede ayirabilme imkani saglamaktadir.
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DD-PCR yontemi ile bu zamana kadar birgok yeni gen kesfedilebilmis olmasina karsin
yontem belli oranda yanlis sonug¢ verebilme ihtimali nedeni ile elestirilebilmektedir
(18,80). Sonuglarin tekrar edilebilirligini test etmek amaci ile bu c¢alismada bazi
deneyler yinelenmistir. Yinelenen deneylerde 6ncekinden farkli sonug elde edildigi bir

durumla karsilagilmamuistir.

MCM proteinleri hiicre dongiistinde S evresine geciste rol alan ve DNA’ya
baglanabilme oOzelligine sahip proteinlerdir (34,81). Gogiis kanseri, yumusak doku
sarkomalari, non-Hodgkin’s lenfoma gibi diger bazi kanser tiplerinin yayiliminda
belirte¢ olarak kullanilan Ki-67’nin tiroid kanserlerine uygulanabilirligi tartismali
oldugu i¢in alternatif belirteg c¢aligmalarinda MCM proteinlerinin, Ozellikle de
MCM3’in PTK tanisinda kullanimina yonelik arastirmalar son zamanlarda One
¢ikmaktadir (34,69,81). MCM proteinlerini kodlayan genlerin ifadelerinin yayilim
gosteren hiicrelerde yiiksek oldugu, yalnizca farklilasan veya bekleme evresindeki
hiicrelerde diistiigii daha once gosterilmistir (82). Ayni durum MCM3 i¢in de gegerlidir
(83). Lee ve ark. (81) bulgularina gore, 60 PTK o6rneginde saglikli tiroid dokusuna
kiyasla MCM3 ifadesinde artis tespit edilmis fakat PTK’nin alt tiplerinden hangilerinin
caligmaya dahil edildigi bildirilmemistir. Saglikli tiroid dokusunun ne sekilde kansere
dontistiigii; ilk 6nce adenom sonra karsinom olustugu mu, yoksa karsinomun bastan beri
mi karsinom oldugu konusu tartismalidir (25,36,37,38). Bu ¢alismada yalnizca PTK-F
grubunda MCM3 gen ifadesinde diger gruplara nazaran diigme tespit edilmistir (Sekil
4.9). Bu bulgu ile ilgili olarak tizerinde durulmayi gerektiren 2 o6nemli nokta
bulunmaktadir. Birincisi, PTK-F dokusundaki MCM3 gen ifadesinin diisiik olmas1 bu
dokudaki hiicrelerinin degisim/doniisiim asamasini tamamlamadigi ve diger alt tip olan
PTK-K ile degisim/doniisiim mekanizmalart yoniinden farkli olabilecegi diisiincesini
akla getirmektedir. ikinci olarak, Lee ve ark. bulgularina gére MCM3 proteini normal
dokuya nazaran PTK dokularinda artmaktadir (81). Bizim bulgularimiza gore ise ayni
artis nodiilde de gergeklesmektedir. Hem karsinom hem de tiroid nodiil dokusunda ayni
anda gozlenen gen ifadesi artis;, hedeflenen molekiiler ayrimin giivenirligini

azaltmaktadir. Sonug olarak, PTK ve saglikli tiroid dokularinda MCM3 gen ifadesi
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degisimlerinin kiyaslanmasi ile elde edilecek verilerin tam giivenilir olmadigi; PTK-

F’de bu genin ifadesinin artmasi beklenirken azaldig1 bu ¢alisma ile ortaya ¢ikmustir.

MCM3 geni ile beraber ARPP19, PPP2R16A, RPL7, BCL6, LOC284440, DAD1, IK,
SEPT7 ve 1 adet isimsiz gen bolgelerinin ifadelerinde sadece PTK-F’ye 6zel degisim
tespit edilmistir (Tablo 4.4). Bu bulgulara gére, PTK-F dokusu ¢alisilan diger karsinom
dokularindan farkli bir gen ifade profiline sahip goriinmektedirler. PTK-K ve PTK-F
dokular1 yapisal olarak karsilagtirildiginda, folikiiler alanlarin daha baskin olmasi
haricinde PTK-F’nin digerinden bir farki yoktur (20). Bu kadarlik bir farkliligin gen
ifadesine bu kadar ¢ok etki etmesinin, ¢ok daha ayrintili aragtirmalar yapilarak izah

edilmesi gereken bir konu oldugu diisiiniilmektedir.

Bu c¢alisma sonucu gen ifadesinde degisim tespit edilen genlerin bazilarinin
kromozomal yerlesimlerinin baska calismalarda PTK i¢in belirlenen hassas bolgelere
oldukg¢a yakin oldugu goriilmiistir. He ve ark.’nin (42) 2009 yilinda yaptiklar
caligmalarinda 8q24, 6q27, 12921 ve 14ql1 bolgelerini PTK igin hassas bolge olarak
tespit etmislerdir. Bu bolgelerden 8q24 bolgesinin 6zellikle 142.70-154.53 cM araligi en
yiiksek pik elde edilen bolgedir (42). Bizim c¢alismamizda PPP1R16A gen ifadesinin
PTK-F’de diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.8). PPP1R16A geni serin/treonin fosfataz-1
proteininin alt iinitelerinden birini kodlamaktadir (84). PPP1R16A geni kromozomal
olarak 8q24 bolgesinde yaklasik 145.75 ¢M civarinda yani He ve ark.’nin PTK i¢in
hassas olarak tespit ettikleri bolgede yer almaktadir. Bu bolgede yer alan ve PTK ile
iliskilendirilen bir bagka gen de DCSTAMP (TM7SF4) genidir. Bu genin PTK’da
normalden fazla ifade edildigi baska bir ¢alismada gosterilmistir (18). Bizim ve diger
arastiricilarin (18,42) bulgularina gore 8q24 bolgesi PTK agisindan 6ne ¢ikmaktadir.
PPPI1R16A genindeki ifade degisimi gen bolgesinde olabilecek mutasyonlardan veya bu
bolge ile ilgili transkripsiyon diizeneginden herhangi birinde olabilecek mutasyon
sonucu olabilir. PPP1R16A geninin PTK ile iligkisi ilk kez bu g¢alismada ortaya

konmustur. Bu durumun daha ileriki ¢alismalarla acikliga kavusturulmasi gerekir.

PTK ile iliskilendirilen diger bir hassas bdlge 12q23 bolgesidir (41). Bu bolgede yer
alan P2X7 genindeki 1513A>C gen cokyapililigit ile PTK-F ve PTK-K arasinda
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istatistiki olarak anlamli bir iliski onceden bulunmustur (43). Bizim g¢alismamizda
NACA geninin ifadesinin sadece nodiil grubunda kanser grubuna kiyasla distiigii (veya
kanser grubuna kiyasla nodiil grubunda arttig1) bulunmustur (Sekil 4.2). NACA geni
yeni sentezlenen proteinlerin hedeflenmesine rol almaktadir (85). Gen c¢okyapililigi
PTK ile iligskilendirilmis P2X7 geni 12q24’te; NACA geni ise 12g23-024.1’te
bulunmaktadir (86,87). Dolayisi ile NACA geninin ifadesindeki degisimin de bu genin
kromozomal yerlesimi ile iligkili olabilecegi akla gelmektedir. Ayrica protein
hedeflenmesi ve kanser arasindaki iliski nedeni ile de bu gen 6ne ¢ikmaktadir. NACA

geninin PTK ile iliskisi de ilk kez bu ¢alismada ortaya konmustur.

Bu tez calismasinda elde edilen diger ilging bir bulgu DAD1 geni ile ilgilidir. DAD1
geni anti apoptotik DAD1 enzimini kodlamaktadir (88). Bu enzimin yoklugu hiicreyi
apoptoza gotiirmektedir (88). Bizim bulgularimiza gore DADI1 gen ifadesi nodiilde ve
PTK-K’da yiiksek, yalnizca PTK-F’de diisiik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8). Bu da
PTK-F’deki apoptoza yonelimin diger dokulara nazaran daha fazla oldugunu akla
getirmektedir. PTK i¢in hassas bolge olarak bildirilen bdlgelerden bir digeri de 14ql11
bolgesidir (42). DAD1 geni ise 149q11-q12°de yer almaktadir (88). Dolayisiyla, bu genin
ifade farkliliginin genin kromozomal yerlesimi ile ilgili olabilecegi diigiiniilmektedir.
Bu anti apoptotik enzimin PTK-F’ye 0zgiin gosterdigi disiisiin - daha iyi
degerlendirilmesi gerektigi anlasilmaktadir. Ince bagirsak tiimorleri ile ilgili olarak
2008 yilinda yapilan bir ¢alismada DADI geninin tiimor olusumu ile ilgili olabilecegi
One siiriilmiis; ayrica o6zellikle 14q bolgesinde DADI geninin LCR (locus control
region) bolgesinde en az 0.27 Mb.’lik bir ekleme oldugu gosterilmistir (89). Diger
bir¢ok bulgu gibi PTK ve DAD1 geni iliskisi de ilk kez bu ¢aligmada ortaya konmustur.

NDUFC2 geni NADH dehidrogenaz (ubiquinone)-1 enziminin alt {initelerinden birini
kodlamaktadir (90). Kolon adenomlar ile MSI (microsatellite instability) iliskisine
yonelik bir arastirmada NDUFC2 geninin adenomdan karsinoma doniisiimiinde etkisi
olabilecek 3 aday genden biri olabilecegi One stirtilmistiir (91). Bu calismada ise
NDUFC?2 gen ifadesi kanser grubunda diisiikk bulunmustur (Sekil 4.2). Tespit edilen bu
diismenin NADH dehidrogenaz-1 enziminin diger alt tinitelerinden birini kodlayan bir

genin BRAF’1n yer aldig1 bolgede bulunmasi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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BRAF mutasyonlarina PTK’da olduk¢a sik rastlanilmaktadir (12). Bu kadar sik
mutasyon goriilen bu genin sag ve sol komsu genlerinden biri NDUFB2 genidir (92).
NDUFB2 geni NADH dehidrogenaz-1 enziminin alt tinitelerinden birini kodlamaktadir
(90). NDUFC2 geninde tespit edilen farkli gen ifadesi NDUFB2 geninde meydana
gelen bir genetik degisiklik sonucu, dolayli bir etki sonucu olusmus olabilir. Bu tiir
dolayli bir etki gercekten cok da uzak degildir; zira yapilan bagka bir calismada NADH
dehidrogenaz-1 enziminin alt {initelerinden NDUFS4’ii kodlayan genin ifade degisimi
kullanilarak PTK-F’nin PTK’dan ayrilabilecegi gosterilmistir (93). NDUFC2 geni ve
PTK iliskisi de ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.

ZFP36L2 (TIS11D) p53 proteininin etkisine bagl olarak gen ifadesi artan bir erken
uyar1 genidir (94). Bu ¢alismada elde edilen bulgulara gére ZFP36L2 gen ifadesi kanser
grubunda diismiis olarak tespit edilmistir. Benzer sekilde Finley ve ark.’nin (65,68)
yaptiklari mikrodizin temelli iki ayr1 ¢alismada ZFP36L2 gen ifadesinin PTK’da 2.2 kat
diistiigli; nodiilde ise 2.5 kat arttigini tespit etmislerdir. Bizim ve Finley ve ark.’nin
bulgular1 beraber olarak degerlendirildiginde; karsinom igeren dokularda genetik
kararsizligin daha fazla olmasi nedeni ile p53’e bagl islev mekanizmalarinda sorun
oldugu; nodiil igeren dokuda ise nispeten daha az genetik kararsizliga bagli olarak p53’e
bagli mekanizmalarin daha iyi isledigi akla gelmektedir. Onkogen ve proto-onkogenleri
uyaran mutasyonlar tiroid timér olusumunda temel bir basamaktir (25,36). Fakat kanser
olusumu igin bazi diger genlerin de bu siirece dahil olmasi gerekmektedir (25,36).
Omegin RET veya Ras mutasyonlar1 ile baslatilmis bir tiimér ancak bazi ek
mutasyonlar ile ilerleyebilecek ve ancak p53 mutasyonu ile tekrardan
farklilasabilecektir. Fakat eldeki bulgulara gore, nadir durumlarda ayni tiimdrde birden
fazla farkli mutasyon goriilmekte ve neticede bu onkogenlerin birbirinin tamamlayicisi
degil alternatifi oldugu diisiincesini akla getirmektedir (25,39). ZFP36L2 geni ile ilgili
elde edilen tutarli bulgular bu geni kuvvetli bir aday belirteg olarak kilmaktadir.

Meta analiz ¢alismalari, benzer bir¢ok alanda oldugu gibi tiroid kanser arastirmalarinda
da her gegen giin daha ¢ok 6nem kazanmaktadir (17). Bu ¢alismada elde edilen verilerin
teyit edilmesi ve birbiri ile iligkilerinin tespit edilmesinde Cytoscape arayiiz yazilimini

kullanan FuncBase veritabanindan faydalanilmistir. Yapilan bu analiz neticesinde
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Ozellikle RPL15 geninin NACA ve RPL7 geni ile dogrudan; NDUFC2 geni ile ise
RPL3 ve RPL23 genleri iizerinden etkilesim igerisinde oldugu tespit edilmistir. RPL7
ve RPL15 proteinleri ribozomal kompleksin 60S alt tinitesi i¢erisinde yer almaktadirlar
(95,96). Ribozomal kompleks igerisinde toplamda 80 farkli protein yer almaktadir (97).
Bizim elde ettigimiz bulgulara gore RPL15 ve NACA gen ifadeleri kanser grubunda
diisiik; RPL7 gen ifadesi ise yalnizca PTK-F’de diisiik olarak bulunmustur (Sekil 4.8).
RPL7’de PTK-F’ye 0zel degisimin bir benzeri bagka arastiricilar tarafindan da
gosterilmistir. Chevillard ve ark. (93) yaptiklar1 ¢alismada RPL7A’nin PTK-F’yi diger
dokulardan ayirabildigini gostermislerdir. Bizim ve diger arastiricilarin elde ettikleri
bulgulart NACA, RPL15 ve RPL7 genlerinin ayn1 sistem iginde yer aldiklar1 ve yakin
iliski i¢inde olduklarin1 gostermektedir. Zira Sertel ve ark.’nin (98) Artesunerate adli
antikanser ilaci ile yaptiklari ¢alismada da bu ilagtan etkilenen genler arasinda hem
RPL7 hem de NACA genini gostermiglerdir. Sertel ve ark.’nin bulgulari, Cytoscape
analizi ve bizim bulgularimiz birbirini desteklemektedir. Bunun haricinde, aynen
ZFP36L2 geni gibi NACA ve RPL15 genleri de giigliit PTK aday belirtecleri arasinda

goriinmektedirler.

SET bolgesi igeren proteinler lizin metiltransferaz yani lizin amino asitlerinin
metillenmesinde is gormektedirler (99). Bu islem genellikle histon proteinlerini
kapsamaktadir, ancak p53 gibi histon olmayan istisnai proteinlerde de lizin
metiltransferaz enzimleri is gérmektedirler (100). Metillenme islemi transkripsiyonun
ya harekete ge¢mesini ya da baskilanmasina sebebiyet vermektedir, bu ozellikleri ile
SET bolgesi igeren proteinler kanser ve gelisimsel siireclerin birinci derece
yiriticileridir (100,101). SMYD2 geni de lizin metiltransferaz enzimlerinden biridir
(99,100). Bu genin p53 proteinindeki Lys370 bolgesini metilledigi, dolayist ile p53
ifadesini baskiladigi ve diisiikk konsantrasyondaki SMYD2 ifadesi ile p53 iizerinden
gerceklesen apoptoz arasinda iliski oldugu gosterilmistir (100). Bizim bulgularimiz da
bu yondedir, zira bizdeki kanser i¢ceren dokularin tiimiinde SMYD?2 ifadesinin nodiile
gore diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2). Ozofogal kanserlerde yapilan bir calismada
SMYD2’nin hiicre yayilimi ile iliskili oldugu ve SMYD?2 ifadesi yliksek hastalarin
klinik tablolarinin daha agir oldugu gosterilmistir (102). SMYD2 geni de ZFP36L2 geni
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gibi p53 ile iliskilidir. Yapilan cytoscape analizinde SMYD2 ile p53 iliskisinin
AKAP11 proteini iizerinden; ZFP36L2 ile p53 iligkisinin ise HIPK1 proteini iizerinden
oldugu yani her birinin farkli bir mekanizma yolu ile p53 ile etkilestigi goriilmiistiir. Bu

iki genin p53 ile etkilesim mekanizmalarinin ayrintili olarak incelenmesi gerekmektedir.

NACA, ZFP36L2, RPL15, NDUFC2, SMYD?2 genleri haricinde EFCAB5, KIAA1671,
MPP1, EXOSC7 ve MFF genlerinin ifade degisimleri de kullanilarak PTK igeren ve
icermeyen dokular birbirinden ayrilabilmektedir. Bunlardan EFCABS geni ile ilgili ¢ok
fazla bilgimiz olmamakla beraber bu genin FTK ile iliskisi daha 6nce gosterilmistir
(103). Calismamiz PTK ile sinirli oldugu i¢in devam eden g¢alismalarda tiim tiroid
kanser tiplerini  kapsayan belirteglerin  gelistirilmesinde bu genden de
faydalanilabilecegi anlasilmaktadir. Hakkinda ¢ok az bilgimizin oldugu diger bir gen de
KIAA1671 genidir. Bu gen gogiis kanseri aday belirtegleri arasinda gosterilmektedir
(104). MPP1 geninin NF2 tiimér baskilayict proteini (Merlin) ile beraber timor
baskilayici yolaklar igerisinde yer aldigi one siiriilmiistiir (105). MPP1 geninin PTK ile
iligkisinin ayrica ortaya konmasi gerekmektedir. EXOSC7 geninin skuamoz hiicreli
servikal kanserler ile iligkisi daha 6nce ortaya konmustur (106). Bizim ¢alismamizda da
PTK ile iliskili oldugu ortaya ¢ikan bu gen ile ilgili olarak daha ayrintili ¢aligmalar
gerekmektedir.

Mitokondriyal fizyon ve fiizyon arasindaki denge hiicresel ve mitokondriyal islevlerin
yerine getirilmesi yoniinden hayati 6nem arz etmektedir (107). Apoptozun erken
evrelerinde hiicrede mitokondriyal fizyon oldugu yoniinde bilgiler her gecen giin
artmaktadir (107). MFF proteini mitokondriyal zarin dis kismina bagl bir proteindir ve
bu proteinin mitokondriyal fizyon baslaticilarindan oldugu yoniinde bulgular mevcuttur
(108). Bizim g¢alismamizda kanser grubunda MFF gen ifadesinin diistiigii bulunmustur.
Bu da, beklenen mitokondriyal fizyonun gergeklesmesi gerektigi halde gergeklesmedigi

dolayzsi ile hiicrenin apoptoza gitmemis olabilecegini akla getirmektedir.

Bu c¢alismada PSMG1 ve POP1 gen ifadelerinin PTK-K’ya &zel bir artis gosterdigi
tespit edilmistir. P53’tin PSMG1 (PAC1) geninin 6zendirici (promotor) bolgesindeki
palindromik bolgeye baglanarak bu genin ifadesini kontrol ettigi; PSMGL1 ifadesi
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diistiigiinde p53°e baglh apoptozun azaldigi, arttiginda ise p53°e baglh apoptozun arttigi
daha once gosterilmistir (109). Ozellikle ARPP19, PPP1R16A, RPL7, BCLS,
LOC284440, DAD1, MCM3, IK ve SEPT7 gibi genlerdeki ifade degisiminin PTK-F’ye
6zel oldugu bulgusundan yola ¢ikarak PTK-F ve PTK-K’nin farkli gen ifade profillerine
sahip olduklar1 daha once ifade edilmisti. PSMG1 6rneginde de benzer bir durumun
oldugu disiinilmektedir. Buradan hareketle PTK-K’da apoptoza yonelimin daha gok
PSMGT1 geni ile iligkili olarak; PTK-F’de ise DAD1 geni ile iliskili olarak gergeklestigi
distiniilmektedir. PTK-K’nin PTK-F’ye gore daha farkli bir klinik tablo ¢izmesi
apoptoz mekanizmasinin farkli islemesi ile iliskili olabilir. POP1 geni ile ilgili olarak ise
cok fazla bilgimiz olmamakla beraber bu gen prostat kanseri belirtegleri arasinda daha

once gosterilmistir (110).

PPP1R16A, RPL7, DAD1 ve MCM3 haricinde SEPT7, IK, BCL6, LOC284440 ve
ARPP19 genlerinin de ifadelerinde PTK-F’ye 6zel bir diisme tespit edilmistir (Sekil 4.8,
4.9). SEPT7 geni de MCM3 geni gibi hiicre dongiisii ile dogrudan iliskili bir gendir
(111). Bu genin hiicre bolinmesi sirasinda kromozomlarin diizgiin dagilmasinda rol
aldig1r disiniilmektedir (111). Bu genin ifadesinin diismesi ya da artmasinin hiicre
boliinme hizi ile dogru orantilt oldugu goriilmektedir. PTK-F’de MCM3 ve SEPT7 gibi
hiicre dongiisiine yonelik genlerin ifadelerinin diismesi, daha 6nce bahsedilen hiicrenin
farklilasmasi dolayisi ile oldugu onermesini destekler mahiyettedir. IK geni de islevi
cok fazla bilinmeyen genler arasindadir. Bu genin transkripsiyonda rol alan diizenleyici
bir gen oldugu diistiniilmektedir (112). PTK-F’ye 6zel degisim gozlenen diger bir gen
olan BCL6 geni baska arastiricilar tarafindan ATK ile de iliskilendirilmistir (113,114).
BCL6 gen ifade sevieyesi grafigine bakildiginda PTK-F’de de kismen diisiis oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.8). Diger arastiricilarin tespit ettigi ATK ve BCL6 iliskisi ile
beraber degerlendirildiginde, EFCABS5 geni gibi bu genin de tiroid karsinomlara 6zel
gen panelleri igerisinde yer almasi olasidir. Calistigimiz genler icerisinde en az bilgi
sahibi olunan gen LOC284440 genidir. Dolayisiyla bu gen ile ilgili yorum
yapilamamistir. ARPPP19 gen iiriiniiniin PKA (protein kinaz A) tarafindan fosforile
edildigi gosterilmistir (115). Fakat bu genin PTK’da ne tiir bir etkisi olabilecegi

bilinmemektedir.
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Molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda karsilasilan engellerden biri de histolojik
siiflandirma  kistaslarinin - molekiiler yapr ile uyusum gostermeyisidir. Ozellikle
folikiiler kokenli tiimorlerin siniflandirilmasinda kisiden kisiye degiskenlik daha fazla
olmaktadir (17). Bu anlamda WHO smiflandirma kistaslarinin = giincellenmesi,
molekiiler mekanizmalarin 06zellikle de miRNA’larin etkilerinin g6z Oniinde

bulundurulmasinin faydali olacagi diisiiniilmektedir (17).

Mikrodizin teknolojisi tiroid kanser biyolojisinin anlasilmasinda olduk¢a Onemli
sonuglar vermistir, ancak ‘“goklu kiyaslama problemi” mikrodizin teknolojisinin
ontindeki en biiyiik engellerden biridir (15). Nispeten az sayida miRNA molekiiliiniin
oldukga fazla sayida ve tiirde genin ifadesini etkileyebilmeleri nedeni ile, tanisal agidan
miRNA’lar yiiksek potansiyele sahiptirler. MRNA’ya kiyasla miRNA’lar ¢ok daha kisa
yapida olduklart i¢in FFPE dokuda daha korunakli olarak bulunma ve kendilerini
muhafaza etme ozellikleri ile de ayrica 6nem arz etmektedirler (17). Potansiyellerinin
fark edilmesine bagli olarak, tiroid kanser aragtirmalarinda miRNA temelli ¢alisma

sayist her gegen glin artmaktadir.

PTK’nin molekiiler ayriminda karsilasilan temel problemlerden biri de elde edilen
sonucun 1IAB 6rneginde teyit edilememesidir (12). Cok az sayida calismada elde edilen
bulgular IIAB 6rneginde de test edilebilmistir (12). Translasyon dncesi gen ifadesindeki
artis veya azalmanin sadece %40’1 protein ifadesine yansidig1 one siiriilmistiir (17,116).
Bu nedenle elde edilen gen ifadesine dayali bilginin protein tarafina yansimasinin da bir

sekilde teyit edilmesi 6nem arz etmektedir.

Iyi huylu oldugu goériinen yayilim gostermeyen bir nodiiliin cerrahi operasyon ile
alinmasi tiimoriin dogal seyrinin 6niine gegilmesi oldugundan, eger alinmasa 1di ileride
bu neoplazinin saldirgan bir tiimdre doniisiip doniismeyecegini bugiin itibar1 ile
bilmemekteyiz (17). Elde edilen bulgularimiza gore PTK-F ve PTK-K arasinda
molekiiler kimlik yoniinden farkliliklar bulunmaktadir. Bunlarin ne anlama geldigi veya
degisim/doniisiim yoniinden bir iligkilerinin olup olmadigi da bilinmemektedir. Yine
elde edilen verilere gore belli kromozomal bolgeler 6ne ¢ikmaktadir. Fakat bu

bolgelerin tiroid karsinomlara 6zel bir haritasi: heniiz ¢ikarilamamis oldugu gibi neden
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bazi bolgelerin 6ne c¢iktig1 da bilinmemektedir. Bu c¢alismadan elde edilen veriler
degerlendirildiginde; uyari-ileti sistemi, hiicre dongiisii ve epigenetik faktorlerin

PTK’da etkili oldugu goriinmektedir.

89



10.

KAYNAKLAR

Jemal A, Siegel R, Ward E, Hao Y, Xu J, Murray T, Thun MJ. Cancer statistics,
2008. CA Cancer J Clin. 2008 Mar-Apr;58(2):71-96.

Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi, 2004-2006 Yillar1 Tirkiye
Kanser Insidansi, http://www.kanser.gov.tr/folders/file/8iL-2006-SON.pdf, Erisim
tarihi: 10 Mayis 2010

Garcia-Jiménez C, Santisteban P. TSH signalling and cancer. Arq Bras Endocrinol
Metabol. 2007 Jul;51(5):654-71.

Montero-Conde C, Martin-Campos JM, Lerma E, Gimenez G, Martinez-Guitarte
JL, Combalia N, Montaner D, Matias-Guiu X, Dopazo J, de Leiva A, Robledo M,
Mauricio D. Molecular profiling related to poor prognosis in thyroid carcinoma.
Combining gene expression data and biological information. Oncogene. 2008 Mar
6;27(11):1554-61.

Reis EM, Ojopi EP, Alberto FL, Rahal P, Tsukumo F, Mancini UM, Guimaraes
GS, Thompson GM, Camacho C, Miracca E, Carvalho AL, Machado AA, Paquola
AC, Cerutti JM, da Silva AM, Pereira GG, Valentini SR, Nagai MA, Kowalski LP,
Verjovski-Almeida S, Tajara EH, Dias-Neto E, Bengtson MH, Canevari RA,
Carazzolle MF, Colin C, Costa FF, Costa MC, Estécio MR, Esteves LI, Federico
MH, Guimaraes PE, Hackel C, Kimura ET, Leoni SG, Maciel RM, Maistro S,
Mangone FR, Massirer KB, Matsuo SE, Nobrega FG, Nobrega MP, Nunes DN,
Nunes F, Pandolfi JR, Pardini Ml, Pasini FS, Peres T, Rainho CA, dos Reis PP,
Rodrigus-Lisoni FC, Rogatto SR, dos Santos A, dos Santos PC, Sogayar MC,
Zanelli CF; Head and Neck Annotation Consortium. Large-scale transcriptome
analyses reveal new genetic marker candidates of head, neck, and thyroid cancer.
Cancer Res. 2005 Mar 1;65(5):1693-9.

Davies L, Welch HG. Increasing incidence of thyroid cancer in the United States,
1973-2002. JAMA. 2006 May 10;295(18):2164-7.

Kologlu S. Ed. Endokrinoloji Temel ve Klinik, 1. Baski, Istanbul: Medical
Network; 1996.

Fagin JA, Mitsiades N. Molecular pathology of thyroid cancer: diagnostic and
clinical implications. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2008 Dec;22(6):955-
69.

Greco A, Borrello MG, Miranda C, Degl'Innocenti D, Pierotti MA. Molecular
pathology of differentiated thyroid cancer. Q J Nucl Med Mol Imaging. 2009
Oct;53(5):440-53.

Kato MA, Fahey TJ 3rd. Molecular markers in thyroid cancer diagnostics. Surg
Clin North Am. 2009 Oct;89(5):1139-55.

90



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24,

25.

26.

27.

Kumar V, Abbas AK, Fausto N, Mitchell RN, 2007, Robbins Basic Pathology.
Robbins Temel Patoloji, 8. baski, Ed. Cevikbas U, Nobel Tip Kitabevi, Istanbul,
2008: 765-771.

Shibru D, Chung KW, Kebebew E. Recent developments in the clinical application
of thyroid cancer biomarkers. Curr Opin Oncol. 2008 Jan;20(1):13-8.

Barden CB, Shister KW, Zhu B, Guiter G, Greenblatt DY, Zeiger MA, Fahey TJ
3rd. Classification of follicular thyroid tumors by molecular signature: results of
gene profiling. Clin Cancer Res. 2003 May;9(5):1792-800.

Ringel MD. Molecular markers of aggressiveness of thyroid cancer. Curr Opin
Endocrinol Diabetes Obes. 2009 Oct;16(5):361-6.

Eszlinger M, Krohn K, Kukulska A, Jarzab B, Paschke R. Perspectives and
limitations of microarray-based gene expression profiling of thyroid tumors.
Endocr Rev. 2007 May;28(3):322-38.

Handkiewicz-Junak D, Czarniecka A, Jarzab B. Molecular prognostic markers in
papillary and follicular thyroid cancer: Current status and future directions. Mol
Cell Endocrinol. 2010 Jun 30;322(1-2):8-28.

Eszlinger M, Krohn K, Hauptmann S, Dralle H, Giordano TJ, Paschke R.
Perspectives for improved and more accurate classification of thyroid epithelial
tumors. J Clin Endocrinol Metab. 2008 Sep;93(9):3286-94.

Lee KY, Huang SM, Li S, Kim JM. Identification of differentially expressed genes
in papillary thyroid cancers. Yonsei Med J. 2009 Feb 28;50(1):60-7.

Eszlinger M, Wiench M, Jarzab B, Krohn K, Beck M, Liuter J, Gubata E,
Fujarewicz K, Swierniak A, Paschke R. Meta- and reanalysis of gene
expressionprofiles of hot and cold thyroid nodules and papillary thyroid carcinoma
for gene groups. J Clin Endocrinol Metab. 2006 May;91(5):1934-42.

Jean D. Wilson, Daniel W. Foster. Eds. Williams Textbook of Endocrinology, 8th
Ed, Philadelphia: W.B. Saunders; 1992. p. 390-515.

Greenspan FS, Strewler GJ. Eds. Basic&Clinical Endocrinology, 5th Ed, Stamford:
Prentice-Hall Int; 1997. p. 192-259.

http://www.cancer.gov/cancertopics/wyntk/thyroid, Erisim tarihi: 10 Mayis 2010

Nussey S, Whitehead SA. eds. Endocrinology: an integrated approach :BIOS
Scientific Publishers Ltd;2001.

http://www:.histol.chuvashia.com/images/endocrine/thyroid-01-1.jpg, Erisim tarihi:
13 Mayis 2010

Salabe GB. Pathogenesis of thyroid nodules: histological classification? Biomed
Pharmacother. 2001 Feb;55(1):39-53.

http://library.med.utah.edu/WebPath/ENDOHTML/ENDOO024.html, Erisim tarihi:
11 Mayis 2010

Sheu SY, Grabellus F, Schwertheim S, Worm K, Broecker-Preuss M, Schmid KW.
Differential miRNA expression profiles in variants of papillary thyroid carcinoma

91



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

and encapsulated follicular thyroid tumours. Br J Cancer. 2010 Jan 19;102(2):376-
82.

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4c/Psammoma.jpg, Erisim
tarihi: 10 Mayis 2010

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/9f/Thyroid_papillary_car
cinoma_histopatholgy %281%29.jpg/796px-
Thyroid_papillary_carcinoma_histopatholgy %281%29.jpg, Erisim tarihi: 31
Mayis 2010

http://img.medscape.com/pi/emed/ckb/endocrinology/116364-138560-127491-
1699224.jpg, Erisim tarihi: 10 May1s 2010

Alsanea O, Clark OH. Familial thyroid cancer. Curr Opin Oncol. 2001
Jan;13(1):44-51.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P. Eds. Molecular
Biology of The Cell, 4th Ed, New York: Garland Science; 2002. p 983-1026.

http://www.treatgene.com/wp-content/uploads/2009/10/cellcycle3.jpg, Erigim
tarihi: 10 Mayis 2010

Giaginis C, Vgenopoulou S, Vielh P, Theocharis S. MCM proteins as diagnostic
and prognostic tumor markers in the clinical setting. Histol Histopathol. 2010
Mar;25(3):351-70.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P. Eds. Molecular
Biology of The Cell, 4th Ed, New York: Garland Science; 2002. p 1313-1361.

Zhang P, Zuo H, Ozaki T, Nakagomi N, Kakudo K. Cancer stem cell hypothesis in
thyroid cancer. Pathol Int. 2006 Sep;56(9):485-9.

Thomas GA, Williams D, Williams ED. Clonal origin of thyroid tumours.
In:Wynford-Thomas D,Williams ED, Eds. Williams ED Wynford-Thomas D.
Thyroid tumours. Edinburg : Churchill Livingstone, 1989, s. 38-56.

Peter HJ, Gerber H, Studer H, Smeds S. Pathogenesis of heterogeneity in human
multinodular goiter. A study on growth and function of thyroid tissue transplanted
onto nude mice. J Clin Invest. 1985 Nov;76(5):1992-2002.

Nikiforov YE. Thyroid carcinoma: molecular pathways and therapeutic targets.
Mod Pathol. 2008 May;21 Suppl 2:S37-43.

Takano T. Fetal cell carcinogenesis of the thyroid: a hypothesis for better
understanding of gene expression profile and genomic alternation in thyroid
carcinoma. Endocr J. 2004 Dec;51(6):509-15.

Kouniavsky G, Zeiger MA. Thyroid tumorigenesis and molecular markers in
thyroid cancer. Curr Opin Oncol. 2010 Jan;22(1):23-9.

He H, Nagy R, Liyanarachchi S, Jiao H, Li W, Suster S, Kere J, de la Chapelle A.
A susceptibility locus for papillary thyroid carcinoma on chromosome 8g24.
Cancer Res. 2009 Jan 15;69(2):625-31.

92



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Dardano A, Falzoni S, Caraccio N, Polini A, Tognini S, Solini A, Berti P, Di
Virgilio F, Monzani F. 1513A>C polymorphism in the P2X7 receptor gene in
patients with papillary thyroid cancer: correlation with histological variants and
clinical parameters. J Clin Endocrinol Metab. 2009 Feb;94(2):695-8.

Garcia-Rostan G, Costa AM, Pereira-Castro |, Salvatore G, Hernandez R, Hermsem
MJ, Herrero A, Fusco A, Cameselle-Teijeiro J, Santoro M. Mutation of the
PIK3CA gene in anaplastic thyroid cancer. Cancer Res. 2005 Nov
15;65(22):10199-207.

Goémez Saez JM. Diagnostic usefulness of tumor markers in the thyroid cytological
samples extracted by fine-needle aspiration biopsy. Endocr Metab Immune Disord
Drug Targets. 2010 Mar 1;10(1):47-56.

Mizuno T, Kyoizumi S, Suzuki T, lwamoto KS, Seyama T. Continued expression
of a tissue specific activated oncogene in the early steps of radiation-induced
human thyroid carcinogenesis. Oncogene. 1997 Sep 18;15(12):1455-60.

Sahin M, Allard BL, Yates M, Powell JG, Wang XL, Hay ID, Zhao Y, Goellner JR,
Sebo TJ, Grebe SK, Eberhardt NL, Mclver B. PPARgamma staining as a surrogate
for PAX8/PPARgamma fusion oncogene expression in follicular neoplasms:
clinicopathological correlation and histopathological diagnostic value. J Clin
Endocrinol Metab. 2005 Jan;90(1):463-8.

Arora N, Scognamiglio T, Lubitz CC, Moo TA, Kato MA, Zhu B, Zarnegar R,
Chen YT, Fahey TJ 3rd. Identification of borderline thyroid tumors by gene
expression array analysis. Cancer. 2009 Dec 1;115(23):5421-31.

Bartolazzi A, Orlandi F, Saggiorato E, Volante M, Arecco F, Rossetto R, Palestini
N, Ghigo E, Papotti M, Bussolati G, Martegani MP, Pantellini F, Carpi A,
Giovagnoli MR, Monti S, Toscano V, Sciacchitano S, Pennelli GM, Mian C,
Pelizzo MR, Rugge M, Troncone G, Palombini L, Chiappetta G, Botti G,
Vecchione A, Bellocco R; Italian Thyroid Cancer Study Group (ITCSG). Galectin-
3-expression analysis in the surgical selection of follicular thyroid nodules with
indeterminate fine-needle aspiration cytology: a prospective multicentre study.
Lancet Oncol. 2008 Jun;9(6):543-9.

van Hoeven KH, Kovatich AJ. Immunohistochemical staining for proliferating cell
nuclear antigen, BCL2, and Ki-67 in vulvar tissues. Int J Gynecol Pathol. 1996
Jan;15(1):10-6.

Greider CW, Blackburn EH. Identification of a specific telomere terminal
transferase activity in Tetrahymena extracts. Cell. 1985 Dec;43(2 Pt 1):405-13.

Kirkpatrick KL, Mokbel K. The significance of human telomerase reverse
transcriptase (hnTERT) in cancer. Eur J Surg Oncol. 2001 Dec;27(8):754-60.

Wiseman SM, Melck A, Masoudi H, Ghaidi F, Goldstein L, Gown A, Jones SJ,
Griffith OL. Molecular phenotyping of thyroid tumors identifies a marker panel for
differentiated thyroid cancer diagnosis. Ann Surg Oncol. 2008 Oct;15(10):2811-26.

Rossi ED, Raffaelli M, Mule' A, Miraglia A, Lombardi CP, Vecchio FM, Fadda G.
Simultaneous immunohistochemical expression of HBME-1 and galectin-3

93



55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

differentiates papillary carcinomas from hyperfunctioning lesions of the thyroid.
Histopathology. 2006 Jun;48(7):795-800.

Saggiorato E, De Pompa R, Volante M, Cappia S, Arecco F, Dei Tos AP, Orlandi
F, Papotti M. Characterization of thyroid ‘follicular neoplasms' in fine-needle
aspiration cytological specimens using a panel of immunohistochemical markers: a
proposal for clinical application. Endocr Relat Cancer. 2005 Jun;12(2):305-17.

Scognamiglio T, Hyjek E, Kao J, Chen YT. Diagnostic usefulness of HBMEL,
galectin-3, CK19, and CITED1 and evaluation of their expression in encapsulated
lesions with questionable features of papillary thyroid carcinoma. Am J Clin Pathol.
2006 Nov;126(5):700-8.

Nga ME, Lim GS, Soh CH, Kumarasinghe MP. HBME-1 and CK19 are highly
discriminatory in the cytological diagnosis of papillary thyroid carcinoma. Diagn
Cytopathol. 2008 Aug;36(8):550-6.

Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V. The C. elegans heterochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell. 1993 Dec
3;75(5):843-54.

http://www.mirbase.org/cgi-bin/query.pl?terms=Human, Erigsim tarihi: 16 Nisan
2010

Weber F, Teresi RE, Broelsch CE, Frilling A, Eng C. A limited set of human
MicroRNA is deregulated in follicular thyroid carcinoma. J Clin Endocrinol
Metab.2006 Sep;91(9):3584-91.

Visone R, Pallante P, Vecchione A, Cirombella R, Ferracin M, Ferraro A, Volinia
S, Coluzzi S, Leone V, Borbone E, Liu CG, Petrocca F, Troncone G, Calin GA,
Scarpa A, Colato C, Tallini G, Santoro M, Croce CM, Fusco A. Specific
microRNAs are downregulated in human thyroid anaplastic carcinomas. Oncogene.
2007 Nov 29;26(54):7590-5.

Chen YT, Kitabayashi N, Zhou XK, Fahey TJ 3rd, Scognamiglio T. MicroRNA
analysis as a potential diagnostic tool for papillary thyroid carcinoma. Mod Pathol.
2008 Sep;21(9):1139-46.

Calin GA, Ferracin M, Cimmino A, Di Leva G, Shimizu M, Woijcik SE, lorio MV,
Visone R, Sever NI, Fabbri M, luliano R, Palumbo T, Pichiorri F, Roldo C, Garzon
R, Sevignani C, Rassenti L, Alder H, Volinia S, Liu CG, Kipps TJ, Negrini M,
Croce CM. A MicroRNA signature associated with prognosis and progression in
chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med. 2005 Oct 27;353(17):1793-801.
Erratum in: N Engl J Med. 2006 Aug 3;355(5):533.

Huang Y, Prasad M, Lemon WJ, Hampel H, Wright FA, Kornacker K, LiVolsi V,
Frankel W, Kloos RT, Eng C, Pellegata NS, de la Chapelle A. Gene expression in
papillary thyroid carcinoma reveals highly consistent profiles. Proc Natl Acad Sci
U S A. 2001 Dec 18;98(26):15044-9.

Finley DJ, Zhu B, Barden CB, Fahey TJ 3rd. Discrimination of benign and
malignant thyroid nodules by molecular profiling. Ann Surg. 2004 Sep;240(3):425-
36; discussion 436-7.

94



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Mazzanti C, Zeiger MA, Costouros NG, Umbricht C, Westra WH, Smith D,
Somervell H, Bevilacqua G, Alexander HR, Libutti SK. Using gene expression
profiling to differentiate benign versus malignant thyroid tumors. Cancer Res. 2004
Apr 15;64(8):2898-903. Erratum in: Cancer Res. 2004 Jul 15;64(14):5028.

Weber F, Shen L, Aldred MA, Morrison CD, Frilling A, Saji M, Schuppert
F,Broelsch CE, Ringel MD, Eng C. Genetic classification of benign and malignant
thyroid follicular neoplasia based on a three-gene combination. J Clin Endocrinol
Metab. 2005 May;90(5):2512-21.

Finley DJ, Arora N, Zhu B, Gallagher L, Fahey TJ 3rd. Molecular profiling
distinguishes papillary carcinoma from benign thyroid nodules. J Clin Endocrinol
Metab. 2004 Jul;89(7):3214-23.

Kebebew E, Peng M, Reiff E, Duh QY, Clark OH, McMillan A. Diagnostic and
prognostic value of cell-cycle regulatory genes in malignant thyroid neoplasms.
World J Surg. 2006 May;30(5):767-74.

Kebebew E, Peng M, Reiff E, McMillan A. Diagnostic and extent of disease
multigene assay for malignant thyroid neoplasms. Cancer. 2006 Jun
15;106(12):2592-7.

Liang P, Pardee AB. Analysing differential gene expression in cancer. Nat Rev
Cancer. 2003 Nov;3(11):869-76.

Liang P, Pardee AB. Differential display of eukaryotic messenger RNA by means
of the polymerase chain reaction. Science. 1992 Aug 14;257(5072):967-71.

Chang KC, Komm B, Arnold NB, Korc M. The application of differential display
as a gene profiling tool. Methods Mol Biol. 2007;383:31-40.

Liang P, Pardee AB. Differential display. A general protocol. Mol Biotechnol.1998
Dec;10(3):261-7.

Liang P. Factors ensuring successful use of differential display. Methods.1998
Dec;16(4):361-4.

Sambrook J, Russel D. Eds. Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3rd Ed,
CSHL Press, 2001. p.12.74-75.

http://lukemiller.org/journal/2007/08/quantifying-western-blots-without.html,
Erisim tarihi: 15 Nisan 2010

Altschul SF, Madden TL, Schiffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller W, Lipman DJ.
Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs. Nucleic Acids Res. 1997 Sep 1;25(17):3389-402.

Shannon P, Markiel A, Ozier O, Baliga NS, Wang JT, Ramage D, Amin N,
Schwikowski B, Ideker T. Cytoscape: a software environment for integrated
models of biomolecular interaction networks. Genome Res. 2003 Nov;13(11):2498-
504.

Liang P, Pardee AB. Recent advances in differential display. Curr Opin Immunol.
1995 Apr;7(2):274-80.

95



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Lee YS, Ha SA, Kim HJ, Shin SM, Kim HK, Kim S, Kang CS, Lee KY, Hong OK,
Lee SH, Kwon HS, Cha BY, Kim JW. Minichromosome maintenance protein 3 is a
candidate proliferation marker in papillary thyroid carcinoma. Exp Mol Pathol.
2010 Feb;88(1):138-42.

Madine MA, Swietlik M, Pelizon C, Romanowski P, Mills AD, Laskey RA. The
roles of the MCM, ORC, and Cdc6 proteins in determining the replication
competence of chromatin in quiescent cells. J Struct Biol. 2000 Apr;129(2-3):198-
210.

Musahl C, Holthoff HP, Lesch R, Knippers R. Stability of the replicative Mcm3
protein in proliferating and differentiating human cells. Exp Cell Res. 1998 May
25;241(1):260-4.

Sueyoshi T, Moore R, Sugatani J, Matsumura Y, Negishi M. PPP1R16A, the
membrane subunit of protein phosphatase 1beta, signals nuclear translocation of the
nuclear receptor constitutive active/androstane receptor. Mol Pharmacol. 2008
Apr;73(4):1113-21.

Lauring B, Sakai H, Kreibich G, Wiedmann M. Nascent polypeptide-associated
complex protein prevents mistargeting of nascent chains to the endoplasmic
reticulum. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995 Jun 6;92(12):5411-5. Erratum in: Proc
Natl Acad Sci U S A 1995 Aug 15;92(17):8088.

Buell GN, Talabot F, Gos A, Lorenz J, Lai E, Morris MA, Antonarakis SE. Gene
structure and chromosomal localization of the human P2X7 receptor. Receptors
Channels. 1998;5(6):347-54.

Yotov WV, St-Arnaud R. Mapping of the human gene for the alpha-NAC/1.9.2
(NACA/1.9.2) transcriptional coactivator to Chromosome 12¢23-24.1. Mamm
Genome. 1996 Feb;7(2):163-4.

Yulug IG, See CG, Fisher EM, Ylug IG. The DAD1 protein, whose defect causes
apoptotic cell death, maps to human chromosome 14. Genomics. 1995 Mar
20;26(2):433-5. Erratum in: Genomics 1995 Jul 1;28(1):129.

Kulke MH, Freed E, Chiang DY, Philips J, Zahrieh D, Glickman JN, Shivdasani
RA. High-resolution analysis of genetic alterations in small bowel carcinoid tumors
reveals areas of recurrent amplification and loss. Genes Chromosomes Cancer.
2008 Jul;47(7):591-603.

Loeffen JL, Triepels RH, van den Heuvel LP, Schuelke M, Buskens CA, Smeets
RJ, Trijbels JM, Smeitink JA. cDNA of eight nuclear encoded subunits of
NADH:ubiquinone oxidoreductase: human complex | cDNA characterization
completed. Biochem Biophys Res Commun. 1998 Dec 18;253(2):415-22.

Woerner SM, Kloor M, Mueller A, Rueschoff J, Friedrichs N, Buettner R, Buzello
M, Kienle P, Knaebel HP, Kunstmann E, Pagenstecher C, Schackert HK, Méslein
G, Vogelsang H, von Knebel Doeberitz M, Gebert JF; German HNPCC
Consortium. Microsatellite instability of selective target genes in HNPCC-
associated colon adenomas. Oncogene. 2005 Apr 7;24(15):2525-35.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4708, Erisim tarihi: 15 Mayis 2010

96



93. Chevillard S, Ugolin N, Vielh P, Ory K, Levalois C, Elliott D, Clayman GL, El-
Naggar AK. Gene expression profiling of differentiated thyroid neoplasms:
diagnostic and clinical implications. Clin Cancer Res. 2004 Oct 1;10(19):6586-97.

94. Jackson RS 2nd, Cho YJ, Liang P. TIS11D is a candidate pro-apoptotic p53 target
gene. Cell Cycle. 2006 Dec;5(24):2889-93.

95. Lin A, Chan YL, McNally J, Peleg D, Meyuhas O, Wool IG. The primary structure
of rat ribosomal protein L7. The presence near the amino terminus of L7 of five
tandem repeats of a sequence of 12 amino acids. J Biol Chem. 1987 Sep
15;262(26):12665-71.

96. Thompson MD, Jacks CM, Lenvik TR, Gantt JS. Characterization of rpsl17, rp19
and rpl15: three nucleus-encoded plastid ribosomal protein genes. Plant Mol Biol.
1992 Mar;18(5):931-44.

97. Wool IG. The structure and function of eukaryotic ribosomes. Annu Rev Biochem.
1979;48:719-54.

98. Sertel S, Eichhorn T, Sieber S, Sauer A, Weiss J, Plinkert PK, Efferth T. Factors
determining sensitivity or resistance of tumor cell lines towards artesunate. Chem
Biol Interact. 2010 Apr 15;185(1):42-52.

99. Yeates TO. Structures of SET domain proteins: protein lysine methyltransferases
make their mark. Cell. 2002 Oct 4;111(1):5-7.

100.Huang J, Perez-Burgos L, Placek BJ, Sengupta R, Richter M, Dorsey JA, Kubicek
S, Opravil S, Jenuwein T, Berger SL. Repression of p53 activity by Smyd2-
mediated methylation. Nature. 2006 Nov 30;444(7119):629-32.

101.Brown MA, Sims RJ 3rd, Gottlieb PD, Tucker PW. Identification and
characterization of Smyd2: a split SET/MYND domain-containing histone H3
lysine 36-specific methyltransferase that interacts with the Sin3 histone deacetylase
complex. Mol Cancer. 2006 Jun 28;5:26.

102.Komatsu S, Imoto I, Tsuda H, Kozaki KI, Muramatsu T, Shimada Y, Aiko S,
Yoshizumi Y, Ichikawa D, Otsuji E, Inazawa J. Overexpression of SMYD2 relates
to tumor cell proliferation and malignant outcome of esophageal squamous cell
carcinoma. Carcinogenesis. 2009 Jul;30(7):1139-46.

103.Hinsch N, Frank M, Doring C, Vorlander C, Hansmann ML. QPRT: a potential
marker for follicular thyroid carcinoma including minimal invasive variant; a gene
expression, RNA and immunohistochemical study. BMC Cancer. 2009 Mar
26;9:93.

104.Fernandez-Madrid F, Tang N, Alansari H, Granda JL, Tait L, Amirikia KC,
Moroianu M, Wang X, Karvonen RL. Autoantibodies to Annexin XI-A and
OtherAutoantigens in the Diagnosis of Breast Cancer. Cancer Res. 2004 Aug
1;64(15):5089-96. Erratum in: Cancer Res. 2006 May 15;66(10):5526.

105.Seo PS, Quinn BJ, Khan AA, Zeng L, Takoudis CG, Hanada T, Bolis A, Bolino A,
Chishti AH. Identification of erythrocyte p55/MPP1 as a binding partner of NF2
tumor suppressor protein/Merlin. Exp Biol Med (Maywood). 2009 Mar;234(3):255-
62.

97



106.Choi YW, Bae SM, Kim YW, Lee HN, Kim YW, Park TC, Ro DY, Shin JC, Shin
SJ, Seo JS, Ahn WS. Gene expression profiles in squamous cell cervical carcinoma
using array-based comparative genomic hybridization analysis. Int J Gynecol
Cancer.2007 May-Jun;17(3):687-96.

107.Bossy-Wetzel E, Barsoum MJ, Godzik A, Schwarzenbacher R, Lipton SA.
Mitochondrial fission in apoptosis, neurodegeneration and aging. Curr Opin Cell
Biol. 2003 Dec;15(6):706-16.

108.Gandre-Babbe S, van der Bliek AM. The novel tail-anchored membrane protein
Mff controls mitochondrial and peroxisomal fission in mammalian cells. Mol Biol
Cell. 2008 Jun;19(6):2402-12. Epub 2008 Mar 19.

109.Yin Y, Liu YX, Jin YJ, Hall EJ, Barrett JC. PAC1 phosphatase is a transcription
target of p53 in signalling apoptosis and growth suppression. Nature. 2003 Apr
3;422(6931):527-31.

110.Romanuik TL, Ueda T, Le N, Haile S, Yong TM, Thomson T, Vessella RL, Sadar
MD. Novel biomarkers for prostate cancer including noncoding transcripts. Am J
Pathol. 2009 Dec;175(6):2264-76.

111. Zhu M, Wang F, Yan F, Yao PY, Du J, Gao X, Wang X, Wu Q, Ward T, Li J,
Kioko S, Hu R, Xie W, Ding X, Yao X. Septin 7 interacts with centromere-
associated protein E and is required for its kinetochore localization. J Biol Chem.
2008 Jul 4;283(27):18916-25.

112.Assier E, Bouzinba-Segard H, Stolzenberg MC, Stephens R, Bardos J, Freemont P,
Charron D, Trowsdale J, Rich T. Isolation, sequencing and expression of RED, a
novel human gene encoding an acidic-basic dipeptide repeat. Gene. 1999 Apr
16;230(2):145-54.

113.Smallridge RC, Marlow LA, Copland JA. Anaplastic thyroid cancer: molecular
pathogenesis and emerging therapies. Endocr Relat Cancer. 2009 Mar;16(1):17-44.

114.Rodrigues RF, Roque L, Rosa-Santos J, Cid O, Soares J. Chromosomal imbalances
associated with anaplastic transformation of follicular thyroid carcinomas. Br J
Cancer. 2004 Jan 26;90(2):492-6.

115.Dulubova I, Horiuchi A, Snyder GL, Girault JA, Czernik AJ, Shao L, Ramabhadran
R, Greengard P, Nairn AC. ARPP-16/ARPP-19: a highly conserved family of
cAMP-regulated phosphoproteins. J Neurochem. 2001 Apr;77(1):229-38.

116.Tian Q, Stepaniants SB, Mao M, Weng L, Feetham MC, Doyle MJ, Yi EC, Dai H,
Thorsson V, Eng J, Goodlett D, Berger JP, Gunter B, Linseley PS, Stoughton RB,
Aebersold R, Collins SJ, Hanlon WA, Hood LE. Integrated genomic and proteomic
analyses of gene expression in Mammalian cells. Mol Cell Proteomics. 2004
Oct;3(10):960-9.

98



OZGECMIS

1978 yilinda izmir’de dogdu. Ortadgrenimini Samsun Anadolu Lisesi’nde tamamlad.
Lisans egitimini Marmara Universitesi Atatiirk Egitim Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde
2001 yilinda, Yiiksek Lisans Egitimi’ni ise Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’'nda “Gebelikte serum arginaz seviyesi ile arginaz gen
cokyapililigr arasindaki iliskinin arastirilmasi” konulu tez ¢aligmasi ile 2004 yilinda
tamamladi. Ardindan, 2004 yilinda ayni anabilim dalinda doktora egitimine baglayan
Yusuf Ziya IGCI ingilizce bilmekte; evli ve 1 cocuk babasidir.






	TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	SİMGE ve KISALTMALAR
	ŞEKİL LİSTESİ
	TABLO LİSTESİ
	RESİM LİSTESİ
	ÖZET
	ABSTRACT
	GİRİŞ ve AMAÇ
	GENEL BİLGİLER
	Tiroid Bezi
	Tiroid neoplazileri
	Foliküler Adenom
	Papiller tiroid karsinom
	Foliküler tiroid karsinom
	Hurthle hücreli (onkositik) karsinom

	Medüller tiroid karsinom
	Farklılaşmamış (anaplastik) karsinom
	Diğer tiroid neoplazileri

	Hücre döngüsü ve kanser oluşumu
	Tiroid neoplazilerinin oluşumu ve moleküler temeli
	Tiroid kanser saldırganlığına yönelik belirteçler
	Ailesel Geçiş özellikleri
	İnce iğne aspirasyon biyopsisi
	Tiroid kanser tanısında genetik belirteçler
	BRAF
	RET/PTC
	PAX8-PPARγ

	İmmunohistokimyasal belirteçler
	Galektin-3
	HBME-1
	hTERT ve Telomerase
	İmmüno sitokimyasal paneller

	Tiroid kanser tanısında mikro RNA
	Mikrodizin analizleri

	GEREÇ ve YÖNTEM
	Grupların oluşturulması ve doku örneklerinin temini
	Kullanılan çözeltiler
	Örneklerden RNA eldesi
	RNA konsantrasyonlarının hesaplanması
	RNA örneklerinden tek sarmal cDNA yapılması
	Differential Display-PCR yöntemi
	İkinci sarmal cDNA eldesi
	Örneklerin poliakrilamid jelde yürütülmesi
	Camların hazırlanması
	Poliakrilamid jelin hazırlanması
	Örneklerin hazırlanması
	Örneklerin jele yüklenmesi ve elektroforez işlemi
	Örneklerin gümüş boyama ile görüntülenmesi


	Farklı ifade edilen genlerin tespiti
	Densitometrik ölçüm yolu ile gen ifade analizi

	İstatistiki hesaplamalar
	DNA dizin analizi
	BLAST işlemi
	Bulunan genler arası etkileşimler

	BULGULAR
	Aday bölgelerin ölçüm yolu ile sınanması ve istatistikî bulgular
	DNA dizin ve BLAST analizleri
	Ölçüm değerlerinin grafiksel gösterimi
	Gen ifadelerindeki ölçüm değerleri kullanılarak moleküler ayrım yapılması
	İlişkili bulunan genlere ait bilgiler
	Protein fonksiyonu veritabanında protein etkileşimlerinin karşılaştırılması

	TARTIŞMA
	KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ

