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OZET

Farkli viicut sivilarinda bulunan niikleik asitler farkli ozellikleri nedeni ile
aragtirtlmigtir.  Bunlar arasinda sirkiiler serbest DNA (ccfDNA) 1948 yilinda
kesfedilmistir. Fakat bir¢ok yetersizliklerden dolay1 uzun yillar ¢calisiimamistir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar ccfDNA’nin hastaliklar i¢cin Onemini ortaya
koymustur. Dolasim sistemindeki ccfDNA’nin varligr tiroid hastaliklar: i¢in yeni
biyobelirtegler arastirmada KusSursuz bir firsat sunmaktadir. Tez g¢alismasinin ilk
amaci, farkli tiroid hastaliklarinin ccfDNA miktarlarmi belirlemek, bu miktarlarin
hastalik gruplar1 ve kontrol grubu arasinda degisip degismedigini degerlendirmektir.
Bu calismanin ikinci amaci ise ccfDNA’da bulunan total DNA metilasyon miktarini
Olgerek tiroid hastaliklar1 i¢in biyomarker olma potansiyelini degerlendirmektir. Bu
amagla hasta gruplar1 ve saglhkli bireylerinden kan 6rnekleri alinmistir. Qubit 2.0
cihaza kullanilarak plazma &rneklerindeki ccfDNA miktar1 8l¢iilmiistiir. Izole edilen
DNA’lardan Elisa yontemine dayali kit yardimiyla total SmC miktar1 belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore benign, tiroidit ve malign hastalarinin kanlarindaki
ccfDNA miktarinin istatistiksel olarak kontrol grubundan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bundan dolay1 alinan 6rneklerdeki ccfDNA miktari tiroid hastaliklari igin
farklilik gostermekte ve bir biyomarker olma potansiyeli tasimaktadir. Diger taraftan,
tiroidit hastalarindan elde edilen DNA metilasyon (5SmC) miktar1 kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur. Malign ve benign gruplar1 kontrol
grubu ile metilasyon dereceleri karsilastirildiginda anlamli bir fark goériilmemistir.
Hastalik gruplar1 da kendi arasinda karsilastirildiginda malign ve benign gruplari
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken, tiroidit ve benign ile tiroidit ve
malign grublar1 arasinda istatistiksel olarak fark goriilmiistiir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda bu ¢aligmada tiroid hastalarinin tedavisinde ve kanser
teshisinde ccfDNA’nin ve onun metilasyon derecesinin biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi onerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Epigenetik, 5mC, ccfDNA, Tiroid, Kanser
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ABSTRACT

Nucleic acids in different body fluids have been investigated for their different
properties. Among these, circulation cell free DNA (ccfDNA) was invented in 1948.
However, it has not been studied for many years due to many deficiencies. Recent
studies have been indicated the importance of ccfDNA for diseases. Thus, the
presence of ccfDNA in the circulatory system provides an excellent opportunity to
investigate new biomarkers for thyroid diseases. The first aim of this study was to
determine the ccfDNA levels of different thyroid diseases and to determine whether
these amounts vary between disease groups and control groups. The second aim of
the study was to evaluate total the DNA methylation (5mC) level in ccfDNA as
biomarker of thyroid diseases. For this purpose, blood samples were taken from
patients and healthy individuals. The amount of ccfDNA in plasma samples was
measured with the Qubit 2.0 instrument. A total of 5mC in ccfDNA was determined
by means of the Elisa based kit. According to the results, the amount of ccfDNA in
the plasma samples of benign, thyroiditis and malignant patients was statistically
higher than the control group. Therefore, the amount of ccfDNA in plasma samples
of thyroid diseases vary and has the potential to be a biomarker. On the other hand,
the amount of DNA methylation (5mC) obtained from thyroiditis patients was found
to be statistically higher than the control group. When the maling and benign groups
were compared with the control group, no significant difference was observed. When
the disease groups were compared, there was no statistically significant difference
between benign and malignant groups, whereas thyroiditis and benign groups were
statistically different between thyroiditis and malignant groups. As a result of the
data, it is suggested that ccfDNA and its degree of methylation can be used as

biomarkers for diagnosis of thyroid patients.

Keywords: Epigenetics, 5mC, ccfDNA, Thyroid, Cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Tiroid bezi kaynakli hastaliklar, tiim diinyada yaygin olarak goriilen hastaliklar
arasinda olup 6zellikle nodiillerine gok sik rastlanmaktadir (Larsen, 2003). Ayrica,
endokrin diizensizliklere yol agma potansiyelinde olan hastaliklardir (Garmendia
Madariaga ve ark., 2014). Tiroid bezi hastaliklar1 popiilasyonun %3-5'ini etkilemekte
ve diabetes mellitustan sonra en sik goriilen endokrin hastalik olma ozelligini
tasimaktadir (Thomusch ve ark., 2000). Yapilan tahminlere gore, Avrupa
popiilasyonunun %6.71’i ve Amerika popiilasyonunun ise %4.78’inde ise tiroid
bezine bagl diizensizlikler oldugu ve bunlarin da hala teshisinin yapilmamis oldugu
tahmin edilmektedir (Diez ve ark., 2005). Teshis edilmeyen bu bireylerin sayilari,
giiniimiizde var olan ve teshis edilmis bireylerin sayilarinin neredeyse yarisi kadardir
(Cooper ve Ridgway, 2002). Amerika’da yapilmis bir popiilasyon calismasinda,
13344 bireyin incelendigi ve tiroid hastaligi teshisi i¢in analiz edilmemis insan
popiilasyonun %4,6’s1  hipotiroidizim ve %]1.3’ti ise hipertiroidizim oldugu
bildirilmistir (Hollowell ve ark., 2002). Baska bir ¢calismada da, benzer sonuglar elde
edilmig, incelenen popiilasyonun %4.94 ve 9%1.72’si hipotiroidizim ve
hipertiroidizim olarak teshis edilmistir (Garmendia Madariaga ve ark., 2014). Tiim
bu bulgular, toplumlarda, tiroid bezine bagl hastaliklarin yaygm olmasmin disinda,
hala teshis edilmemis ancak tiroid bezinde diizensizlik yasayan bireyler oldugunu

gostermektedir.

Tiroid fonksiyon bozuklugu ve hipotiroidizim toplumda yayginlasmakla birlikte,
ozellikle orta yas ve kadinlarda daha fazla goriilmektedir. Bu durum, daha ¢ok tiroid
inflamasyonuna baglanmaktadir. Tiroidit, kisacas1 tiroid bezinin iltihaplanmasi
olarak bilinmektedir. Iyilesme durumuna gore akut, gecikmis ve kronik tiroiditis
seklinde 3 gruba ayrilmaktadir. Farkli sebepleri olmakla birlikte, Hashimato Tiroiditi
yaygin ve ayni sekilde yagsami tehdit eden bir tiirdiir. Hashimato Tiroiditi bagisiklik
sisteminin belli olmayan nedenlerle bozulmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bazi
faktorlerin de drnegin; iyotlu tuzun asir1 alimi, radyasyon maruziyeti, genetik yap1 ve

cesitli hormonlarin Hashimato Tiroiditinin gelismesinde etkili oldugu bilinmektedir.

Genel olarak, tiroid nodiilii, tiroid bezini olusturan hiicrelerin anormal sekilde

bdliinmesi ve sonunda bezin biiylimesi ile karakterize edilir. Birgogu toplumda iyi



huylu olarak da adlandirilan, benign karakterde nodiillerdir. Giliniimiizde, tiroid
nodiilleri kadmlarda %5 oraninda goziikiirken, erkeklerde %1 oraninda
goziikmektedir. Kadmlara kiyasla, erkeklerde goriilen nodiillerin %95°i ¢ogunlukla
benign karakterdedir. Yaklasik %35-8’1 benign nodiil ise tiroid kanseri haline
dontismektedir (Cooper ve ark., 2009). Tiroid malignansileri, endokrin sistemin en
onemli malignant tiimorleridir ve %1 oraninda goriilmektedir. Tiroid bezinde dort
farkli timor tipi goriilmektedir. Bunlar papillar, folikiiler, medullar ve anaplastik
karsinoma olarak smiflandirilmaktadir. Kanserlerin biiyiik bir kismi, folikiiler hiicre
kaynaklidir (Cooper ve ark., 2009). Papillar ve folikiiler karsinomalari iceren
farklilasmig tiroid kanserleri, tiim tiroid kanserlerinin > %90 nin1 olusturmaktadir
(Sherma, 2003). Amerika’da yapilan bir ¢alismada, 2014 yilinda yaklasik 63.000
yeni tiroid kanseri vakasinin oldugu tahmin edilmistir (Siegel ve ark., 2014). Uzun
yillar takip edilen artis diizeyleri dikkate alindiginda, 1975 ve 2009 yillar1 arasinda,
tiroid kanserlerinde her yil yaklasik olarak 3 kat artis oldugu tespit edilmistir (Davies
ve Welch, 2014). Son zamanlarda, yapilan popiilasyon ¢alismasinda, 2000 ile 2012
yillar1 arasinda, tiroid kanseri oraninin iki kat arttigi tespit edilmistir (Brito ve ark.,
2015).

Gilintimiizde tiroid hastaliklarinin tanisi i¢in temelde ultrason ve/veya igne
biyopsisi kullanilmaktadir. Tan1 amaciyla, yiiksek ¢Ozlniirliiklii ultrason siklikla
kullanilan bir yontem olup, tesadiifii segilen bireylerin %19-68‘ini teshis
edebilmektedir. igne biyopsisi yaygin bir sekilde kullanilmasma ragmen, maligant
timorlerin tan1 ve tedavisinde yeteri kadar doku ve spesifik doku alamama, doku
alinsa bile yetersiz sitolojik teknikler gibi nedenlerden dolayr basarisizlik
olusmaktadir. Bu durumda, yeniden 6rnek alimi siireci yasanmaktadir. Bu sekildeki
basarisizliklar yaklagik olarak %20 civarindadir. Tim bu siirecler dikkate
alindigmmda, hem tiroid hastaliklarin teshisi zorlagmakta, hem de biiyik
popiilayonlarin taranmasi zorlagmaktadir. Nitekim giiniimiiz toplumlarinda, hala
teshis edilmemis belli oranda bireyin oldugu bilinmektedir. Dolayist ile ulagilabilir,
tekrar edilmesi kolay ve giivenilir sonug veren, tiroid hastaliklarinin spesifik olan

yeni markirlarin bulunmasi, tiroid hastaliklar1 i¢in 6nemlidir.



Hastaliklarda, 6zellikle de kanserde, erken ve kesin taninin molekiiler diizeyde
belirlenmesi bilim ¢evreleri i¢in Oncelikli arastirma konular1 arasinda yer almaktadir.
Kanserin tipine ve gelisimine gore viicut sivilarinda elde edilebilecek
biyobelirteglerin belirlenmesine yonelik calismalar devam etmektedir. Bu amacla
proteomik, genomik, epigenetik, immunogenetik ve diger molekiiller tizerinde yogun
caligmalar yiiriitiilmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda bazi basarilar elde
edilmistir fakat elde edilen bu ¢alismalardan %100 basar1 orani saglanamamistir.
CcfDNA 1948 yilinda literatiire girmistir ancak teknolojik yetersizlikler nedeniyle
uzun yillar tizerinde pek caligma yapilmadan kalmistir (Koffler ve ark., 1973). Son
on vyildaki teknolojik gelismelerle, ozellikle genom dizileme islemlerindeki
ilerlemelerle ccfDNA tekrar bilim diinyasimin ilgisini ¢ekmistir (Davis Jr ve Davis
Iv, 1973). Bu gelismelere bagli olarak metastazin mekanizmasi tekrar tartigilir
konuma getirilmig, genometaztazdan s6z edilmeye ve bu alanda yeni ¢aligmalarin
yapilmasi gerektigi ifade edilmistir (Garcia-Olmo ve ark., 2010). CcfDNA bu konuda
onemli bir biyomolekiildiir. Kanserin tipiyle, gelisimiyle, kan plazmasindaki
miktariyla, plazmada bulunan diger molekiillerle olan iliskisiyle, metilasyon ve
asetilasyon derecesiyle kanser calismalarinda olduk¢a fazla ilgi ¢ekmektedir.
CcfDNA’dan yola ¢ikilarak, kisinin kanser olup olmadigi, kanser gelismis ise
viicutta metastazin olup olmadigini belirlemek, tedavi siirecinin izlenmesinde
basarinin  elde edilip edilmedigini, cerrahi miidahale i¢in karar verilip
verilemeyecegini belirlemede olduk¢a umut vaat etmektedir. Bu kapsamda, bu
calismanin gergeklestirilmesi, troid hastalarmin kanser teshisinde ve tedavisinde
ccfDNA’nin ve onun metilasyon derecesinin molekiiler biyobelirte¢ olarak kullanilip

kullanilamayacagin1 belirlemeye yonelik 6nemli katki saglayacaktir.



2. GENEL BILIGILER
2.1. Tiroid Tanim

Tiroid bezi boynun 6n tarafinda vertebra arasina yerlesmis damarlarla zengin bir
organdir. Viicudun enerji kullaniminda ve depolamasinda Tiroid bezi iki dnemli
hormon salgilamaktadir. Bu hormonlar tiroksin (T4) ve triodotironin (T3).
2.1.1. Tiroid Bezi Embriyolojisi

Tiroid bezi endokrin bezler i¢inde ilk olusan bezdir. Gebeligin 24. giiniinde
gelismeye baslamaktadir. Bu bez, gelisen yutak tabaninin median yiiziinde
endodermal epitelyum hiicrelerinin ¢ogalmasi ile olusmaya baslar. Bu ilk gelisim
bolgesi iki dnemli yapinin (tuberkulum impar ve kopula) arasindadir (Ustiin, 2002).
Tiroid bezinin ilk yapisi orta hatta basit bir epitelyum kalinlasmasi olarak goriilmeye
baslar. Tiroid bezi olusumunu ortalama 8. ve 9. haftalarda tamamladigi, tiroksin
sentezini ise 10. haftalarda gerceklestirildigi belirtilmistir (Ustiin, 2002). Tiroid
bezinin gebeligin 10. haftasinin sonunda olugmaktadir. Gebeligin oniigiincii
haftasindan itibaren hipofiz ve serumda TSH’mn bulunacagi, gebeligin onsekizinci
haftasindan itibaren TSH ve T4’in artmaya basladigi ve tiroiddeki iyot
konsantrasyonunun yiiksek seviyelere ciktig1 belirtilmistir (Isgdr, 2000). Ortalama
30-35. Haftalardan itibaren hipotalamus, hipofiz ve tiroidin olustugu ve TSH, T3, T4
diizeylerinin dogumdan sonraki bir iki hafta iginde eriskinlerdeki gibi normal
seviyeye ulastig1 bilinmektedir (Isgor, 2000).
2.1.2. Tiriod Bezi Anatomisi

Tiroid bezi kahverengi-kirmizi renkte ve kan damarlarindan olusan boynun alt
kismmda anteriorda, 5. servikal vertebra ile birinci torasik vertebra arasinda
bulunmaktadir. H ve U seklinde olan tiroid bezi 2 adet lateral lob ve bunlar1 baglayan
median bir istmustan olugmaktadir. Tiroid bezi endokrin bezlerin en biiyiigidiir.
Ortalama 25 g agiwrligindadir. Tiroid bezinin boyutlari, bireyler arasinda degisiklik
gostermektedir. Tiroid bezi genellikle kadinlarda erkeklere gore daha agirdir.

Kadinlarda menstriiasyon ve gebelik donemlerinde agirlik daha da artmaktadir
(Gray, 1918).
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Sekil 1: Tiroid bezi anatomisi (https://www.inploid.com/t/tiroid-bezi-nedir-ve-ne-ise-yarar-tiroid-
rahatsizliklarinin-belirtileri-nelerdir/39773/)

2.1.3. Tiroid Fonksiyon Testleri

Tiroid bezi tiroksin (T4) ve tri-iyodotironin (T3) olarak adlandirilan hormonlar
salgilamaktadir. T3 hormonu aktif bir hormondur. Tiroid hormonlar1 neredeyse tim
dokularin normal fonksiyonu igin gereklidir (Gardner ve ark., 2007). Tiroid
hormonlarinin islevlerini asagidaki gibi siralayabiliriz.

v Normal biiylime ve gelismeyi saglar

v’ Kalp hizin1 diizenler

v’ Iskelet ve kas sisteminin normal gelisimini saglar.

v Hamilelik sirasinda erken fetal beyin gelisimi i¢in 6nemli bir belirleyicidir.

v/ Kadin fertilite fonksiyonlarin1 etkiler (ovulasyon, diisiik riski, olii dogum,

prematurite ).

Tiroid fonksiyon testleri, tiroid islev bozuklugu, tiroid nodiillerinin yaygin
olmas1 ve tiim branglarm hastalik aywrici tanisi ve taramalarda oldukga sik

kullanilmaktadir. Tiroid fonksiyon laboratuvar testleri 5 katagoride incelenebilir;

v" Hipotalamo-hipofizer-tiroid aksin durumunu belirleyen test: TSH

v Serum T4 ve T3 konsantrasyonu

v" Tiroid otoantikor testleri

v" Tiroid iyot metabolizmasini yansitan testler

v" Tiroid hormonlarmm dokudaki etkisini yansitan testler (Larsen, 2003).

A- TSH

TSH hipofiz bezinden salgilanan bir hormon olarak bilinmektedir. Bu hormon

kan yolu ile tiroid bezine giderek tiroid hormonu iiretimini saglamaktadir. TSH



diizeyleri, serbest T3 ve serbest T4 diizeylerindeki degisikliklere yanit verdiginden
ilk tarama testi olarak kullanilmaktadir (Celik ve Kadioglu, 2010). TSH 6lgtimlerinde
Klinik Biyokimya Kilavuzlarinda 6lgiimlerin 0.02 mU/L’den daha diisiik diizeyleri
gosterebilmesini dngormektedir. Genellikle immunoradyometrik analiz (IRMA) ve
radyoimmun analiz (RIA) olmak tizere 2 6l¢iim yontemi kullanilmaktadir (Ortiga-

Carvalho ve ark., 2005).

Anormal TSH diizeyleri saptandiginda hipotiroidi veya hipertiroidi hormon
diizeylerine bakilmas1 gerekmektedir. TSH hormon seviyesi yasa ve cinsiyete bagh
olarak ortalama 0.4- 4.0 mlU/L olarak kabul edilmektedir. TSH degeri 0.1 mlU/L
degerinin altinda ise sT4 ve sT3 hormon degerleri yiiksek oldugunu gostermektedir.
Bu da hastanin hipertiroidi oldugu anlasilmaktadir. TSH degeri 10-15 mlU/L
arasinda veya vyiiksek ise sT4 ve sT3 degerlerinin diisiik oldugu anlasilir ve

hipotiroidi oldugunu gostermektedir.

B- Total T4 ve T3

T4 baglayan en biiyiik protein olan TBG (Tiroksin Baglayici Globulin)
degisimlerinden etkilenmektedir. TBG tiroid hormonlarin1 tasiyan en biiyiik
proteindir. Ornegin gebe bir kadinda &strojen hormon seviyesinin yiiksek olmasi
TBG seviyesini yiikseltir ve total T4 diizeyinin de yiikselmesine sebep olmaktadir.
Total T3 degisimleri de TBG degisimlerinden etkilenmektedir. Klinik hipertiroidi
durumlarinda T3 artis1 T4 artisindan daha belirgin ancak tiroiditlerde T4‘e oranla
daha hafif artiglar goriilmektedir. Hipotiroidinin erken donemlerinde Total T4
diiserken T3 normal kalabilir. Normal bir eriskinde T4 64-142 nmol/L (5-11 pg/dl),
total T3 1.1-2.9 nmol/L’dir (70-190 ng/dl) (Larsen, 2003).

C- Serbest T4 ve T3

Serbest tiroid hormon konsantrasyonlar1 IRMA veya eqilibrium dialysis ile
Olgiilmektedir (Nelson ve ark., 1994). ST4 ve sT3 degerlerinin Slgiilmesi tiroid
hastaliklarinin tani1 konulmasinda énemli bir yeri vardir (Celik ve Kadioglu, 2010).
ST3 diizeyi hipertiroidinin siddetini gostermede, tedaviye yanitinin izlenmesinde,
baz1 hipertiroidili hastalarin ayirici tanisinda daha ¢ok ise yarar. ST3 o6zellikle Graves

hastaliginda ve bazi toksik nodiiller guatr hastalarinda daha ytlikselmektedir. Graves



hastalig1 proteinin yapisindaki antikorlarmm anormal sekilde artmasmdan dolay1
viicuda zarar vermesidir.

D- Tiroglobiilin ( TG)

Tiriglobiilin 0.1ng/ ml kadar diisiik diizeyleri Olgebilecek hassasiyette IRMA
veya RIA ile Olgiilebilmektedir. TG Olgiimiiniin iki 6nemli endikasyonu vardir
(Cooper, 2007).

1. Tiroid epitelyal kanserlerin (papiller, follikiiler, Hiirtle hiicreli karsinomlar)

saptanmast.

2. Eksojen tiroid hormon alimimnin gergek hipertiroididen ayrimidir.

Tiroglobiilin degerlerinde IRMA o6l¢limiinde diisiik, RIA Ol¢tiimiinde yiiksek
deger elde edilmektedir. Serum TG diizeyi malign nodiilleri benign nodiillerden ayirt
ettirmez (Celik ve Kadioglu, 2010). Kadinlarda bu deger erkelere gore daha yiiksek
cikmaktadir. Gebe ve yeni doganlarda bu deger oldukca yiiksektir.

2.2. Tiroid Hastahklan
2.2.1.Benign Tiroid Hastahklar Nodiilleri

Tiroid nodiilleri jelatimsi kolloid materyalden zengin olup, ¢evre dokudan farkli
yapida ve radyolojik olarak etraf tiroid parenkiminden ayrilabilir lezyonlardir
(Cooper, 2009). Tiroid nodiiliiniin fazlalig1 iyot alimima bagh olarak degismektedir.
Ulkemizde tiroid hastahigi oldugu bilinen 1831 hastada yapilan bir ¢alismada,
hastalarin %67 sinin 6tiroid ve diffiiz guatrli, %33 lnilin nodiiller guatrli oldugu
goriilmiistiir (Urgancioglu, 1997). Yapilan ¢alismalara gore tiroid nodiilii kadinlarda

(20-40 yas) erkeklere gore 2 kat fazla oldugu bulunmustur.

Hasta sorgulanmasinda genellikle asagidaki Ozelliklere bakilmaktadir. Bu

ozellikler:

Yas

Cinsiyet

Baslangi¢ ve biiylime hiz1
Radyasyon

Aile hikayesi

AN N N NN

Ailede gecirilmis tiroit hikayesi



Ses kisiklig1
Oksiiriik
Yutma giigligii
Dispne, stridor
Boyunda sislik
Nodiilde sertlik

Fizik muayene bulgulari

AN NN N Y N N N

Boyun muayenesi: Nodiiliin 6zellikler, Lenf nodlar1 Pemberton bulgusu, agri,
cilt (hiperemi)

Larenks muayenesi

Ates

Kalp atim hiz1

Solunum sayis1

(G6z muayenesi

Ellerde tremor

HT ( MEN sendromu, hipertiroidi )

AN N N N N NN

Tiroid hastalarinda metabolik ve etyolojiyi arastirmasinda ilk yapilmasi gereken
Olciim TSH o6l¢iimiidiir. TSH 6l¢timii durumu belirlemek i¢in ideal bir yontemedir.
Hipotalamus — hipofiz- tiroid aksindaki biitiinliigiin bilinmesinde TSH en iyisidir.
Otiroit bir hastada TSH seviyesi 0.3-0.5 mU/L araliginda olmaktadir (Ozbilen Acar
ve Cam, 2011).

Hipotalamus

Hipofiz

é{j
\]’

Sekil 2: Tiroid bezi hormon semas: (http://drhalilerturk.com/hipotiroidi-tani-tedavi-ve-takibi/)

Tiroid bezinin anatomisini daha iyi gorebilmek icin tiroid ultrasonografisi
(USG), tiroid sintigrafisi (STG) veya bilgisayarli tomografiye (BT) bakilmakadir. Bu



yontemler nodiillerin biiyiikliigiinii, lokalizasyonu malign siliphesi, solid, kistik, ve
mistik yapida nodiillerin ayriminda, tiroid bezinin kan akiminmn goriintiilenmesinde

bize yardimc1 olmaktadir.

A- Nodiil Tipleri

a) Kistik Nodiiller: Bu nodiil tipi genellikle i¢i kolloid sivist ile dolu nodiillerdir.
Sivinin rengi ¢ikolata, saman sarist ve kanli renkte olabilmektedir. Kistik nodiillerin
icindeki sivi peruktan ethanol tedavisi ile bosaltilabilir. Kistik nodiillerin sonradan
kanser riski olusturduguna dair fikir birligi heniiz yoktur. Bir ¢calismada piir kistik
nodiillerin (tiim nodiiller i¢inde < %2) beklenmeyen sekilde malignensi orani yiiksek
bulunmustur (Frates MC ve ark., 2006).

b) Mikst Nodiiller: Mikst nodiillerin solid ve kistik komponentleri mevcuttur.
Semptomatik hastalarda kistik boliimiin aspirasyonu ile kist bosaltilabilir (Ozbilen
Acar ve Cam, 2011).

¢) Otonom Nodiiller: Hastaya yapilan laboratuvar sonug¢larinda TSH diisiik veya
simira yakin ise otonom nodiil disiiniilmelidir. Yapilan tetkiklere otonom nodiiliin
fonksiyonu arastirilmalidir. Otonom nodiil hipertiroidiye neden oluyorsa
radyoaktifiyot veya cerrahi girisim ile tedavisi zorunludur ve bu girisim genellikle
antitiroit ilagla tedavi sonras1 yapilir (Ozbilen Acar ve Cam, 2011). Biiyiik otonom
nodiilii olan hastalarin (nodiil 3 c¢cm veya daha biiyiik) %20 kadar1 hipertiroit
olmaktadirlar. Bu nodiillerin ve mevcut hipertiroidizm riskinin azaltilmasi
radyoaktifiyot ile tahrip edilmeleridir.

A- Tiroid Nodiillerinde Tedavi Yontemleri

Yapilan tetkikler sonucunda benign nodiillii gosteriyor ise belli araliklarda tiroid
ultrasonografisi (USG) ¢ektirilmelidir. Bu aralikta nodiil stabil bir seyir seyrediyor
ise 3-5 yil da bir tiroid ultrasonografisi tekrarlanmalidir.

2.2.2. Malign Tiroid Hastaliklar1 Nodiilleri

Her yil diinyada yaklagik 122.000 tiroid kanseri ortaya ¢ikmaktadir. Kanserlerin
biiyiik bir cogunlugu folikiiler hiicre kdkenli olup bunlarn 6nemli bir bdliimii
olduk¢a yavas seyirlidir (Kurnaz ve Tekat, 2011). Malign nodiilli hastalarmn yas
ortalamasi geng ve orta yas arasinda sik goriilmektedir. Yapilan bir ¢ok ¢aligmada
malign nodiillii kanserlerin kadinlarda erkeklere gore 2-4 kat daha fazla oldugu

gostermektedir. Bu cinsiyet ayirimi ¢ocuklarda ve yashlarda goriilmemektedir. Bu



cinsiyet farkliligi akla tiroid kanser patogenezinde seks hormonlarinin ve
reseptorlerinin etkinligi var m1 sonucu getirmekle birlikte bunu destekleyecek fazla
bir calismada bulunmamaktadir (Negri ve ark., 1999). Malign nodiillii tiroid hastaligi
diinyada Danimarka, Hollanda gibi iilkelerde oran diisiikken, Amerika, Japonya,
Fransa, Avustralya‘da yiiksektir. Tiirkiye‘de bu dagilimda orta siralarda yer
almaktadir. 1970 yilindan itibaren tiroid kanser tanisi artmistir.

Malign nodiillii tiroiditler papiller, folikiiler, mediiller ve undiforamsiye
(anaplastik) olmak tizere 4 gruba ayrilmaktadir. Bu gruplarin altinda yatan farkli
morfolojik ve klinik 6zelliklerinin olmas1 ve molekiiler diizeyde farkli gen gruplarin
olmasidir (Kurnaz ve Tekat, 2011).

Papiller tiroid kanserin gelismesinde g¢evresel, genetik ve hormonal faktorlerin
etkileri mevcuttur. Cevresel faktorlerin etkileri genotoksik ve nongenotoksik olarak
smiflandirilmaktadir. Tiroid bezinin ¢evreden iyot ihtiyaci almasi tiroid bezi iizerinde
radyoaktif iyotun genotoksik (DNA hasari) etkisine ve iyot eksikliginde
nongenotoksik etkisine (TSH sitimiilasyonu) neden olabilmektedir (Kurnaz ve Tekat,
2011). Cocukluk doneminde radyasyona maruz kalma ile iki tiroid kanserinde risk
olusturmustur. 1986 Cernobil faciasindan sonra Beyaz Rusya’daki ¢ocuklarda tiroid
kanserinin arttig1 bildirilmistir (Williams, 2002). Ikinci diinya savasinda atom
bombasi1 sonrasinda tiim viicut radyasyona (gama ve nétron 1silar1) maruz kalirken,
cernobilde 6zellikle 1-131 ve 1-132 maruziyet s6z konusudur. Tiroid dokusu viicudun
diger dokularina gore iyotu bin kat daha fazla tutmaktadir. Radyasyon faciasinda 1
yas alt1 ¢ocuklarda tiroid kanser oraninda biiyiikk bir artis olmustur. On yas
cocuklarda bu oran daha da diisiiktiir. Bunun nedeni kii¢iik ¢cocuklarin yetiskinlere
gére iyot aliminin daha fazla olmasi radyoaktif iyotdan =zengin siit ile
beslenmeleridir. Siit radyoakdif iyotun viicuda ulagmasinda en Onemli besin
maddesidir (Kurnaz ve Tekat, 2011).

Radyasyon DNA’da ¢ifte kirilmalara neden olmakta ve RET ve TRK*nin tekrar
dizilimine neden olmaktadir (Kurnaz ve Tekat, 2011). Bu da kanserin neden oldugu
aciklanabilmektedir. Iyot eksikligi kansere neden olmaktadir (Medeiros-Neto ve ark.,
1998). Yapilan ¢aligmalarda yas, tiroid kanserinin en 6nemli faktorleri arasindadir.
Papiller tiroid kanserleri ileri yaslarda seyretmektedir. Kadinlarda bu sinir 50
erkeklerde 40‘tir (Cady, 1981). Cinsiyet 6nemli bir faktordiir. Tiroid kanserlerinde
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kadinlarda daha az niiksettigi ve daha uzun bir yasamla seyrettigi gosterilmistir
(Cady, 1981).

Folikiller —nodiilli  tiroid kanserleri tiroid kanserlerinin ~ %10-15’ini
olusturmaktadir. Kadinlarda sik goriilmektedir. Bu tip kanser iyot eksikligi olan
bolgelerde daha sik goriilmektedir. Bu tip kanser genel olarak akciger ve kemiklere
metastaz yapmaktadir.

Mediiller tiroild kanseri tiroid hormonun orta kesiminde c¢ hiicrelerinin
predominant oldugu bolgelerde goriilmektedir (Kurnaz ve Tekat, 2011). Bu kanser
tiirii tiim tiroid kanser tiirlerinin %5-10unu olusturmaktadir. Bireylerde goriilme yas1
50 civarinda seyretmektedir ve kadinlarda biraz daha fazla goriilmektedir. Bu kanser
tirii karaciger, akciger, kemiklere daha az olarak da beyin, yumusak doku ve kemik
iligine metastaz yapmaktadir.

Undiferansiye (anaplastik) kanser tiirlii agresif tiimor olarak tanimlanmaktadir.
Genellikle yashlarda goriilmektedir. Hastalarin sadece %25’1 60 yasm altindadir.
(Kurnaz ve Tekat, 2011). Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklere gére biraz daha
fazladir. Tiim tiroid kanser tiirlerinin %5 ‘den az olusturmaktadir.

Hastalarin tiimiinde hizla biiyiiyen kitle ile kendini géstermektedir. Tan1 olarak
solunum sikintisi, disfaji, servikal agrilar olarak kendini gostermektedir. En ¢ok
akciger, kemik ve beyne metastaz yapmaktadir.

2.2.3. Kronik Tiroidit Hastaliklar

Tiroid organmin mikroplu ya da mikropsuz iltihaplanmasi olay1 tiroidit
hastaligin1  meydana getirmektedir. Tiroidit en sik karsilasilan endokrin
bozukluklardir. Tiroidit tipleri:

1. Akut siipiiratif tiroidit

2. Subakut lenfositik tiroidit

3. Subakut graniilomatdz tiroidit

- Sporadik sessiz tiroidit
- Postpartum tiroidit
4. Invaziv fibroz tiroidite

5. Kronik lenfositik tiroiditi ( Hashimoto hastalig1 )

11



A- Akut Siipiiratif Tiroidit

Akut Siipitiratif Tiroidit, bakteri ve funguslarin olusturdugu akut iltihabi bir tiroid
hastaligidir (Elias ve ark., 1985). Bakteriler tiroide baslica;

v Kan yoluyla

v Lenfyoluyla

v’ Tiroglossal kanal artiklar1 yoluyla

v' Cevre dokudan yayilmayla

v' Pyriform siniis fistiilii yoluyla gelmektedir (Goudreau ve ark., 1986).

Akut siipiiratif tiroidit her yasta ve irkta goriilmektedir. Genetik ile olusumu ¢ok
distiktir (Pearce ve ark., 2003). Akut tiroiditler i¢in en sik bilinen tiirleri basit guatr,
nodiiler guatrdir. (Jeng ve ark., 1994).

B- Subakut Tiroidit

Subakut tiroidit virlis kaynakli tiroid bezi hastaligi olarak bilinmektedir.
Genellikle iist solunum yollunun viriislerle olusan iltihabin boyun ¢evresinde siddetli
agriyla kendini gosteren, tiroid bezinin iltihapli bir hastaligidir (Anonim, 2019).
Literatiir de 1904 yilinda ilk kez Fritz de Quervain tarafindan tanimlanmistir
(Lazarus 1995). Tiroid hastaliklarmnin %5-6‘sin1 olugturmaktadir. Kadinlardaki oran
erkeklere nazaran 2-3 kat daha fazladir. Her yas grubunda goriilse de 40-50 yas
arasinda daha siklikla goriilmektedir (Lazarus, 1995). Subakut tiroiditde goriilen

belirtiler;

Boyun bolgesinde

v Boyun agrisi

v Bogaz agrisi

v Boyunda sislik

v Agrinin dislere, ¢eneye ve kulaga vurmasi
v" Yutkunma ve bag hareketleri ile agri

v Boyunda baski1 hissi

Tum viicuda

v' Halsizlik,

v' Usiime, titreme, ates
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v’ Istahsizlik

v Kas, kemik, eklem agrilar1

Tiroid hormon fazlalig
v Sinirlilik
Carpint1
Sicaga tahammiilsiizliik

Terleme

Titreme

AN NN N

Zayiflama

Laboratuvar testlerinde, genellikle eritrosit sedimantasyon hizi artmaktadir
(Singer, 1991). Beyaz kiire hiicreleri normal veya artmis durumdadir. Anemi

mevcuttur. Yapilan testlerde T4 seviyesi yliksek ¢ikmaktadir.

C-Klinik Sessiz Tiroidit (Postpartum Tiroidit)

Tiroid bezinde gegici 6zelllikle fonksiyonel bozukluklarin oldugu, subakut
tiroidite benzer klinik evreler ile karakterize ancak agrisiz bir enflamasyondur
(Ozbilen Acar ve Cam, 2011). Postportum vakasi ilk defa 1977 yilinda saptanmustir.
Posportum tiroiditi en ¢ok Japonya, Isveg, Kuzey Amerika gibi iilkelerde
goriilmektedir. Yapilan arastirmalara gore kadinlarda 2-3 kat erkeklere gore daha

fazla goriilmektedir.

Posportum tiroiditlerde 6zellikle otoimmun hastaliklarda tip I diabet ile birlikte
goriilme siklig1 fazladir (Alvarez-Marfany ve ark., 1994). Yine postportum tiroiditler
de ailevi hikaye goriilmektedir (Lervang ve ark., 1987). Yine sigara igen gebelerde

bu hastalik i¢in risk fazladir (Browne-Martin ve Emerson, 1997).

D- Riedel Tiroidit

Tiroidit bezinde asir1 ve invoziv fibrozisi ile karakterize inflamatuar bir
hadisedir (Ozbilen Acar ve Cam, 2011). ilk defa 1893 yilinda Bernhard riedel
tarafindan tanimlanmistir (Giiney ve ark., 2008). Riedel tiroiditi kadinlarda 3-4 Kkat
erkeklere oranla daha fazla goriilmektedir. Klinik tanilarda 6zellikle solunum
giicliigii, ses kisikligi ve yutma gi¢liigii bulgularla ortaya c¢ikmaktadir. Fiziksel
muayenede ele asir1 sert bez gelmektedir. Riedel tiroiditi tedavisinde genellikle

cerrahi miidahale yapilmaktadir.
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E- Hashimoto Tiroiditi

Hashimoto tiroiditi hastaligi otoimmun tiroid bezi hastaligidir. Hashimoto
hastaligi 1912 yilinda Japon bilim adami1 Akira Hashimoto tarafindan tanimlandigi
icin bu ismi almistir. Bu hastalik tiroid bezi yetmezliginin en biiyiik sebeplerindendir.
Hastaligin baslangicinda tiroid bezi biliylimekte daha sonrada kiiglilmekte ve yok
olmaktadir. Tiroid bezine birgok iltihap hiicresi birikmektedir. Iltihap sonucu tiroid
hiicreleri hasar goriir ve tiroid hormonu azalmaya baglamaktadir. Tiroid bezinin
kiigiilmesiyle ortaya hormon yetmezligi ¢ikmaktadir.Viicut tiroid bezini yok etmek
icin ¢ok miktarda anti-TPO antikoru ve anti-tiroglobulin antikoru iiretmektedir. Bu

antikorlar tiroid bezine baglanarak tiroid hiicrelerine zarar vermektedir.

Gen, hormonlar, asir1 iyot tiiketimi, radyasyona maruz kalma hastaligin
gelismesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Kadimnlarda erkeklere oranla daha sik
goriilmektedir. Hastalarda goriilen semptomlar1 halsizlik, kilo alimi, bas agrisi,
kalmlasmis ve odemli cilt, dilde hipertroti, kas kramplar1 goriilebilmektedir.
Hastaligin ileri boyutlarinda kalp yetersizligi ve akciger 6demi de goriilmektedir.
Suan hashimoto hastaliginin tedavisi bulunmamaktadir. Hormon seviyeleri ve

metabolizma degerleri ilaglarla diizenlenmektedir.

F- Hipertiroidizm ve Tirotoksikoz
Hipertiroidi kanda yiiksek diizeyde tiroid hormonlar1 tasinmasi iken, tirotoksikoz
ise dolasimdaki yiiksek diizeyde bulunan tiroid hormonlarina viicudun vermis oldugu

biyokimyasal reaksiyonlarin neden oldugu klinik tablodur.
Hipertiroidizm belirtileri;

v' Sinirlilik, agir1 heyecan ve duygusallik
v Kilo kayb1

v Sicaga tahammiilsiizliik

Titreme

Carpmti

Sac¢ dokiilmesi

Cilt ve tirnaklarda degisiklik

AN N N NN

Barsak hareketlerinde hizlanma
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Kuvvet azalmasi

Adet diizensizligi

Cinsel isteksizlik
Apathetik hipertiroidism

AN NN N

G0z bulgular1
- Ust goz kapak kasilmas1
- Gozlerin 6ne dogru firlamasi

v' Laboratuar testlerinde bozulma

Hipertiroidinin  anlasilmasi1 i¢in tiroid Sintigrafisi ¢ekilmelidir. Tiroid
sintigrafisinde radyoaktif iyot uptake‘inin (RAIU) artmasi hipertiroidi olarak
yorumlanir. Hipertiroidi tanisinda da laboratuvar sonuglarinda diisiik TSH, yiiksek

ST4 ve sT3 degerleri 6nemlidir.

2.3. Epigenetik Mekanizmalar

1950’li yillarda ilk olarak Conrad Waddington tarafindan ortaya atilan
epigenetik kavrami giinimiizde “DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan,
mitoz ve/veya mayoz boliinme ile katilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler”
olarak tanimlanmistir. Bagka bir tanimlama ile epigenetik, DNA sekansinda bir
degisiklik olmaksizin gen ekspresyonundaki kalitsal degisikliklerin incelenmesi, yani
genotipi degistirmeden fenotipin degistirilmesi olarak tamimlanir (Bohacek ve
Mansuy, 2013).

Son yillarda epigenetik alaninda yapilan calismalarda birgok bakis agisi
kazandirmustir. Proceedings of the National Academy of Sciences dergisinin
Temmuz 2005 sayisindaki yayminda ikizler ile ilgili arastrma yapilmistir. Bu
arastirmada 3-74 yas arasinda olusan 15’1 kiz 25’1 erkek 40 ikiz ¢ift lizerinde ¢aligma
yapilmigtir. Bilim insanlariin bu ¢alismada ulastig1 temel sonug, ikizlerin bulundugu
yer, hayatlarinin ilk senelerinde genellikle aynidir ve c¢evre sartlar1 genlerin
calismasini etkilemektedir. Farkli 6zelliklere sahip yerlerde yasamis olmalari, degisik
cevre sartlarma maruz kalmalariyla sonuglanmaktadir. Beslenme ile ilgili
aliskanliklary, sigara durumlar1 veya fiziksel aktivite diizeyleri gibi etkenler bu
onemli birka¢ farkliliklardandir. Bundan dolayida cevresel faktorlerin ikizlerin

genlerinin ¢alismasina da yansimaktadir (Cooney, 2006).

15



Epigenetik mekanizmalar, 6zellikle canlilarin embriyosundan gelisimi boyunca
yetigkin bir bireye dogru gozlemlenen hiicre farklilagsmalariyla ¢ikan gen ifadesindeki
degisikliklerde onemli bir rol istlenmektedirler. Gen ifadesinde goriilen bu
degisimler, DNA’nin se¢ici olarak, farkli epigenetik durumlarinda bulunan kromatin
yapilarinin olugmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu degislikler, DNA metilasyonu, histon
modifikasyonu, miRNA gibi degisimleri icermeketedir (Egger ve ark., 2004).

2.3.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, edinilmis epigenetik bilginin kusaksal aktarimi i¢in gii¢lii bir
aday mekanizmadir (Paoloni-Giacobino ve Chaillet 2006). DNA diziliminin ayni
olmasi kosuluyla DNA’nin ¢alismasi sonucu ortaya ¢ikan bu farkliligin, metil adi
verilen ve bir karbon atomu ile ii¢ hidrojen atomundan olusan ufak bir molekiiliin
DNA’ya eklenmesiyle kesfedilmistir (Karagay 2010). Bir baska deyisle DNA
metilasyonu; DNA metiltransferaz (DNMT) katalizinde bir CpG diniikleotidindeki
sitozin halkasinin 5. karbonuna metil grubunun kovalent olarak baglanmasiyla
olusmakta ve sonugta 5-metilsitozin (5mC) meydana gelmektedir (Sekil 3)
(Reamon-Buettner ve ark., 2008).

CpG adalar1 genellikle 500 bp'den daha biiyiik bir uzunluk, G + C igerigi
%50'den biiyiik, CpG'ye kadar gozlemlenen bolgeler olarak tanimlanmaktadir
(Gardiner-Garden ve Frommer, 1987). Tekrarlanan sekanslar hari¢, insan
genomunda yaklasik %25'i 850 bp'den daha az olan yaklasik 25.000 CpG adacigi
vardir (Bird, 1986).

DNA metilasyonu, embriyonik gelisim sirasinda genlerin anlatim yapip
yapmamasinda, transkripsiyonda, kromozom stabilitesinde, x kromozomu

aktivasyonunda ve genomik imprinting’de 6nemli rol oynamaktadir (Esteller, 2007).

DNA metilasyon modellerinin kurulmasinda, korunmasinda ve siirdiiriilmesinde
gorevli en az {i¢ enzim vardir. DNA metiltransferaz 3A (DNMT3A) ve DNA
metiltransferaz 3B (DNMT 3B) enzimlerinin erken gelisiminde gorevli oldugu,
hemimetil ve metillenmemis DNA (bir =zinciri metillenmis diger zincir
metillenmemis) i¢in metil gruplarinin kullanildig1 diisiiniilmektedir. DNMT1’in

oncelikle bir onarim enzimi olarak hareket ettigi diisiiniilmektedir (Holliday, 1987).
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Sekil 3: Sitozinin metilasyonu

Ikiz fareler ile yapilan bir ¢calismada, zamansal degisim ile birlikte farkliliklar da
ortaya ¢ikmistir. Farelerden birinin rengi sar1 digerinin rengi kahverengi-sar1 karigimi
olmustur. Sar1 renkli farenin sari-kahverengi fareye gore daha fazla hastaliklara
duyarli oldugu goézlemlenmistir. Kil rengindeki farkhliklar yapilan g¢alismalarda
sorumlu olunan genin ¢alismasiyla ilgilidir. Renk veren agoti genin Sar1 killarda
calismasi, kahverengi genin susmus oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismada diger bir
bulgu ise anne farenin beslenmesinde yavru farelerin genlerini etkiledigi
diistiniilmektedir. Cevresel Kirleticilerden Bisphenol A (BPA)’nin farelerin
yiyeceklerine eklenmesi ile sar1 renkli farelerin sayismin arttigi gézlemlenmistir. Bu
durumda da kil rengindeki genin etkilendigi gézlemlenmistir. Metilasyon islemi

sirasinda metil gruplart DNA’nin sitozinine eklenir.
2.3.2. Histon Modifikasyonu

Biyolojide, histonlar, DNA'y1 niikleozom olarak adlandirilan yapisal birimlere
paketleyen ve diizenleyen Okaryotik hiicre c¢ekirdeklerinde bulunan yiiksek oranda
alkali proteinlerdir (Youngson, 2006). Histon modifikasyonlari, kromatinlerle
proteinler etkileserek, genin transkripsiyon asamasmin diizenini saglamaktadir
(Segré ve Chiocca, 2010).

Insanlarin genetik materyallerinin korunmasi, paketlenmesi, DNA transkripsiyon
diizenleme, replikasyon ve tamir gibi 6nemli siirecler histon proteinleri tarafindan

gerceklestirilmektedir (Shahbazian ve Grunstein 2007).
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En yaygin histon modifikasyonlar1 H3 ve H4 histonunun amino terminalindeki
lizin kalintilarmm asetilasyon ve metilasyonudur (Glozak ve Seto 2007). Histon
asetilasyonunda,  genlerin  transkripsiyonuna ve kromatin  katlanmasmin
regiilasyonunda gorevlidir. Histonlarin metilasyonu, lizin kalinti durumuna baglh

olarak transkripsiyonun bask1 veya aktivasyonuyla iligkilidir (Yan ve Boyd 2006).

. *
Histon metilasyonu - )

EPIGENETIK FAKTORLER
Kompleks »

Histon asetilasyonu *

X

’

____________

Basit

Sekil 4: Histon metilasyonu semast (https://www.drozdogan.com/genler-icin-de-egitim-sart-kanserde-
epigenetik-tedaviler/)

2.3.3. MicroRNA (miRNA)

MikroRNA genomda intron protein kodlayan veya protein kodlamayan ekzon
bolgelerinin RNA genlerindeki transkripsiyonu saglayan, ancak protein translasyonu
ger¢eklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir. Giiniimiizde insan genomunda
binin {stiinde mikroRNA tanimlanmistir (Kim, 2005). Lee ve arkadaslar1 ilk
mikroRNA’lar1 1993 senesinde 47 yuvarlak solucan Caenorhabditis elegans'ta
isimlendirilen lin-4 geninin protein kodlamamasina karsin, 22 niikleotid uzunlugunda
ufak bir RNA’y1 transkribe etmesiyle bildirmislerdir (Lee ve ark., 1993). Bulunan bu
genomik yap1 i¢in ilk kez 2001 yilindan itibaren mikroRNA terimi kullanilmaya
baglanmustir (Lee ve ark., 1993). MikroRNA’lar kromotin yapisimin degisiminde kilit
role sahiptirler ve genom diizeninin korunmasina katilmaktadirlar. Hiicre biiyiimesi,
farklilagmasi, ¢ogalmasi, apoptoz ve metabolizma gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik
olaylar1 diizenlerler (Backes ve ark., 2010).

2.4 DNA Metilasyonu ve Kanser iliskisi
Metilasyon, memeli DNA’da gergeklestigi bilinen tek kovalan mekanizmadir ve

cogunlukla CG (CpG) yapisindaki sitozinler de meydana gelir (Szyf ve ark., 2000).
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Ayrica, CpG adaciklar1 disinda bulunan sitozinlerin ise metillendigi bilinmektedir.
Bu kapsamda, niiklear DNA ile birlikte mitokondrial DNA’da da metilasyon
meydana geldigi ve farkli hastalik siiregleri ile ilgili oldugu bilinmektedir. Normal
hiicrelerde ekstra genik DNA (CpG di niikleotidleri) metileyken, gen
promotorlarinda bulunan CpG adaciklar1 demetiledir. X inaktivasyonu ve genomik
imprintinge ugrayan genler istiSnadir; bunlar, normal hiicrelerde de tek alelden
ekspresyonun saglanmasi i¢in sadece bir alelde metillidir (Sulewska ve ark., 2007).
Promotor, bir genin 5’ ucunda bulunan ve transkripsiyon faktorleri ile RNA
polimeraza baglanma bolgesi olusturan DNA dizisidir ve gen ekspresyonunun
kontroliinde ©nemli role sahiptir. Normal hiicrelerde goézlenen promotor bdlge
metilasyonunun hiicre farklilasmasinda, dokuya 0zgli genlerin ekspresyonunu
diizenleyerek etkili oldugu diistiniilmektedir (Shen ve ark., 2007). CpG adaciklarin
da doku ve gene 0Ozgii metilasyon derecesinin yagla arttigi bu artisin rastgele
olmadig1 ve yaslanmaya bagli olusan kanserlerde demetilasyonun etkili oldugu

diistiniilmektedir (Kang ve ark., 2003).

Kanser olusumunu bir hiicrenin biiylime avantaji kazanmasi ile ardi ardina
olusan degisiklerin sonucu olarak agiklanabilmektedir. Bu durumda en etkili iki gen
smifindan bahsedilmektedir. Bunlar, onkogenler ve tiimor baskilayic1 genlerdir.
Onkogenler hiicre biiyiimesini ve yasama siiresini arttirirken tiimor bunun tam tersini
yapmaktadir. Her ikiside kanser yapici etki yapabilmektedir. Kanser olusumunda bir
baska hipotez de Knud Son’un iki vurus hipotezidir. Bu hipoteze gore, malign
doniisiimiin olusabilmesi i¢in organizmada tiimor baskilayici genlerinin iki alelinin
islev kaybetmesi gerekmektedir. Bugiin, bu iki vurusun birinin genetik (nokta
mutasyonu, delesyon, ¢ergeve kayma mutasyonu...) digerinin epigenetik (promotor
metilasyonu) ya da her ikisininde genetik veya epigenetik mekanizmalarin rol
alabilecegi bilinmektedir (GRONBZAK ve ark., 2007). Kanser olusum siireci ile
genomik metilasyon kalib1 degisiklikleri arasida ki iligki 1980’11 yillarin basindan
beri bilinmektedir (Warnecke ve Bestor, 2000). Kanser hiicrelerinde, genomda genel
hipometilasyonun yanisira, bazi 6zel genlerin promotor bolgelerindeki CpG
adaciklarin da hipermetilasyon gézlenmektedir (Park ve ark., 2007). CpG adacik

metilasyonunun, o genin transkripsiyonunu 6nledigi bilinmektedir (Bird, 1996).

19



Meme kanserine yatkinlik yaratan BRCA1 ve BRCA2 genlerinde gozlenen
binden fazla mutasyonun CpG/CpNpG motiflerinde saptanmis olmasi da 5mC’in
artmis mutasyon riski olusturdugunu desteklemektedir (Cheung ve ark., 2007)

DNA metilasyonu; karsinojenlerin DNA’ya baglanmasini arttirarak, DNA’nin
ultraviyole 1ginlarini daha fazla emmesine neden olarak da mutasyon hizin arttirir ve

gen inaktivasyonuna neden olur (Baylin, 2005).

Kanser hiicrelerinin timorii baskilayict genlerinde, hiicre dongiisiinii kontrol
altma alan ve apoptosisi engelleyen genler ile DNA onarim genlerini, gelisim
stirecinde etkili yollarin normal isleyigini saglayan genlerin hipermetilasyon ile
susturuldugu bilinmektedir (Zhu ve Yao, 2007). Kanserlerde hipermetilasyon
saptanan 90 kadar gen bulunmaktadir (Sulewska ve ark., 2007). DNA metilasyonu
izole bir olay degildir ve ayn1 anda yiizlerce promotor bolgeyi etkileyebilmektedir

(Esteller ve ark., 2001).

CpG adaciklar1 metilasyon derecesi, farkli tiimor tiplerini de degisebildigi gibi
ayni tiimore sahip kisileride, cevresel etmenlere, genetik yatkinliga ve epigenetik
kontrolii etkileyen faktorlere bagh olarak farkliik goéstermektedir (Ballestar ve
Esteller, 2002). Farkli kanserlere 06zgii epigenetik degisimler tanimlanmistir.
Kolorektal kanserlerde gozlenen mikro satellit instabilitesinden, yanlis eslesme
onariminda gorev yapan “human Mutl protein homologl (hMLH1)” geninin; kolon,
meme, beyin, akciger kanserlerinde, alkile edici ajanlarin yol a¢tigi mutasyonun
tamirinde etkinligi olan 06 Metil Guanin Metil transferaz (06-MGMT) geninin
promotor bolgesinde hipermetilasyonunun etkili oldugu bildirilmistir (Herman ve
ark., 1998).

Kanserin ilerlemesinde mitokondrial DNA (mtDNA) miktarmnin azalmasmnin
etkili oldugu bilgisi iizerine Xie ve ark.’nin yaptig1 calisma ile mtDNA’s1 ¢ikarilmis
prostat kanseri hiicreserilerinde, DNMT1 ekspresyon artis1 ile birlikte, ¢ekirdek
DNA’sinda endotelin B reseptér (EDNRB), Ekaderin, O6-MGMT genlerinin
promotor bolgelerinde hipermetilasyon gézlendigi ortaya konmustur (Xie ve ark.,
2007).
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2.5. Hiicre Dis1 Sirkiiler DNA
2.5.1. Hiicre Dis1 Sirkiiler DNA Nasil olusur

Hiicresiz niikleik asitlerin (CCfDNA) ilk kesfi Mandel ve Metais'in saglikli
bireylerin ve hastalarin plazmasinda dolasan DNA ve RNA 1948'de tepit edilmistir
(Mandel 1948). Bununla birlikte, bulgunun temeli anlasilmamis olunmasi nedeniyle,
bu ¢alisma o donemde biiyiilk oranda g6z ardi edilmistir. CCFDNA {izerine ikinci
bulgu Tan ve ark. (1966), sistemik muzdarip hastalarda ccfDNA'nin anormal bir

paternini gozlemlemislerdir.

1990 yillara kadar ccfDNA'lar ile ilgili bilgi ¢6ziilmeye baslamamistir, ancak
kanserli hastalarmn plazmasinda tiimor kaynakli kanserojen DNA'nin bulunmasi
(Sorenson ve ark., 1994) ve maternal dolasimda fetal orijinli DNA tespit edilmesi ile
ccfDNA ile bilgi edinilmistir (Lo ve ark., 1997). Daha sonra otoimmiin hastaliklar,
inme ve travma dahil olmak tizere kronik ve akut patolojileri olan hastalarda ccfDNA
diizeylerinin belirgin sekilde arttig1 kesfedilmistir (Butt ve Swaminathan, 2008). Bu
nedenle, ccFDNA konsantrasyonunun, doku hasari, hiicresel 6liim oranini yansitacak
bir invaziv olmayan kan biyobelirte¢i gorevi yapabilecegi sonucuna varilmistir.
CcfDNA’nmn arastirmasi genetik materyal davranisindaki paradigma kaynaklarina
katkida bulunmustur. Yatay olarak aktarilan endojen DNA ve RNA'nin alici
hiicrelerde  igsellestirilmesi  biyolojik  aktivite  sergiledigi  gosterilmistir
(GARCIA-OLMO ve GARCIA-OLMO, 2001, Garcia-Olmo ve ark., 2010). Bununla
birlikte, biriken veri birikimlerine ragmen, cCFDNA'larin kaynagi, metabolizmasi ve

dogal ozellikleri ile ilgili bircok temel konu belirsiz ve tartismali kalmistir.

Virtozom olarak adlandirilan lipoprotein yapisi, igerdigi DNA'nin biyolojik
ilgisi ve miktar1 daha az belirgin olmasma ragmen, bir DNA igeren yap1 olarak da
tanimlanmistir (Gahan ve Stroun, 2010), niikleer genomik kokenli ccfDNA'nin
dolasimda bulunmasma karsmn, dolasimdaki mitokondrial DNA'y1 (mtDNA) hem
ozgiir hem de pargaciklara bagli formlarda var olabilecegini gostermistir (Chiu ve
ark., 2003).

Bununla birlikte, ccfDNA'nin baskin sekli organizmanin durumuna gore
degisebileceginden oldukga tutarli bir goriis mevcuttur (Holdenrieder ve ark., 2008).

Diyabetli c¢ocuklarda ve romatoid artritli, lenfoma ve miyelomlu hastalarda jel
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elektroforezi, ccfDNA'nin apoptotik hiicrelerde goriilen niikleozomal veya merdiven
benzeri bir model elde ettigi gosterilmistir (Deligezer ve ark., 2006). Dolasimdaki
niikleosomlarin nicellestirilmesi, saglikli bireylerde sayilarinin oldukega diisiik, ¢esitli
otoimmiin hastaliklar ve kanserli kisilerde daha yiiksek seviyelerde oldugu

goriilmektedir (Holdenrieder ve ark., 2008).
2.5.2. Hiicre Dis1 Sirkiiler DNA Biyolojik Mekanizmalar

Patolojik kosullarda, ccfDNA'nin birincil kaynaklar1 apoptotik ve nekrotik
hiicrelerdir (Jahr ve ark., 2001). i¢inde mdiiklenen karaciger hiicre &liimiiniin fare
modeli, Jahr ve ark. (2001) ccfDNA'nin olusumunda nekrozun belirgin bir sekilde
yer aldigimi gostermistir (Jahr ve ark., 2001). Oysa Pachl ve ark. (2005) kritik
hastaligi olan yogun bakim {initesindeki hastalarda apoptozun total ccfDNA
havuzuna katkisinin nekrozunkinden 16 kat daha fazla oldugunu bildirmistir (Pachl
ve ark., 2005). Bununla birlikte, gesitli patolojilerde, bir apoptotik merdiven veya
niikleozomal goriiniisiin baskinligi ¢ccfDNA'nin apoptozdan tiiretilen cCFDNA igin
kanit oldugu disiiniilmektedir (Gormally ve ark., 2007). Hiicre olimi, saglikli
bireylerde dolasimdaki ccfDNA havuzuna katkida bulunur ve giinliik olarak birkag
yiiz milyondan fazla hiicrenin apoptozise ugradigi gézlemlenmistir (Nagata ve ark.,
2010). Dolasimdaki niikleoza katkida bulunan ¢k bir mekanizma, notrofil
antimikrobiyal savunmasinin yeni tanimlanmis modu NETOZIS'dir (Wartha ve ark.,
2007).

Belirli canli hiicreler ccfDNA'y1 da serbest birakabilir. Eritrosit olgunlagmasi
stirecinde eritroblastlar, ¢ekirdeklerini eniikleasyon adi verilen bir siirecte disari
atarlar (Nagata ve ark., 2010) ve disar1 atilan kromatin makrofaj-muamele edilmis
isleme tabi tutulur (Yoshida ve ark., 2005). Bu sekilde iiretilen ve dolasima birakilan
DNA'nin kesin miktar1 belirsizdir. Bununla birlikte, makrofajlarda bozunacak toplam
DNA miktar1 giinlik olarak 1 g'dan fazla oldugu tahmin edilmektedir (Nagata ve
Kawane, 2011). Yeni sentezlenen DNA'nin (lipo) niikleoprotein kompleksleri
seklinde aktif hiicresel salinimi i¢in kanitlar da vardir. 1970'li yillarin baslarinda,
Anker ve ark. (1975) ve Rogers ve ark. (1972), kiiltiirde yasayan lenfositlerin, kiiltiir
ortamima DNA-protein kompleksleri saldigin1 bildirmistir (Rogers ve ark., 1972).
Daha yakin zamanlarda, virtozomlar olarak adlandirilan aktif olarak salgilanan

yapilarin DNA, RNA, lipoproteinler ve DNA ve RNA polimerazlar1 igerdigi
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gosterilmistir (Gahan ve Stroun, 2010). Bununla birlikte, insanlardaki aktif cciDNA

sekresyonunun biiyiikliigli ve 6nemi su an bilinmemektedir.

Hiicresel o6liim ve doku hasarindan sonra dolagima salinan hiicresiz DNA
(ccfDNA) kisa siire dnce hasar derecesinin umut verici yeni bir gostergesi olarak
ortaya c¢ikmistir. CcfDNA'nin dolasimdaki miktarlarinin degerlendirilmesine ek
olarak, ccfDNA metilasyon seviyesi ve parga boyutu dagilimi gibi nitel 6zellikler,
cesitli patolojilerde yararli tan1 ve prognostik belirtecler oldugu gosterilmistir.
Viicuttaki neredeyse her hiicrenin ccfDNA'y1 serbest birakmasi, bu Onlemi
homeostatik bozukluklarin ve hiicresel 6liim hizindaki degisikliklerin olduk¢a hassas
bir gostergesi yapar. Bununla birlikte, ccfDNA degerlendirmesinin artmasina
ragmen, dolagimdaki ccfDNA diizeylerinin diizenlenmesi gibi fizyolojik kosullardaki
toplam ccfDNA havuzunun bilesimindeki degisiklikler ile ilgili pek ¢ok husus halen
bilinmemektedir. Benzer sekilde, ccfDNA'nin sadece bir risk belirleyici biyobelirteg
olup olmadig1 veya belirli kosullarda patojenik bir rol oynayip kazanamayacagi

belirsizdir.

2.5.3. Hiicre Dis1 Sirkiiler DNA ve Hastahklarla iliskisi

Plazma / serumda (ya da kanda) hiicresiz DNA, dolasimdaki miktar1 gesitli
patolojilerde doku hasari, hiicre 6liimii ve enflamasyon Olclide gosteren giiclii bir
belirteg olarak kanitlanmistir. Otoimmiin hastaliklardan miyokard enfarktiisiine
kadar uzanan bir¢ok akut ve kronik hastaligin ccfDNA diizeylerinde yiikselme
gozlenmistir (Wagner, 2012). CcfDNA miktarindaki artisin sepsis, bazi kanserler ve
akut kardiyovaskiiler hastaliklarin sonuglarinda 6ngoriicii bir degere sahip oldugu
gosterilmistir (Butt ve Swaminathan, 2008). CcfDNA'nin metilasyon modelleri,
mutasyonlart ve fragman boyu uzunlugu i¢in karakterizasyonu, ¢esitli kanser
tiirlerinin teshisi i¢cin invaziv olmayan bir "sivi biyopsisi (ince igne aspirasyon
biyopsisi)" saglamistir (Schwarzenbach ve ark., 2011). Tiroid hastalariyla ilgili
olarak ccfDNA seviyesinde ve kompozisyonundaki degisikliklerle ilgili veriler ¢cok

azdir.

Giiniimiizde, klinik uygulamada ccfDNA degerlendirmelerini yapma konusuna
biiyiik ilgi gosteren alanlar onkoloji ve dogum Oncesi tanilardir. Bununla birlikte,

ccfDNA izlemenin degerli oldugu diisliniilen biyomedikal alanlarin listesi

23



biiylimektedir. Bu alanlar, transplantasyon ilaci, kardiyovaskiiler bakim, travmatoloji
ve bazi otoimmiin ve mikrobik hastaliklarin izlenmesini i¢erir (Tsang ve Dennis Lo,
2007). igine giren patolojilerin cogunda yukarida bahsedilen kategorilerde, ccfDNA
diizeylerinin, hastalik ciddiyetinin belirgin bir 6zelligi oldugu gorilmiistir (Butt ve
Swaminathan, 2008). CcfDNA'nin nitel 6zellikleri, 6zellikle metilasyon paternleri,

daha iyi teshis amaglarina hizmet etmektedir (Schwarzenbach ve ark., 2011).

2.5.4. Hiicre Dis1 Sirkiiler DNA ve Kanser iliskisi

Goglis, over (yumurtalik), kolonik, akciger, prostat, pankreas ve losemi gibi
cesitli timor tipleri olan hastalarin saglikli kontrollerle iligkili olarak ccfDNA
diizeylerinde artis oldugu goézlenmistir (Schwarzenbach ve ark., 2011). Bununla
birlikte, veriler tamamen net degildir ve benign lezyonlu hastalarda ccfDNA
seviyelerinde yiikselme saptanmistir (Schwarzenbach ve ark., 2011). Bununla
birlikte, baz1 ¢aligmalar, yiiksek ccfDNA konsantrasyonlar: tipik olarak metastatik
kanserlere atfedilir ve tiimOr boyutu, evresi, yeri ve agresifligi arasindaki
korelasyonlar gdzlemiglerdir. Bu tutarsizliklardan bazilari, 6zellikle timor
olusumunun baslangi¢ sathasinda dolasima, ¢ok sayida tiimor dist DNA'min salindigi
gercegine bagli olabilir; bu da, tiimor ve komsu tiimor olmayan hiicreler arasinda bir
etkilesim oldugunu distindiiriir (Garcia-Olmo ve ark., 2008). Timor kaynakli
ccfDNA'nm orani, diisiik toplam plazma ccfDNA konsantrasyonlar1 olan durumlarda
%0.2 gibi diisiik bir seviyeden %90'a kadar yiiksek bir aralikta gézlemlenmistir
(Gormally ve ark., 2007). Ameliyat veya kemo veya radyoterapi alan hastalarda
tedavinin etkinligi konusunda, ccfDNA izlemesi, kanserin durumu ve/ veya miiteakip

ilerlemesi ile ilgili ipuglar1 saglamistur.

CcfDNA arastirmasi tarihin kilometre taslarindan biri, (Sorenson ve ark., 1994)
ccfDNA'nin tiimor hiicresi DNA'sindaki onkogen ve tiimor siipresor mutasyonlarini
izlemek icin kullanilmasiydi. Yiiksek mutasyon sikligina sahip genler (KRAS ve
TP53), birka¢ kanserde, hedef doku DNA's1 ile ccfDNA's1 arasinda %0-75'lik bir
uyum gosteriyor ve bu da var olmayan teshiS potansiyelini gostermektedir
(Schwarzenbach ve ark., 2011). Kanser DNA's1 ile ccfDNA mutasyon durumu
arasindaki uyumlu diizeyi, yalnizca daha ileri tiimorlerde elde edilebilecek gibi
goziikmektedir (Schwarzenbach ve ark., 2011). Kansere spesifik metilasyon

belirtecleri agisindan, anormal metilasyon sergileyen "prototipik" genler, 6rnegin
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akciger ve gogiis kanserinde p16 ve kolon kanserinde SEPT9 ve APC, teshis ve
prognostik araclar olarak gostermektedir. Bununla birlikte, maksimum tani
duyarliligr (%80), birden fazla metilasyon belirteglerinin birlikte degerlendirilmesi
ile elde edilir (Schwarzenbach ve ark., 2011). CcfDNA metilasyon analizinde
potansiyel olarak celiskilendirici bir faktor, saglikli bireylerin %8-20'sinin de
anormal metilasyon belirtecleri sergiledigi bildirilmistir. Hoque ve ark. (2004)’nin
yaptig1 bir caligmada (2004), boyle sapmali ccfDNA metilasyon oOriintiileri sigara
icimine atfedilmistir (Hoque ve ark., 2004).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirma Tiirii

Calismada tiroit hasta gruplar1 ve kontrol grubundan alinan periferal kan
ornekleri kullanilmistir. Calismanin temel amaci, plazma Orneklerinde hiicre dist
DNA miktar1 ve total kandan izole edilen plazma DNA’sindan total DNA metilasyon
miktarlarimi belirlemektir.
3.2. Etik

Tez ¢alismas, deneysel tiirde ¢alisma olup Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanan rapor ile yiiriitiilmiistiir (2011-
KAEK-27/2016-E.70096 no’lu).
3.3. Verilerin Toplanmasi ve Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismaya, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Arastirma Hastanesi Kulak
Burun Bogaz (KBB) poliklinigine bagvuran bireyler dahil edilmistir. Calismanin
amaglart dogrultusunda deneylerde kullanilan kan 6rneklerinin alindigi bireylerin
ozellikleri belirlenmistir. Calismaya dahil edilen her bir bireyin yas, cinsiyet, sigara
aliskanhig1 (igiyor, igmiyor, pasif icici), alkol aliskanlhig1 (var veya yok) ve diger
icecekler (¢ay ve kahve) ile ilgili aligkanliklar1 tespit edilmistir.
3.3.1. Kontrol Grubu

Tez calismasina, herhangi bir sistemik rahatsizlig1 olmayan, fiziksel ve kimyasal
ajanlara maruz kalmadigi bilinen ve 18 yasindan biiyiik bireyler kontrol grubuna
dahil edilmistir. Bu kapsamda 21 kisi kontrol grubu olarak degerlendirilmis ve her
bir bireyden 5 ml kan alimmustir. Kontrol grubunun 9 tanesi erkek ve 13 tanesi
kadindir.
3.3.2. Tiroidit Hasta Grubu

Tiroidit hasta grubu 32 kisiden olusmustur. Her bir bireyden 5 ml kan alinmustir.
Gruba dahil edilen bireylerin 29 tanesi kadin 3 tanesi de erkektir. Hastalarin yas
ortalamasi 38’dir. Tiroidit hastalarinin tanilar1 endokrin polikliniginde kan tahlili
(THS, T4, T3) ile ele alinmustr.
3.3.3. Benign Nodiillii Tiroid Hasta Grubu

Caliymaya, 37 benign nodillii tiroid hastast dahil edilmistir. Bu grupta,

hastalarm 24 tanesi kadin ve 13 tanesi erkektir. Benign nodiillii tiroid hastalarinin
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tanisi, tiroid ultrasonografisi (USG) ve alinan ince igne aspirasyonu biyopsisi ile
konulmustur.
3.3.4. Malign Nodiillii Tiroid Hasta Grubu

Malign nodiillii tiroid 30 hasta bu gruba dahil edilmistir. Hastalarin, 23 tanesi
kadin ve 7 tanesi erkektir. Grubun yas ortalamasi 48’dir. Malign nodiillii tiroid
hastalarmin tanis1 ameliyat sonrasi patoloji ile saptanmuigtir.
3.4.  Verilerin Deneysel Siirece Hazirlanmasi

Bu ¢aligmada, hiicre dis1 DNA miktar1 6l¢limii tam kandan elde edilen plazmada
Olglilmiistiir. Hastalardan alinan kanlar steril mikropipet yardimiyla steril falkon
tiiplere alinmistir. Kan 6rnekleri 3.000 rpm de (1.200 g) 10 dk santrifiij edilmistir.
Sanrtifiijleme sonrasi, bilesenlerine ayrilan 6rneklerdeki iist sar1 sivi kisim alinmig ve
steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmistir. Bu asamadan sonra, ornekler
sogutmali santrifiijde +4 derecede 16.000 g’de 10 dk c¢oktiiriilmiistiir. Islem bittikten
sonra steril mikropipetle tiipteki {ist kisim (altta 0.5 ml’lik birakilarak) temiz steril
tiiplere alinmis ve plazma 6rnekleri -80 derecede saklanmaistir.
3.4.1. Hiicre Dis1 Serbest DNA ol¢iimii

Hiicre serbest DNA miktari, bir Onceki asamada hazirlanmis plazma
orneklerinde &lgiilmiistiir. Olciimler, Thermo Fisher Qubit dsDNA HS (High
Sensitivity) Assay Kit ve Qubit 2.0 cihazi kullanilarak yapilmistir. Kullanilan kitin
calisma ydnergesine gore deneyler planlanmis ve dlgiimler gergeklestirilmistir. 11k
asamada, iceresinde DNA miktar1 bilinen 6rnek kullanilarak bir standart egri
olusturulmustur. Bu egri kullanilarak, 6rneklerdeki DNA miktarlar1 belirlenmistir.

Deneysel siirecte uygulanan protokol asagida verilmistir.

son hacim 200 mikrolt

i

kullanilan Srnekler

199 x n uL*

iQuant™ galigma soliisyonu
Buffer

T % son hacim 200
mikrolt
’// 150199 ul

Sekil 5: ThermoFisherQubitdsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit ve Qubit 2.0 cihazi
protokolii
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Genel prensip olarak, hazirlanan ¢ozelti ile standart ve 6rnekler karistirilmis ve
belli bir siire sonra dl¢iim yapilmistir. Bu kapsamda, 6rnek sayisina gore ¢aligma
¢ozeltisi hazirlanmistir. Standart olarak kullanilan standart 1 ve standart 2 igin 190
ul karisim ile 10 pl standart 1°den, 190 pl karisim ile 10 ul standart 2’den tiiplerde
mikro pipet yardimi ile karistirilmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler yardimi ile i¢inde
DNA miktar1 bilinen Orneklerden absorbsiyonlar belirlenerek, standart egri
olusturulmustur. Standart egri Qubit 2.0 cihazinda, kalibrasyonda kullanilan iki
standart arasindaki iliskiye gore konsantrasyon verileri iiretmektedir. Standart egri
olusturulduktan sonra kontrol grubu ve her bir hasta grubuna ait DNA o&rnekleri

kullanilarak miktarlar1 Qubit 2.0 cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.4.2. Plazmadan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, DNA Mini Kit (Qiagen, 50, 51304, USA) kullanilarak
yapilmistir. Kit kullanimu ile ilgili yonerge takip edilerek DNA izolasyonu yapilmis
ve DNA miktar1 belirlenme asamasina gecilmistir. izolasyon asamalar1 asagida
verilmistir.

v' DNA izolasyon dl¢iimiinde ilk once -20 derecede saklanan plazma ornekleri
+4 dereceye getirilerek ¢alismaya baslanmistir.

v" Ol¢iimde mikrotiipe 20 pl P-K (proteinase-k) eklenmistir.

v’ 20 ul P-K eklenen tiipe 200 ul plazma eklenmistir.

v’ Karisim karistiricr ile 15 sn karistirilmastr.

v 200 pl AL ¢ozeltisi eklenmis ve 15 sn karistirilmastir.

v Bu asamadan sonra, Ornekler 56 derecedeki su banyosunda 10 dk
bekletilmistir.

v" Bu siirenin sonunda, her bir 6rnege 200 pul %100 etanol eklenmistir.

v" 15 sn karistirilmig 15 sn santrifiij yapilmustir.

v/ Karisim DNA izolasyon kiti igerisinde bulunan filtreli mikro tiipelere
aktarilmistir.

v' Karigim 8.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

v Filtreden asagiya inen su atilmistir.

v Tipln igine AW1 ¢ozeltisinden 500 pl eklenmis ve 8.000 rpm de 1 dk
santrifiij edilmistir.

v Filtreden asagiya inen sivi kisim atilmigtir.
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v' Tipin i¢ine 500 pl AW2 eklenmis ve 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

v Filtreli kism1 bagka bir mikro tiipe alinarak i¢ine 200 ul AE ¢6zeltisi eklenip
10 dk bekletilmistir.

v 8.000 rpm’de 1 dk santriflij yapilmustr.

v’ Siiziintiiniin bulundugu tiiplerde DNA miktarmm belirlenmesi islemine
gecilmistir.

3.4.3. Plazma DNA Miktarinin Belirlenmesi

Total DNA miktarinin 6l¢timii hiicre dis1 serbest DNA miktarinda ki yonerge
takip edilerek yapilmistir. Qubit 2.0 cihaz1 ve ThermoFisherQubitdsDNA HS (High
Sensitivity) Assay Kit kullanilarak kontrol grubu ve her bir hasta grubu igin DNA
miktarlar1 belirlenmistir. DNA miktarlar1 hesaplanmis ve SmC 6l¢limiine gegilmistir.
3.4.4. DNA Metilasyon (5mC) Miktarimin Belirlenmesi

Total DNA Metilasyon miktar;, ZYMO 5mC DNA Elisa kiti kullanilarak
belirlenmistir. Kit icinde bulunan prosediir dogrultusunda 6nceden belirledigimiz
DNA 06rnek miktarlar1 hesaplanmistir.

v’ Her 6rnek miktar1 100 ng ve son hacmi ise 100 mikrolitre olmustur.

v’ Her bir ornek i¢in total 100 mikrolitre olacak sekilde tiiplere 5SmC kaplama
tamponu ve DNA 6rnegi konulmustur.

v Bu asama her bir 6rnek i¢in tekrarlanmistir.

v" Tipler su banyosunda 98 derece sicaklikta 5 dk bekletilmistir.

v' Tiipler hemen 10 dakika buzluga konulmustur.

v Ornekler ZYMO 5mC DNA Elisa kiti icerisindeki Plate-layoutuna
aktarilmadan Once tiipiin i¢inde buharlasan ve yan ylizeye yapisan damlaciklar kisa
bir santrifiijle asagiya indirilmistir.

v Ornekler oldugu gibi ilgili kuyulara aktarilmustir.

v" Pozitif ve negatif kontroller (0% , 25% , 50% , 100% ) hazirlanmustir.

v Negatif ve pozitif kontroller igin son hacim 10 mikrolitre olarak

belirlenmistir.
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Tablo 1. Negatif ve pozitif kontrollerin miktarlari

% 5-mC Negatif kontrol Pozitif kontrol
(100ng/ul) (100ng/nl)
0% 10,0 pl 0 pul
25% 7,5 ul 2,5 ul
50% 5,0 ul 5,0 ul
100% 0 ul 10,0 pl

v’ Negatif, pozitif ve tiim Ornekler kuyucuklara eklendikten sonra {izeri
aliminyum folyo ile kaplanmistir.

v' Etiiv igerisinde 37 derecede 1 saat bekletilmistir.

v' Her bir kuyudaki 100 mikrolitre ¢ozelti atilmistir.

v Kuyucuklara 200 pl 5mC Elisa buffer eklenmistir.

v Bu islem 3 defa tekrarlanmistir.

v/ Bu islem sonunda kuyulara 200 pl 5mC elisa tamponu eklemistir ve kuyu
alimiinyum folyo ile kaplamstir.

v’ 37 derecede 30 dakika bekletilmistir.

v’ Antikor hazirlanmistir.

v Kuyulardaki ¢ozelti uzaklastirilmistir.

v' Antikor karisimi kuyulara 100 mikrolitre eklenmistir.

v Alimiinyum folyo ile kaplanmis ve 37 derecede 1 saat bekletilmistir.

v" Antikor karigimi her bir hasta ve kontrol grubu igin ayr1 ayr1 hazirlanmustir.

v Antikor karisimi uzaklastirilmistir.

v" 3 kez 5mC Elisa tamponu ile yikanmustir.

v Her kuyuya 100 pl HRP Developer eklenmistir.

v 10-60 dk renk degisimine izin verilmistir.

v" Bir elisa plaka okuyucu kullanilarak 405-450 nm de absorbans 6l¢iilmiistiir.
3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Her bir grup i¢in elde edilen ccfDNA ve total SmC miktarlar1 Mann Whitney U
kullanilarak yapilmistir. Spearman Rho testi parametreler arasindaki korelasyon

iligkisi belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Tez c¢aligmasinda degerlendirilen her bir gruba ait ozellikler Tablo 2’de
verilmistir. Her bir bireyin yas, cinsiyet, sigara kullanimi, alkol ve igecek tiikketim
bilgileri belirlenmistir. 21 kisiden olusan kontrol grubunda 8 bireyin sigara igtigi, 12
bireyin igmedigi ve 1 bireyin ise sigarayr eskiden ictigi tespit edilmistir. Ayni
grupta, 2 kisinin alkol kullandig1, 1 kisinin gazli icecek kullandigi ve 21 kisinin ise
cay ve kahve tiikettigi belirlenmistir. 32 tiroidit hastasinda, 8 Kkisinin sigara
kullandigi, 17 kisinin ise sigara igcmedigi belirlenmistir. Bu grup i¢inde 6 kisinin
eskiden sigara kullandigi tespit edilmistir. Tiroidit hastalarinda, 7 kisinin alkol
kulland1g1, 1 kisinin gazli icecek kullandig1 ve 32 kisinin ise ¢ay ve kahve tiikettigi
belirlenmistir. Benign nodiillii hastalarda sigara kullanan birey sayisi 5 iken, 25
kiginin sigara igmedigi tespit edilmistir. Bu grupta 6 kisinin ise eskiden sigara
kullandig1 belirlenmistir. Benign grubunda, 4 kisinin alkol kullandig1 ve cay ve
kahve tiiketen birey sayisinin ise 37 oldugu belirlenmistir. Malign nodiillii hastalarda
13 kisinin sigara igtigi, 16 kisinin sigara igmedigi ve 3 kisinin ise eskiden kullandig1
tespit edilmistir. Bu grupta, 8 kisi alkol kullanirken, 3 kisi gazli icecek tiiketmekte ve
30 kisi ise ¢ay ve kahve tiiketmektedir.

Tablo 2. Kontrol ve hasta gruplar1 temel 6zellikleri

Kontrol Troidit grubu Benign grubu Malign grubu
grubu
YAS Say1 | Ort. | n(%) | Ort. n (%) Ort. | n(%) | Ort.
(n)
Toplam 21 28.62 32 38.2 37 54.2 30 48.6
Erkek 9 14.42 3 47.3 13 59,38 7 46.14
(10%) (35.1%) (23.3%
)
Kadin 12 11.13 29 5.44 24 51,75 23 47.1
(62.5%) (64.9%) (76.%)
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Tablo 2’nin devami

Icecek Say1 | Ort. | n(%) | Ort. n (%) Ort. | n(%) | Ort.
Alskanhg | (n)

Alkol 2 - 7 - 4 - 8 -

tiketimi

Gazli 1 - 1 - - - 3 -
icecek

tiketimi

Cay ve 21 - 32 - 37 - 30 -
kahve

Kullanimi

Sigara Say1 | Ort. | n(%) | Ort. n(%) | Ort. | n(%) | Ort.
Tiiketimi (n)

Sigara 8 - 8 - 5 - 13 -
I¢iyor (38.09 (25%) (13.5%) (43.3
(glinde) %) %)
Sigara 12 - 17 - 25 - 16 -
igmiyor | (57.14 (53.12 (67.56 (53.3
%) 5%) %) %)
Eskiden 1 - 6 - 6 - 3 -
kullanmis | (4.76 (18.75 (16.2%) (10%)
%) %)

4.1. Kontrol Grubu ve Hasta Gruplarimin Hiicre Dis1 Serbest DNA Miktari
Kontrol ve hasta gruplarinda elde edilen veriler Tablo 3’de verilmistir. Tiim
bireylere ait verilerin dagilimi1 ve grubun oOrtalamasma ait degerler Sekil 6’da
verilmistir. Buna gore, serbest DNA miktar1 hasta gruplarinda daha yiliksek miktarda
tespit edilmistir. Ortalama ccfDNA miktar1 kontrol, tiroidit, benign ve malign
gruplarinda sira ile 623.3, 1613, 1721.3 ve 1691 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Kruskal-Wallis testi ve daha sonra uygulanan Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi, hasta
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gruplarinin her birinin sahip oldugu DNA miktarindan istatistiksel olarak anlamli
oldugu ortaya konulmustur (Her bir karsilastirma grubu i¢in P<0.0001 olarak tespit
edilmistir). Ug¢ hastalik grubu igerisinde, en yiiksek ccfDNA miktar1 sira ile benign,
malign ve tiroidit gruplarinda elde edilmistir. Bu ii¢ hastalik grubu kendi arasinda

karsilastirilmis ve aralarinda bir fark olmadigi tespit edilmistir.

Tablo 3. Kontrol grubu ve tiroid hastaliklar1 ccfDNA miktarlari

ccfDNAmiktari Kontrol (n=21)  Tiroidit (n=32)  Benign (n=37) Malign (n=30)

(ng/ml)
Ortalama 623.3 1613 1721.3 1691
Enaz 454 908 1344 1212
En ¢ok 1081 2280 2560 2840
Erkek 608.0 1667 1825.4 1687
Kadin 634.8 1608 1664.9 1692
o P<0.0001 '
P<0.0001 _ v
P<0.0001 4
—_—
n A
~ 20004 Al v
= Hggm " : A\l : Vv
£ = TWWY M
ateel  Mead TP
= [ 1] I A, aA vY
£ =. AA Vv
S 1000 @ _q :
oo
Fee
0 T T T T
Kontrol Tiroidit Benign Malign

Sekil 6:Tiroid hastaliklar1 ve kontrol grubunda 6lgiilen ccfDNA miktar dagilimlari

Uc hastalik grubunda elde edilen ccfDNA miktarlar1 ile bireylerin yaslar:
arasinda iliski olup olmadigi Spearman Rho testi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara

gore her li¢ hastalik grubuyla yas arasinda istatistiksel bir iliski bulunmamistir
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(P>0.05). Diger taraftan, tiroid hastaliklarin1 ayirmadan, genel olarak kontrol ve
tiroid hastaliklar1 seklinde karsilastirildiginda yas ile ccfDNA miktar1 arasinda
anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (n=99, r=0.21, P<0.05)

Tiroidit  hastalar1  cinsiyet  dikkate alinarak ccfDNA  bakimindan
kargilastirilmistir.  Erkek ccfDNA miktar1 daha yiiksek bulunmasina ragmen,
istatistiksel bir fark bulunamamistir (P=0.7, Mann Whitney U test). Benign erkek
hastalarin ccfDNA miktarlari, kadmlara gore yliksektir. Aralarinda anlamli olma
egilimi oldugu tespit edilmistir (P=0.06, Mann Whitney U test). Malign bireylerde
ise benzer bir durum tespit edilmis olup, cinsiyet bakimindan bir fark tespit
edilmemistir (P>0.05, Mann Whitney U test). Uc hastalik grubu birlestirildiginde,
cinsiyet bakimindan erkeklerin ccfDNA miktarlar1 istatistiksel olarak anlamlh

olabilecek sekilde fazla oldugu tespit edilmistir (n=99, P=0.05)

30001 . P=0.05 .
[ ]
°
-
°
~ 20001 ole
= e 0®
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z L [ |
g n
S 10004
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0 T T
Tiroit Erkek Tiroit Kadin

Sekil 7: Cinsiyete gore 6lgiilen ccfDNA miktar dagilimlart

Sigara kullanim1 dikkate alindiginda, hasta gruplar sigara i¢ip igmeme durumuna
gore Mann Whitney U testi ile karsilagtirilmislardir. Tim gruplar i¢in, sigara
kullanim1  dikkate alindiginda, ccfDNA miktarlar1 bakimindan bir fark
bulunmamistir. Ayrica, {i¢ tiroit hastaligi bir grup olarak dikkate alindiginda da

sigaranin ccfDNA miktar1 iizerine bir etkisinin olmadig1 anlasilmistir (P>0.05).
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Sekil 8: Sigara kullanimina gore dlciilen ccfDNA miktar dagilimlar:

4.2. Kontrol Grubu ve Hasta Gruplarinin SmC Degisimi

Kontrol ve hasta gruplarinda elde edilen veriler tablo 4’de verilmistir. Buna
gore, total DNA metilasyonu yiizdesi dikkate aldiginda, kontrol, tiroidit, benign ve
malign gruplarinda sira ile %3.07, 4.84, 2.46, ve 2.48 olarak tespit edilmistir. Mann
Whitney U testi uygulandiginda, tiroidit grubunda tespit edilen DNA 5mC miktari,
kontrol grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (P=0.028). Ancak,
benign veya malign gruplar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda, aralarinda anlamli
bir fark bulunmamistir (Benign ve Kontrol grubu igin P=0.29, Malign ve Kontrol
grubu igin P=0.34).

Tiroid ile ilgili ele alinan hastalik gruplari arasinda fark olup olmadig:
arastirilmistir. Bu baglamda, Mann Whitney U testi uygulanmis ve su sonuglar elde
edilmistir. Oncelikle benign ile malign gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunamamistir (P=0.94). Ancak, tiroidit grubu ile benign grubu arasinda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (P=0.001). Benzer sekilde, tiroidit
grubu ile malign grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir
(P=0.008).
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Tablo 4. Kontrol grubu ve tiroid hastaliklart DNA 5mC degisimi

m5C (%) Kontrol (n=19) Tiroidit (n=30) Benign (n=30) Malign (n=15)
Ortalama 3,07 4,84 2,46 2,48
Enaz 0,62 0,22 0,13 0,39
En ¢ok 9,94 11,28 7,35 6,07
SS 2,05 2,96 1,86 1,68
SS: Standart Sapma
1519
P=0.008
P=0.001
P=0.028 ]
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Sekil 9: Tiroid hastaliklar1 ve kontrol grubunda &l¢iilen DNA SmC yiizde dagilimlar

Ug hastalik grubunda elde edilen DNA 5mC yiizdeleri ile bireylerin yaslari
arasinda iliski olup olmadigi Spearman Rho testi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore tiroidit ve benign gruplarda, yas ile anlamli olma egilimi goriilmistiir (tiroidit
grubunda P= 0.07 ve benign grubunda P= 0.08). Diger taraftan, malign hastalarda,
yasin tek basina DNA metilasyonu ile iligkili oldugu tespit edilmistir (r= 0.70, P=
0.004). Diger taraftan, tiroid hastaliklarin1 ayirmadan, genel olarak kontrol ve tiroid
hastaliklar1 seklinde karsilastirildiginda, yas ile DNA 5mC yiizdesi bakiminda
negatif ve anlamli olma egiliminde bir iliski tespit edilmistir (r= 0.19, P=0.06).
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Tiroidit hastalar1 cinsiyet dikkate almarak DNA 5mC yiizdeleri bakimindan
karsilastirilmistir. Buna gore hastalik gruplarinda, DNA metilasyonu bakiminda bir
fark gorilmemistir. Benzer sekilde, tiim tiroid hastalik gruplar1 bir arada
degerlendirildiginde, DNA metilasyonunun her iki Ccinsiyette benzer oldugu
gorilmistiir (P>0.05).

Sigara kullanimi1 dikkate alindiginda, hasta gruplar sigara i¢ip igmeme durumuna
gore Mann Whitney U testi ile DNA metilasyonu bakimindan karsilastirilmiglardir.
Tim gruplar i¢in, sigara kullanimi dikkate alindiginda, SmC yiizdeleri bakimindan
bir fark bulunmamistir. Ayrica, ti¢ tiroid hastaligi bir grup olarak dikkate alindiginda

da sigaranin DNA metilasyonu iizerine bir etkisinin olmadig1 anlasilmistir (P>0.05).
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5. TARTISMA

Son yillarda genomik ve epigenomik degisimler dikkate alinarak hastaliklarin
farkli siiregleri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmis ve giiniimiizde bu siiregler devam
etmektedir. Ancak teknolojik yetersizlikler nedeniyle arastirilamayan veya
aciklanamayan noktalar bulunmaktadir. Bu noktalardan bir kag1 da ccfDNA ile ilgili
konulardir. Son gelismelerin ardindan genometastazdan bahsedilmis ve bu alanda
aragtirmalar yapilmaya baglanmigtir. CCfDNA hiicresel 6liim ve doku hasarindan
sonra dolagima salmnan ve kisa siire Once hastaliklar ile ilgili bazi siiregleri
aydmlatmas1 potansiyeli nedeni ile umut verici yeni bir gosterge olarak ortaya
cikmistir. Neredeyse viicuttaki her hiicreden DNA’nin serbest hale ge¢cmesi,
homeostatik bozukluklarin ve hiicresel 6liim hizindaki degisikliklerin oldukca hassas
bir gostergesi yapmaktadir. CcfDNA’nin farkli 6zellikleri ile bireylerin cinsiyet ve
yaglanma gibi faktorlerin yaninda diger hastaliklar ile iliskisi fizyolojik ve patolojik
olarak halen arastirilmaktadir. Bu baglamda hiicreden ¢esitli mekanizmalar ile digar1
¢ikmis DNA’nin varliginin 6nemli bir biyomolekiil oldugu tahmin edilmektedir.
Bundan dolay1 tez ¢alismasinin birinci amacinda, sirkiiler kandaki bulunan serbest
DNA miktarini, tiroid hastaliklar1 i¢in yeni biyomarker olup olmadigi arastirilmustir.
Tiroid ile ilgili ii¢ farkli hastalik grubundan alinan kan ornekleri ile sistemik bir
hastaligi olmayan, saglikli bireylerden aliman kan ornekleri kullanilmis ve
plazmalarindaki total serbest DNA miktar1 Olclilmiistiir. Elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda benign, tiroidit ve malign hastalarin kanlarindaki serbest DNA
miktariin istatistiksel olarak kontrol grubundan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle alman orneklerdeki ccfDNA miktar: tiroid hastaliklar: icin

farklilik arz etmekte ve bundan dolay1 biyomarker olma potansiyeli tagimaktadir.

Kanser basta olmak {izere, bircok hastaligin teshis ve diger siireclerini takip
etmek amaciyla kullanilabilecek yeni doku, hiicre veya molekiillerin kullanilmasi
biiyiik 6nem arz etmektedir. Glinimiizde, saglikli bireylerin plazma, serum, tiikiiriik
ve idrar Orneklerinde DNA’nin var oldugu ve oOlgiilebildigi bilinmektedir. Diger
taraftan, serbest haldeki DNA miktari, yapisinda bulunan mutasyonlar, epigenetik
degisimler, DNA par¢a biiylkligii gibi bazi parametreleri bazi kanser tiirlerinde
arastirtlmigtir. Boylece, ccfDNA’nin, hastaliklarin teshisi ve ilerlemesi igin 6nemli

olabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Hastaliklarin bircogunda 6zellikle kanser i¢in non-
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invasif, kolay ulasilabilir, tekrarlanabilir, hastalikla dogrudan ilgili veri saglayan
biyolojik 6rnek bulmak olduk¢a onemlidir. Tiroid kanseri disinda, son 20 yilda,
meme, kolorektal, pankreas, over, beyin ve melanoma kanserlerinde ccfDNA ile
ilgili cok sayida ¢aligma yapilmistir (Dawson ve ark., 2013, Panka ve ark., 2014, Tie
ve ark., 2015). CcfDNA ve tiroid hastaliklar1 ile ilgili ¢ok fazla arastirma
bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarin biiylik bir kisminda mutasyonlar ve ¢ok az
calisimada DNA metilasyon analizi yapilmistir.  Sirkiiler DNA’daki metilasyon
degisiminin, mutasyonlara gére kalic1 olmas1 sebebiyle daha iyi bir gosterge oldugu
bildirilmistir (Warton ve Samimi 2015). Bir ¢alismada, ccfDNA’nin biitiinliigii ve
miktarmin tiroid kanserleri i¢in farkli 6zellik gosterip gostermedigi arastirilmis ve
hem miktarsal hem de biitiinliigli bakimindan ccfDNA’nin tiroid kanserli bireylerde

yiiksek oldugu bildirilmistir (Salvianti ve ark., 2017).

Bir galismada, ccfDNA miktar1 hem saglikli grupta hem de tiroid kanserli
bireylerde 6l¢lilmiistiir. Saglikli grup ve tiroid gruplarinda ccfDNA medyan degerleri
sira ile 5.14 ve 22.54 ng/ml bulunmus ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir (Zane ve ark., 2013). Bir diger ¢alismada, hem DNA biitiinligii hem
de DNA miktarinin, tiroid nodiillii bireylerde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Salvianti ve ark., 2017). Bu c¢alismalarda elde edilen sonuglar, tez ¢alismasindaki
bulgularla uyum igindedirler. Calismalarm bir¢ogunda, tiroid kanserlerinin yaygin
ozelliklerinden olan BRAFY®*F  mutasyonu arastwilmistir. CcfDNA’nm  bir
biyomarkir kaynagi olarak potansiyel 6zellikte oldugu ile ilgili en 6nemli ¢calismada,
BRAFY®F  mutasyonu, papilary tiroid kanser ve benign kanserlerinde
karsilastirildiginda, papilary tiroid kanserli bireylerde daha yiiksek oldugu ortaya
konulmustur (Pupilli ve ark., 2013). Baz1 ¢alismalarda, ccfDNA miktarmin hastalik
evresi ile korele oldugu, ayrica primer timér hacmi ile sirkiiler DNA salmimi
arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir (Catarino ve ark., 2008, Bettegowda ve
ark., 2014). Bir bagka calismada, ccfDNA’da 8lciilen BRAF°°F mutasyonunun tiroid
kanserin ilerlemis klinik evresi ile uyum iginde oldugu gosterilmistir (Li ve ark.,
2012). Bu c¢aligma, sirkiiler ccfDNA’nin ozellikle agresif ve ilerlemis tiroid
kanserleri ig¢in non-invasif bir gostergesi olacagini isaret etmektedir. Tiroid
hastaliklar1 ile ilgili yapilan bagka caligmalarda, tedavi sonrasi hastalik siirecinin

takip edilmesinde ccfDNA’nm kullanilmasidir. Diger kanserler ile ilgili yapilan
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calismalarda, tedavi sonrasi ccfDNA miktarindaki diisiislerin, tedavinin cevabmin
degerlendirilmesinde kullanilabilecegi gosterilmistir (Tie ve ark., 2015). Benzer
sonuglar, tiroid kanserlerin tedavi Oncesi ve sonrast siiregleri igin de

degerlendirilmistir (Pupilli ve ark., 2013).

Tiroid kanserlerinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak, bazi
faktorlerin tiroid kaynakli hastaliklarda etkili oldugu bilinmektedir. Radyasyon
maruziyeti, ¢evre kirliligi ve beslenme bu faktorlerden en Onemlileridir. Bir¢ok
cevresel faktoriin, hiicresel strese neden oldugu ve dolayisi ile hem sitotoksik hem de
genotoksik stlirecleri baslattigi bilinmektedir. Anilan bu cevresel faktorler, 6zellikle
hiicreleri 6liime gotiiren en 6nemli mekanizma olan apoptosis ile iligkilidir (Wang ve
Baker Jr, 2007). CcfDNA’nin hiicreden serbest kalmasma neden olan mekanizmalari,
ayn1 zamanda tiroid hastaliklarinda da goriilmektedir. Ornegin, apoptosis tiroid bezin
homoestasisinde 6nemli rol oynamaktadir. Benzer sekilde, apoptosis, tiroid
kanserleri ile otoimmun tiroiditisin 6nemli bir mekanizmasidir (Lin, 2001). Bu
baglamda, calismamizda elde edilen yiiksek miktardaki DNA miktar1, apoptotik
mekanizma ile agiklanabilir. Ancak, konu ile ilgili arastrma yapilmasi

gerekmektedir.

Tez galismasinin ikinci amacinda, sirkiiler DNA’da tespit edilmis total DNA
metilasyonun, tiroid hastaliklar1 ve kontrol grubu arasinda farkli olup olmadigini
arastirtlmigtir. Tez ¢alismasmda ti¢ farkli hastalik grubunun kontrol grubuna goére
metilasyon dereceleri karsilastirilmistir. Yapilan caligmada tiroidit hastalarinda elde
edilen DNA 5mC miktar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek
bulunmustur (P<0.05). Ayrica, maling ve benign gruplar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriilmemistir (P<0.05). Calismada hastalik
gruplar1 arasinda karsilastirma yapildiginda malign ve benign gruplari arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmazken, tiroidit ve benign ile tiroidit ve malign

arasinda istatistiksel olarak fark goriilmiistiir.

Farkli kanserlerde DNA metilasyonun meydana geldigi bilinmektedir. Insan
genomunun farkli yerlerinde meydana gelen metilasyon degigmelerinin bir¢ok kanser
hiicresinin ortak ozelligi oldugu goriilmiistiir. Basta tiimor supresdér ve proto-

onkogenler olmak iizere 6zellikle baz1 genomik bolgelerin metillendigi veya daha az
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metillendigi goriilmiistiir. insan genomunda yaklasik olarak 4 milyon Alu tekrarl
dizileri ve yarim milyon uzun araya serpistirilmis nukleotid (LINE-1) dizlerinin var
oldugu dolayis1 ile bu yapilardaki metilasyon derecelerinin global DNA
metilasyonunu temsil ettigi kabul gérmektedir (Yang ve ark., 2004, Weisenberger ve
ark., 2005). Insan genomundaki Alu ve LINE-1 tekrarli dizilerin asir1 miktarda
metillendigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2004). LINE-1 ve Alu elementlerinde
meydana gelen demetilasyon bu elementlerin retrotransposon aktivitelerinde artisa
neden olmakta, bu durum insersiyon ve/veya homolog rekombinasyon ile genomik
kararsizlikla sonuglanmaktadir (Ostertag ve Kazazian Jr, 2001). Bununla birlikte
global DNA hipometilasyonunun gen transkripsiyonunda deregulasyona neden
oldugu bildirilmistir (Han ve ark., 2004). Memeli genomunda bulunan biitiin
sitozinlerin % 2-5’i, 5mC seklinde ve ¢ogunlukla CpG adaciklarinda bulunmaktadir
(Beck ve Olek, 2003). Saglikl1 hiicre gen-promotor bolgelerindeki CpG adalar1 genel
olarak metillenmemislerdir. Buna karsin tekrarli genomik bdlgeler asir1 miktarda
metillenmislerdir. Abarent DNA metilasyonu global DNA hipometilasyon ve gen
spesifik hipometilasyon veya hipermetilasyon seklinde meydana gelmektedir. Global
veya gen-spesifik DNA metilasyon paterninde meydana gelen degismeler
(hipometilasyon ve hipermetilasyon) bir¢ok kanser tipinde gézlenmistir (Lubbert ve
ark., 1992). Son yillarda farkli malignitelerde global DNA metilasyonunda
azalmalarin oldugu ifade edilmistir. Gama Sosa ve arkadaglar1 farkli tiimorlerle
yaptiklar1 caligmada hipometilasyonun tiimoriin ilerlemesi ile ilintili oldugunu
gostermislerdir (Gama-Sosa ve ark., 1983). Proto-onkogenlerde meydana gelen
hipometilasyon 0Ozellikle akciger tiimorleri ve losemide goriilmiistiir. Akciger
timorleri ile yapilan g¢alismalarda c-fos, c-myci Ha-ras ve Ki-ras gibi proto-
onkogenlerde DNA metilasyonunda azalmalarimn meydana geldigi gosterilmistir.
Bununla birlikte farkli 16semi tipleri ile yapilan ¢alismada Erb-Al ve bcl-2 proto-
onkogenlerinde hipometilasyon tespit edilmistir (Nambu ve ark., 1987, Rao ve ark.,
1989, Vorce ve Goodman 1989). DNA hipometilasyonu gastrik kanserlerde R-RAS
ve MAPSIN, kolon kanserinde S-100 ve melanomada MAGE (melanoma-associated
antigen) gibi biliylime tesvik edici genlerin aktivasyonuna neden oldugu tespit
edilmistir (Wilson ve ark., 2007). Ozetle DNA hipometilasyonu farkli mekanizmalar

aracilig1 ile kodlanmayan bolgeler ve genlerin aktivasyonuna neden olarak kanser
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gelisimi ve ilerlemesine katki saglamaktadir. Kanser hiicrelerinde timor supresor
genlerin promotor bdlgelerinde meydana gelen hipermetilasyon gen anlatiminda
azalmaya neden olan yaygin bir olaydir (Reamon-Buettner ve ark., 2008).
Hipermetilasyon bahsedilen genlerin transkripsiyonlarinda inaktivasyona ve hiicresel
fonksiyonlarinin kaybolmasima neden olmaktadir. Ornegin p16 ve MLH1 gibi bircok
gende meydana gelen hipermetilasyon tiimor supresoér genlerinin susturulmasina
neden olmaktadir (Herman ve Baylin, 2003, Feinberg ve Tycko, 2004). Fakli
timorlerle ile yapilan caligmalarda 3p, 11lp ve 17p kromozomlarinin bazi
bolgelerinde hipermetilasyon tespit edilmistir. In vivo kosullarda bu bélgelerde
metilasyon goriilmezken, kanserli dokularda metillendigi gosterilmistir (Baylin ve
ark., 1991).

Tiroid kanserleri DNA metilasyonu ile ilgili ¢ok ¢alisma yapilmamistir. Konu ile
ilgili, daha ¢ok gen spesifik DNA metilasyon analizleri mevcuttur. Ornegin yapilan
bir ¢alismada, tiroid kanserli bireyler ile benign nodiillii bireylerin kanlarinda elde
edilen DNA o6rneklerinde bes genin (CALCA, CDHI1, TIMP3, DAPK, ve RARfB2)
metilasyon analizi yapilmistir. Bu bes gendeki metilasyonun %95 oraninda spesifik
oldugunu orta koymustur. Bu ¢alismada, sitolojik olarak tespit edilemeyen veya daha
sonra kanser oldugu tespit edilen bireylerde DNA metilayson degisimin anlamli
oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Hu ve ark., 2006). Tiroid kanserleri ile saglikli grubun
karsilastirildigi baska bir ¢alismada, kanserli bireylerde alinan ccfDNA 6rneklerinde
SLC5A8 and SLC26A4 hipermetilasyon tespit edilmis bazi mutasyonlarla birlikte
onemli bir gosterge oldugu ifade edilmistir (Zane ve ark., 2013). Konu ile ilgili bagka
bir ¢alisma olmadig: tespit edilmistir. Tez calismasinda, elde edilen total DNA
metilasyonunun tiroid hastalarinda farkli olmasinin yaninda, farkl tiroid hastaliklar1

arasinda farkli metilasyon derecelerinin bulunmasi 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuglar

Bu tez calismasinda ¢ikan sonuglar,

1- Ug hasta grubundaki ccfDNA miktar1 kontrol grubundakine gore istatistiksel
olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir.

2- Istatistiksel farklar nedeni ile ccfDNA miktarmm, tiroid hastaliklarinda
farklilik arz etmesinden dolayi, bir biyomarker olabilecegi sonucuna ulagilmistur.

3- Tiroidit hasta grubunda Olgiilen total SmC miktari, kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamli bulundugu i¢in bir biyomarker olabilece§i sonucuna
ulagilmastir.

4- Ayrica, tiroidit hastalarindaki SmC miktarinin, diger iki hastalik grubundan
farkli olmasi nedeni ile metilasyon degisimin tiroidit hastalig1r icin spesifik
olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

6.2.  Oneriler

1- ccfDNA’da meydana gelen gen spesifik degisimler oner arz etmektedir.

2- Bu parametrelere ek olarak, mekanizmal olarak apoptotik ve nekrotik
stireclerin belirlenmesi ile mekanizmal bir yaklasim saglanmis olacaktir.

3- Genis hasta popiilasyonlar1 dikkate alimmalidir.

4- Analizler i¢in daha duyarli ve gen spesifik yaklasimlar (DNA metilasyonu

icin Pyrosekans ve Illimuna sekanslama) izlenmelidir.
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