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Danisman: Prof. Dr. Rifat BIRCAN

MtDNA mutasyonlarinin veya varyasyonlarinin bir¢ok multifaktoryel hastalikta ve yaslanma
stireglerinde rol oynadigina dair bilgi literatiirde yer almaktadir. Literatiirde 4977 baz ¢iftlik bir
mtDNA delesyonu olan sik delesyonun tiroit, kolorektal, karaciger, meme, kanserlerinde rol
oynadigina bilgiler yer almaktadir. Yapilan bu calismanin amaci, Tiirk toplumunda,
fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan tiroit nodiilleri ile papiller tiroit karsinomlarinda (PTK)
mitokondriyal DNA (mtDNA) sik delesyon prevalansinin saptanmasi ve mitokondriyal DNA
(mtDNA) sik delesyon varligimin PTK’lerinde ayiric1 tanida kullanilabilme potansiyeli
olup/olmadigiin belirlenmesidir. Calismaya 105 benign ve 6 PTK hastasina ait toplam 285
dokudan daha onceki ¢alismadan fenol-kloroform yontemiyle elde edilen DNA 6rnegi dahil
edilmistir mtDNA sik delesyon bolgesine ait 8470.-8484. niikleotidler ile 13459.- 13447.
niikleotidler arasindaki mitokondriyal genom bdlgesinin ¢ogaltilmast Yuvalanmis PZR
(Nested-PCR) metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Toplam 104 hastadan alinan sicak ve
soguk nodiil dokularinin 151’inde (%66,23) sik delesyon tespit edilmistir. PTK tanis1 konulan
6 hastaya ait 11 tiimor dokusunun 10’unda (%90,9) sik delesyon tespit edilmistir. Soguk
nodiiller ve sicak nodiiller arasindaki sik delesyon dagilimi incelendiginde, 107 sicak nodiiliin
80’inde (%74,8), 80 soguk nodiiliin ise 69’unda (%86,3) sik delesyon saptanmistir (p 0,053).
Sonug¢ olarak, istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber sik delesyon prevalansi
kanserlesme potansiyeli yliksek olan soguk nodiillerde sicak nodiillere gore daha yiiksek tespit
edilmistir. Ancak soguk tiroit nodiillerindeki sik delesyon prevalansinin PTK tiimor dokulariyla
benzer olmast nedeniyle PTK’lerinde ayiric1 tanida kullanilabilme potansiyelinin olmadig:
ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mitokondriyal DNA, Sik Delesyon, Tiroit
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ABSTRACT

MSc. Thesis
DETERMINATION OF MITOCHONDRIAL DNA COMMON DELETION PREVALENCE
IN BENIGN AND MALIGN THYROID NODULES IN THE TURKISH POPULATION
Nazh APAYDIN
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Rifat BIRCAN

In literature is mentioned that mitochondrial DNA (mtDNA) mutations/ variations play a role
in many multifactorial diseases and aging processes. According to these studies, the common
deletion in mtDNA, which is 4977 bp long, play a role in thyroid, colorectal, liver, breast cancer
and aging. The aim of this study is to determine the prevalence of mitochondrial DNA (mtDNA)
common deletion in functional and non-functional thyroid nodules and papillary thyroid
carcinomas in Turkish population and to determine the presence of (mtDNA) common deletion
can be used in the differential diagnosis of papillary thyroid cancers (PTC) whether or not. A
total of 285 nodular and surrounding tissues of 105 benign and 6 PTC patients were included
in the study. Nested PCR methodology were performed to analyze the mitochondrial genome
region between 8470.-8484 and 13459.- 13447. nucleotides for detection of the mtDNA
common deletion. The DNA samples were obtained by using phenol-chloroform methodology
in previous studies. Common deletion was detected in 151 (66.23%) of the hot and cold nodule
tissues taken from a total of 104 patients. Common deletion was detected in 10 (90.9%) of 11
tumor tissues of 6 patients diagnosed with PTC. When the distribution of Common deletion
was examined between cold nodules and hot nodules, Common deletion was found in 80
(74.8%) of 107 hot nodules and 69 (86.3%) of 80 cold nodules (p 0.053). As a result, although,
the prevalence of Common deletions was found to be higher in cold nodules, which has a high
cancer potential than the hot nodules, it is not statistically significant. However, since the
prevalence of Common deletions in cold thyroid nodules is similar to PTC tumor tissues, it is
predicted that it has no potential to be used in the differential diagnosis of PTCs.

Key words: Mitochondrial DNA, Common Deletion, Thyroid
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1. GIRIS

Genel olarak kanser terimi kontrolsiiz hiicre proliferasyonu gosteren invazyon ve
metastaz ile karakterize malign neoplazmlar igin kullanilir (Schaaf, Zschocke ve Potocki,
2012). Tiroit kanserleri tiim malignitelerin %1 ini olusturur. Tiroit kanserleri en sik goriilen
endokrin malignitelerden biridir ve insidans1 diger tiimorlere gore daha hizli artmaktadir. Tiroit
kanserlerinin insidansinin artisina neden olarak ¢ocukluk ¢aginda benign durumlar nedeniyle
eksternal radyasyona maruz kalinmasi, atmosferde kalinti halinde radyoaktif iyoda maruz
kalinmasi (6rnegin Cernobil niikleer reaktor kazasi), mikropapiller karsinomda oldugu gibi ince
igne aspirasyon ile subklinik donemde tan1 konmasi ve ultrasonografi teknigindeki gelismeler
sonucunda mikronodiillerin daha kolay belirlenebilmesi gosterilebilir. Giiniimiizde, tiroit
kanseri insidansi artmasina ragmen mortalite oraninin azaldigi gézlemlenmektedir. Bunun
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nedeni erken tani1 ve cerrahi ve/veya ile efektif tedavi yapilmasidir (Arslan, Delibasi ve

Sahin, 2011).

Nodiillerin fonksiyonel 6zellikleri g6z oniine alindiginda sintigrafik taramalarda iyot
alimindaki azalis veya artisa baglh olarak fonksiyonel (sicak) ve non-fonksiyonel (soguk)
nodiiller olarak smiflandirilirlar (Gozu vd., 2005). Tiroit sintigrafisinde, geri kalan tiroit
dokusundan daha disik radyoizotop tutulumu gosteren nodiile, non-fonksiyonel
(hipofonksiyonel) veya soguk nodiil denilir. Sicak nodiillerin radyoizotop tutulumu normal
tiroit dokusuna oranla daha yiiksektir. Belirgin tiroit nodiilii olan hastalarin nodiillerinin %7-
25’1 sicak karakterdedir. Sicak nodiillerin biiyiik bir kismi benign olmakla birlikte %<1’den az

bir kismu tiroit karsinomu karakteri gdsterir (Ozata, 2005).

Tiroit kanserleri, tiroit dokusunun epitelyal ve non-epitelyal kisimlarindan geligir. Tiroit
folikiiler epitelinden; papiller, folikiiler ve anaplastik kanserler koken alir. Papiller tiroit kanseri
en sik goriilen tip olup, tiroit kanserlerinin yaklasik %75-83’iinii olusturur (Zimmermann,
Camenisch, Rechsteiner, Bode-Lesniewska ve Rossle, 2014). Papiller tiroit kanseri varyantlari,
iyi prognozlu papiller kanser varyantlar1 ve kotii prognozlu papiller kanser varyantlari olmak
lizere 2 smifa ayrilmaktadir. Iyi prognozlu papiller kanser varyantlari; mikrokarsinoma,
enkapsiile varyant, solid varyant, folikiiler varyanttir. Kotli prognozlu papiller kanser
varyantlart ise; uzun hiicreli (tall hiicreli) varyant, onkositik (oksifil) varyant, kolumnar

hiicreleri varyant, diffiiz sklerozandir (Ozata, 2005).



Bununla beraber, mitokondriler niikleer genomdan bagimsiz olarak replike ve
transkribe olabilen kendi genomlarna sahiptirler. Insan mitokondriyal DNA’s1 (mtDNA),

kodlayan 16569 baz ciftlik dairesel ¢ift iplikli bir DNA molekiiliidiir (Aral vd., 2010).

Son yillarda mitokondriyal DNA mutasyonlart ve polimorfizmlerinin kanser
olusumunda ve gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlar arasinda, en
cok calisilan kodlama yapmayan D-loop bolgesinde yer alan D310 uzunluk polimorfizmidir.
MtDNA’nin D-loop bdlgesinin mutasyon hizinin diger kisimlarina gore %2-4 kat, niikleer
DNA'’ya gore ise en az 10 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu denli yiliksek oranda mutasyon
goriilmesi, histon proteinlerden yoksun olmasi ve tamir mekanizmasinin niikleer genom kadar
etkin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla mitokondriyal genomda genellikle
goriilen mutasyonlar/varyasyonlar niikleotit eksilmesi (delesyon), eklenmesi (insersiyon) veya

degisimlerinden (tranzisyon ve transversiyon) kaynaklanmaktadir (Avise, 1991).

mtDNA mutasyonlarinin veya varyasyonlarinin bir ¢cok multifaktoryel hastalikta ve
yaslanma siireclerinde rol oynadigina dair bilgi literatiirde yer almaktadir. En sik goriilen
mitokondriyal mutasyonlardan birisi, sik delesyon (common deletion) olarak adlandirilan
8470.-8484. ve 13447.-13459. niikleotidleri arasindaki 4977 baz ciftlik mtDNA dizisinin
delesyonudur. Bu delesyon, 5 tRNA geni ile sitokrom ¢ oksidaz kompleks 1 ve ATPaz alt

initeleri olmak iizere 7 geni icermektedir (Aral vd., 2010).

Literatiirde tiroit kanserleri ile mtDNA sik delesyonu arasindaki iliskiyi gosteren
calisma sayist oldukca azdir ve celiskilidir. Literatiirde yer alan tiroit kanseri ile ilgili bir
calismada benign ve malign tiroit tiimorlerinden olusan ve 79 vakay1 kapsayan bir arastirmada
(Hiirthle ve non-hiirthle hiicre neoplazmalar1) 4977 be (baz ¢ifti) sik delesyon (CD) varlig
taranmis ve sonu¢ olarak mtDNA sik delesyonu Hurthle hiicre tiimorlerinin %100'linde,
adenomlarin %33,3'linde ve Hurthle olmayan hiicreli papiller karsinomlarin %18,8'inde tespit
edilmistir. ATPaz 6 geninin germline polimorfizmleri, Hurthle hiicreli tiimorlerin ayirt edici
ozelligi olarak goriilen mtDNA sik delesyonu ile baglantili oldugu gosterilmistir (Aral ve Ozer,
2007; Carew ve Huang, 2002; Chatterjee, Mambo ve Sidransky, 2006; Maximo, Soares, Lima,
Cameselle-Teijeiro ve Sobrinho-Simoes, 2002). Cernobil kazasindan sonra radyoizotoplarla
kontamine olan bdlgelerde yapilan bir calismada, papiler tiroit karsinom ve folikiiller adenom

hastalarinin mtDNA o6rneklerindeki mutasyonlar arastirilmistir ve sik delesyonun (4977 bg)



papiler tioroid kasinom ve folikiiller adenomda yaygin oldugunu bulmuslardir (Aral ve Ozer,

2007; Chatterjee vd., 2006; Rogounovitch vd., 2002).

Literatiirde yer alan diger bir ¢alismada ise 50 tiroit tiimoriinden ve Tiirk hastalarinin
komsu saglikli dokulardan alinan dokularda sik delesyon varligi arastirildi ve sadece 6 tiroit
orneginde delesyon goézlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda mitokondriyal sik delesyonun

kanserle iligkisi olmadig1 6ne siiriilmiistiir (Aral vd., 2010).

Bu nedenle, yapilacak bu calisma ile Tiirk Toplumunda fonksiyone ve nonfonksiyone
tiroit nodiilleri ile papiller tiroit karsinomlarinda mitokondriyal DNA sik delesyon
prevelansiin belirlenmesi mutasyon insidansinin saptanmasi ve literatiire katki saglamasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mitokondriyal Genom

Insan mitokondriyal DNA's1 (mtDNA), 16.569 baz cifti uzunlugunda, dairesel ve
maternal olarak kalitilan bir DNA molekiiliidiir. Mitokondriyal genom 13’1 oksidatif
fosforilasyon sisteminin (OXPHOS) polipeptitlerini kodlayan, 22’si tastyict RNA’lar1 (tRNA)
ve 2’si 12S ve 16S olmak iizere ribozomal RNA’lar1 (rRNA) kodlayan toplam 37 gen
icermektedir (Aral ve Ozer, 2007; Brandon, Baldi ve Wallace, 2006). Son yillarda literatiirde
yer alan bazi calismalar, mtDNA nin kodladig1 mevcut genlere ilaveten diizenleyici RNA'lar1
ve hatta ilave proteinleri kodlayan genlere de sahip olduklarini bildirmiglerdir. Her bir insan
hiicresi yaklasik olarak 1000-10000 mitokondriyal genom kopyas1 igermektedir (Ozgelik vd.,
2019).

MtDNA’nin yapist incelendiginde; agir zincir (H) ve hafif zincir (L) olmak tizere iki
tamamlayic1 zincirden olustugu gériilmektedir (Aral ve Ozer, 2007; Brandon vd., 2006).
Guanin bakimindan zengin olan agir zincirde; 2 rRNA, 14 tRNA ve 12 polipeptid kodlayan
gen; sitozince zengin olan hafif zincirde ise; 8 tRNA ve 1 polipeptid kodlayan gen yer
almaktadir (Aral ve Ozer, 2007; Taanman, 1999).

Bununla beraber memeli mtDNA olaganiistii ekonomik bir organizasyon
sergilemektedir. Memeli mtDNA’s1 histon proteinleri igermemektedir. Ayrica, mitokondriyal
genler intron dizileri icermezler ve mtDNA kontrol bolgesi disinda genler arasi diziler ya birkag
bazla sinirlanmistir ya da bulunmamaktadir. Mitokondrilerde yer alan hem tRNA hem de rRNA
molekiilleri alisilmadik derecede kiiciiktiir. Protein kodlayan genlerin bazisi iist iiste gelebilir
ve bir¢cok durumda sonlanma kodonlarinin bir kism1 kodlanmaz. Ancak, posttranskripsiyonel

olarak mesajct RNA’nin (mRNA) poliadenilasyonu sonucu {iretilirler (Taanman, 1999).

mtDNA iizerinde 16,024 ile 576 niikleotid pozisyonlar1 arasinda yer alan ve herhangi
bir kodlama yapmayan kontrol bolgesi replikasyon ve transkripsiyonun regiilasyonundan
sorumludur. Bu boélge 3 korunmus dizi blogunu, 3 sarmalli bir D-loop bdlgesini ve
mitokondriyal transkripsiyon i¢in gerekli enhancer ve promotdr dizileri ile agir zincir
replikasyon orijinini igermektedir (Aral & Ozer, 2007; Taanman, 1999). Mitokondri iizerinde

yer alan protein bilesenlerin gogu nDNA tarafindan kodlanir (Carew ve Huang, 2002).
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Niikleer genom; mtDNA polimeraz y, mtRNA polimeraz, mitokondriyal ribozomal
proteinler, mitokondriyal metabolizma enzimleri gibi birgok mitokondriyal polipeptidi kodlar.
Bu proteinlere ait mRNA’lar sitozolik ribozomda translasyona ugrar ve mitokondriyal
proteinler, 6zel sinyal dizileri ile mitokondriye yonlendirilirler Mitokondri membranindaki 6zel

transport proteinleriyle de mitokondri membran ve kompartmanlarina aktarilirlar (Brandon vd.,
2006)

2.1.1. Mitokondriyal DNA’nin Replikasyonu

Okaryotik  hiicrelerde, mtDNA’nin  replikasyonu islev bakimindan nDNA
replikasyonundan farklidir. MtDNAnin replikasyonu hiicre dongiisiiniin S faziyla senkronize
degildir ve yar1 otonomdur (Carew ve Huang, 2002). Mitokondriyal ve niikleer genom arasinda
etkilesim olmasina ragmen, mtDNA replikasyonu niikleer genomdan ayr1 gerceklesir. mtDNA
replikasyon baslangi¢ noktasi olarak, D-loop igeresinde bulanan ve hafif zincir promotdr (LSP)
bolgesinin asaginda yer alan bir agir zincir replikasyon orjini (OH) ile agir zincir replikasyon
orjininden mtDNA’nin uzunlugunun 2/3 kadar uzaklikta yer alan hafif zincir replikasyon orjini
(OL) olmak tizere iki ayr1 replikasyon orijine sahiptir. Mitokondriyal replikasyon mitokondriyal
transkripsiyon ile yakindan baglantili olup agir zincir sentezi ile agir zincir replikasyon
orijininden baglar ve yeni sentezlenen agir zincir hemen hemen OL’yi gectikten sonra ters
yonde OL {lizerinde hafif zincir sentezi baslayarak halkasal sekilde ger¢eklesmektedir (Aral ve
Ozer, 2007; Brandon vd., 2006; Taanman, 1999).

Mitokondriyal DNA replikasyonunda mitokondriyal DNA sentezini gerceklestiren
DNA polimeraz y enzimidir. DNA polimeraz y 5°-3’polimeraz aktivitesine ek olarak 3°-5’
ekzontikleaz aktivitesine de sahiptir ve bu 6zellik sayesinde mtDNA nin replikasyonun dogru
gerceklesmesini saglar. Replikasyonda niikleer DNA polimerazlar gibi DNA polimeraz y’nin
yaninda; tek zincir baglanma proteini (mtSSB), ¢ift sarmalin ac¢ilmasini saglayan helikaz,
mtDNA siiper donlimlerin agilmasini saglayan topoizomeraz I ve I, primaz, ligaz gibi yardimci

proteinlere de gereksinim vardir (Chinnery ve Hudson, 2013; Taanman, 1999; Ulu, 2015).

2.1.2. Mitokondriyal DNA’nin Transkripsiyonu

Okaryotlarda; nDNA'da transkripsiyon icin her gen kendine ait &zgiin bir promotdre
sahipken, mtDNA'da ikisi agir zincirde (HSP1 ve HSP2) biri de hafif zincirde (LSP) olmak

tizere 3 promot6r bulunur (Chinnery ve Hudson, 2013).
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Mitokondriyal genom iizerinde D-loop bdlgesinde karsilikli olarak yer alan 150 bg
uzunlugundaki agir zincir transkripsiyon baslangi¢ yeri (ITH1) ve hafif zincir transkripsiyon
baslangi¢ yeri (ITL) transkripsiyonun baslamasi i¢in 6nemlidir. Agir zincir ve hafif zincir
transkripsiyon  baslangic  bdlgeleri 15 bg¢'lik  konsensus  dizisinden  (5P-
CANACC(G)CC(A)AAAGAYA) olusur ve agir ve hafif zincir promotdr bolgeleri icerisinde
yer alir (Aral, 2007; Taanman, 1999). MtDNA Agir zincirin transkripsiyonu agir zincir
promotor (HSP) igerisinde bulunan ve tRNAP™ genine bitisik 561. niikleotid pozisyonundan
(ITH1); hafif zincirin transkripsiyonu ise hafif zincir promotor (LSP) bélgesi igerisinde bulunan
407. niikleotid pozisyonundan (ITL) baslar. Agir zincir i¢in varsayilan 2. transkripsiyon
baslangig yeri; 638. niikleotid pozisyonunda (ITH2) tRNAP" geninin igerisinde 12S rRNA
geninin hemen yaninda yer alir. Bu bolgenin promotor dizisi 15 bg’lik konsensus dizisiyle daha
sinirl benzerlik gosterir ve bu yer agir zincirin transkripsiyonu i¢in ITH1’den daha az aktiftir

(Aral ve Ozer, 2007; Taanman, 1999).

Transkripsiyon; mitokondriyal RNA polimeraz (mtRNApol) tarafindan gergeklestirilir.
Ancak mtRNApol’in tek basina traskripsiyonu baslatma kabiliyetinden yoksundur. Bu nedenle,
mtRNApol’in transkripsiyonu baslatabilmesi i¢in mitokondriyal transkripsiyon faktorii A
(mtTFA), mitokondriyal transkripsiyon faktorii B1 ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii
B2’ye (TFB1M ve TFB2M) ihtiyaci bulunmaktadir (Aral ve Ozer, 2007; Chinnery ve Hudson,
2013; Fernandez-Silva, Enriquez ve Montoya, 2003; Ulu, 2015).

Transkripsiyon mtDNA iizerinde polisistronik bir mRNA olusturur. ITH1 de baslayan
transkripsiyon 16S rRNA geninin asagisinda 3‘ucunda sonlandirilir. Boylece iki farkli
transkripsiyon baglama bolgesi mRNA ve tRNA transkriptlerinin diizenlenmesinin birbirinden
bagimsiz olmasini saglar. ITL’de baslayan transkripsiyon ise ITH2 gibi polisistronik mRNA
olusmastyla sonuglanir. ITHI iizerinde gergeklesen transkripsiyon 16S rRNA/tRNA'®
smirinda tRNA'daki {i¢ tekrar dizisi ile mitokondriyal sonlanma faktdriiniin (mTERF veya
mtTERM) bu dizilere baglanmasiyla gergeklesir (Aral ve Ozer, 2007; Chinnery ve Hudson,
2013; Fernandez-Silva vd., 2003; Taanman, 1999; Ulu, 2015) (Sekil 2.1.).



2.1.3. Mitokondriyal Protein Sentezi

Mitokondriyal protein sentezi sitoplazmik protein sentezinden bagimsiz olarak
mitokondriyal matrikste yer alan ribozomlarda veya mitoribozomlarda gergeklesir (Aral ve
Ozer, 2007; Taanman, 1999). Mitoribozomlar ribozomal alt birimleri mtDNA tarafindan
kodlanan 16S ve 12S rRNA igeren olagandisi 6l¢tide diisiik bir RNA igerigine sahiptir. Memeli
mitoribozomlarinda 5S rRNA bulunmaz (Taanman, 1999). Mitokondriyal protein sentezinde
gorev alan tRNA’lar mtDNA tarafindan kodlanirlar. Kodlanan tRNA’lar sitoplazmik
tRNA’lara gore ¢ok daha kiigiiktiirler. Bununla birlikte kodon kullanimi da sitoplazmik genetik
koddan farklilik gosterir (Aral ve Ozer, 2007). UGA sitoplazmik genetik kodda sonlandirma
kodonu iken mitokondriyal genetik kodda triptofan amino asidini kodlar. Ayn1 sekilde AGA,
AGG arjinin amino asidi yerine STOP kodonunu, AUA ve AUU izoldsin yerine metionin amino
asidini kodlamaktadir (Aral ve Ozer, 2007; Chinnery ve Hudson, 2013).

Mitokondriyal mRNA’larin 5‘ucunda 7-metilguanilat sapka yapisi yoktur. Bu sebepten
sitozoldeki translasyonda goriilen sapka yapisinin translasyonda {initelerince taninma islemi
gerceklesmez (Aral ve Ozer, 2007; Taanman, 1999). Translasyon sirasinda kiigiik ribozomal
alt birim mRNA’ya baglandiktan sonra yardimei faktorler aracilifiyyla mRNA’nin 5‘ucuna
dogru ilerlemektedir. Memeli mitokondrilerinde tanimlanmis tek baslatma faktorii GTPaz
ailesine ait olan mtIF-2’dir. GTP ile bir kalip varliginda kiigiik ribozomal alt birime fmet-tRNA
baglanmasini tesvik eder ve mtIF-2 ile kiiciik alt birim arasindaki yakinlig1 artirilarak fmet-
tRNA’nin translasyon kompleksine katilmasini saglar. mtIF-2, GTP“nin hidrolizi ile serbest
kalir ve biiyiik ribozomal alt birimin es zamanl baglanmasiyla ~55S baslatma kompleksi
olusur. Memelilerde mtEF-Tu, mtEF-Ts ve mtEF-G olmak {iizere 3 mitokondriyal uzama
faktoric tanimlanmustir  (Chinnery ve Hudson, 2013; Taanman, 1999). Translasyon
sonlandirmasi ise sadece mitokondriyal serbest birakma faktorii la (mtRFla) tarafindan
gerceklestirilir. Mitokondriyal serbest birakma faktorii 1a (mtRF1a) stop kodonlarin1 (UAA ve
UAG) tanir. Terminal tRNA ve yeni olusan peptit dizisi arasindaki bagin hidrolizini
gerceklestirir (Chinnery ve Hudson, 2013)

2.2. Mitokondriyal DNA Mutasyonlari

mtDNA’nin niikklear DNA’dan farkliliklarindan biri de mtDNA’nin sinir hiicreleri gibi
farklilasmis hiicrelerde bile devamli replike olabilmesidir. Bu nedenle mtDNA hasarlar

hiicresel fonksiyonlar {izerinde somatik nDNA hasarindan daha fazla olumsuz etki
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yapabilmektedir. Niiklear genom hasar1 onarilmayacak kadar biiyiik oldugunda, hiicreyi
programli hiicre 6liimii olan apaptoza yonlendirirken, mtDNA’nin birden ¢ok kopyasi oldugu
i¢cin olusan mutasyonlar sonucu ¢ikabilecek hasarli mtDNA, normal kopyalarin varligi ile tolere
edilebilmektedir. Ayrica mitokondrilerin siirekli fizyon ve flizyonu mitokondri basina diisen
mutasyonlarin azalmasina katki saglamakta, yiiksek mutasyon orani ile ortaya ¢ikan defektif
mitokondriler mitofaji mekanizmalari ile biiylik 6l¢iide elimine edilebilmektedir (Lodish vd.,

2003; Scheffler, 1999).

Mitokondrideki oksidatif fosforilasyon sisteminin (OXPHOS) eksikligi enerji kaynagini
azaltirken mtDNA’ya oksidatif hasar1 ve mutasyonu indiikleyebilen ROS iiretimini artirir. ROS
konsantrasyonundaki artis mtDNA mutasyonlarinin olusumuna neden olur (Aral ve Ozer,
2007). Niiklear genom ile kiyaslandiginda, mtDNA’da yiiksek oranda mutasyon goriilmesinin
nedeni histon proteinlerinin olmamasi, mtDNA tamir mekanizmalarinin yetersiz olmasi,
ortamda yogun oksijen radikallerin ve birgok metabolitin bulunmasi ile agiklanabilir (Carew ve
Huang, 2002; Ozgen, 2012). mtDNA'daki mutasyonlar, zararli (patojenik), notr veya yararli
(adaptif) olabilir (Brandon vd., 2006). mtDNA'nin introna sahip olmadigi g6z Oniine
alindiginda, ¢ogu mutasyon kodlama dizilerinde meydana gelmesiyle biyolojik sonuglara yol

acabilir (Carew ve Huang, 2002).

Tipik olarak bir bireyin tim mtDNA kopyalarinin aynm dizi 6zelliklerini gosterdigi
duruma homoplazmi adi1 verilmektedir. Eger mtDNA'nin farkli varyantlar1 ya da mutasyon
iceren tipleri ve yabanil tipler bir arada bulunuyorsa bu durum heteroplazmi olarak
adlandirilmaktadir (Aral ve Ozer, 2007). Mutasyonun fenotipe etkisi mutasyonun yeri, ait
oldugu hiicre tipi ve mutant DNA miktarinin yabanil tip DNA’ya kiyasla ne kadar fazla
olduguyla iligkilidir. Bu durum esik etkisi olarak adlandirilir. Esik degeri asildiginda,
mutasyondaki kiigiik artis oranlarina karsilik fenotipte giderek artan bir bicimde daha biiyiik

degisikliklere neden olabilmektedir (Finnild, Hassinen ve Majamaa, 1999).

2.2.1. Mitokondriyal DNA Nokta Mutasyonlari

Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlart mitokondriyal genom iizerinde tRNA, rRNA,
protein kodlayan genler veya kodlama yapmayan boélgelerde tanimlanmistir. tRNA
genlerindeki mutasyonlar hastaliklarla iligskilendirilen nokta mutasyonlarmin biiylik kismini
olusturmaktadir. Bu mutasyonlar genellikle kas ve sinir hastaliklar1 veya kardiyak defektler ile
iliskilendirilmektedir (von Kleist-Retzow, Schauseil-Zipf, Michalk ve Kunz, 2003).
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Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlar1 ayn1 yolakta yer alan genlerde goriilen ayni tip
mutasyonlar olmasina ragmen cogunun fenotipik yansimasi son derece degiskenlik
gostermektedir. Yapilan calismalarda fenotipik degisikliklerde niiklear genler ve diger mtDNA
mutasyon ve/veya polimorfizmlerinin rolii olabilecegi ve ¢evresel faktorlerin etkisinin oldugu

one siiriilmektedir (Schapira, 2006).

2.2.2. 4977 bg Sik Delesyon

Son yillarda mtDNA mutasyon ve polimorfizmlerinin kanser olusumunda ve
gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi ifade edilmektedir. S6z konusu varyasyonlar arasinda,
en ¢ok calisilan kodlama yapmayan D-loop bolgesinde 303 ve 315 niikleotid arsinda yer alan
D310 wuzunluk polimorfizmidir. MtDNA’nin  D-loop bdlgesinin mutasyon hizinin
mitokondriyal genomun diger kisimlarina gore %2-4 kat, niikklear DNA’ya gore ise en az 10 kat
daha fazla oldugu literatiirde yer almaktadir. MtDNA iizerinde bu denli yiiksek oranda
mutasyon goriilmesinin nedeni, histon proteinlerden yoksun olmasi ve tamir mekanizmasinin
niiklear genom kadar etkin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla, mitokondriyal
genomda genellikle goriilen mutasyonlar/varyasyonlar niikleotit eksilmesi (delesyon),

eklenmesi (insersiyon) veya degisimlerinden (tranzisyon ve transversiyon) kaynaklanmaktadir

(Avise, 1991).

mtDNA mutasyonlarinin veya varyasyonlariin bir¢ok multifaktoryel hastalikta ve
yaslanma siire¢lerinde rol oynadigina dair bilgi literatiirde yer almaktadir. En sik goriilen
mitokondriyal mutasyonlardan birisi de sik delesyon (common deletion) olarak adlandirilan
8470-8484 ve 13447-13459 niikleotidleri arasindaki 4977 bg¢’lik mtDNA dizisinin
delesyonudur. Bu delesyon, 5 tRNA geni ile sitokrom ¢ oksidaz kompleks 1 ve ATPaz alt
tiniteleri olmak {izere 7 geni igermektedir (Aral vd., 2010) (Sekil 2.1.).

4977 bg’lik mtDNA delesyonu olan sik delesyon literatiirde yer alan ¢aligmalara gore
tiroit, kolorektal, meme kanseri ve yaslanmada rol oynadig1 gézlenmistir (Berneburg vd., 2004,
Chen vd., 2011; Dimberg vd., 2015; Gendron, Mallet, Bastien ve Rochette, 2012; Maximo vd.,
2002).
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Sekil 2.1. insan mitokondriyal DNA's1 ve iizerinde yer alan genler (Kim, Kenigsberg, Jurisicova
ve Bentov, 2019). Kompleks | genleri: NADH dehidrogenez (ND1, ND2, ND3, ND4, ND5,
ND6), Kompleks III genleri: sitokrom ¢ Oksidorediiktaz (CYTB), Kompleks IV genleri:
Sitokrom oksidaz (COI, COIIl, COlIll), Kompleks V genleri: ATP sentaz (ATP6, ATP8),
Ribozomal RNA genleri: 16S, 12S, Transfer RNA genleri tagidiklar1 aminoasitin harf kodu ile
gosterilmigtir. HSP1: Agir zincir promotdr bolge 1, HSP1/HSP2: Agir zincir promotor
bolgeleri, LSP: Hafif zincir promotor bolge, OH: Agir zincir orijini, OL: Hafif zincir orijini

2.3. Tiroid Anatomisi

Tiroit bezi boynun 6n bdlimiinde, larinksin yari alt-6n ve trakeanin {ist-6n bolimiinde
kelebek seklinde bulunan bir organdir (Kabalak, 2009). Eriskin tiroit bezi ortalama 15-20 gram
agirh@inda olmakla birlikte insan bedenindeki en biiyiik endokrin bezidir (Meller ve Becker,
2002). Tiroit bezi eni 2-3 cm, kalinlig1 2-4 cm, boyu 4-5 cm araliginda olan sag lob, sol lob ve
isthmus kisimlarindan meydana gelmektedir (Skandalakis ve John, 1995) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2 1. Tiroit bezi anatomisi (Solmaz, 2013)

Embriyolojik olarak gelismesini tamamlayan tiroit bezini bir tabaka kiibik tiroit epiteli
ile ¢evrili, liimeni kolloid ile dolu, folikiillerden olusmaktadir (Erdogan, 2005). Her lobiilde
ortalama 2-40 folikiill bulunmaktadir. Folikiil hiicresine tirosit adi da verilir. Bir tiroit
folikiiliinde esas olarak ii¢ tip hiicre vardir. Bunlardan ilki hem folikiiler liimen hem de bazal
membranla iliskide olan normal folikiil hiicresi bu hiicrelere A hiicresi de denmektedir. A
hiicresi, normal folikiil hiicresi olup TSH etkisi altinda, hormonlarin yapim ve salinimindan
sorumludur (Henry, 1997). Ikinci folikiiler hiicre tipi, oksifilik hiicreler (Hiirthle) olup bunlara
B hiicresi de denmektedir. B hiicresin en 6nemli 6zelligi cok miktarda serotonin depolamasi ve
TSH reseptorii igerip tiroglobulin sentezi yapabilmesidir (Henry, 1997). Son hiicre tipi olan
liimenle iligskide olmayan ancak bazal membranla iliskide olan parafolikiiler hiicreler diger adi
ile C hiicresti TSH kontroliinde olmayip tirokalsitonin (TC) hormonunun yapim ve

salinmasindan sorumludur (Papotti, 1994).

2.3.1. Epidemoloji

Diinyada en yaygin goriilen endokrin hastaliklarindan biri olan tiroit bezi hastaliklari,

ozellikle nodiillerine ¢ok sik rastlanmaktadir (Ozata, 2005). Tiroit nodiilleri, radyolojik olarak
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ayrilabilir, fizik muayene ya da yardimci goriintiileme yontemleri ile tespit edilir. Tiroit
nodiillerinin palpe edilme sikligi %3-7 iken, klinik taramalar sonucu c¢ikmayan ancak
ultrasonografide (USG) tespit edilme sikligi %20-76 arasinda degiskenlik gosterir (Datta,
Petrelli ve Ramzy, 2006; Faquin, 2008; Hegedus, Bonnema ve Bennedbaek, 2003; Serra ve
Asa, 2008). Tiroit bezinin biiyiimesi olan guatr erkeklerde kadinlardan %20-25 daha az goriiliir.
Tiirkiye’de cografik bolgelere gore degisiklik gostermekle beraber % 5-56 arasinda goriiliir
(Ozata, 2005).

En sik goriilen endokrin malignitelerinden biri olan tiroit kanseri tiim malignitelerin
yaklasik %2,9’unu olusturmaktadir (Barbaro vd., 2014; Fayaz, Fard-Esfahani ve Torbati,
2014). Bu artisin sebep ince igne aspirasyon biyopsisinin daha sik kullanilmaya baslanmasi

veya diger sebebi Cernobil kazasinm Tiirkiye iizerindeki etkisi olabilir (Ozata, 2003).

Tiroit nodiillerinin %5-15'inde malignite saptanmasi nedeniyle klinik tanist 6nemlidir.
Tiroit kanseri, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde kansere bagli 6liimlerin kadinlarda
%0.17, erkeklerde ise %0.26'sindan sorumludur. Siklig1 yasa ve cinsiyete gore degismektedir.
En sik 30-70 yas arasinda ve kadinlarda goriilmektedir. Kadinlardaki malignitelerin
%1,5’inden, erkeklerde ise %0,5’inden sorumludur. Tiroit kanseri insidansi artmasina ragmen
mortalite azalmasinin nedeni erken tani ve cerrahi ve/veya I-131 ile efektif tedavi yapilmasidir

(Arslan vd., 2011).

2.3.2. Etiyoloji

Tiroit nodiillerinde radyasyonun etiyolojide rol oynadigi belirlenmistir. Tiroit kanser
insidans1 200-700 rad radyasyon almis kisilerde 20-25 yil sonra arttig1 saplanirken 500 rad
civarinda radyasyon alan kisilerde insidansi %2’dir (Ozata, 2003).

Besinler ile iyot aliminin yetersiz oldugu durumlarda T3/T4 {iretimindeki azalmaya
bagl olarak TSH’ da artisa sebep olarak tiroit hiicre sayisinda artma meydana gelir. TSH
salgisinin  anormal artig1 tiroit hiicrelerinde sayica kontrolsiiz ¢ogalmalara ve genetik

degisiklere neden olmaktadir (Demir, 2015).

Kadinlarda basta olmak iizere endojen hormonal faktorler tiim tiroit nodiil tiplerinde risk
faktorii olarak kabul edilmektedir. Ekzojen Ostrojen alimi, indiiklenmis menopoz, gebelik sayist

ve obezite bazi c¢aligmalarda tiroit nodiilleri igin risk faktorleri olarak goriilmektedir.
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(Nikiforova, Chiosea ve Nikiforov 2009). Birinci derece akrabalarda tiroit kanseri olma

durumun tiroit kanser riskini 4-10 kat artirdig literatiirde yer almaktadir (Ozata, 2003).

2.3.3. Tiroidin Fizyolojisi

Tiroit bezinin folikiiler hiicrelerinden tiroit hormonlar1 olan tiroksin (T4),
trityodotironin (T3) hormonlar1 hipotalamus ve pituiter bezden gelen sinyallere cevap olarak
hipotalamus-hipofiz ekseninde sentezlenmektedir. T3 metabolik aktif form iken, T4 tiroit depo
ve taginmasi i¢in gereken formudur. Tiroit hormonunun salgilanmasi kontrollii hipotalamus,
anterior pituiter ve tiroit bezi tarafindan feedback mekanizmasi ile gerc¢eklesmektedir.
Hipotalamus tarafindan salinan tirotropin salgilayict hormon (TRH), hipofiz bezinden tiroit
uyarict hormonun (TSH) salinmasini ve sonrasinda da tiroitten T4 ve T3’lin yapimi ve
salmimini baglatir. Tiroit hormonunun hem pituiter bez hem de hipotalamus tizerine feedback
etkisi olmasinda serbest T4 seviyesindeki az da olsa artig veya azalma, TSH seviyesinde azalma

veya artisa neden olmaktadir (Aktiimsek, 2010).

Tiroit hormonlari kardiyovaskiiler sistem, sinir sistemi, immun sistem gelisiminde ve
fonksiyonlarinda gorev yaparak metabolizma hizinin artirilmasinda ve mitokondrilerin
biiylimesinde gorev almaktadirlar. TSH reseptorii rodopsin/B adrenerjik reseptdr alt ailesinin
bir liyesi olarak tiroit bezinin biiyliime ve islevlerinden sorumludur (Szkudlinski, Fremont,
Ronin ve Weintraub, 2002).

TSH, TSH reseptoriine baglanarak tiroit folikiiler hiicrelerinin biiyiime ve iglevlerini
uyarir, tiroit bezi hormonlarmin sentezini ve tiroit bezinden salgilanmalarini diizenlemesini
saglamaktadir. Tiroit bezi hormonlart ise (T3, T4) farklilagsma, biiylime ve metabolizma
tizerinde c¢oklu etkiye sahiptirler. Bu hormonlarin birincil islevleri niikleer reseptorler
vasitastyla protein yapimini diizenlemek ve zar yapisinda yer alan enzimleri aktive ederek

mitokondrilerde oksitlenme hizini arttirmaktir (Yigit, 2001; Kopp, 2001).

2.3.4. Tiroit Bezinin Benign Hastaliklar:

2.3.4.1. Guatr Tanim ve Multinodiiler Guatr

Guatr tiroit bezinin herhangi bir nedenle biiylimesine denir. Ultrasonografi yontemi ile
bezin biiyiikliigi, objektif bir sekilde hacim ya da boyutu belirlenebilir. Guatr endemik ya da

nonendemik olmak {iizere smiflandirilabilir. Endemik guatr iyot eksikligi olan bolgelerde,
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niifusun %10'undan fazlasinda guatr ortaya ¢ikiyorsa; nonendemik guatr iyot kaynaklari yeterli
olan iilkelerde ise, insanlara yiyecek ve ilaclarla fazla miktarda iyot verildiginde, tiroit hormon
sentezi azalmasina bagh olarak gelisen guatra denir (Hanks, 2001; Isgor, 2000; Sadler, Clark
ve Van Herden, 1999).

Multinodiiler guatr (MNG) ise; tiroit bezinin bir¢ok yerinde nodiillerin biiylimesiyle
olusan guatrdir. Tiroit nodiilleri; toksik ya da nontoksik, diffiiz ya da nodiiler ve soliter nodiil

ya da multiple nodiiler seklinde siniflandirilabilmektedir (Day, Chu ve Hoang, 2003).

Soliter nodiiler guatrlarda, 1,5 c¢cm’ nin altindaki nodiillerin ince igne aspirasyon
biyopsisi ile degerlendirilip hem klinik hem de sitopatolojik malignite kriterleri yoksa medikal
tedavi ile izlem yapilabilir (Karakan, 2008).

2.3.4.2. Soguk ve Sicak Nodiiller

Sintigrafik taramalarda iyot alimindaki artis ve azaligina bagli olarak nodiillerin %85’

soguk, %10’u 1lik ve %5°1 sicak nodiillerden olusur (Belfiore vd., 1992; Gozu vd., 2005).

Soguk nodiil diger ad1 ile hipofanksiyone nodiil tiroit sintigrafisinde, geri kalan tiroit
dokusundan daha diislik radyoizotop tutulumu gostermektedir. Soliter nodiillerin %85-90’1
soguk nodiildiir. Tiroit malign tiimdrleri normal tiroit dokusunun %1-10’u kadar radyoaktif
ilaglar1 biriktirir ve sintigrafik olarak hipoaktif goriintii verirler. Soliter soguk nodiillerin biiytik
kismimin nedeni kolloid kist veya adenomdur. %15-40’1 ise karsinoma riski tasir. Apse,
kanama, paratiroit adenomu da soguk nodiil olarak goriiliir. Soguk nodiillerinin karsinoma

olasilig1 hasta eger geng kadin veya herhangi bir yasta erkek ise artar (Ozata, 2005).

Taramalarda 1yot alim1 normal tiroit dokusundan daha fazla olan nodiillere sicak nodiil
diger adiyla hiperfonksiyon denmektedir. Belirgin tiroit nodiilii olan hastalarin nodiillerinin
%7-25’1 hiperfonksiyondur. Sicak nodiillerin biiylik bir kismi1 benign olmakla birlikte ¢ok

kiiciik bir kisminda tiroit karsinoma tanimlanmustir (Ozata, 2005).

Tiroit nodiil gelisimi {i¢ adimda degerlendirilir. Ilk adimda; iyot eksikligi, besinsel
guatrojenler veya otoimmiinite yaygin tiroit hiperplazisine neden olur. Daha sonra, bu asamada
serbest radikallerin (H202 gibi) etkisine bagli olusabilecek bir DNA hasari ile tiroit hiperplazisi
ile artan proliferasyon, bir mutasyon tasiyan daha fazla sayida hiicre ile daha yiiksek mutasyon

yiikiine neden olur. Bu spontan mutasyonlarin bazilar1 (Ornegin; Tirotropin reseptdrii (TSHR)
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ve GSo mutasyonlari) tiroitin biiyiimesini ve fonksiyonunu uyaran siklik adenozin monofosfat
(cAMP) sinyal ileti yolaginin aktivasyonunu saglar. Son olarak, proliferatif bir tiroit biiylime
faktoriintin ifadesinde (IGF-I, TGF-B1 veya EGF (epidermal biiyiime faktorii) artisa neden olur.
Biiylime faktorlerinin uyarilmalarinin bir sonucu olarak, tiim hiicreler boliiniir ve kii¢iik klonlar
olusturur. Biiylime faktorii ekpresyonu sona erdiginde, aktive edici mutasyonlara sahip klonlar,
kendi kendini uyarmayi basarabilirlerse daha da c¢ogalmaya devam eder. Boylece tiroit
nodiillerine doniisecek kiiciik odaklar olusturabilirler. Sicak tiroit nodiillerinde meydana gelen
somatik mutasyonlar, tiroit hiicrelerinde hem biiyiimeyi hem de hiicresel islevlerin baglamasini
saglarken soguk tiroit nodiillerinde meydana gelen mutasyonlar (RAS mutasyonlari ve
RAS/RAF/MEK/ERK/MAP sinyal ileti yolagindaki diger mutasyonlar) sadece hiicre
proliferasyonun olugmasini saglar (Bircan, 2007; Krohn vd., 2005) (Sekil 2.3.).

Iyot eksikligi

Diisiik T4 diizeyi

Hiperplazi ) Mutagenez

Somatik
mutasyonlara
sahip tek hiicreler

Hiperplazi

1 Somatik bir mutasyon
iceren hiicre klonlarina
sahip guatr

|

Sicak ve soguk nodiil olusumuna
neden olan mutasyonlan iceren

Normal T4 dizeyi hiicre klonlarinin yayilmasi

Sekil 2 2. Tiroit otonomisinin etiyolojisi (Bircan, 2007)
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2.3.5. Tiroit Kanserleri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) malign tiroit tiiméorlerini 1988 yilinda papiler, follikiiler,
mediiller, anaplastik olmak tlizere 4 baslikta ele almistir papiler ve folikiiller kanserler folikiil
epitelyum hiicrelerinden, mediiller kanserler parafollikiiler C hiicrelerinden kaynaklanmaktadir

(Ozata, 2003) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1. Tiroit kanseri siniflandirilmas1 (Ozata, 2003)

LPRIMER TUMORLERI

1.EPITELYAL TUMORLERI

Follikiiler Hiicre Kaynakli Tiimdrler
a) Bening Olanlar
Follikiiler Adenomlar
1.Klasik
2.Varyantlar
b) Malign Olanlar
1.Diferansiye
Follikiiler Karsinoma
Papiller Karsinoma
a.Klasik
b.Varyantlar
2.Az Diferansiye Karsinomlar
Insiiler Karsinoma
Digerleri

3.Anaplastik Karsinoma

2.C HUCRE KAYNAKLI TUMORLER

Mediiller Tiroit Karsinoma

3.MALIGN LENFOMA

4.CESITLI TUMORLER
Sarkom, Fibrosarkom, Epidermoid, Mukoepidermoid karsinoma

II. SEKONDER TUMORLER (METASTATIK)

1. TUMOR-BENZERI LEZYONLAR
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2.3.5.1. Folikiiler adenomlar

Histolojik inceleme ile saptanan, spesifik olarak yeni ve selim doku hiperplazisidirler.
Folikiiler hiicre klonlarmin asir1 iiretimi sonucunda ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Iyi smirh
tek lezyonlar seklinde olup, genellikle adenomu normal tiroit dokusundan ayiran bir kapsiil
vardir. Hiicresel 6zellik ve icerdikleri kolloid miktarina gore kolloid, Hiirthel hiicreli, Fetal,

Embriyonel, papiller adenomlar olarak alt gruplara ayrilirlar (Ozyegin ve Yavuz, 2000).

2.3.5.2. Follikiiler tiroit karsinom

Tiroit kanser tiplerinde papiller kanserlerden sonra %15 goriilmesiyle en sik goriilendir.
Follikiiler karsinom ortalama 50 yaslarindaki kadinlarda daha sik goziikmektedir. 10 yillik
mortalite papiller tiroit kanserine gore daha yiiksek olup, %60-70 civarindadir. Radyasyon,
iyottan fakir bolgeler, ailesel veya Cowden sendromu etiyolojisinde rol oynamaktadir.
Onkogenezinde RAS onkogen aktivasyonu rol oynamaktadir (Oliveira ve de Oliveira, 2007).
PAXS8/PPAR gama yeniden diizenlenmesi olup 11 nolu kromozomun uzun kolundaki (11q13)
multipl endokrin neoplazi tip 1 (MEN-1) geninin kaybi follikiiler kanserlerde timor
hiicrelerinin follikiiler fenotipe yonelmesine neden olmaktadir (Ozata, 2011). Follikiiler
karsinomlar; Hurtle hiicreli, Insiiler Karsinoma, Clear hiicreli olarak 3 varyant cesitti vardir

(Ozata, 2003).

2.3.5.3. Papiller karsinoma

Papiller karsinom, tiroitin follikiiler hiicrelerinden koken alip karakteristik niikleer
ozellikleri olan iyi diferansiye malign tiimordiir. Tiroit kanserleri i¢inde % 80 ile en sik goriilen
kanser papiller kanserdir (Adas, Adas, Oziilker ve Akgakaya, 2012). Kadilarda siklig
erkeklere gore 3 kat daha fazladir. Goriilme sikli§i son donemlerde artis gostermektedir.
Cocukluk ¢aginda iyonize radyasyona maruz kalma, iyottan zengin diyet, altta yatan benign
tiroit lezyonlari, hormonal ve herediter faktorler etiyolojisinde rol oynarken onkogenezinde ise
V-Raf fare sarkomu viral onkogen homologu B1 (BRAF) gen mutasyonu, RAS geni nokta
mutasyonlari rol oynamaktadir. Hastalarda genelde agrili tiroit nodiilii saptanmaktadir (Demir,
2015). Papiller karsinomlarinda psammom cisimcikleri %40-50 oraninda bulunur. Timor
hiicrelerinin arasinda veya lenfatik kanalda psammom cisimcikleri goriinmektedir. Folikiiler
adenoma ve karsinomalarinda folikiiler liimeni icerisindeki kalsifikasyonlar 6n planda
izlenmektedir. Buna karsilik, timor dis1 parenkim igerisinde de psammom cisimcikleri
izlenebilmektedir (Nikiforova vd., 2009).
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Papiller tiroit kanserlerinin; papiller mikrokarsinom, enkapsiile, follikiiler, diffiiz
sklerozan,onkositik, seffaf hiicerli folikiiler, uzun ve kolumnar hiicreli, kribriform morulu

varyantlar1 gibi alt tipleri bulunmaktadir (Demir, 2015; Akpolat, 2012)

2.3.5.4. Anaplastik tiroit kanseri

Tiroit kanserlerinin yaklasik % 1’ini olusturur ve ayn1 zamanda en agresif tiroit kanser
tipi olarak kabul edilmektedir (Adas vd., 2012). Genellikle 60 yasindan sonra goriiliir. Ortalama
hayatta kalma 6 ay olup, genel kabul edilen goriis diferansiye tiroit kanserinin anaplastik tipe
dontismesidir. Genellikle boyunda hizli biiyliyen sert bir kitle mevcuttur, siklikla servikal
lenfadenopati goriilmektedir (Neff, Farrar, Kloos ve Burman, 2008). Anaplastik tiroit
kanserinde siklikla P53 onkogende bozukluk vardir (Adas vd., 2012). Akcigere yaygin metastaz
%86, hava yolu obstruksiyonu %16, hemoroji % 14, kalp yetmezligi %11 oraninda goriiliir.

Histolojik olarak nekroz, hemoroji ve yliksek mitoz orani siklikla bulunur (Neff vd., 2008).

2.3.5.5.  Medullar tiroit kanseri

Medullar tiroit kanser bir néroendokrin tiimor olup, tiroitin parafolikiiler (C hiicreleri)
hiicrelerinden ¢ikar. Yaklasik tiroit kanserlerinin %2-5’ini olusturur. Meduller tiroit
kanserlerinin yaklasik %25°1 herediter olup RET proto onkogende patoloji vardir. Multipl
endokrin neoplazi (MEN) olarak adlandirilan bu hastaligin 3 ayr tipi bulunur, MENZ2a
(medullar tiroit kanseri, feokromositoma, hiperparotiroitizm) ve MEN2b’de (medullar tiroit
kanseri, feokromositoma, ganglionéroma) goriiliir, bunlarin disinda tek ailevi tiroit kanseri
bulunmaktadir. Erken donemde C hiicre hiperplazisi ve serum kalsitonin seviyesinde yiikselme
vardir. Kadin erkek orani 1,5/ 1 olup, en sik goriilme 50-60 yaslarindadir. Medullar tiroit kanseri
siklikla boyunda palpe edilen kitle ve servikal lenfadenopatiyle kendini gosterir. Tiroit
kanserinde tani1 IIAB yapilarak konulabilir, tan1 degeri %50-80 arasindadir. Ender olarak
boyunda radyoloji ile kalsifikasyon gosterilir (Adas vd., 2012).

Yapilan bu ¢aligmanin amaci, Tiirk toplumunda, fonksiyone ve nonfonksiyone tiroit
nodiilleri ile papiller tiroit karsinomlarinda mitokondriyal DNA (mtDNA) sik delesyon
prevalansinin saptanmasi ve mitokondriyal DNA (mtDNA) sik delesyon varliginin papiller

tiroit kanserlerinde ayirici tanida kullanilabilme potansiyeli olup/olmadiginin belirlenmesidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan cihazlar

Buzdolab1 +4° C, Bosch, Almanya

Derin Dondurucu -20°C, Vestel, Tirkiye
Distile Su Cihazi, GFL, Almanya

Ultrasaf Su Cihazi, Millipore,ABD
Elektroforez Gii¢ Kaynagi, Cleaver, ABD
Elektroforez Gii¢ Kaynagi, Thermo, Ingiltere
Hassas Terazi, Ohaus, ABD

Is1 dongii cihazi, Techne TC Plus, Ingiltere
Is1 dongii cihazi, Applied Biosystem, ABD
Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore
Kar buz makinasi, Bluewave BW, Cin
Mikrosantrifiij, Sigma, Almanya

Otoklav, Tek Bal, Tiirkiye

Otomatik dizi analizi cithazi, Genome lab GeXP genetic analysis system Beckman Coulter,

ABD

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD

pH metre, Hanna HI221, Romanya
Sogutmali santrifiij, Niive, Tiirkiye
Transilliiminator, Vilber Lourmat, Fransa
Vorteks, WiseMix, Kore

Yatay elekroforez tanki, Thermo, ABD
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Yatay elektroforez tanki, Cleaver, Ingiltere

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

33 cm x 75 pm Kapiler dizi, Beckman Coulter, ABD

Agaroz, Sigma, ABD

Borik asit, Sigma, ABD

Dizi analizi seperasyon jeli, Beckman Coulter, ABD

Dizi analizi kapiller elektroforez tamponu, Beckman Coulter, ABD
Deoksiribontikleik asit trifosfat (ANTP) set, MBI Fermentas, Litvanya
DNA belirteg (100 bg'lik), Thermo, Almanya

EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), Sigma, ABD

Etidyum bromiir, Sigma, ABD

Etil alkol, Sigma, ABD

Glikojen, Roche, Almanya

Magnezyum kloriir, Sigma, ABD

Mineral yag, Sigma, ABD

PEG (polietilenglikol) 4000, Merck, Almanya

SLS (6rnek yiikleme tamponu), Beckman Coulter, ABD

Sodyum asetat, Merck, Almanya

Tag DNA polimeraz enzim seti, MBI Fermentas, Litvanya

Tris, Sigma, ABD

Yiikleme tamponu, MBI Fermentas, Litvanya
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3.1.3. Kullamilan Kkitler

DNA Sekans Kiti

DNA dizi analizinde kullanilmak tizere Beckman Coulter (ABD) firmasindan GenomeLab
DTCS — Quick Start DNA Sequencing Kiti satin alinmistir. DNA dizi analizi kiti dizileme i¢in
gerekli olan quick start mix, kontrol kalip, dizileme primeri, glikojen, mineral yag, SLS

icermektedir.

3.1.4. Kullamlan ticari ¢ozelti ve tamponlar

Yiikleme tamponu (Fermantas, Litvanya)
Tris-HCI pH 7,6

%0,03 bromfenol mavisi

%0,03 ksilen siyanol FF

%60 gliserol

60 mM EDTA

10X reaksiyon tamponu (Fermantas, Litvanya)

Tag DNA polimeraz enzim seti i¢erisinde hazir olarak alind1.
100 mM Tris-HCI (pH 8,8)

500 mM KClI

%0,8 Nonidet P40

2 mM MgCI2

25 mM MgCl2 (Fermantas, Litvanya)

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan 25 mM MgCl, Tag DNA polimeraz enzim Kiti

igerisinde hazir olarak alindi.
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10 mM dNTP (Fermantas, Litvanya)

Her biri 100 mM olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP soliisyonlarindan 10’ar pl ve steril
dH20’dan 60 pul alinarak 500 pl’lik steril ependorf tiip i¢erisinde karistirilarak hazirlandi.

3.1.5. Kullanilan ¢o6zeltiler

Etidyum bromiir ¢ozeltisi

10 mg/ml etidyum bromiir distile su igerisinde hazirlandi.

5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu

54 g Tris baz

27,5 g Borik asit

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Cozelti 1 litre’ ye dH20 ile tamamlandi.

1X TBE hazirlamak i¢in 5X TBE stokundan 200 ml alinarak son hacim 1000 ml olacak sekilde

distile su ile tamamlandi.

%26 PEG soliisyonu

13 g PEG 4000
67 mg Magnezyum kloriir (MgCl>)
25 ml 1.2 M Sodyum asetat (NaAC) (pH 5.2)

Hazirlanan ¢ozelti 50 mI’ye dH20 ile tamamlandi.

DNA dizileme reaksiyonu durdurma soliisyonu

Her bir 6rnek i¢in son hacim 5 pl olacak sekilde 0,1 M EDTA (pH 8,0)'dan 2 ul, 3 M Sodyum
Asetat (pH 5,2)'tan 2 pl, 20 mg/ml Glikojen'den 1 pl alinarak 0.2 ml'lik eppendorf tiipte

kullanim Oncesi taze olarak hazirlandi.
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3.1.6. Primerler

Calismada PZR ve DNA dizi analizi esnasinda kullanilan primerler Sentromer Ltd Sti,

Tirkiye'den temin edilmistir. Kullanilan primerler ¢izelge 3.1.’de sunulmustur.

Cizelge 3. 1. PZR ve DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerler

Birinci PZR:

MT-LF1 5’-CTACGGTCAATGCTCTGAAA-3’
MT-HR1 5’-ATAGCTTTTCTAGTCAGGTT-3’
Ikinci PZR:

MT-LF2 5’-GCCCGTATTTACCCTATAGC-3’
MT-HR2 5’-GGGGAAGCGAGGTTGACCTG-3’

Primerler liyofilize olarak temin edilerek ana stok 100 pmol olacak sekilde sulandirildi.
Ara stok 10 pmol olarak elde etmek i¢in ana stoktan 10 pl alinip tizerine 90 pl distile su ilave

edildi. Hazirlanan ara stoklar -20°C'de saklandi.

3.1.7. Kullanilan bilgisayar programlari

GenomeLab GeXP Genetic Analysis System, DNA sekanslama analiz programi versiyon 10.2,
Beckman Coulter, ABD

Microsoft word, ABD
Microsoft excel, ABD

SPSS 16.0, ABD

3.1.8. Hasta grubu

Yapilan bu ¢alisma icin Tekirdag Namik Kemal Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulundan onay alimmistir. Yerel etik kurulu tarafindan onay alinan bu
calismada; 107 sicak nodiil, 80 soguk nodiil ve 98 saglikli ¢gevre dokusu olmak tizere 285 adet
doku calismaya almmistir. Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 Bilim Dali ile Kartal Dr. Liitfi Kirdar Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji
Boliimii’nde 2000-2013 yillar1 arasinda MNG ve Toksik MNG tanisi alan hastalar arasindan
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secilmigtir. Benign tiroit nodiillerinin tanis1 ultrason ve sintigrafi teknikleri ile tespit edilmis

olup histopatolojik tanist WHO kriterlerine gore yapilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. izole DNA Orneklerinde Spektrofotometrik Saflik ve Miktar Tayini

Yapilan bu ¢alismada, boliimiimiizde daha 6nce DNA izolasyonu yapilarak arsivlenen
tiroit dokularina ait drnekler kullanilmistir. Ornek DNA ’larin 260 nm (A260) ve 280 nm (A280)
dalga boyundaki absorbans degerleriyle spektrofotometrik Ol¢lim yapilarak miktarinin ve

safliginin belirlenmesi gergeklestirildi.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, 6zel bir DNA veya RNA dizisinin segilip taninmasi ve
say1sal olarak artmasi esasina dayanan bir yontemdir (Nagaraja ve Nagaraju, 1995). Polimeraz
zincir reaksiyonu ¢ift iplikli kalip DNA molekiiliiniin 90-95 °C’de denatiire olarak DNA tek
iplik¢ik hale gegmesi, 37-60 °C sicakliklar arasinda primerlerin tek iplik¢ikli DNA molekiiliine
baglanmasi ve son olarak DNA zinciri lizerine yapigsan primerler ve DNA polimeraz enzimi
araciligi ile istenen DNA bolgesinin ¢ogaltilmasi olarak 3 ana basamaktan olusmaktadir. DNA
polimeraz enziminin en iyi performans gosterdigi sicaklik 72 °C oldugundan genel olarak tiim

¢ogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir (Sevindik ve Abaci, 2013).

Yuvalanmis (Nested) PZR, PZR tekniginin 6zgiilliglinii artirmak icin gelistirilen
yontemlerden biridir. Bu yontemin amaci birgok amplifikasyon iirlinii igerisinden ¢ogaltilmak
istenilen DNA dizisinin bulunup ¢ikarilmasini saglamaktir. Yuvalanmis PZR reaksiyonu
birbirini takip eden iki polimeraz zincir reaksiyonundan olusmaktadir. Bu yontemde ikinci PZR
isleminin uygulanma amaci amplifiye DNA dizilerinin igerisinde istenilen PZR bdlgesinin
cogaltilmasidir. Yuvalanmis PZR tekniginde DNA dizilerinin amplifikasyonu i¢in iki primer
cifti tasarlanmaktadir. Uygulanan ilk amplifikasyonda uzun bir bolge cogaltilmasi i¢in hedef
DNA dizisinin dis bolgesine 6zgii iki dis primer kullanilmaktadir. Kiigiik alanin ¢ogaltilmasi
icin ikinci amplifikasyon mekanizmasinda, ilk amplifikasyondan gelen bolgenin i¢ bolgesine

baglanan iki i¢ primer kullanilarak saglanmaktadir (Karatas, 2014).

Yapilan bu c¢alismada, boliimiimiizde arsivlenen tiroit dokularina ait DNA
orneklerinden mtDNA sik delesyon bolgesine ait 8470.-8484. niikleotidler ile 13459.- 13447.

niikleotidler arasindaki mitokondriyal genom bdlgesinin ¢ogaltilmast amaciyla Yong Lou ve
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arkadaglarinca belirlenen kriterlere goére Yuvalanmig PZR reaksiyonlar1 gergeklestirildi (Luo

vd., 2019).

Arsiv metaryallerinde mtDNA sik delesyonlarinin saptanabilmesi i¢in toplam 25 ul'lik
reaksiyon karigimi; 200 mM dNTP, 12,5 pmol MT-LF1: 5’-CTACGGTCAATGCTCTGAAA-
3’ ve MT-HR1: S’ ATAGCTTTTCTAGTCAGGTT-3’ primerleri, 10X PZR tamponu, 1.5 mM
MgCl; ve 1 U Taqg DNA polimeraz ve 100 ng kalip DNA kullanilarak hazirlandi. PCR
reaksiyonu ABI Profleks marka 1s1 dongii cihazi kullanilarak 95 °C’de 5 dakikalik on
denatiirasyonu takiben 35 dongiilii 94 °C 30 saniye denatiirasyon, 58 °C’de 30 saniye baglanma,
72 °C’de 30 saniye sentez ve sentezden sonra 72 °C’de 5 dakika son sentez olarak

gerceklestirildi.

Ikinci PZR icin ilk PZR fiiriiniinden reaksiyonunundun 5 ul alinarak ve MT-LF2:
5’GCCCGTATTTACCCTATAGC-3" ve MT-HR2: 5°- GGGGAAGCGAGGTTGACCTG-3’
primerleri kullanilarak PZR karisimi tekrar hazirlandi ve ayni kosullarda PZR gerceklestirildi.
Bunu takiben PZR 6rnekleri %2'lik agaroz jelde yiirtitiilerek goriintiilendi.

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Yapilan bu tez calismasinda PZR ile amplifiye edilen {iriinlerin dogrulugunu ve
kalitesini saptamak icin agaroz jel elekroforezi uygulandi. Yapilan ¢alismada bu amagla 50 ml
1X TBE igerisinde 1 gr agaroz mikrodalga firinda ¢oziindiiriildii. Konsantrasyonu 10mg/ml
olan etidyum bromiirden 2,5l ilave edilerek agaroz jel hazirlandi. Jel donduktan sonra taraklar
dikkatlice ¢ikarildi ve diizenek igerisinde 1X TBE bulunan tanka yerlestirildi. Kuyucuklara
ornekler ve belirteg DNA yiikleme boyasi ile karistirilarak yiiklendi. Yiiklenen DNA &rnekler
birinci PZR i¢in 15 dakika 130 volt sabit voltajda, ikinci PZR i¢in 45 dakika 130 volt sabit
voltajda kosturuldu ve olusan DNA bantlar1 UV 1s1k altinda incelenerek fotografi ¢ekildi.
Birinci PZR i¢in bant olusumunun olup olmadig: kontrol edilirken, ikinci PZR icin 423 bg
amplifikasyon iirlinlerinin varligt DNA belirte¢ ile kiyaslanarak kontrol edildi. Farkli
biiyiikliikte tespit edilen PZR {iriinlerinin sik delesyon igeren 6rnekler olup olmadiginin tespiti

i¢in Sanger metodu ile dizi analizi ger¢eklestirildi.

3.2.4. PZR iiriinlerinin saflastirnlmasi

Dizi analizi reaksiyonu oncesi PZR iiriinlerini primer, dNTP gibi kimyasallardan
uzaklastirilmasi igin, PEG ile ¢oktiirme yontemi kullanilarak saflastirildi (Rosenthal, Coutelle

ve Craxton, 1993).
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PZR iiriinlerinin saflastirilmast amaci ile, PZR {iriinlerinin {izerine 1:1 oraninda %26'lik
PEG c¢ozeltisi ilave edilerek kuvvetli sekilde vortekslendi ve oda sicakliginda 20 dakika
bekletildi. Bu islemin ardindan oda 1sisinda 20 dakika 14000 rpm'de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast iist faz uzaklastirildi ve pelletin iizerine 90 nl %70'lik -20°°de bekletilen soguk etil alkol
ilave edildi ve 10 dakika 14000 rpm'de santrifiij edildi. Pellet 20 pl dH2O ile ¢6ziindiiriildii ve
olusan hacimden 4 pl almarak %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek yukarida
belirtildigi sekilde incelendi. Jel iizerinde her bir 6rnegin konsantrasyonu belirteg DNA yardimi

ile kiyaslandi ve BiolD programinda fotodansitometrik olarak belirlendi.

3.2.5. DNA dizileme reaksiyonu

DNA dizi analizi ya da sekanslama, klonlanmig gen tarafindan kodlanan aminoasit
dizisinin tahmin edilmesinde, genin tam yapisinin ortaya ¢ikarilmasinda, promotor dizileri gibi
diizenleyici ogelerin yerlerinin belirlenmesinde, gen ug-birlestirme yoluyla olusturulan
genlerdeki farkliliklarin belirlenmesi ve genetik mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan

yontemdir (Tekeoglu, 2013).

Giinlimiizde Sanger dizileme prensibine dayali sistem enzimatik ve kimyasal yontemler
olarak bilinen klasik yontemlerin disinda kullanilmaktadir. Sanger sekanslama prensibine
dayali sistemde dizi analizi reaksiyonunda fotokrom isaretli niikleotidler kullanilir. Bu
yontemde tiim dedioksi isaretli NTP'ler (ddNTP) tek bir reaksiyon tiipii i¢erisine koyulur ve
reaksiyon karisimi amplifikasyon sonrasi kapiller jele yiiklenir. Iki farkli floresans dedektdr
aracilig1 ile bazlarin saptanmasi gergeklestirilir. Elde edilen veriler kullanilan bilgisayar
programlari araciligi ile renkli kromotogram dosyalarina ¢evrilir ve her bir baz kendine 6zgiil
olan renk egrisi ile gosterilir (Eberhard, 2000). Yapilan bu caligmada da tiroit nodiilleri ve
saglikli orneklere ait mtDNA sik delesyon bdlgesine ait 423 bg¢’den biiyliik DNA dizilerinin
tespiti i¢cin Sanger metoduna dayanan otomatik dizi analizi yontemi kullanildi. Bu amagla

dizileme reaksiyon karigimi hazirlandi.

10 pl'lik reaksiyon karigimai:

* 35-50 ng saflagtirilmis PZR {irtini

* 1,5 pl dizileme reaksiyon karigimi (Sequencing mix)
* 5 pmol primer (ileri veya geri)

* dH20 i¢ermektedir.
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Bu islem buz igerisinde 0,2 ml'lik eppendorf tiiplerinde gergeklestirildi ve tiipler 1s1 dongii

cihazina yerlestirilerek asagida belirtilen program uygulandi.

96°C'de 20 saniye........... denatiirasyon
50 °C'de 20 saniye........... baglanma 30 dongii
60°C'de 4 dakika.............. sentez

3.2.6. DNA dizi analizi é6rneklerinin ¢oktiiriilmesi (etanol ¢oktiirmesi)

Dizileme reaksiyonu sonrasi ¢Oktlirme fiiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirildi. Reaksiyon iirlinleri polimeraz zincir reaksiyonu tiipleri igerisinden 0,5 ml'lik
steril eppendorf tiiplerine aktarildi. Her bir 6rnegin {istliine hazirlanan durdurma soliisyonundan
5 ul ve -20°C’de saklanan %95’lik soguk etanolden 60 ul ilave edilip vortekslendi ve ardindan
+4 °C'de 14000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan iist faz dikkatli bir
sekilde uzaklastirildi. Pellet tizerine -20°C’de saklanan %70'lik soguk etanolden 90 pl ilave
edilip +4 °C'de 14000 rpm'de 3 dakika santrifiij edildi. Olusan iist faz dikkatlice
uzaklagtirildiktan sonra 6rnekler karanlikta 10 dakika kurumaya birakildi. Kurutulan 6rnekler,

otomatik dizi analizi cihazina yiiklenene kadar -20°C'de saklandi.

3.2.7. Kapiller elektroforez icin 6rneklerin cihaza yiiklenmesi

(Coken dizi analizi {irlinleri lire ve formamid igeren 40 pl SLS tamponu igerisinde
¢oziindiriildii. Buharlasmay1 engellemek amaciyla tizerlerine bir damla mineral yag eklendi ve
cihaza yiiklendi. Kapiller elektroforez {liretici firma tarafindan belirtilen kosullara gore
Backman Coulter GenomeLab GeXP Genetic Analysis System (ABD) marka otomatik dizi

analizi cthazinda gerceklestirildi.

3.2.8. DNA dizi analizi sonuclarinin degerlendirilmesi

Elde edilen dizi analizi sonuglar1 GenomeLab GeXP Genetic Analysis System Version 10.2
DNA dizi analizi programi kullanilarak degerlendirildi. Hastalara ait saglikli dokular ve
nodiillerden elde edilen diziler degerlendirilip, GENEBANK ta bulunan Cambridgereferans
dizisi (NC _012920.1) ile karsilagtirildu.
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3.2.9. istatistiksel analizler

Tez caligmas1 kapsamindaki Tiirk toplumunda fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan
tiroit nodiilleri ile papiller tiroit karsinomlar1 arasinda mitokondriyal DNA sik delesyon
prevalanslarinin karsilastirilmasi ki kare testi yapilarak gerceklestirildi. Istatiksel hesaplar i¢in
SPSS 16.0 bilgisayar programi kullanildi ve “p” degerinin 0,05’ten kiigiik oldugu durumlar

anlaml olarak kabul edildi.

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hasta Grubu

Calismaya, klinik ve patolojik tanis1 konulmus 111 hasta dahil edilmis olup bu hastalarin
105 tanesi Toksik MNG ve MNG tanisi almis, 6 tanesi ise PTK tanis1 almistir (Cizelge 4.1. ve
4.2.). Toksik MNG ve MNG tanisi almig 105 hastanin 89’1 kadin ve 16’ erkektir. Bu hastalara
ait 107 sicak nodiil, 80 soguk nodiil ve 98 saglikli ¢evre dokusu olmak iizere 285 adet doku
calismaya alimmistir. 105 Toksik MNG ve MNG hastasinin 60’inda sadece sicak nodiil,
27’sinde soguk nodiil, 18’inde ise hem sicak hem soguk nodiil vardir. Hastalara ait demografik

bilgiler cizelge 4.1 ve 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4. 1. Tez ¢aligma kapsaminda incelenen Toksik MNG ve MNG hastalarina ait veriler

Toplam| Cevre . . Aile
Nodiil Tipi Hasta | “nowu | Doku Nodil o nsiyet Sigara Oykiisii
Sayis1 Sayisi Igen

Sayis1 | Sayisi Bulunan
Sicak Nodiil 60 149 59 90H 48K+12E 10 26
Soguk Nodiil 27 81 23 57C 25K+2E 4 7
Sicak + Soguk | 18 61 16 17H+23C | 16K+2E 3 5
Toplam 105 291 98 187 105 17 38

H; sicak nodiil, C; soguk nodiil, H+C,; Hem sicak hem de soguk nodiilii bulunan hastalar, K; Kadin, E; Erkek
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Cizelge 4. 2. Tez calisma kapsaminda incelenen PTK hastalarina ait veriler

Hasta Kodu Nodiil Tipi Cinsiyet| Yas |Sigara| Aile Oykiisii | Sik Delesyon

Cevre Yok

TK1 K 50 Yok Yok
Soguk Var
Cevre Yok

TK2 K 53 Yok Yok
Soguk Var
Cevre Var
TK3 Soguk E 61 Yok Yok Var
Soguk Var
Cevre Yok
Soguk Var

TK4 K 78 Yok Yok
Soguk Var
Servikal lap Var
Sicak Var

TK5 K Var
Soguk (hiperplazi) Var
Soguk Yok
TK6 Soguk K 35 | Yok Yok var
Kan Yok

4.2. DNA Miktar Tayini

Boliimiimiizde daha 6nce DNA izolasyonu yapilarak arsivlenen tiroit dokularinin DNA

miktar1 ve saflig1 belirlendi. Elde edilen 6l¢lim sonuglar1 Cizelge 4.3.’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Tiroit hastalara ait kan dokularindan elde edilen DNA miktarlarinin kantitatif
sonugclari

) DNA Miktar1
Omek | A260(nm) | A280(nm)| A260/A280 (ng/ml)
PO01 0,018 0,013 1,38 90
P002 0,023 0,016 1,44 115
PO03 0,087 0,045 1,93 435
P004 0,038 0,016 2,38 190
PO05 0,195 0,113 1,73 975
PO06 0,125 0,061 2,05 625
P0O07 0,216 0,125 1,73 1080
PO08 0,078 0,062 1,26 390
PO09 0,097 0,051 1,90 485
PO10 0,025 0,009 2,78 125
PO11 0,111 0,071 1,56 555
P012 0,114 0,072 1,58 570
PO13 0,09 0,05 1,80 450
P0O14 0,117 0,058 2,02 585
PO15 0,035 0,017 2,06 175
PO16 0,039 0,017 2,29 195
PO17 0,1 0,059 1,69 500
PO18 0,01 0,007 1,43 50
PO19 0,009 0,004 2,25 45
P020 0,016 0,007 2,29 80
PO21 0,028 0,012 2,33 140
P022 0,009 0,004 2,25 45
P023 0,01 0,004 2,50 50
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P024 0,107 0,053 2,02 535
P025 0,142 0,08 1,78 710
P026 0,011 55
P0O27 0,052 0,025 2,08 260
P028 0,052 0,018 2,89 260
P029 0,04 0,028 1,43 200
P0O30 0,008 40
PO31 0,016 0,006 2,67 80
P032 0,023 0,003 7,67 115
PO33 0,024 0,012 2,00 120
P034 0,038 0,018 2,11 190
P0O35 0,024 0,013 1,85 120
PO36 0,053 0,028 1,89 265
P0O37 0,018 0,016 1,13 90
PO38 0,132 0,075 1,76 660
P0O39 0,131 0,076 1,72 655
P040 0,016 0,01 1,60 80
P041 0,074 0,044 1,68 370
P042 0,135 0,087 1,55 675
P043 0,048 0,027 1,78 240
P044 0,175 0,1 1,75 875
P045 0,129 0,081 1,59 645
P0O46 0,067 0,053 1,26 335
P047 0,03 0,026 1,15 150
P048 0,109 0,079 1,38 545
P049 0,088 0,059 1,49 440
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PO50 0,168 0,108 1,56 840
PO51 0,062 0,041 1,51 310
P052 0,058 0,04 1,45 290
P053 0,061 0,04 1,53 305
P054 0,04 0,027 1,48 200
PO55 0,032 0,020 1,60 160
P056 0,025 0,005 5,00 125
PO57 0,045 0,018 2,50 225
P0O58 0,101 0,053 1,91 505
PO59 0,075 0,030 2,50 375
PO60 0,033 0,022 1,50 165
P0O61 0,065 0,040 1,63 325
P062 0,033 0,021 1,57 165
P063 0,044 0,030 1,47 220
PO64 0,100 0,062 1,61 500
P0O65 0,089 0,059 1,51 445
P0O66 0,007 0,012 0,58 35

PO67 0,059 0,041 1,44 295
P0O68 0,052 0,036 1,44 260
PO69 0,067 0,048 1,40 335
PO70 0,088 0,061 1,44 440
PO71 0,045 0,033 1,36 225
P0O72 0,083 0,055 1,51 415
PO73 0,115 0,078 1,47 575
PO74 0,025 0,030 0,83 125
PO75 0,124 0,081 1,53 620
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PO76 0,172 0,114 1,51 860
PO77 0,009 0,014 0,64 45

PO78 0,064 0,045 1,42 320
PO79 0,027 0,03 0,90 135
P0O80 0,024 0,027 0,89 120
P081 0,01 0,01 1,00 50

P082 0,019 0,014 1,36 95

PO83 0,053 0,032 1,66 265
P084 0,009 0,01 0,90 45

PO85 0,033 0,021 1,57 165
PO86 0,046 0,028 1,64 230
P0O87 0,288 0,16 1,80 1440
PO88 0,037 0,026 1,42 185
P089 0,069 0,043 1,60 345
P090 0,051 0,032 1,59 255
P0O91 0,434 0,405 1,07 2170
P092 0,168 0,106 1,58 840
P093 0,061 0,038 1,61 305
P094 0,559 0,308 1,81 2795
P095 0,012 0,011 1,09 60

P0O96 0,036 0,029 1,24 180
P0O97 0,161 0,099 1,63 805
P0O98 0,114 0,07 1,63 570
P099 0,093 0,062 1,50 465
P100 0,161 0,09 1,79 805
P101 0,033 0,027 1,22 165
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P102 0,072 0,05 1,44 360
P103 0,069 0,043 1,60 345
P104 0,048 0,029 1,66 240
P105 0,278 0,172 1,62 1390
P106 0,26 0,15 1,73 1300
P107 0,111 0,064 1,73 555
P108 0,177 0,093 1,90 885
P109 0,09 0,047 191 450
P110 0,242 0,149 1,62 1210
P111 0,016 0,019 0,84 80

P112 0,028 0,026 1,08 140
P113 0,044 0,032 1,38 220
P114 0,139 0,084 1,65 695
P115 0,084 0,064 1,31 420
P116 0,100 0,068 1,47 500
P117 0,033 0,027 1,22 165
P118 0,026 0,028 0,93 130
P119 0,051 0,035 1,46 255
P120 0,026 0,021 1,24 130
P121 0,030 0,027 1,11 150
P122 0,052 0,040 1,30 260
P123 0,112 0,069 1,62 560
P124 0,076 0,046 1,65 380
P125 0,032 0,023 1,39 160
P126 0,087 0,053 1,64 435
P127 0,016 0,013 1,23 80
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P128 0,041 0,034 1,21 205
P129 0,021 0,016 1,31 105
P130 0,057 0,044 1,30 285
P131 0,010 0,013 0,77 50

P132 0,088 0,073 1,21 440
P133 0,058 0,048 1,21 290
P134 0,354 0,204 1,74 1770
P135 0,103 0,061 1,69 515
P136 0,049 0,035 1,40 245
P137 0,073 0,058 1,26 365
P138 0,031 0,025 1,24 155
P139 0,035 0,024 1,46 175
P140 0,062 0,040 1,55 310
P141 0,049 0,034 1,44 245
P142 0,175 0,104 1,68 875
P143 0,060 0,044 1,36 300
P144 0,031 0,026 1,19 155
P145 0,043 0,029 1,48 215
P146 0,123 0,073 1,68 615
P147 0,282 0,182 1,55 1410
P148 0,045 0,033 1,36 225
P149 0,202 0,126 1,60 1010
P150 0,075 0,046 1,63 375
P151 0,073 0,049 1,49 365
P152 0,028 0,024 1,17 140
P153 0,084 0,055 1,53 420
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P154 0,071 0,045 1,58 355
P155 0,022 0,017 1,29 110
P156 0,015 0,018 0,83 75
P157 0,030 0,023 1,30 150
P158 0,028 0,023 1,22 140
P159 0,052 0,036 1,44 260
P160 0,015 0,015 1,00 75
P161 0,037 0,026 1,42 185
P162 0,015 0,014 1,07 75
P163 0,019 0,016 1,19 95
P164 0,064 0,042 1,52 320
P165 0,033 0,026 1,27 165
P166 0,022 0,018 1,22 110
P167 0,021 0,017 1,24 105
P168 0,020 0,015 1,33 100
P169 0,023 0,018 1,28 115
P170 0,030 0,023 1,30 150
P171 0,042 0,034 1,24 210
P172 0,038 0,26 0,15 190
P173 0,036 0,024 1,50 180
P174 0,038 0,032 1,19 190
P175 0,015 0,010 1,50 75
P176 0,020 0,013 1,54 100
P177 0,016 0,011 1,45 80
P178 0,033 0,027 1,22 165
P179 0,034 0,021 1,62 170
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P180 0,022 0,017 1,29 110
P181 0,028 0,020 1,40 140
P182 0,080 0,059 1,36 400
P183 0,033 0,023 1,43 165
P184 0,049 0,031 1,58 245
P185 0,036 0,025 1,44 180
P186 0,053 0,036 1,47 265
P187 0,041 0,028 1,46 205
P188 0,089 0,062 1,44 445
P189 0,023 0,018 1,28 115
P190 0,045 0,030 1,50 225
P191 0,038 0,025 1,52 190
P192 0,021 0,015 1,40 105
P193 0,021 0,015 1,40 105
P194 0,045 0,027 1,67 225
P195 0,028 0,018 1,56 140
P196 0,018 0,013 1,38 90
P197 0,023 0,014 1,64 115
P198 0,024 0,014 1,71 120
P199 0,032 0,020 1,60 160
P200 0,018 0,011 1,64 90
P201 0,072 0,039 1,85 360
P202 0,034 0,021 1,62 170
P203 0,053 0,034 1,56 265
P204 0,035 0,022 1,59 175
P205 0,027 0,019 1,42 135
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P206 0,027 0,020 1,35 135
P207 0,037 0,024 1,54 185
P208 0,023 0,015 1,53 115
P209 0,016 0,012 1,33 80
P210 0,028 0,021 1,33 140
P211 0,016 0,013 1,23 80
P212 0,021 0,016 1,31 105
P213 0,094 0,073 1,29 470
P214 0,031 0,022 1,41 155
P215 0,054 0,035 1,54 270
P216 0,034 0,025 1,36 170
P217 0,033 0,022 1,50 165
P218 0,060 0,045 1,33 300
P219 0,020 0,012 1,67 100
P220 0,016 0,010 1,60 80
P221 0,028 0,019 1,47 140
p222 0,032 0,024 1,33 160
P223 0,011 0,007 1,57 55
P224 0,041 0,029 1,41 205
P225 0,043 0,033 1,30 215
P226 0,018 0,011 1,64 90
p227 0,012 0,009 1,33 60
P228 0,030 0,022 1,36 150
P229 0,043 0,030 1,43 215
P230 0,012 0,010 1,20 60
P231 0,019 0,014 1,36 95
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p232 0,024 0,017 1,41 120
P233 0,017 0,013 1,31 85
P234 0,027 0,017 1,59 135
P235 0,032 0,020 1,60 160
P236 0,026 0,019 1,37 130
pP237 0,014 0,012 1,17 70
P238 0,020 0,013 1,54 100
P239 0,077 0,049 1,57 385
P240 0,016 0,011 1,45 80
P241 0,025 0,018 1,39 125
P242 0,023 0,014 1,64 115
P243 0,021 0,015 1,40 105
P244 0,013 0,009 1,44 65
P245 0,047 0,037 1,27 235
P246 0,033 0,022 1,50 165
P247 0,036 0,025 1,44 180
P248 0,023 0,016 1,44 115
P249 0,081 0,044 1,84 405
P250 0,015 0,012 1,25 75
P251 0,016 0,012 1,33 80
P252 0,018 0,016 1,13 90
P253 0,017 0,015 1,13 85
P254 0,039 0,026 1,50 195
P255 0,026 0,019 1,37 130
P256 0,043 0,028 1,54 215
P257 0,051 0,031 1,65 255
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P258 0,021 0,011 1,91 105
P259 0,032 0,019 1,68 160
P260 0,019 0,013 1,46 95
P261 0,02 0,013 1,54 100
P262 0,025 0,016 1,56 125
P263 0,019 0,015 1,27 95
P264 0,014 0,01 1,40 70
P265 0,028 0,017 1,65 140
P266 0,023 0,015 1,53 115
P267 0,016 0,01 1,60 80
P268 0,015 0,008 1,88 75
P269 0,03 0,021 1,43 150
P270 0,026 0,016 1,63 130
P271 0,034 0,02 1,70 170
p272 0,016 0,012 1,33 80
P273 0,019 0,015 1,27 95
P274 0,014 0,01 1,40 70
P275 0,024 0,015 1,60 120
P276 0,08 0,066 1,21 400
pP277 0,151 0,12 1,26 755
P278 0,031 0,021 1,48 155
P279 0,022 0,013 1,69 110
P280 0,034 0,02 1,70 170
P281 0,022 0,015 1,47 110
p282 0,042 0,036 1,17 210
P283 0,031 0,021 1,48 155
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P284 0,052 0,03 1,73 260
P285 0,019 0,016 1,19 95
P286 0,042 0,027 1,56 210
P287 0,084 0,047 1,79 420
P288 0,099 0,086 1,15 495
P289 0,067 0,036 1,86 335
P290 0,03 0,02 1,50 150
P291 0,05 0,032 1,56 250
P292 0,027 0,02 1,35 135
P293 0,036 0,026 1,38 180
P294 0,028 0,025 1,12 140
P295 0,108 0,063 1,71 540
P296 0,011 0,009 1,22 55
P297 0,021 0,017 1,24 105
P298 0,079 0,053 1,49 395
P299 0,046 0,03 1,53 230
P300 0,024 0,016 1,50 120
P301 0,036 0,021 1,71 180
P302 0,017 0,012 1,42 85
P303 0,026 0,019 1,37 130
P304 0,026 0,017 1,53 130
P305 0,037 0,027 1,37 185
P306 0,017 0,015 1,13 85
P307 0,041 0,038 1,08 205
P308 0,028 0,026 1,08 140
P309 0,021 0,02 1,05 105

41




P310 0,018 0,019 0,95 90
P311 0,022 0,02 1,10 110
P312 0,034 0,021 1,62 170
P313 0,017 0,017 1,00 85
P314 0,018 0,018 1,00 90
P315 0,02 0,018 1,11 100
P316 0,016 0,015 1,07 80
P317 0,05 0,031 1,61 250
P318 0,161 0,137 1,18 805
P319 0,012 0,011 1,09 60
P320 0,036 0,025 1,44 180
P321 0,019 0,012 1,58 95
P322 0,012 0,01 1,20 60
P323 0,031 0,02 1,55 155
P324 0,035 0,024 1,46 175
P325 0,017 0,011 1,55 85
P326 0,026 0,018 1,44 130

4.3. Mitokondriyal DNA Yuvalanms (Nested) PZR Sonuglari

Caligmaya almman DNA Orneklerinin tiimii DNA izolasyonu sonrasi 8470.-8484.
niikleotidler ile 13459.- 13447. niikleotidler arasinda yer alan 4977 bg¢ sik delesyonu igeren
mitokondriyal genom bdlgesinin amplifikasyonu i¢in PZR’nuna alindi. mtDNA sik delesyon
bolgesi MT-LF1, MT-HR1, MT-LF2 ve MT-HR2 primerleri kullanarak ¢ogaltildi ve mtDNA
sik delesyonu goriilen drneklerde 423 bg¢’lik iiriin elde edildi. Elde edilen PZR iiriinii %2’°lik
agaroz jelde yuritiiliip, gortintiilendi (Sekil 4.1.).
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Sekil 4. 1. PZR sonuglart M: Marker (100 bg), B: Negatif kontrol, 1.2.3.4.5.6.7. nolu hasta
orneklerine ait 423 b¢’lik PZR iiriinleri; 8 nolu hasta 500 b¢’lik PZR {iriinii; 9 nolu hasta 200
be’lik PZR iiriinii

PZR sonucu olarak 69 soguk nodiil, 80 sicak nodiil ve 39 ¢evre doku 6rneginden 423
bg’lik iirlin elde edilirken, 23 hastaya ait 28 DNA 6rneginde farkli biiyiikliikte PZR iriinleri
tespit edilmistir. Bu 6rneklere ait PZR sonuglart DNA dizi analizi ile teyit edilmistir.

4.4. DNA Dizi Analizi Sonuclar:

Saflastirilan ¢cevre doku ile sicak ve soguk nodiil 6rnekleri Yontem3.2.6.'da belirtildigi gibi
kapiller elektroforez icin cihaza yiiklendi. Cihazdan elde edilen dizi analizi sonuglari
GenomeLab GeXP Genetic Analysis System Version 10.2 DNA dizi analizi programi
kullanilarak degerlendirildi. Hastalara ait dizileme sonuglart hem ¢evre doku ile sicak ve soguk
dokular arasinda hem de Cambridge referans dizisi (NC-012920.1) ile blast programi
kullanilarak karsilastirildi.

Dizi analizi yapilan 23 hastaya ait 28 6rnegin 26’sinda farkli biiytikliiklerde sik delesyon
tespit edildi (sekil 4.2 ve sekil 4.3). Ancak 2 hastaya ait 6rnekler NC _012920.1 referans dizisi
ile karsilagtirildiginda MT-LF1, MT-HR1, MT-LF2 ve MT-HR2 primerlerinin farkli bolgelere
baglanmasi sonucunda sik delesyon ile herhangi bir iligskisi olmayan mtDNA boélgelerinin

amplifiye edildigi tespit edilmistir.
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Sekil 4. 2. 4977 bg'lik sik delesyon sahip nodiiliin DNA'sindan elde edilen Dizi analizi sonuglari (A) ve
analiz sonucunun referans dizi ile karsilastirlmasi (B)
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analiz sonucunun referans dizi ile karsilastirlmasi (B)
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4.5. Soguk ve Sicak Nodiillere Sahip Hastalarda Demografik ve Patolojik Tam Verilerin

Istatiksel Karsilastirllmasi

Sicak nodiillere sahip hastalarda, mutasyon dagilimi aile hikayesi agisindan
incelendiginde, aile Oykiisii olan 31 bireyden 21 bireyde (%67,7) sik delesyon mutasyonu
saptanmistir. Bunula beraber aile dykiisii olmayan 41 bireyden 28 bireyde (%68,3) sik delesyon
mutasyonu saptanmistir. Bu bireyler arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p
0,96) (Cizelge 4.4.). Sicak nodiillere sahip hastalarda sigara kullanimi incelediginde, sigara
kullanimi1 olan 13 bireyden 10 bireyde (%76,9), sigara kullanimi olmayan 55 bireyden 33
bireyde (%50,8) mtDNA sik delesyonu saptanmistir ancak elde edilen veriler arasinda istatiksel
olarak anlamlilik tespit edilmemistir (p 0,083) (Cizelge 4.4.). Bunun sebebi hasta grubundaki
mutasyonu tagityan 0rnek sayisinin az olmasi nedeniyle, mutasyonun goriilme sikligi tam olarak
saptanamamis olabilir.

Soguk nodiillere sahip bireylerde mutasyon dagiliminin aile hikayesi ile iliskisi
incelendiginde, aile 6ykiisii olan 12 bireyden 9 bireyde (%75), aile hikayesi olmayan 20 bireyin
hepsinde (%100) sik delesyon mutasyonu saptanmustir (p: 0,019) (Cizelge 4.5.). Dolayisiyla,
aile hikayesi ile mutasyon prevalansi arasinda bir ters iliski oldugu goriilmektedir. Mutasyon
dagilimi sigara kullanim1 agisindan incelendiginde, sigara kullanimi1 olan 7 bireyden 5 bireyde
(%71,4), sigara kullanim1 olmayan 28 bireyden 25 bireyde (%89,3) sik delesyon mutasyonu
saptanmigtir. Bu bireyler arasinda da istatiksel olarak anlamlilik tespit edilmemistir (p: 0,227)
(Cizelge 4.5.).

Cizelge 4. 4. Sicak nodiillere sahip hastalarda sigara kullanim1 ve aile dykiisii ile sik delesyon
sikliginin karsilagtirilmasi

Sik Delesyon Sik Delesyon %CI Aralig
Pozitif Negatif P
_ var: 10 (%76,9) |var: 3 (%23,1) 3,232
>loare yok: 33 (%50.8) | yok: 32 (%49,2) P08 osua1283)
. var: 21 (%67,7)  |var: 10 (%32,3) 0,975
Adle Oyt yok: 28 (%68,3) | yok: 13 (%31,7) 7% | ease2-0650)
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Cizelge 4. 5. Soguk nodiillere sahip hastalarda sigara kullanim1 ve aile dykiisii verileri ile sik

delesyon sikliginin karsilastirilmasi

yok: 20 (%2100)

yok: 0 (%0)

Sik Delesyon Sik Delesyon %CI Aralig
Pozitif Negatif P
var: 5 (%71,4) var: 2 (%28,6) 0,300
Sigara 0,227 i
yok: 25 (%89,3) | yok: 3 (%10,7) (0,039-2,286)
) var: 9 (%75) var: 3 (%25) 1,333
Aile Oykiisii 0,019

(0,962-1,848)

Soguk nodiiller ve sicak nodiiller arasindaki sik delesyon dagilimi incelendiginde, 107
sicak nodiiliin 80’inde (%74,8), 80 soguk nodiiliin 69’unda (%86,3) sik delesyon saptanmistir

(p 0,053) (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4. 6. Sicak ve soguk nodiillere sahip hastalarda sik delesyon sikliginin karsilagtiriimasi

Sik Delesyon Sicak Nodiil Soguk Nodiil p %CI Aralig
Pozitif 80 (%74,8) 69 (%86,3) 2,117
0,053
Negatif 27 (%25.2) 11 (%13.8) &a-4°7)

Tez ¢aligma kapsaminda PTK tanisi konulan 6 hastaya ait 11 tiimdr dokusunun 10’unda

(%90,9) sik delesyon tespit edilmistir (Cizelge 4.2.).

47




5. SONUC VE TARTISMA

Literatiirde mtDNA varyasyonlarinin insan kanserlerinin patogenezinde rol oynadigina
dair bilgiler bulunmaktadir. mtDNA’nin ¢esitli nedenlerden dolay1 niikleer DNA dan daha sik
mutasyona ugradig1 varsayilmaktadir. Ayrica, mtDNA’nin organel i¢indeki reaktif oksijen
tiirlerine (ROS) yatkinligi onu oksidatif hasara daha duyarli hale getirmektedir. mtDNA nin
paketlenmesinde histon proteinlerin eksikligi mutasyon hizi artar. Ayrica, mitokondrial DNA
hasar onarim sistemleri sinirlidir; mitokondriyal sistem baz eksizyon tamir yetenekleri gosterse
de niikleotid eksizyon tamirini yapma yeteneginden yoksundur. D-loop bolgesi ozellikle
mtDNA’daki varyasyonlara kars1 daha hassastir (Tong, 2003). En sik goriilen mitokondriyal
mutasyonlardan birisi de sik delesyon (common deletion) olarak adlandirilan 8470-8484 ve
13447-13459 niikleotidleri arasindaki 4977 bg¢’lik mtDNA dizisinin delesyonudur. Bu
delesyon, 5 tRNA geni ile sitokrom c oksidaz kompleks 1 ve ATPaz alt iiniteleri olmak tizere

7 geni icermektedir (Aral vd., 2010).

Yapilan bu tez calismasinin amaci, Tiirk toplumunda, fonksiyonel ve fonksiyonel
olmayan tiroit nodiilleri ile papiller tiroit karsinomlarinda mitokondriyal DNA (mtDNA) sik
delesyon prevalansinin saptanmasi ve mitokondriyal DNA (mtDNA) sik delesyon varliginin
papiller tiroit kanserlerinde ayirici tanmida kullanilabilme potansiyeli olup/olmadiginin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmigtir. Literatiirde mtDNA mutasyonlarinin mide, kolon,
pankreas, bobrek, meme ve akciger kanserleri ile olan iliskisini ele alan ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur (Copeland vd., 2002, Chatterjee vd., 2006, Aral vd., 2007). Yapilan ¢aligmalarda
fenotipik degisikliklerde niiklear genler ve diger mtDNA mutasyon ve/veya polimorfizmlerinin
rolii olabilecegi ve cevresel faktorlerin etkisinin oldugu one siiriilmektedir. Ancak, genel
bilgiler kisminda daha 6nce de kisaca Ozetlendigi lizere mtDNA mutasyonlarinin tiroit

hastaliklarindaki rold heniiz bilinmemektedir.

Calismamiz kapsaminda 6 tanesi PTK olmak {izere toplam 111 nodiiler tiroit
hastasindan elde edilen sicak ve soguk nodiiler ile ¢evre dokularindan en sik goriilen
mitokondriyal mutasyonlardan biri olan sik delesyon (common deletion) varlig1 arastirilmastir.
Tespit edilen sik delesyon mutasyon sikligi ile sigara kullanimi ve aile dykdisii gibi demografik

bilgiler istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Soguk nodiiller ve sicak nodiiller arasindaki Sik delesyon dagilim1 incelendiginde, 107
sicak nodiiliin 80’inde (%74,8), 80 soguk nodiiliin 69’unda (%86,3) sik delesyon saptanmistir

(p: 0,053). Bununla beraber, malign nodiillerin tamamina yakininda mtDNA sik delesyonu
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tespit edilmistir. Bu durum literatiirde yer alan ve Tiirk popiilasyonunda 50 tiroit kanser hastasi
lizerine yapilan ¢alisma ile celismektedir. flgili calismada, tiroit tiimorleri ile komsu saglikli
dokulardan alinan 6rneklerin sadece 6’sinda mtDNA sik delesyonu tespit edilmis ve mtDNA

sik delesyonunun tiroit kanserleri iliskisi olmadig1 6ne siiriilmiistiir (Aral vd., 2010).

Muller-Hocker vd., tarafindan Hashimoto tiroditi, lizerine yapilan bir ¢alismad olusan
otoimmun hastalikta sik delesyon bezin saglikli dokulari ile degil, sitokrom-c oksidaz kusurlari
ile etkilenen oksifilik hiicrelerle iliskilendirildigi belirtilmistir. Ancak, literatiirde sik
delesyonun, hurthle hiicreli karsinomlarda, multinodiiler guatrda ve folikiiler adenomlarda
oksifilik hiicre degisikliklerinden bagimsiz olarak olusum gosterdigi  bildirilmistir

(Rogounovitch, 2004).

MtDNA sik delesyonuna iliskin literatiirde yer alan benign ve malign tiroit
tiimdrlerinden olusan 79 vakay1 (Hiirthle ve Hiirthle olmayan hiicre neoplazmalar1) kapsayan
tiroit kanseri ile ilgili bir calismada 4977 bg sik delesyon (CD) varlig1 taranmis ve sonug olarak
mtDNA sik delesyonu Hiirthle hiicre tiimorlerinin %100'liinde, adenomlarin %33,3'linde ve

Hiirthle olmayan hiicreli papiller karsinomlarin %18,8'inde tespit edilmistir (Maximo vd.,
2002).

Cernobil kazasindan sonra radyoizotoplarla kontamine olan bolgelerde yapilan bir
calismada, papiler tiroit karsinom ve folikiiller adenom hastalarina ait doku o6rneklerinde
mMtDNA mutasyonlari arastirilmis ve sik delesyonun (4977 bg) papiller karsinom ve folikiiler
adenomda yaygin oldugunu bulunmustur. (Aral ve Ozer, 2007, Chatterjee vd., 2006,
Rogounovitch vd., 2002).

Yapilan tez c¢aligmasi kapsaminda sik delesyonun papiler tiroit karsinomun ayirici
tanisinda kullanilabilme potansiyeli olup/olmadiginin belirlenmesi de amaglanmistir. Ancak tez
calisma siirecinin covid-19 pandemisi siirecine denk gelmesi ve mali ve teknik yetersizliklerden
dolay1 PTK 6rneklerinin biiyiik bir kismi ¢alisilamamistir. Dolayisiyla, hasta sayisinin istatiksel
degerlendirme agisindan yetersizligi nedeniyle bu konu tam ele alinamamistir. Ancak, PTK

tanis1 konulan 6 hastaya ait 11 tiimoér dokusunun 10’unda (%90,9) sik delesyon tespit edilmistir.

Sonug olarak, istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber sik delesyon prevalansi
kanserlesme potansiyeli yliksek olan soguk nodiillerde sicak nodiillere gore daha yiiksek tespit
edilmistir. Ancak soguk tiroit nodiillerindeki sik delesyon prevalansinin PTK tiimdr dokulartyla
benzer olmasi nedeniyle PTK’lerinde ayirici tanida kullanilabilme potansiyelinin olmadigi

ongoriilmektedir.
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