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TURK TOPLUMUNDA FONKSIYONEL VE NONFONKSIYONEL TiROIT NODULLERI
ILE PAPILLER TIROIT KARSINOMLARINDA MITOKONDRIYAL DNA KOPYA
SAYISININ BELIRLENMESI
Seyma TEKIN

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Rifat BIRCAN

Tiroit nodiilleri genel olarak benign yapidadir ve toplam tiroit nodillerinin %4-6,5’i malignite riski
tagimaktadir. Tiroit nodiillerinin fonksiyonel 6zelliklerine gore yaklasik %85’1 soguk, %10’u normal ve
%»35’1 sicak olmasina ragmen, prevalansi ortamdaki iyot kaynagi ve cografik konuma gore degisiklik
gosterebilir. Sicak tiroit nodiillerinde malignite potansiyeli yaklasik %1 veya daha az iken soguk tiroit
nodiillerinde bu risk yaklasik %5-%15 arasinda degismektedir. Bununla beraber, papiller tiroit kanseri
(PTK) ise tiroit kanserleri arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve tiroit kanseri vakalarinin %80’den
fazlasim1 kapsamaktadir. Diger taraftan, her bir hiicrede mtDNA’nin 10%- 10* kopyasi bulunmaktadir.
Ayrica, bir hiicrede mitokondriyal DNA (mtDNA) kopya sayis1 kesin olarak bilinmemektedir ve
mtDNA kopya sayis1 hiicrelerin metabolik ihtiyaglarina bagli olarak her bir hiicre tipi arasinda degisiklik
gostermektedir. Literatirde benign tiroit noduller ile papiller tiroit kanserinin mtDNA kopya
degisimlerinin saptanmasina iliskin az sayida yayin yer almaktadir. Yapilan bu ¢alismani amaci; Tiirk
toplumunda, fonksiyonel ve nonfonksiyonel tiroit nodulleri ile PTK’lerinde mitokondriyal DNA
(mtDNA) kopya say1s1 degisimlerinin saptanmasi ve PTK’lerinin tiimorogenezi ile mtDNA kopya sayisi
degisimleri arasindaki iligkinin belirlenmesidir. Toksik MNG, MNG veya PTK tanisi konulmus
hastalara ait 74 sicak nodiil, ve 64 soguk nodiil, ve 48 PTK tiimor dokusu ile bu nodiillere yakin saglikli
¢evre doku orneklerinden elde edilen DNA o6rnekleri ¢alismaya dahil edilmistir. Ancak teknik ve maddi
yetersizlikten dolayr 48 PTK hastasinin sadece 5’ine ait 5 nodiilde mtDNA kopya sayisi
belirlenebilmistir. mtDNA kopya sayisimin belirlenmesi LightCycler 480 II gercek zamanli PZR
cihazinda SYBR green I floresan boyasi kullanilarak rolatif kantifikasyon yontemiyle gergeklestirildi.
Taranan 74 sicak nodiiliin 49’unda (%66,2) mtDNA kopya sayisinda artis gozlemlenirken 16 nodiilde
(%21,6) azalis, 9’unda (%12,2) ise herhangi bir degisim saptanmamistir. Buna karsin, taranan 64 soguk
nodiiliin 22’sinde (%34,4) mtDNA kopya sayisinda artis gézlemlenirken 21 nodiilde (%32,8) azalis,
21’inde (%32,8) ise herhangi bir degisim saptanmamigtir (%> 15.098; p: 0.001). mtDNA kopya sayisi
belirlenen 5 PTK dokusunun 2’sinde artis, 2’sinde azalig ve 1’inde mtDNA kopya sayisinin degismedigi
tespit edilmistir. Bununla beraber, mevcut hasta popiilasyonunda istatiksel analizler icin mtDNA
T16189C varyantina sahip vaka sayisinin (toplam 3 birey) yetersiz olmasi nedeniyle mtDNA T16189C
varyantinin mtDNA kopya sayisi lizerine etkisi arastirilamamaistir. Sonug olarak kanserlesme potansiyeli
yiiksek olan soguk nodiillerde sicak nodiillere gére mtDNA kopya sayisinda daha fazla azalma
goriildiigii tespit edilmistir. Elde edilen bu bulgular, literatiirde yer alan mtDNA kopya sayisindaki
azalmanin insan kanserlerinde tlimorogenez siireci ile iligkili olduguna dair bilgileri desteklemektedir.
Anahtar kelimeler: Tiroit Nodiilleri, Papiller Tiroit Kanseri, mtDNA Kopya Sayisi
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DETERMINATION OF MITOCHONDRIAL DNA COPY NUMBER IN FUNCTIONAL
AND NON-FUNCTIONAL THYROID NODULES AND PAPILLARY THYROID
CARCINOMAS IN TURKISH COMMUNITY
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Supervisor: Prof. Dr. Rifat BIRCAN

Thyroid nodules are generally benign and 4%-6.5% of total thyroid nodules are at risk of malignancy.
Although about 85% of thyroid nodules are cold, 10% are normal and 5% are hot, according to their
functional properties, its prevalence may vary depending on the iodine source in the environment and
geographical location. The malignant potential of hot thyroid nodules is 1% or less, and this risk varies
between 5% and 15% in cold thyroid nodules. However, papillary thyroid cancer (PTC) is the most
common type of cancer among thyroid cancers and covers more than 80% of thyroid cancer cases.
However, there are 103-104 copies of mtDNA in each cell. Also, the exact copy number of
mitochondrial DNA (mtDNA) in a cell is not known, and the mtDNA copy number varies between each
cell type, depending on the metabolic needs of the cells. There are few publications in the literature on
the detection of mtDNA copy changes in benign thyroid nodules and papillary thyroid cancer. The aim
of this study; detection of mitochondrial DNA (mtDNA) copy number changes in functional and
nonfunctional thyroid nodules and PTKs in Turkish population and to determine the relationship
between tumorogenesis of PTKs and mtDNA copy number changes. DNA samples obtained from 74
hot nodules, 64 cold nodules, and 48 PTC tumor tissues belonging to patients diagnosed with toxic
MNG, MNG or PTC, and healthy surrounding tissue samples close to these nodules were included in
the study. However, due to technical and financial insufficiency, mtDNA copy number could be
determined in 5 nodules of only 5 of 48 PTC patients. Determination of mtDNA copy number was
performed by relative quantification method using SYBR green | fluorescent dye on a LightCycler 480
Il real-time PCR device. While an increase was observed in mtDNA copy number in 49 (66.2%) of 74
hot nodules scanned, a decrease was observed in 16 (21.6%) nodules and no change was detected in 9
(12.2%). On the other hand, while an increase in mtDNA copy number was observed in 22 (34.4%) of
64 cold nodules scanned, a decrease was observed in 21 (32.8%) nodules and no change was detected
in 21 (32.8%) (x> 15.098; p: 0.001). It was determined that mtDNA copy number increased in 2 of 5
PTK tissues, decreased in 2, and mtDNA copy humber did not change in 1 of them. However, the effect
of mtDNA T16189C variant on mtDNA copy number could not be investigated due to insufficient
number of cases (3 individuals in total) with mtDNA T16189C variant for statistical analysis in the
current patient population. As a result, it has been determined that cold nodules with a high cancer
potential have a greater decrease in mtDNA copy number than hot nodules. These findings support the
information in the literature that the decrease in mtDNA copy number is associated with the
tumorigenesis process in human cancers.

Key words: Thyroid Nodules, Papillary Thyroid Cancer, mtDNA Copy Number
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1. GIRIS

Tiroit nodulleri; benign ve malign olarak tanimlanmaktadir (Tamhane ve Gharib, 2016;
Tathipinar ve Kartal, 2015). Tiroit nodiillerinin biiylik bir cogunlugu benign yapidadir ve %4-
6,5 oraninda malignite riski tasimaktadir (Nguyen vd., 2015; Tamhane ve Gharib, 2016). Tiroit
nodulleri sintigrafi taramalarinda tirositlerde iyot alimindaki azalis veya artisa bagli olarak
fonksiyonel 6zelliklerine gore normoaktif, hipoaktif (soguk, fonksiyonel olmayan, normal tiroit
dokusuna oranla) ve hiperaktif (sicak, fonksiyonel olarak nodiil disi bezin siipresyonuna neden
olan) noduller olarak simiflandirilirlar. Tiim tiroit noddllerinin yaklasik %85°1 soguk, %10°u
normal ve %5°1 sicak olmasina ragmen, prevalansi ortamdaki iyot kaynagi ve cografik konuma
gore degisiklik gosterebilir (Krohn vd., 2005; Tosun, 2012). Genel olarak benign noduller,
soliter nodiiler ve multinodiiler tiroit hastalig1 olarak iki gruba ayrilabilir ve malignite riski %0-
3’tlr (Krohn vd., 2005; Tamhane ve Gharib, 2016). Benign nodiiler tiroit hastaliklari, iyot
eksikligi olan bolgelerde oldukga yaygin olan heterojen bir gruptan olugmaktadir (Bircan, 2007
Krohn vd., 2005). Soliter bir tiroit nodul, normal boyutlarda ve morfolojide olan bir tiroit
bezinde tek bir tiroit nodiilii olarak bulunmaktadir (Tatlipinar ve Kartal, 2015). Multinodiler
guatr, birden fazla nodille birlikte normal parankimal yapinin deformasyonu ve tiroitin
genislemesini ifade eder. Bu nodiiller boyut, morfoloji ve fonksiyon bakimindan 6nemli dl¢iide

degisiklik gosterir (Bircan, 2007; Krohn vd., 2005).

Timorigenez;  onkogenlerin  aktivasyonu, timor  sipresorlerin  (baskilayici)
inaktivasyonu ve hiicre 6liimlerinin yeniden programlanmasi ile diizenlenen kompleks bir
stirectir. Ayrica; mitokondri, enerji {retiminden, radikal oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretilmesinden, kalsiyum homeostazindan ve apoptatik sinyallemenin diizenlenmesinden
sorumlu hayati organeller olarak timorigenezde énemli bir rol oynar (Yi, Chang, Kim ve
Shong, 2017). Tiroit kanseri, kanser ¢esitleri arasinda en sik gériilen endokrin malignitelerinden
biri olup insidans1 diger tiimorlere gore daha hizh bir artis gdstermektedir (Bircan vd., 2019).
Papiller tiroit kanseri (PTK), tiroit kanserleri arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve tiroit
kanseri vakalarmin %80’den fazlasin1 kapsamaktadir (Adas, Adas, Oziilker ve Ak¢akaya, 2012;
Nguyen vd., 2015).

Her bir memeli hiicresi; biri niiklear genom (veya niiklear DNA; nDNA) digeri
mitokondriyal genom (veya mitokondriyal DNA; mtDNA) olmak tizere iki farkli genoma
sahiptir. Insan mtDNA’s1 16,6 kb uzunlugunda, halkasal, ¢ift zincirli DNA molekiiliidiir. Hiicre

basina yiiksek kopya sayisina sahiptir ve bu say1 hiicre tipine gore degiskenlik gdsterir. Her bir
1



hiicrede mtDNA’nin 10%- 10* kopyasi bulunmaktadir. mtDNA, nDNA’dan bagimsiz olarak
replike olabilir (Chatterjee, Mambo ve Sidransky, 2006). Bir hiicrede mitokondriyal DNA
kopya sayis1 kesin olarak bilinmemektedir ve bu say1 hiicre tipinin metabolik ihtiyaglarina bagl

olarak hiicre tipleri arasinda degisiklik gostermektedir (Dorak, 2007).

Yapilan bu ¢alisman1 amaci; Tiirk toplumunda, fonksiyonel ve nonfonksiyonel tiroit
nodulleri ile PTK’lerinde mitokondriyal DNA (mtDNA) kopya sayisi degisimlerinin
saptanmas1 ve PTK’lerinin tiimorogenezi ile mtDNA kopya sayisi degisimleri arasindaki

iliskinin belirlenmesidir.



2. TEMEL BILGILER

2.1. Tiroit Bezi

Tiroit bezi, viicutta soluk borusunun 6n tarafinda ve bogazin tabaninda yer alan 6nemli
bir endokrin bezdir. Iki kanat seklinde lob ve bunlar1 birbirine baglayan bir isthmustan
olusmaktadir (Sekil 2. 1). Tiroit bezinin kontrolii normal kosullar altinda hipotalamus-hipofiz
arasinda saglanmaktadir. Hipotalamustan salgilanan tripeptid TRH (tirotropin salgilayici
hormon) hipofiz bezini uyarmakta ve hipofiz bezi glukoprotein hormonu tirotropin (TSH)
tiretilmesini ve salgilanmasini saglamaktadir. Hipofiz bezinden salgilanan TSH, tiroit bezinde
TSH reseptorlerine baglanarak triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4) hormonlarinin tiroit
bezinde sentezini ve salgilanmasimi diizenlemektedir. Yapisinda iyot igeren T3 ve T4
hormonlari; kalp atis hizini, kan basincini, viicut sicaklifin1 ve bazal metabolizma gibi temel

fizyolojik olaylar1 kontrol etmektedir (Bircan, 2007; Nguyen vd., 2015).

e - ; ﬁ?v TV Troit
Tr_rmt BEIFH_;%_‘H' d Kikirdag:
Sag Lop — Mz sol Lob

Istmus B @ —— Trachea

Sekil 2.1 Tiroit bezi anatomisi (Tascan, 2014).

2.2. Tiroit Nodulleri

Tanim olarak tiroit nodiilii, 6n boyun boélgesinde bulunan tiroit bezindeki hiicrelerin
cogalmasidir (hiperplaze olmasidir). Radyolojik olarak; bunlar, tiroit bezinde bulunan ve
cevresindeki tiroit parankiminden ayr1 lezyonlardir. Genel popiilasyonda oldukc¢a yaygindir ve
prevalansi yasla birlikte artis gostermektedir. Tiroit nodiilleri, siklikla klinik ya da fiziksel
muayene sirasinda veya c¢esitli gorlintiilleme yontemleri ile tan1 esnasinda tesadiifen

saptanmaktadir (Nguyen vd., 2015; Popoveniuc ve Jonklaas, 2012; Tamhane ve Gharib, 2016).
3



Tiroit nodiil goriilme siklig1 yas ve cinsiyete bagl olarak degigsmekte olup kadinlarda
goriilme siklig1 erkeklerden 4 kat daha fazladir. Tiroit nodiiler hastaliklarinin kadinlarda daha
yaygin goriilmesinin sebebi cinsiyet hormonlarindaki farkliliklar ile izah edilebilir. Kadinlarda
hem oOstrojen hem de progesteron hormonlarinin tiroit nodiil olusumuna katki sagladigi
sOylenebilir (Popoveniuc ve Jonklaas, 2012; Tatlipinar ve Kartal, 2015). Bununla beraber; iyot
eksikligi, nodiiler tiroit hastaligi icin epidemiyolojik bir risk faktortdir. Noduler tiroit
hastaliginin (ve guatr) prevalansi popiilasyonun iyot alimi ile ters orantilidir. Ayni1 zamanda,
cocukluk doneminde veya mesleki uygulamalar esnasinda iyonize radyasyona maruz kalinmasi
durumu, cevresel faktorlerden sigara kullanimi ve kisinin viicut agirhigi da tiroit nodiillerinin
gelisimine neden olmaktadir (Krohn vd., 2005; Popoveniuc ve Jonklaas, 2012). Neoplastik,
hiperplastik ve enflamatuar hastaliklar da dahil olmak iizere ¢ok cesitli patolojik durumlar, tiroit
bezinde nodiiler gelisime neden olabilmektedir (Tatlipinar ve Kartal, 2015). Kisaca, nodiiler
tiroit hastaliklarinin gelisimi, cinsiyet ve yasin yapisal parametreleri ile etkilesime giren ¢oklu
cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Bununla birlikte, bu faktorlerin gergekten guatr veya
nodiiler tiroit hastaligina yol acip agmadigi, nihayetinde hastanin genetik gegmisi de g6z oniine

alinarak degerlendirilmektedir (Krohn vd., 2005).

Tiroit nodilleri; benign [kolloid nodil, Hashimato tiroiti, basit veya hemorajik
(kanamali) kist, folikiiler adenom ve subakut tiroitit] ve malign [Papiller kanser, Folikiler
kanser, Hurthle hiicre (onkositik) kanser, Anaplastik kanser, Mediller kanser, tiroit lenfoma ve
tiroit metastaz kanseri (en yaygin 3 primer metastaz; renal, akciger ve bas-boyundur)] olarak
tanimlanmaktadir (Tamhane ve Gharib, 2016; Tatlhipinar ve Kartal, 2015). Tiroit nodullerinin
biiyiik bir cogunlugu benign yapidadir ve %4-6,5 oraninda malignite riski tasimaktadir (Nguyen
vd., 2015; Tamhane ve Gharib, 2016).

2.2.1. Sicak/ Normal / Soguk Nodiil

Nodiiller sintigrafi taramalarinda tirositlerin iyot alimindaki azalis veya artisa bagh
olarak fonksiyonel ozelliklerine gdre normoaktif, hipoaktif (soguk, fonksiyonel olmayan,
normal tiroit dokusuna oranla) ve hiperaktif (sicak, fonksiyonel olarak nodiil dis1 bezin
siipresyonuna neden olan) nodiiller olarak siiflandirilirlar. Tiim nodiillerin yaklasik %85°1
soguk, %10’u normal ve %S5°1 sicak olmasina ragmen, prevalansi ortamdaki iyot kaynag1 ve
cografik konuma gore degisiklik gosterebilir (Krohn vd., 2005; Tosun, 2012). Sicak nodiiller;
cevre dokuya gore daha yogun aktivite gosteren nodiillerdir ve tim nodullerin %5’ini

olusturmaktadir. Malignite oranlar1 ise %]1’in altinda goriilmektedir. Soguk nodiiller ise, ¢evre
4



dokuya go6re aktivite gostermeyen nodullerdir ve tum tiroit nodullerinin %80-85’ini
kapsamaktadir. Yaklagik olarak %10-15’1 malign tiimor olusumuna neden olmaktadir. Normal
(normoaktif) nodul ise nodil dis1 doku ile ayni1 oranda aktivite gésteren noduller olup tiroit
nodullerinin %10’unu olusturmaktadir ve malignite riski acisindan soguk nodul gibi kabul
edilmektedir (Ulusoy, 2015) (Sekil 2. 2).

Sicak Nodiil

I
,ﬁ\k}rmal
]
’
/

]
I - - P
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I

i
Tiroid Nodiilleri

Gergek Tiimérler

Sekil 2.2 Tiroit nodiillerinin siniflandirilmasi (Sicak/normal/soguk nodiil) (Hegedus, Paschke,
Krohn ve Bonnema, 2015).

2.2.2. Benign Noduller

Genel olarak benign noduller, soliter noduler ve multinodiler tiroit hastalig1 olarak iki
gruba ayrilabilir ve malignite riski %0-3’tir (Krohn vd., 2005; Tamhane ve Gharib, 2016).

Benign nodiiler tiroit hastaliklari, iyot eksikligi olan bolgelerde oldukca yaygin olan
heterojen bir gruptan olugsmaktadir. Histolojik olarak benign tiroit nodiilleri iki kritere gore ayirt

edilebilir (Bircan, 2007; Krohn vd., 2005):

1. Kapsul ile cevrili olan enkapstile lezyonlar (gercek adenomlar) veya herhangi bir
kapsulle cevrili olmayan adenomat6z nodiller olarak (Bircan, 2007; Krohn vd., 2005),

2. Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organization- WHO) smiflamasina gore
morfolojik krtiterler g6z 6niinde bulundurularak (Bircan, 2007; Krohn vd., 2005).



2.2.2.1. Soliter Nodul ve Multinodiler Guatr

Soliter bir tiroit nodull, normal boyutlarda ve morfolojide olan bir tiroit bezinde tek bir
tiroit nodiilii olarak bulunmaktadir (Tatlipmar ve Kartal, 2015). Multinoduler guatr (MNG) ise
genellikle aym tiroit bezinde hiperfonksiyonel, hipofonksiyonel veya normal olarak ¢alisan
tiroit lezyonlarmin bir kombinasyonu olarak bulunur. MNG, birden fazla nodiille birlikte
normal parankimal yapiin deformasyonu ve tiroitin genislemesini ifade eder. Bu noduller
boyut, morfoloji ve fonksiyon bakimindan énemli 6l¢iide degisiklik gosterir. Zamanla (bazen
on yillar i¢inde), birgok MNG daha da genisler ve bazilar1 subklinik hipertirodizm (diisiik veya
baskilanmis TSH ve normal serbest tiroit hormon diizeyi) gelistirir ve ardindan Toksik MNG
(TMNG) olarak ortaya ¢ikar. MNG ve TMNG’ nin baslica epidemiyolojik belirleyicileri; iyot
eksikligi, yas, cinsiyet ve guatr siiresidir (Bircan, 2007; Krohn vd., 2005). Multinoduler tiroitli
bir hasta, soliter nodill olan bir hasta ile ayn1 malignite riskine sahiptir ve nodiil sayisindan
bagimsizdir. Bununla birlikte nodiil sayist arttik¢a nodiil bagina malignite olasilig1r azalir

(Popoveniuc ve Jonklaas, 2012).

2.2.3. Tiroit Bezinde Nodiiler Degisim

Tiroit nodiil olusumuna yol agabilecek olaylar ii¢ adimda degerlendirilebilir. i1k adimda;
iyot eksikligi, besinsel guatrojenler veya otoimmiinite yaygin tiroit hiperplazisine neden olur.
Daha sonra, bu asamada H20: gibi serbest radikallerin etkisine bagli olusabilecek bir DNA
hasar1 ile birlikte tiroit hiperplazisi ile artan proliferasyon, bir mutasyon tasiyan daha fazla
sayida hiicre ile daha yiiksek mutasyon yiikiine neden olur. Bu spontan mutasyonlarin bazilari
(Or; TSHR ve Gso mutasyonlari) tiroitin bilyiimesini ve fonksiyonunu uyaran cAMP sinyal
ileti yolaginin aktivasyonunu saglar. Son olarak, proliferatif bir tiroit biiylime faktdriiniin
ifadesinde [IGF-I, TGF-B1 veya EGF (epidermal biiytime faktorii)] artisa neden olur. Biiytime
faktorlerinin uyarilmalarmin bir sonucu olarak, tiim hiicreler boliniir ve kiigiik Klonlar
olusturur. Biiylime faktorii ekpresyonu sona erdiginde, aktive edici mutasyonlara sahip klonlar,
kendi kendini uyarmay1 basarabilirlerse daha da ¢ogalmaya devam eder. Boylece sicak tiroit
nodiillerine doniisecek kiiciik odaklar olusturabilirler. Sicak tiroit nodillerinde meydana gelen
somatik mutasyonlar, tiroit hiicrelerinde hem biiyiimeyi hem de hiicresel islevlerin baglamasini
saglarken soguk tiroit nodiillerinin gelisiminde meydana gelen mutasyonlar (ras mutasyonlari
ve RAS/RAF/MEK/ERK/MAP sinyal ileti yolagindaki diger mutasyonlar) sadece hiicre
proliferasyonun olusmasini saglamaktadir (Bircan, 2007; Krohn vd., 2005) (Sekil 2. 3).
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Sekil 2.3 Tiroit bezinde nodiiler degisim. Tiroit nodiillerinin gelisiminde baslangi¢c noktasi
olarak iyot eksikligi ile indiiklenen bir hiperplazidir. Iyot eksikligi, mutagenezi H-O, gibi
serbest radikal iiretimi ile dogrudan veya hiicre boliinme sayis1 ve proliferasyonda meydana
getirdigi artis ile dolayli olarak indiikleyerek hiperplazi hiicre klonlarini olusturur. Bu
klonlardan bazilar1 soguk nodiil (mavi noktalar) ve bazilar1 ise sicak nodiil (kirmizi1 noktalar)
olusumuna neden olan somatik mutasyonlar1 igerirler (Bircan, 2007).

2.3. Papiller Tiroit Kanseri

Timorigenez; onkogenlerin  aktivasyonu, timor siipresorlerin  (baskilayici)
inaktivasyonu ve hiicre oliimlerinin yeniden programlanmasi ile diizenlenen kompleks bir
stirectir. Ayrica; mitokondri, enerji {retiminden, radikal oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretilmesinden, kalsiyum homeostazindan ve apoptatik sinyallemenin dizenlenmesinden

sorumlu hayati organeller olarak timdérigenezde 6nemli bir rol oynar (Yi vd., 2017).

Tiroit kanseri, kanser ¢esitleri arasinda en sik goriilen endokrin malignitelerinden biri
olup insidansi diger timdorlere gore daha hizli bir artig gostermektedir (Bircan vd., 2019). Tiroit
kanseri, 2017 Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 resmi kanser raporuna gore Tiirkiye’de
her iki cinsiyette liglincli en yaygin goriilen malignite (%12) olup hem de Tiirk kadinlar
arasinda ikinci en yaygin goriilen malignitedir (%12) (Bircan vd., 2019; http://kanser.gov.tr).

Her ne kadar tiroit kanserinin 6liim orani1 goreceli olarak diisiik olsa da, hastalik niiksii ve
7



devamlilik oran1 yiiksektir ve bu da artan tedavi ve hasta morbidite ve mortalitesi ile iliskilidir
(Xing, 2013). Tiroit kanseri kadinlarda erkeklere gore yaklasik 3: 1 oraninda daha sik goriiliir
ve beyaz ve Asya/ Pasifik Adali popiilasyonlarda diger popiilasyonlardan daha yaygindir. Tiroit
kanseri, herhangi bir yas grubunda goriilebilir, ancak en fazla 45- 54 yaslar1 arasindaki

erigkinlerde goriiliir ve ortalama tani yas1 50’dir (Nguyen vd., 2015).

Farkl1 hiicresel orijinleri, 6zellikleri ve prognozu ile birlikte bircok histolojik tip ve alt
tipte tiroit kanseri vardir. Tiroit kanserleri, tiroit dokusunun epitelyal ve epitelyal olmayan
kisimlarindan gelismektedir. Tiroit folikiiler epitelinden; papiller, folikiiler ve anaplastik
kanserler, parafolikiiler hiicrelerinden ise mediiller kanser koken almaktadir (Adas vd., 2012;

Xing, 2013).
Klinik olarak, tiroit kanseri 2 kategoriye ayrilmistir (Nguyen vd., 2015):

1. Papiller ve folikiler kanserler dahil olmak Uzere iyi- diferansiye (farklilagmais) tiroit
kanseri (Nguyen vd., 2015),

2. Mediiller ve anaplastik kanser dahil olmak Uzere kotii- diferansiye tiroit kanserleri
(Nguyen vd., 2015).

PTK, tiroit kanserleri arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve tiroit kanseri vakalarinin
%80’den fazlasin1 kapsamaktadir (Adas vd., 2012; Nguyen vd., 2015). PTK en az agresif tiroit
kanser tiiriidiir; ¢linkii yavas biliylime ve metastaz yapma egilimindedir. PTK, lenfatik olarak
yayilma gostermekte ve kadinlarda goriilme orani erkeklere gore 3 kat daha fazla olmaktadir.
Bununla birlikte, ¢ocukluk ¢aginda radyasyona maruz kalma, genetik degisiklikler, biiyiime
faktorleri gibi birgok faktor PTK riskini arttirmaktadir. PTK’lerinde yas, timdr ¢ap1, yumusak
ve cevre dokuya invazyon ile uzak metastaz en 6nemli prognostik faktorlerdir (Adas vd., 2012;
Gonzalez-Gonzalez vd., 2011; Nguyen vd., 2015). Bir ebeveyn veya kardeste PTK ge¢misi,

hastadaki kanser gelisme riskini 3-6 kat artirir (Popoveniuc ve Jonklaas, 2012).

2.4. Mitokondriyal Genom (mtDNA)

Mitokondri; ATP iiretimi, kalsiyum homeostazi, apoptoz ve metabolizma dahil olmak
tizere ¢esitli hiicresel siireclerde kilit rol oynayan bir organeldir (Tipirisetti vd., 2014). Bununla
beraber 6karyotik hiicrelerin, her biri mitokondriyal genomun ¢ok sayida kopyasini tasiyan
yuzlerce mitokondri icermektedir (Kulawiec, Salk, Ericson, Wanagat ve Bielas, 2010). Bir

hiicredeki mitokondri sayis1 organizma ve doku tipine gore biiyiikk oOlgiide degisiklik
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gostermektedir. Mitokondri ve mtDNA'lar kalitimsal olarak bir sonraki nesile oosit yoluyla
gecer. Dolayisiyla, sadece maternal olarak kalitilir (Brandon, Baldi ve Wallace, 2006: Chinnery
ve Hudson, 2013).

Her bir memeli hiicresi; biri niiklear genom (veya niiklear DNA; nDNA) digeri
mitokondriyal genom (veya mitokondriyal DNA; mtDNA) olmak tizere iki farkli genoma
sahiptir. Insan mtDNA’s1 16,6 kb uzunlugunda, halkasal, ¢ift zincirli DNA molekiiliidiir. Hiicre
basina yiiksek kopya sayisina sahiptir ve bu say1 hiicre tipine gore degiskenlik gdsterir. Her bir
hiicrede mtDNA’nin 103- 10* kopyas1 bulunmaktadir. mtDNA, nDNA’dan bagimsiz olarak
replike olabilir (Chatterjee vd., 2006). insan mtDNA’s1, 37 gen kodlamaktadir. Bu genlerin
13’0 oksidatif fosforilasyon (OXPHQOS) sistemine ait polipeptidleri kodlarken, 22’si
mitokondriyal tasiyict RNA’lar1 (tRNA) ve 2’si de mitokondriyal ribozomal RNA’lar1 (12S-
16S rRNA) kodlar. Bununla beraber, mtDNA’ nin 2 komplementer zinciri guanin igerigine gore
agir (H) ve hafif zincir (L) olarak adlandirilir ve agir zincir guanin bakimindan zenginken hafif
zincir ise sitozin bakimindan zengindir (Aral ve Ozer, 2007; Brandon vd., 2006). Agir zincirde;
2 rRNA geni, 14 tRNA geni ve 12 polipeptid kodlanirken, hafif zincirde ise 8 tRNA geni ve 1
polipeptid kodlanir. Memeli mtDNA’s1 olaganiistii bir ekonomik organizasyon gosterir ve
histon proteinleri icermezler. Diger taraftan DNA paketlenmesinde mitokondriyal
transkripsiyon faktorlerinin roline dair bilgiler mevcuttur. Bu organizasyondaki genler introna
sahip degildir ve kontrol bdlgesi disinda genler arasi diziler yoktur ya da birkag bazla sinirlidir.
mtDNA’dan kodlanan hem tRNA hem de rRNA genleri kiicuktir. Protein kodlayan genlerin
bazist st iiste gelebilir ve ¢ogu durumda sonlanma kodonlarinin yarisi kodlanmaz. Ancak
mesajct RNA’larin (mRNA) poliadenilasyonu tarafindan posttranskripsiyonel olarak bu

proteinler Uretilir (Taanman, 1999) (Sekil 2. 4).



NESED

4142 —’— 12427

B285

cCon K lATPasnE
ATPaszes

Sekil 2.4 Insan mitokondriyal genomunun haritas1. Dis daire, genlerin cogunu iceren H-zinciri
temsil eder; i¢ daire L-zinciri temsil eder. D-halkas ii¢ zincirli bir yap1 olarak gosterilmistir. H-
zinciri (On) ve L-zinciri (OL) replikasyonunun baslangi¢ yerleri ve DNA sentezinin yonii uzun
biikiilmiis oklarla gosterilmistir; transkripsiyon bolgelerinin baglatilmasi1 (ITL, ITH1, ITH2) ve
RNA sentezinin yonii kisa biikiilmiis oklarla gosterilmektedir. Mitokondriyal transkripsiyon
terminatoriinin (mtTERM) baglanma yeri belirtilir. Ribozomal RNA genleri: 16S, 128,
Kompleks I genleri: NADH dehidrogenez (ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6), Kompleks I11
genleri: Sitokrom c Oksidorediiktaz (Cyt b), Kompleks IV genleri: Sitokrom oksidaz (COl,
COll, COIll), Kompleks V genleri: ATP sentaz (ATP6, ATP8) (Taanman, 1999).

mtDNA (zerinde kodlama yapmayan kontrol bdlgesi 16,024 ile 576 nukleotid
pozisyonlarinda bulunur. Bu bélgede 3 korunmus dizi blogu, 3 zincirli bir D-loop bélgesi ve
mitokondriyal transkripsiyon i¢in enhancer ve promotor dizileri ile ayni1 zamanda agir zincir
icin replikasyon orijini bulunur (Aral ve Ozer, 2007; Taanman, 1999). Mitokondri, genomunu
ifade etmek icin gerekli mekanizmalar igermesine ragmen, bu mekanizmalarin ¢aligmasinda rol

alan protein bilesenlerinin tamami nDNA tarafindan kodlanir (Carew ve Huang, 2002).

Niklear DNA; mtDNA polimeraz y, mtRNA polimeraz, mitokondriyal ribozomal
proteinler, mitokondriyal metabolizma enzimleri vs. dahil olmak (izere mitokondriyal
polipeptitlerin ¢ogunu kodlar. Bu proteinler i¢in genler niikleusta replike ve transkribe olur.
mRNA'lar, sitozolik ribozomlar tzerinde proteine cevrilir ve mitokondriyal proteinler, 6zgln
peptid dizileri kullanilarak secici olarak mitokondri igerisine aktarilir. Her hiicre yiizlerce

mitokondri ve binlerce mtDNA igerir (Brandon vd., 2006).
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mMtDNA, koruyucu histon proteinlerinin eksikligi, DNA onariminin sinirlt olusu ve
tiretilen reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) dolay1 nDNA’ya gore 10-20 kat daha fazla mutasyon

oranina sahiptir (Smits, Smeitink ve Heuvel, 2010).

2.4.1. Mitokondriyal DNA’nin Replikasyonu

Bir hiicre i¢inde, mtDNA replikasyonu yar1 otonomdur ve hiicre dongiisiiniin S faziyla
senkronize degildir (Carew ve Huang, 2002). nDNA'nin aksine mtDNA replikasyonu, hiicre
dongiisii tarafindan yonetilmez (Chinnery ve Hudson, 2013). Mitokondriyal ve niiklear genom
arasinda etkilesim olmasina ragmen, mtDNA replikasyonu niiklear genomdan ayr1 gergeklesir.
MtDNA’nin 2 zinciri replikasyon i¢in iki ayr1 orijine sahiptir. Agir zincir replikasyon orijini D-
loop igerisinde bulunur ve hafif zincir promotor (LSP) bdlgesinin agagisinda yer alir. Buna
karsilik hafif zincir replikasyon orijini On’den itibaren mtDNA ’nin 2/3’si kadar uzakta yer alir.
Mitokondriyal replikasyon mitokondriyal transkripsiyon ile yakindan iligkili olup agir zincir
sentezi ile On’da baslar ve yeni sentezlenen agir zincir hemen hemen OL’yi gegtikten sonra ters
yonde O lizerinde hafif zincir sentezi baslatilmaktadir (Aral, 2007; Brandon vd., 2006; Smits
vd., 2010; Taanman, 1999) (Sekil 2. 4).

Agir zincir sentezinin baglamasi i¢in hafif zincir transkripsiyon baslangi¢ yerinde (ITL)
kisa mitokondriyal transkriptler primer olarak islev goriir. Hafif zincir transkripsiyonunun
baslamasi ile mtDNA replikasyonu i¢in RNA primeri olusumunun baglamasi arasinda bir fark
yoktur (Taanman, 1999). D loop bdlgesinde yer alan promotor bélgede mitokondriyal RNA
polimeraz yeni bir RNA primeri sentezledikten sonra On yukarisinda evrimsel olarak korunmus
tic dizi blogunda RNA-DNA hibridi olusur ve bu diziler CSBI, CSBII ve CSBIII olarak
adlandirilir. Replikasyon igin gerekli olan primer ve mitokondriyal DNA polimeraz (DNA
polimeraz y) mtDNA’da yeni bir zincir sentezini baslatir (Aral, 2007; Brandon vd., 2006;
Taanman, 1999). Aynm1 zamanda replikasyonun baslamasi baglanma yerine ya da yerlerine
nDNA’dan kodlanmis transkripsiyon faktor A’nin baglanmasiyla gerceklesir. Replikasyon saat
yoniinde gergeklesirken OL’ye geldigi zaman mtDNA primazi hafif zincir sentezi igin RNA
primeri olusturur ve hafif zincirinin replikasyonu ters yonde baslar (Cummins, 1998; Taanman,
1999). Mitokondriyal replikasyonun sonlandirilmasi TAS (sonlandirma iligkili dizi) ile
gerceklesir ve ticlii D-loop yapisi olusturulur (Brandon vd., 2006; Taanman, 1999).

Mitokondriyal DNA replikasyonunda gorev alan DNA polimeraz y, mitokondriyal
DNA sentezini gerceklestiren bir enzimdir. 5°-3” polimeraz aktivitesine ek olarak 3’-5’
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ekzoniikleaz aktivitesine de sahiptir ve bu Ozellikk mtDNA’nin replikasyonun dogru
gerceklesmesini saglar. Ayni zamanda replikasyonda; tek zincir baglanma proteini (mtSSB),
cift sarmalin acilmasini saglayan helikaz, mtDNA siiper doniimlerin acilmasini saglayan
topoizomeraz I ve II, primaz, ligaz gibi yardimci proteinlere de gereksinim vardir (Aral, 2007;

Chinnery ve Hudson, 2013; Smits vd., 2010; Taanman, 1999).

2.4.2. Mitokondriyal DNA’nin Transkripsiyonu

nDNA transkripsiyonunda her genin kendine 6zgli promotor bélgesi varken mtDNA’da
agir zincirde 2 tane (HSP1 ve HSP2) ve hafif zincirde 1 tane promotor (LSP) bolgesi vardir
(Chinnery ve Hudson, 2013; Smits vd., 2010). Agir zincir transkripsiyon baslangic yeri (ITH1)
ve hafif zincir transkripsiyon baglangic yeri (ITL) D-loop’ta birbirlerine 150 bg¢ uzaklikta
bulunur. 15 b¢’lik konsensus dizisiyle (5P-CANACC(G)CC(A)AAAGAYA) bir promotor
dizisi transkripsiyon baslangi¢ yerinde bulunur. Agir zincir transkripsiyonu; agir zincir
promotor (HSP) igerisinde bulunan ve tRNAP" genine bitisik 561 niikleotid pozisyonunda
(ITH1) baglar. Buna karsilik hafif zincir transkripsiyonu; hafif zincir promotor (LSP) igerisinde
bulunan 407 niikleotid pozisyonda (I1T.) baslar. Agir zincir igin 2. transkripsiyon baslangig yeri;
12S rRNA genine bitisik tRNAP" geninde 638 niikleotid pozisyonunda (IThz) yer alir. Bu
bdlgenin promotor dizisi 15 bg’lik konsensus dizisiyle daha az benzerlik gdsterir ve bu yer agir

zincirin transkripsiyonu icin 1Tn:’den daha az aktiftir (Aral, 2007; Taanman, 1999) (Sekil 2. 4).

Transkripsiyon; mitokondriyal polimeraz tarafindan gerceklestirilir. Mitokondriyal
polimerazin transkripsiyonu baslatabilmesi i¢in mitokondriyal transkripsiyon faktorii A
(mtTFA), mitokondriyal transkripsiyon faktori B1 ve mitokondriyal transkripsiyon faktori
B2’ye (TFB1M ve TFB2M) ihtiya¢ duymaktadir (Aral, 2007; Chinnery ve Hudson, 2013; Smits
vd., 2010).

Transkripsiyon mtDNA iizerinde polisistronik bir mRNA olusturur (yani, mRNA, bir
molekdl igcindeki tim genleri ihtiva etmektedir). IThi’de baslayan transkripsiyon 16S rRNA
geninin agagisinda 3’ ucunda sonlandirilir. Béylece verimli mRNA ve tRNA’larin ¢ogu agir
zincirde kodlanir. IT_’de baslayan transkripsiyon ITH2 gibi polisistronik mRNA olusmasiyla
sonuglanir. ITH1’de baglayan transkripsiyon 16S rRNA/tRNAleu sinirinda tRNA'daki {i¢ tekrar
dizisi ile mitokondriyal sonlanma faktérinin (MTERF veya mtTERM) bu dizilere
baglanmasiyla gerceklesir (Aral, 2007; Chinnery ve Hudson, 2013; Smits vd., 2010; Taanman,
1999).
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2.4.3. Mitokondriyal Protein Sentezi

Mitokondriyal protein sentezi sitoplazmik protein sentezinden bagimsiz olarak
mitokondriyal ribozomlarda veya mitoribozomlarda mitokondri organelinin matriksinde
gerceklesir (Taanman, 1999). Mitoribozomlar diisiik RNA igerigine sahiptir ve ~39S ve ~28S
(~55S diisiik sedimantasyon) ribozomal alt birimler mtDNA tarafindan kodlanan 16S ve 12S
rRNA igerir. 5S rRNA memeli mitoribozomlarinda bulunmaz (Taanman, 1999). Mitokondriyal
protein sentezinde gorev alan tRNA’lar mtDNA tarafindan kodlanirlar ve sitoplazmik
tRNA’lara gore ¢cok daha kiigiiktiirler. Ayn1 zamanda kodon kullanimi1 da sitoplazmik genetik
koddan farklilik gosterir (Aral, 2007). Sitoplazmik genetik kodda UGA(STOP) sonlandirma
kodonu iken mitokondriyal genetik kodda triptofan amino asidini kodlar. Ayni sekilde AGA,
AGG arjinin amino asidi yerine STOP kodonunu, AUA ve AUU izol6sin yerine metionin amino
asidini kodlamaktadir (Aral, 2007; Chinnery ve Hudson, 2013; Smits vd., 2010).

Mitokondriyal mRNA’larin 5° ucunda 7-metilguanilat sapka yapisi yoktur ve bu yiizden
sitozoldeki translasyonda goriilen sapka yapisinin translasyonda gorevli proteinler tarafindan

taninma islemi gergeklesmez (Taanman, 1999).

Translasyon sirasinda kiigiik ribozomal alt birim mesajciya baglandiktan sonra yardimci
faktorler aracilifryla mRNA’nin 5° ucuna hareket eder. Memeli mitokondrilerinde tanimlanmis
tek baslatma faktorii mtIF-2’dir. Bu protein faktorii GTPaz ailesine aittir ve GTP ile bir kalip
varliginda kii¢iik ribozomal alt birime fmet-tRNA baglanmasini tesvik eder. GTP, mtIF-2 ile
kiiciik alt birim arasindaki yakinligir artinir ve fmet-tRNA’nin translasyon kompleksine
katilmasini saglar. GTP’nin hidrolizi ile mtIF-2 serbest kalir ve biiyiik ribozomal alt birimin es
zamanli baglanmasiyla ~55S baglatma kompleksi olusur. Memelilerde 3 mitokondriyal uzama
faktori mtEF-Tu, mtEF-Ts ve mtEF-G olarak tanimlanmistir (Chinnery ve Hudson, 2013;
Taanman, 1999).

Translasyon sonlandirmasi ise sadece, durdurma kodonlarini (UAA ve UAG) taniyan
ve terminal tRNA ve yeni dogan peptit arasindaki bagin hidrolizini tetikleyen mitokondriyal

serbest birakma faktorii 1a (mtRF1a) tarafindan gergeklestirilir (Chinnery ve Hudson, 2013).
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2.4.4. Mitokondriyal DNA Kopya Sayisi

Bir hiicrede mitokondriyal DNA kopya sayisi kesin olarak bilinmemektedir ve bu say1
hiicre tipinin metabolik ihtiyaclarina bagli olarak hiicre tipleri arasinda degisiklik

gostermektedir (Dorak, 2007).

Literatiirde ¢esitli kanser tiirleri lizerine yapilan ¢aligmalarda, mtDNA kopya sayisinda
meydana gelen degisimlerin kanserle iligkisi olduguna dair veriler yer almaktadir. Ayrica,
literatiirde, bobrek, karaciger, yumurtalik, mide ve meme kanserinde tiimor dokularinda ¢evre
dokuya kiyasla mtDNA igeriginde azalma oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, aralarinda
papiller tiroit kanserinin de bulundugu renal onkositoma, tiikiiriik bezi onkositomu, bas ve
boyun kanseri, kolorektal kanserler, endometriyal kanserler, yumurtalik kanseri, akciger
kanseri ve prostat kanserlerinin ¢ogunda mtDNA kopya sayisinda artis oldugu One
strilmektedir (Chartterjee, Dasgupta ve Sidransky, 2011; Lee ve Wei, 2009; Mambo vd.,
2005). Ancak, literatiirde yer alan farkli bir calismada ise papiller tiroit kanserinde mtDNA
igeriginde artis ya da azalis bulunmadigi rapor edilmistir (Reznik vd., 2016). Dolayisiyla, halen
literatiirde kullanilan molekiiler yontemlere, metadolojiye, 6rnek grubu ve sayisina bagli olarak
elde edilen veriler arasinda tutarsizliklar bulunmaktadir. Fakat genel olarak literatiirde, mtDNA

kopya sayisindaki degisimlerin kanser tiirliyle iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir.

Kanser olgularinda mtDNA kopya sayis1 birka¢g faktore bagli olarak degisim
gosterebilecegi  One stiriilmektedir. Bunlardan birisi mutasyonun/varyasyonun oldugu
mitokondriyal genom bdlgesidir. Ornegin, yapilan g¢alismalar mtDNA D-loop bodlgesi
mutasyonlarinin mtDNA kopya sayisinin azalmasina katkida bulunabilecegini gostermektedir.
Ote yandan kanserlerde mtDNA igerigindeki artisin, oksidatif stresin artmasiyla iliskili
olabilecegi gosterilmistir (Chartterjee vd., 2011; Lee ve Wei, 2009).

Bununla beraber benign tiroit nodiillerinde mtDNA kopya sayis1 degisimleriyle ilgili
herhangi bir bilgi literatiirde mevcut degildir. Dolayisiyla, literatiirdeki bilgiler 1s18inda yapilan
bu calismanin amaci; Turk toplumunda, fonksiyonel ve nonfonksiyonel tiroit nodulleri ile
PTK’lerinde mitokondriyal DNA kopya sayisi degisimlerinin saptanmasit ve PTK’lerinin

tumorogenezi ile mtDNA kopya sayisi degisimleri arasindaki iligskinin 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

Buz makinasi, Bluewave BW, Cin
Mikrosantriftj, Sigma, Almanya
Otoklav, Tek Bal, Turkiye

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD
Vorteks, Isolab

Light Cycler® 480 Il Roche, isvicre

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Etil alkol, Sigma, ABD
Light Cycler® 480 SYBR Green | Master Kiti, Almanya. Kit i¢erigi; ND1 geni primeri, B2M
geni primerleri, SYBR gren | master mix.

3.1.3. Primerler

Calismada PZR esnasinda kullanilan primerler Sentromer Ltd. Sti’den temin edilmistir.

Primerlerin dizileri Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1 PZR reaksiyonu i¢in kullanilan primerler

Primer | Gen Bank No (;I'cr:n ) Primer Dizileri (5'—3")

F; 5’-CCCTAAAACCCGCCACATCT-3’

ND1 | NC_012920.1 | 58
R; 5’-GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT-3’

F; 5’-CCAGCAGAGAATGGAAAGTCAA-3’

B2M | NG_012920.1 | 58
R; 5’-TCTCTCTCCATTCTTCAGTAAGTCAACT-3’

3.1.4. Kullamlan Bilgisayar Programlari

Microsoft word, ABD
Microsoft excel, ABD
LightCycler®480 software release 1.5.039 yazilimi

3.1.5. Hasta Grubu

Yapilan bu galisma i¢in Tekirdag Namik Kemal Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan Onay alinmistir. Calismaya; Toksik MNG veya MNG tanisi
konulmus hastalara ait 74 sicak nodiil (HTN), ve 64 soguk nodiil (CTN), ve 48 PTK 6rnegi ve
cevre doku dahil edilmistir. Olgular Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dal1 ile Kartal Dr. Liitfi Kirdar Egitim ve Arastirma Hastanesi
Patoloji Bolumu’nde 2000-2013 yillar1 arasinda MNG ve TMNG hastalar: arasindan segilmis
ve benign tiroit nodiillerinin (sicak ve soguk nodiiller) tanisi ultrason ve sintigrafi teknikleri ile

tespit edilmis olup histopatolojik tanist WHO kriterlerine gore yapilmustir.
3.2. YOntem

3.2.1. izole DNA Orneklerinde Spektrofotometrik Saflik ve Miktar Tayini

Yapilan bu ¢aligmada, boliimiimiizde daha énce DNA izolasyonu yapilarak arsivlenen
tiroit dokularina ait érnekler kullanilmistir (Bircan, 2007). izole DNA’larin 260 nm (Aze0) Ve
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280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri (A2s0) Spektrofotometrik Olciim ile

gerceklestirilmistir.

3.2.2. Gergek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR)

PZR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere primelerin baglanmasi ve uzamasi
esasina dayanan enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir. Bir
PZR dongiisii denatiirasyon, eslesme ve sentez olmak {izere lis asamadan olusmaktadir.
Denatilirasyon asamasinda DNA ¢ift zinciri acilir ve diger asamada primerler baglanarak
eslesme gergeklesir. Son asama olan sentezde ise primerlerin uzamasiyla birlikte DNA

pargalarinin iissel olarak artigi gergeklesir (Garibyan ve Avashia,2013; Lynch ve Brown, 1990).

Mitokondriyal DNA kopya sayisinin belirlenmesi; Luo ve arkadaglarinca belirlenen
kriterlere gore ger¢cek zamanli PZR (real- time PCR) rolatif kantifikasyon yontemi SYBR green
I floresan boyasi kullanilarak gergeklestirildi (Luo vd., 2019).

Gergek-zamanli PZR, 1980’lerde Kary Mullis tarafindan gelistirilen ve arastirmacilarin
spesifik DNA parcalarin1 milyar kattan daha fazla g¢ogaltmalari1 saglayan ve gen
ekspresyonunun seviyelerini 6lgmek i¢in kullanilan PZR yo6ntemdir (Ponchel vd., 2003;
Valasek ve Repa, 2005). Rolatif kantifikasyonda ise, bilinmeyen hedef PZR Uriind bilinen PZR
iriini ile karsilagtirllir. Bunun igin deneysel kosullar altinda degismesi beklenmeyen
Housekeeping genleri (p aktin gibi) uygun bir i¢ standart olarak islev goriir (Heid, Stevens,
Livak ve Williams, 1996; Valasek ve Repa, 2005). SYBR Green |, ¢ift zincirli DNA’ya
baglanan floresan bir boyadir. Bir reaksiyon tiiplindeki DNA miktar1 artttkca SYBR Green 1
daha fazla DNA’ya baglanir ve floresan sinyal miktar1 da artar. Bu sekilde reaksiyon tupiinde
herhangi bir DNA amplifikasyonu o6lg¢ilur (Dorak, 2007; Valasek ve Repa, 2005). DNA
amplifikasyonlari belirli bir floresans seviyesine ulagsmak i¢in gerekli olan PZR dongiilerinin
sayis1 ("dongii esigi" Ct) olarak verilir. ilk PZR déngiileri sirasinda, PZR iiriinlerine baglh
SYBR Green [ tarafindan yayilan floresans sinyali genellikle arka planin {izerine
kaydedilemeyecek kadar zayif olmaktadir. PZR'nin {istel fazi sirasinda, floresans her dongude
ikiye katlanir ve bu durum iyi optimize edilmis bir testin énemli bir gostergesidir. 30 ila 35
dongiden sonra, floresans sinyalin yogunlugu genellikle diizlesmeye baslar ve PZR'nin
doygunluga ulastigimi gosterir. Ct, bir numunedeki ilk hedef miktar1 ile korelasyon

gosterdiginden, bir hedefin digerine gore nispi konsantrasyonu, ayni floresans Seviyesine

17



ulagmak i¢in gerekli olan dongii sayisindaki (ACt = Ct hedef gen = Ct referans gen ) farkta yansitilir

(Dorak, 2007).

Yapilan bu g¢alismada benign ve malign tiroit nodiillerinde mtDNA kopya sayisi
degisimlerinin tespiti gercek-zamanli PZR’da rolatif kantifikasyon yontemi kullanilarak
gerceklestirildi. Bu amagla gercek-zamanli PZR’lar1 2 ayri tiipte son hacimleri 20 pl olacak
sekilde gergeklestirildi.

1. reaksiyon tupu: Mitokondriyal gen olan ND1 geni reaksiyonu

9 ul kalip DNA

0.5 pl ileri primer

0.5 pl geri primer

10 ul SYBR Green | master mix Kiti

2. reaksiyon tupu: Nuklear gen olan B2M geni reaksiyonu
9 ul kalip DNA

0.5 pl ileri primer

0.5 ul geri primer

10 pl SYBR Green | master mix kiti

Son hacim steril su ile 20 ul’ye tamamlandi. Bu islemler buz igerisinde gergeklestirildi
ve son olarak érnekler 96 kuyucuklu plakalara aktarilarak LightCycler 480 marka gercek-
zamanli PZR cihazina yerlestirildi. Ger¢ek zamanli PZR programi olarak asagida belirtilen

protokol uygulandi.

95 °C’de 5 dakika 6n denatlirasyon

95 °C’de 10 saniye denatiirasyon

60 °C’de 10 saniye eslesme 40 dongii

72 °C’de 30 saniye sentez

Elde edilen sonuclar, LightCycler®480 software release 1.5.039 yazilimi iizerinden

rolatif kantifikasyon analiz metodu kullanilarak gerceklestirildi.
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3.2.3. istatiksel Analiz

Yapilan bu ¢aligma kapsamindaki hastalarin mtDNA kopya sayilarinin artig1 ve azalist
Pearson Ki-kare testi ile degerlendirildi. ‘p<0.05” kiicik oldugu durumlar istatiksel olarak

anlamli kabul edildi.

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hasta Grubu

Calismaya klinik ve patolojik tanisi konulmus 135 hasta dahil edilmis olup toplamda
307 doku 6rnegi ¢alisilmistir. Bu dokulardan 48 cevre doku ve 138 nodul érneklerin analizi
yapilmustir. Ancak hastaya ait 74 sicak nodiil, 64 soguk nodiil ve 5 PTK dokusu ve ¢evre
dokularinda mtDNA kopya sayisi tayini yapilabilmistir (Cizelge 4.1). Diger hastalara ait ¢evre
tiroit dokusunun bulunmamasi veya arsivdeki mevcut DNA o6rneklerinin gercek-zamanli PZR
reaksiyonlarmin ¢alismamasi gibi teknik ve maddi yetersizlikten dolay1 diger 6rneklere ait

mtDNA kopya sayist degisimlerine iligkin analizler yapilamamaistir.

Sicak nodiilii bulunan 56 kadin ve 15 erkek olmak {izere toplam 71 hastanin 74 nodiilii
ve 71 saglikli ¢evre dokusu mevcuttur. Bu hastalarin 16 tanesi sigara igerken 47 tanesi sigara

igmemektedir ve aile dykiisli 28 hastada varken 30 hastada mevcut degildir.

Soguk nodiilii bulunan 57 kadin ve 7 erkek olmak iizere toplam 64 hastanin 64 nodiilii
ve 64 saglikli ¢evre dokusu mevcuttur. Bu hastalarin 11 tanesi sigara igerken 39 tanesi sigara
igcmemektedir ve aile oykiisii 15 hastada varken 33 hastada mevcut degildir. Hastalarin bir

béliminde demografik bilgiler eksiktir.

Cizelge 4.1 Tez galigmasi kapsaminda incelenen hastalarin demografik bilgileri

Nodil | Nodiil o Sigara Kullanimz* Aile Oykisi**
Tioi Kisi Sayisi S Cinsiyet — :

P ayist I¢iyor | Igmiyor Var Yok
HTN 71 74 56K, 15E 16 47 28 30
CTN 64 64 57K, 7E 11 39 15 33

*18 hastamn sigara igme durumu bilinmemektedir.
**]17 hastanin aile 0ykusi durumu bilinmemektedir.
HTN: Sicak Nodiil, CTN: Soguk Nodiil

K: Kadm, E: Erkek
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4.2. DNA Miktar Tayini

Bolimumuzde daha 6nce DNA izolasyonu yapilarak arsivlenen tiroit dokularinin DNA
miktar1 ve saflig1 belirlendi. Ornek DNA’larin 260 nm (Aze0) Ve 280 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri (A2go) spektrofotometrik olgiim ile gergeklestirildi. Elde edilen olgtim

sonuclar1 Cizelge 4.2°de gdsterilmistir.

Cizelge 4.2 Tiroit dokularindan elde edilen DNA miktarlarinin kantitatif sonuglari

Omek | A260(nm) | A280(nm) | A260/A280 | DNA Miktari(png/ml)
K001 0018 | 0,013 1,38 90
K002 0023 | 0016 1,44 115
K003 0,087 | 0,045 1,93 435
K004 0,038 | 0,016 2,38 190
K005 0195 | 0,113 1,73 975
K006 0125 | 0,061 2,05 625
K007 0216 | 0,125 1,73 1080
K008 0062 | 0,035 1,77 310
K009 0,078 | 0,062 1,26 390
K010 0,097 | 0,051 1,90 485
K011 0,025 | 0,009 2,78 125
K012 0111 | 0,071 1,56 555
K013 0114 | 0,072 1,58 570
K014 0,09 0,05 1,80 450
K015 0117 | 0,058 2,02 585
K016 0.1 0,059 1,69 500
K017 0,01 0,007 1,43 50
K018 0,009 | 0,004 2,25 45
K019 0,016 | 0,007 2,29 80
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K020 0,028 0,012 2,33 140
K021 0,009 0,004 2,25 45
K022 0,01 0,004 2,50 50
K023 0,107 0,053 2,02 535
K024 0,142 0,08 1,78 710
K025 0,011 55
K026 0,052 0,025 2,08 260
K027 0,052 0,018 2,89 260
K028 0,04 0,028 1,43 200
K029 0,008 40
K030 0,016 0,006 2,67 80
K031 0,023 0,003 7,67 115
K032 0,024 0,012 2,00 120
K033 0,038 0,018 2,11 190
K034 0,024 0,013 1,85 120
K035 0,053 0,028 1,89 265
K036 0,018 0,016 1,13 90
K037 0,132 0,075 1,76 660
K038 0,131 0,076 1,72 655
K039 0,016 0,01 1,60 80
K040 0,074 0,044 1,68 370
K041 0,135 0,087 1,55 675
K042 0,048 0,027 1,78 240
K043 0,175 0,1 1,75 875
K044 0,129 0,081 1,59 645
K045 0,067 0,053 1,26 335
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K046 0,03 0,026 1,15 150
K047 0,109 0,079 1,38 545
K048 0,088 0,059 1,49 440
K049 0,168 0,108 1,56 840
K050 0,062 0,041 1,51 310
K051 0,058 0,04 1,45 290
K052 0,061 0,04 1,53 305
K053 0,04 0,027 1,48 200
K054 0,032 0,020 1,60 160
K055 0,025 0,005 5,00 125
K056 0,045 0,018 2,50 225
K057 0,101 0,053 1,91 505
K058 0,075 0,030 2,50 375
K059 0,033 0,022 1,50 165
K060 0,065 0,040 1,63 325
K061 0,033 0,021 1,57 165
K062 0,044 0,030 1,47 220
K063 0,100 0,062 1,61 500
K064 0,089 0,059 1,51 445
K065 0,007 0,012 0,58 35
K066 0,059 0,041 1,44 295
K067 0,052 0,036 1,44 260
K068 0,067 0,048 1,40 335
K069 0,088 0,061 1,44 440
K070 0,045 0,033 1,36 225
K071 0,083 0,055 1,51 415
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K072 0,115 0,078 1,47 575
K073 0,025 0,030 0,83 125
K074 0,124 0,081 1,53 620
K075 0,172 0,114 1,51 860
K076 0,009 0,014 0,64 45

K077 0,064 0,045 1,42 320
K078 0,027 0,03 0,90 135
K079 0,024 0,027 0,89 120
K080 0,01 0,01 1,00 50

K081 0,019 0,014 1,36 95

K082 0,053 0,032 1,66 265
K083 0,009 0,01 0,90 45

K084 0,033 0,021 1,57 165
K085 0,046 0,028 1,64 230
K086 0,069 0,043 1,60 345
K087 0,051 0,032 1,59 255
K088 0,434 0,405 1,07 2170
K089 0,168 0,106 1,58 840
K090 0,061 0,038 1,61 305
K091 0,559 0,308 1,81 2795
K092 0,012 0,011 1,09 60

K093 0,036 0,029 1,24 180
K094 0,161 0,099 1,63 805
K095 0,114 0,07 1,63 570
K096 0,093 0,062 1,50 465
K097 0,161 0,09 1,79 805

23




K098 0,033 0,027 1,22 165
K099 0,072 0,05 1,44 360
K100 0,069 0,043 1,60 345
K101 0,048 0,029 1,66 240
K102 0,278 0,172 1,62 1390
K103 0,26 0,15 1,73 1300
K104 0,111 0,064 1,73 555
K105 0,177 0,093 1,90 885
K106 0,09 0,047 1,91 450
K107 0,242 0,149 1,62 1210
K108 0,016 0,019 0,84 80

K109 0,028 0,026 1,08 140
K110 0,044 0,032 1,38 220
K111 0,139 0,084 1,65 695
K112 0,084 0,064 1,31 420
K113 0,100 0,068 1,47 500
K114 0,033 0,027 1,22 165
K115 0,026 0,028 0,93 130
K116 0,051 0,035 1,46 255
K117 0,026 0,021 1,24 130
K118 0,030 0,027 1,11 150
K119 0,052 0,040 1,30 260
K120 0,112 0,069 1,62 560
K121 0,076 0,046 1,65 380
K122 0,032 0,023 1,39 160
K123 0,087 0,053 1,64 435
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K124 0,016 0,013 1,23 80

K125 0,041 0,034 1,21 205
K126 0,021 0,016 1,31 105
K127 0,057 0,044 1,30 285
K128 0,010 0,013 0,77 50

K129 0,088 0,073 1,21 440
K130 0,058 0,048 1,21 290
K131 0,354 0,204 1,74 1770
K132 0,103 0,061 1,69 515
K133 0,049 0,035 1,40 245
K134 0,073 0,058 1,26 365
K135 0,031 0,025 1,24 155
K136 0,035 0,024 1,46 175
K137 0,062 0,040 1,55 310
K138 0,049 0,034 1,44 245
K139 0,175 0,104 1,68 875
K140 0,060 0,044 1,36 300
K141 0,031 0,026 1,19 155
K142 0,043 0,029 1,48 215
K143 0,123 0,073 1,68 615
K144 0,282 0,182 1,55 1410
K145 0,045 0,033 1,36 225
K146 0,202 0,126 1,60 1010
K147 0,075 0,046 1,63 375
K148 0,073 0,049 1,49 365
K149 0,028 0,024 1,17 140

25




K150 0,084 0,055 1,53 420
K151 0,071 0,045 1,58 355
K152 0,022 0,017 1,29 110
K153 0,015 0,018 0,83 75
K154 0,030 0,023 1,30 150
K155 0,028 0,023 1,22 140
K156 0,052 0,036 1,44 260
K157 0,015 0,015 1,00 75
K158 0,037 0,026 1,42 185
K159 0,015 0,014 1,07 75
K160 0,019 0,016 1,19 95
K161 0,064 0,042 1,52 320
K162 0,033 0,026 1,27 165
K163 0,022 0,018 1,22 110
K164 0,021 0,017 1,24 105
K165 0,020 0,015 1,33 100
K166 0,023 0,018 1,28 115
K167 0,030 0,023 1,30 150
K168 0,042 0,034 1,24 210
K169 0,038 0,26 0,15 190
K170 0,036 0,024 1,50 180
K171 0,038 0,032 1,19 190
K172 0,015 0,010 1,50 75
K173 0,020 0,013 1,54 100
K174 0,016 0,011 1,45 80
K175 0,033 0,027 1,22 165
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K176 0,034 0,021 1,62 170
K177 0,022 0,017 1,29 110
K178 0,028 0,020 1,40 140
K179 0,080 0,059 1,36 400
K180 0,033 0,023 1,43 165
K181 0,041 0,028 1,46 205
K182 0,089 0,062 1,44 445
K183 0,023 0,018 1,28 115
K184 0,045 0,030 1,50 225
K185 0,038 0,025 1,52 190
K186 0,021 0,015 1,40 105
K187 0,021 0,015 1,40 105
K188 0,045 0,027 1,67 225
K189 0,028 0,018 1,56 140
K190 0,018 0,013 1,38 90
K191 0,023 0,014 1,64 115
K192 0,024 0,014 1,71 120
K193 0,032 0,020 1,60 160
K194 0,018 0,011 1,64 90
K195 0,072 0,039 1,85 360
K196 0,034 0,021 1,62 170
K197 0,053 0,034 1,56 265
K198 0,035 0,022 1,59 175
K199 0,027 0,019 1,42 135
K200 0,027 0,020 1,35 135
K201 0,037 0,024 1,54 185
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K202 0,023 0,015 1,53 115
K203 0,016 0,012 1,33 80
K204 0,028 0,021 1,33 140
K205 0,016 0,013 1,23 80
K206 0,021 0,016 1,31 105
K207 0,094 0,073 1,29 470
K208 0,031 0,022 1,41 155
K209 0,054 0,035 1,54 270
K210 0,034 0,025 1,36 170
K211 0,033 0,022 1,50 165
K212 0,060 0,045 1,33 300
K213 0,020 0,012 1,67 100
K214 0,016 0,010 1,60 80
K215 0,028 0,019 1,47 140
K216 0,032 0,024 1,33 160
K217 0,011 0,007 1,57 55
K218 0,041 0,029 1,41 205
K219 0,043 0,033 1,30 215
K220 0,018 0,011 1,64 90
K221 0,012 0,009 1,33 60
K222 0,030 0,022 1,36 150
K223 0,043 0,030 1,43 215
K224 0,012 0,010 1,20 60
K225 0,019 0,014 1,36 95
K226 0,024 0,017 1,41 120
K227 0,017 0,013 1,31 85
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K228 0,027 0,017 1,59 135
K229 0,032 0,020 1,60 160
K230 0,026 0,019 1,37 130
K231 0,014 0,012 1,17 70
K232 0,020 0,013 1,54 100
K233 0,077 0,049 1,57 385
K234 0,016 0,011 1,45 80
K235 0,025 0,018 1,39 125
K236 0,023 0,014 1,64 115
K237 0,021 0,015 1,40 105
K238 0,013 0,009 1,44 65
K239 0,047 0,037 1,27 235
K240 0,033 0,022 1,50 165
K241 0,036 0,025 1,44 180
K242 0,023 0,016 1,44 115
K243 0,081 0,044 1,84 405
K244 0,015 0,012 1,25 75
K245 0,016 0,012 1,33 80
K246 0,018 0,016 1,13 90
K247 0,017 0,015 1,13 85
K248 0,039 0,026 1,50 195
K249 0,026 0,019 1,37 130
K250 0,043 0,028 1,54 215
K251 0,051 0,031 1,65 255
K252 0,021 0,011 191 105
K253 0,032 0,019 1,68 160
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K254 0,019 0,013 1,46 95
K255 0,02 0,013 1,54 100
K256 0,025 0,016 1,56 125
K257 0,019 0,015 1,27 95
K258 0,014 0,01 1,40 70
K259 0,028 0,017 1,65 140
K260 0,023 0,015 1,53 115
K261 0,016 0,01 1,60 80
K262 0,015 0,008 1,88 75
K263 0,03 0,021 1,43 150
K264 0,026 0,016 1,63 130
K265 0,034 0,02 1,70 170
K266 0,016 0,012 1,33 80
K267 0,019 0,015 1,27 95
K268 0,014 0,01 1,40 70
K269 0,024 0,015 1,60 120
K270 0,08 0,066 1,21 400
K271 0,151 0,12 1,26 755
K272 0,031 0,021 1,48 155
K273 0,022 0,013 1,69 110
K274 0,034 0,02 1,70 170
K275 0,022 0,015 1,47 110
K276 0,042 0,036 1,17 210
K277 0,031 0,021 1,48 155
K278 0,052 0,03 1,73 260
K279 0,019 0,016 1,19 95
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K280 0,042 0,027 1,56 210
K281 0,084 0,047 1,79 420
K282 0,099 0,086 1,15 495
K283 0,067 0,036 1,86 335
K284 0,03 0,02 1,50 150
K285 0,05 0,032 1,56 250
K286 0,027 0,02 1,35 135
K287 0,036 0,026 1,38 180
K288 0,028 0,025 1,12 140
K289 0,108 0,063 1,71 540
K290 0,011 0,009 1,22 56
K291 0,021 0,017 1,24 105
K292 0,079 0,053 1,49 395
K293 0,046 0,03 1,53 230
K294 0,024 0,016 1,50 120
K295 0,036 0,021 1,71 180
K296 0,017 0,012 1,42 85
K297 0,026 0,019 1,37 130
K298 0,026 0,017 1,53 130
K299 0,037 0,027 1,37 185
K300 0,017 0,015 1,13 85
K301 0,041 0,038 1,08 205
K302 0,028 0,026 1,08 140
K303 0,021 0,02 1,05 105
K304 0,018 0,019 0,95 90
K305 0,022 0,02 1,10 110
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K306 0,034 0,021 1,62 170
K307 0,017 0,017 1,00 85
K308 0,161 0,137 1,18 805
K309 0,012 0,011 1,09 60
K310 0,036 0,025 1,44 180
K311 0,019 0,012 1,58 95
K312 0,012 0,01 1,20 60
K313 0,031 0,02 1,55 155
K314 0,035 0,024 1,46 175
K315 0,017 0,011 1,55 85
K316 0,026 0,018 1,44 130

4.3. Gergek Zamanh PZR Sonuglar:

Cevre doku ve benign ve malign tiroit nodullerinden elde edilen DNA Ornekleri Yéntem
3.2.2’ de belirtildigi gibi Gergek Zamanli PZR’de referans gene (B2M) gore hedef genin (ND1)
kantitatif sonucglari hesaplanmistir. Gergek zamanli PZR’de Sekil 4.1° de gosterildigi gibi

orneklerin hedef gen ve referans gen olarak siralamasi yapilmaistir.
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Sekil 4.1 Orneklerin referans gen ve hedef gen olarak PZR’ de siralanmasi

PZR’ye aktarilan Ornekler analiz sirasinda floresan 1s1ma yapmalarina gore
olusturduklar1 egriye gore ACt degerleri belirlenmistir (Sekil 4.2) ve boylece nDNA ile mtDNA
arasindaki normalize edilen degerler belirlenerek mtDNA kopya sayisindaki degisimler

hesaplanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 mtDNA ve nDNA o6rneklerinin normalize degerlerinin belirlenmesi

34



4.4. Sicak ve Soguk Nodiillerin mtDNA Kopya Sayis1 Karsilagtirilmasi

Calismaya dahil edilen sicak nodiil ve soguk nodiile sahip hastalarin cinsiyet, sigara

kullanimi ve aile Oykiistiniin mtDNA kopya sayisinin artig/azalis olarak karsilastirilmasi

Pearson Ki-kare testi kullanilarak yapilmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3 Sicak nodiile sahip hastalarin demografik ve istatiksel olarak mtDNA kopya sayist

karsilastirilmasi
mtDNA Kopya Sayisi
Artis Azalig NOtr Total P degeri
Kadin |37 (66,1%) | 14 (25,0%) | 5 (8,9%) | 56 (100,0%)
Cinsiyet | Erkek |12 (80,0%) | 2(13,3%) | 1(6,7%) | 15 (100,0%) | 0,572
Total |49 (69,0%) | 16 (22,5%) | 6 (8,5%) | 71 (100,0%)
:gl Igmiyor | 28 (59,6%) | 13 (27,7%) | 6 (12,8%) | 47 (100,0%)
% Sigara | Igiyor |11 (68,8%) | 3 (18,8%) |2 (12,5%) | 16 (100,0%) | 0,765
é Total |39 (61,9%) | 16 (25,4%) | 8 (12,7%) | 63 (100,0%)
Yok |23 (76,7%)| 5 (16,7%) | 2 (6,7%) | 30 (100,0%)
Oi\li:fsu Var |12 (42,9%) | 10 (35,7%) | 6 (21,4%) | 28 (100,0%) | 0,29
Total |35 (60,3%) | 15 (25,9%) | 8 (13,8%) | 58 (100,0%)
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Cizelge 4.4 Soguk nodiile sahip hastalarin demografik ve istatiksel olarak mtDNA kopya sayis1

karsilastirilmasi
mtDNA Kopya Sayisi
Artis Azalis NOtr Total I? .
degeri
Kadin |17 (29,8%) |19 (33,3%) |21 (36,8%) |57 (100,0%)
Cinsiyet |Erkek |5 (71,4%) |2 (28,6%) 0 (0%) 7 (100,0%) |0,056
Total |22 (34,4) [21(32,8%) |21(32,8%) |64 (100,0%)
:E Iemiyor [ 12 (30,8%) | 13 (33,3%) |14 (35,9%) |39 (100,0%)
é Sigara |igiyor |7 (63,6%) |2 (18,2%) 2 (18,2%) |11 (100,0%) |0,140
’§ Total |19 (38,0%) |15 (30,0%) |16 (32,0%) |50 (100,0%)
” Yok 11 (33,3%) | 11 (33,3%) |11 (33,3%) |33 (100,0%)
g;/lli[)su Var 8 (53,3%) |2 (13,3%) 5(33,3%) |15 (100,0%) |0,277
Total |19 (39,6%) |13 (27,1%) |16 (33,3%) |48 (100,0%)

Sicak ve soguk nodiillerin de mtDNA kopya sayisi karsilagtirilmasinin istatiksel ve

grafiksel olarak analizi yapilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.1, Sekil 4.2).

Cizelge 4.5 Sicak nodiil hastalar1 ile soguk nodiil hastalarinin mtDNA kopya sayisi

karsilastirilmast
mtDNA Kopya Sayisi
Artig Azalis NOtr Total P degeri
Sicak Nodiil | 49 (66,2%) 16 (21,6%) 9 (12,2%) 74 (100,0%)
Soguk Nodiil | 22 (34,4%) 21 (32,8%) 21 (32,8%) | 64 (100,0%) 0,001
Total 71 (51,4%) 37 (26,8%) 30 (21,7%) | 138 (100,0%)
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Sicak Nodiillerde mtDNA Kopya Sayvisindaki % Degisimler

mtDNA Kopya Sayismdaki % Degisim

Sicak Nodiile Sahip Hastalar

Sekil 4.4 Sicak nodiile sahip hastalarin mtDNA kopya sayisindaki % degisimlerinin
karsilastirilmast

Soguk Nodiillerde miDNA Kopya Sayisindaki % Degisimler
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Sekil 4.5 Sicak nodiile sahip hastalarin mtDNA kopya sayisindaki % degisimlerinin
karsilastirilmasi
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4.5. Papiller Tiroit Kanserli Dokularin mtDNA Kopya Sayis1 Degisimleri

Papiller tiroit kanserli hastalara ait verilerin mtDNA kopya sayisindaki artig/azalis %

degisimleri Cizelge 4.6’da gosterilmistir. mtDNA kopya sayisi belirlenen 5 PTK dokusunun

2’sinde artig, 2’sinde azalis ve 1’inde mtDNA kopya sayisinin degismedigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.6’da gosterilen soguk nodiiller PTK dokularina ait nodiillerdir.

Cizelge 4.6 Papiller tiroit kanserli hastalarin demografik bilgileri ve mtDNA kopya sayisindaki

% degisimleri

Hasta Kodu | Nodul Tipi | Cinsiyet | Sigara Kullanimi | Aile Oykisii MIDNA kOPy.a
say1st % degisim

Cevre

PTK1 K Yok Yok
Soguk 146
Cevre

PTK2 K Yok Yok
Soguk 13
Cevre

PTK3 Soguk E Yok Yok 101
Soguk 132
Sicak 40

PTK4 Soguk K Bilinmiyor Var

(hiperplazi)
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5. TARTISMA VE SONUC

Literatiirde ¢esitli kanser tiirlerinde, mtDNA kopya sayisindaki degisiklikler ve kanserle
iliskisine dair ¢ok sayida c¢alisma yer almaktadir. Bolim 2.4.4°te bahsedildigi gibi mtDNA
kopya sayisindaki degisikliklerin literatiirde cok ¢esitli kanser tlirlerinde artig/azalig
karsilastirilmast yapilmigtir. Literatliirde, bobrek, karaciger, yumurtalik, mide ve meme
kanserinde tiimor dokularinda ¢evre dokuya kiyasla mtDNA igeriginde azalma oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte, aralarinda PTK’lerinin de bulundugu renal onkositoma, tikurik
bezi onkositomu, bas ve boyun kanseri, kolorektal kanserler, endometriyal kanserler,
yumurtalik kanseri, akciger kanseri ve prostat kanserlerinin cogunda mtDNA kopya sayisinda
artis bulunmustur (Chatterje vd., 2011; Lee ve Wei, 2009; Mambo vd., 2005). Ayni zamanda
PTK’lerine yonelik yapilan bir ¢alismada ise PTK’inde mtDNA igeriginde artis ya da azalis
bulunmadigi rapor edilmistir (Reznik vd. 2016). Baska bir ¢alismada ise PTK 6rneklerinde
normal dokuya kiyasla mtDNA kopya sayisinda dort kat artis oldugu belirtilmis olup,
klinikopatolojik 6zelliklerle anlamli bir iligkisi bulunmadig: bildirilmistir (Su vd., 2016). Bu
bilgiler 15181nda, mtDNA kopya sayisindaki degisimlerin kanser tiirtiyle iligkili oldugu ve
kanser olgularinda mtDNA kopya sayis1 birkag faktore bagli olarak degisim gosterebilecegi 6ne

surilmektedir.

Bununla beraber, literatirde mtDNA D-loop bolgesi ve mtDNA genlerinin biyosentez,
mitokondrinin idamesi ve biyoenerjitik fonksiyonu agisindan gerekli oldugu, herhangi bir
MIDNA mutasyonu veya mtDNA kopya sayisinda azalisin mitokondriyal genlerin ifadesinde
degisime neden olabilecegi, bununda oksidatif fosforilasyonda defektlere ve aerobik
solunumda artan ROS olusumuna neden olabilecegi belirtilmektedir (Wu vd. 2005).
Dolayisiyla, azalan mtDNA igeriginin ETS’nin verimliligini etkileyebilecegi, ATP:ADP
oranini diisiirebilecegi ve ROS olusumunu tesvik edebilecegi literatiirde 6ne strtilmekte olup
buna bagl olarakta multifaktéryel hastaliklarin, diabetin ve kroner arter hastaliklarinin
gelisimine katkida bulunabilecegi belirtilmektedir. Ayrica, artan ROS olusumunun mtDNA
dahil birgok hiicresel komponentte hasara neden olabilecegi; hasar géren mtDNA diizgiin bir
sekilde onarilamadigi takdirde mtDNA mutasyonlarinin olusabilecegi; bu mutasyonlarin sonug
olarak timdrogenezin baslamasina ve kanser gelisiminin devamina yol agabilecegi literatiirde

yer almaktadir (Lu, Sharma ve Bai, 2009).

Literatlrde yer alan PTK’lerinde mtDNA kopya sayisi lizerine yapilan ¢aligmalarda elde

edilen bulgularin ¢eligkili olmasi ve benign tiroit nodullerinde mtDNA kopya sayisi
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degisimlerine iliskinin bilgilerin yetersiz olmasi nedeniyle bu tez ¢alismasi planlanmistir. Daha
once belirtildigi iizere ¢aligmanin amact; fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan tiroit nodiilleri
ile papiller tiroit karsinomlarinda mtDNA kopya sayis1 degisimleri belirlenerek literatiire katki
saglanmasi hedeflenmistir. Ancak Covid-19 pandemisi nedeniyle alinan tedbirler neticesinde
olusan teknik sorunlar nedeniyle papiller tiroit kanserine ait 6rneklerin bir boliimiinde gergek-

zamanli PZR reaksiyonlar1 gerceklestirilememistir.

Yapilan bu tez calismasinda toplamda; 138 tane sicak ve soguk nodiil dokular1 ile
onlarin 76 tane ¢evre dokularina ait DNA 6rneklerinde mtDNA kopya sayis1 degisimleri analiz
edilebilmigtir. Sicak nodiile sahip hastalarin; kadinlarda erkeklere gore (p> 0,572), sigara
icmeyen kisilerde sigara igen kisilere gore (p>0,765), aile Oykiisii bulunmayan kisilerde aile
Oykiisii bulunan kisilere gore (p> 0,29) mtDNA kopya sayisinda degisimlerde istatiksel olarak
anlamli bir fark olmadig1 tespit edilmistir. Buna karsin, soguk nodile sahip hastalarda ise cevre
dokuyla kiyaslandiginda erkek hastalara ait soguk nodiillerde kadin hastalara gére mtDNA
kopya sayisinda azalis oldugu ve elde edilen verinin istatiksel olarak anlamliliga yakin oldugu
tespit edilmistir. (p: 0,056). Diger taraftan bu grupta sigara igmeyen kisilerde sigara igen kisilere
gore (p> 0,140), aile dyklsl bulunmayan kisilerde aile 6ykiisii bulunan kisilere gére (p> 0,277)
mtDNA kopya sayisinda degisimlerde istatiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit
edilememistir. Sicak ve soguk nodiiller arasinda mtDNA kopya sayisindaki artig/azalis
karsilastirilmas1 yapildiginda sicak nodiillerde c¢evre saglikli dokuya goére mtDNA kopya
sayisinda artisin daha fazla oldugu buna karsin soguk nodiillerde yaklasik 1/3’iinde ¢evre saglik
dokuya goére mtDNA kopya sayisinda azalma, diger 1/3’linde ise herhangi bir degisim
saptanmamustir (p: 0,001).

Dolayisiyla, soguk tiroit nodiillerinde malignite riskinin yaklasik %5-%15 arasinda
degistigi ve diger tiroit nodiillerine gore oldukga yliksek oldugu gbz oniinde bulundurulursa
soguk nodiillerin %32,8’inde saptanan mtDNA kopya sayisindaki azaligin literatirle uyumlu
oldugu goriilmektedir. Ancak bu verileri teyit etmek ve PTK tiimorogenezinde mtDNA kopya
sayis1 degisimlerinin roliinii aydinlatmak i¢in nonfonksiyonel benign tiroit noddlleri, invazif ve
noninvazif mikroPTK ve makroPTK Orneklerinden olusan biiyiik heterojen bir grupta

caligmalara gereksinim duyulmaktadir.

Bununla beraber, ¢evre dokularina kiyasla sicak nodiillerin %66,2 ve soguk nodiillerin
%?34,4’linde goriilen mtDNA kopya sayisindaki artig, bu hiicrelerde artan enerji ihtiyaci ve/veya

azalan oksidatif fosforilasyon kapasitesi telafisinin bir sonucu olabilir. Bu nodillerde artan
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mitokondriyal biyogenezin mitokondriyal miyopatilerden muzdarip hastalarin kaslarinda
mitokondrilerin asir1 proliferasyonunun bir sonucu olarak diizensiz kirmizi liflerin gelisimine

benzer olmas1 mimkindir (Lee vd. 2005).

Sonug olarak kanserlesme potansiyeli yliksek olan soguk nodiillerde sicak nodiillere
gore mtDNA kopya sayisinda daha fazla azalma goriildiigii tespit edilmistir. Elde edilen bu
bulgular, literatirde yer alan mtDNA kopya sayisindaki azalmanin insan kanserlerinde
tiimorogenez siireci ile iligkili olduguna dair bilgileri desteklemektedir. Ancak, mevcut

bulgular teyit etmek i¢in daha kapsamli calismalara ihtiyag¢ vardir.
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