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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Tiirk Popiilasyonunda Tiroit Nodiillerinde, Mitokondriyal DNA D-Loop Bolgesi
Mutasyonlarinin Analizi

Esra ULU

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman: Dog¢. Dr. Cenk ARAL

Mitokondriyal DNA (mtDNA) kusurlarinin kanser dahil bir¢ok hastalikla iliskili
oldugu literatiirde yer almaktadir. Buna iliskin olarak, serviks, meme, gastrik, kolorektal,
akciger ve renal kanserlerde mitokondriyal DNA D-loop bolgesindeki degisimlerin siklikla
gozlemlendigi bildirilmis ve ozellikle, D-loop boélgesinde yer alan D310 bolgesi olarak
adlandirilan polisitozin dizisinin elektrofilik ve oksidatif hasara daha yatkin oldugu o6ne
stiriilmiistiir. Yapilan bu ¢calismanin amaci, Tiirk toplumunda, tiroit bezi timorlerinde mtDNA
mutasyon ve polimorfizmlerinin belirlenmesidir. Calismaya 87 benign ve 6 malign hiperplazi
hastasina ait toplam 268 dokudan fenol-kloroform yontemiyle elde edilen DNA 6rnegi dahil
edilmistir. MtDNA D-loop bolgesi 15-484 ile 15971-16411 nt arasi sirastyla birinci ve ikinci
bolge olarak adlandirilan iki bolge polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmistir. Elde
edilen PZR iirtinleri saflastirildiktan sonra DNA dizi analizi, Beckman Coulter GenomeLab
marka otomatik dizi analizi cihazi kullanilarak Sanger metoduyla gergeklestirilmistir. Benign
olgular i¢in hasta ve saglikli dokular kiyaslandiginda, birinci bdlgede 7 olguda somatik
mutasyon belirlenmis, ancak malign hiperplazilerde bir fark goriilmemistir. Belirlenen
polimorfizmler icerisinde sadece aile 6ykiisii ve A73G polimorfizmi arasinda istatistiksel bir
iliski bulunmustur. Birinci bolgede yer alan D310 dizi degisimleri ayrica degerlendirilmis ve
orneklerin %90'dan fazlasinda bu bdlgedeki uzunluk polimorfizminin normal sinirlar
icerisinde bulundugu gorilmiistiir. Bu bolgede gozlenen heteroplazmilerin de incelenen
patolojilerle bir iliskisi goriilmemistir. Ikinci bolge analizlerinde ise polimorfizmlerin birinci

bolgeye kiyasla daha fazla oldugu ancak her bir polimorfizmin frekansinin nispeten daha



diisiik oldugu goriilmiistiir. Saglikli ve hasta dokular kiyaslandiginda benign olgulardan 4
tanesinde farklilik goriilmiis, malign olgularda ise farklilik gdzlenmemistir. Sonug olarak elde
edilen veriler mtDNA D-loop bélgesindeki degisimlerin benign ve malign tiroit lezyonlarinin
gelisiminde bir rolii olmadigimi  gostermektedir. Kodlama yapan bdolgelerdeki
mutasyon/polimorfizmlerin belirlenmesi, mitokondriyal haplogruplarin tanimlanmasi ve
diisiik heteroplazmilerin belirlenmesi tiroit nodiillerinde mtDNA degisimlerinin roliiniin agiga

¢ikartilmasi i¢in 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: Mitokondriyal DNA, D-Loop, Tiroit Nodiilii, Polimorfizm, Mutasyon
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ABSTRACT

MSc. Thesis

Analysis of Mitochondrial DNA D-loop Region Mutations in Thyroid Nodules in Turkish
Population

Esra ULU

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cenk ARAL

It is currently present in the literature that mitochondrial DNA (mtDNA) defects are
associated with a great number of diseases including cancer. With regard to this, one reports
that alterations of mtDNA D-loop region are often observed in cervical, breast, gastric, lung
and renal cancers, and suggests that in particular a polycytidine stretch termed D310 within
D-loop region is more susceptible to electrophile and oxidant damage. The aim of the present
study is to establish mtDNA mutations and polymorphisms in tumors of the thyroid gland in
Turkish population. The study covered DNA samples which were extracted from a total of
268 tissues from thyroid patients, 87 individuals with benign hyperplasia and 6 individuals
with malignant hyperplasia, using phenol-chloroform method. Two regions between 15-484.
and 15971-16411. nt, designated as the first and the second region, respectively, were
amplified from mtDNA D-loop region by using polymerase chain reaction (PCR). Following
purification of the obtained PCR products, DNA sequencing was performed with Sanger
method, by employing a Beckman Coulter GenomeLab automated DNA sequencer. When
healthy and diseased tissues were compared in benign cases, somatic mutations were detected
in the first region in 7 cases whereas there were no mutations in those with malignant
hyperplasia. Among the polymorphisms detected, there was a statistically significant
relationship between family history and A73G polymorphism only.D310 sequence variations
in the first region were additionally evaluated, and it was seen that length polymorphism in
this region was in normal limits in more than 90% of the samples. Heteroplasmy observed in

this region was not also associated with pathological examinations. Analyses of the second



region revealed that polymorphisms were a lot more when compared to the first region;
however the frequency of each polymorphism was relatively lower. In comparison of healthy
and diseased tissues, 4 of benign cases exhibited mutations while any malignant ones did not.
In conclusion, the obtained results suggest that alterations in mtDNA D-loop region play no
role in the development of benign and malignant thyroid lesions. Determination of
mutation/polymorphisms in coding regions, identification of mitochondrial haplogroups, and
detection of low heteroplasmy are important to reveal role of alterations in mtDNA in thyroid

nodules.

Key words: Mitochondrial DNA, D-Loop, Thyroid Nodule, Polymorphism, Mutation
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1. GIRIS

Nodiiler tiroit hastaliklar1 tiroit bezi icinde, bir ya da birden fazla nodiillerle
karakterize yaygin goriilen bir hastaliktir (Gharib 1997). Iyot eksikligi olan bolgelerde, ileri
yaslarda, kadinlarda ve radyasyona maruz kalmis toplumlarda daha sik goriiliir (Gharib 1997,
Tan ve ark. 1997). Cevre tiroit parankiminden farkli, radyolojik olarak ayrilabilen, fizik
muayene ya da yardimci goriintiileme yontemleri ile tespit edilebilen lezyonlara tiroit nodiilii

denir (Datta ve ark. 2006, Faquin 2008, Hegedus ve ark. 2003, Serra ve ark. 2008).

Tiroit bezi kanserleri nadir olarak goriillen kanserler olup Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) goriilen tiim kanserlerin %0,74-2,3"linii olusturmaktadir. Kansere bagl
oliimlerin %0,17-0,26'sindan tiroit kanserleri sorumludur (Schneider ve ark. 2000). Benign
hiperplastik (kolloid) nodiiller en sik goriilen tiroit nodiilleridir ve tiroit nodiillerinin %5-20 'si
gercek neoplazmdir (Larsen ve ark. 1998). Palpe edilebilen tiroit nodiillerinde, maligniteye
%S5'ten az rastlanir (Burguera ve ark. 2000, Meier 2000). Nodiillerin fonksiyonel 6zellikleri
g0z Oniine alindiginda sintigrafik taramalarda iyot alimindaki azalis veya artisa bagli olarak
normal, soguk ve sicak nodiiller olarak smiflandirilirlar. Iyot alimma bagh olarak farkl
cografi bolgelerde degisken insidansina karsin, nodiillerin yaklagik %85°1 soguk, %10’u 1lik

ve %35°1 sicak nodiillerden olusur (Gozu ve ark. 2005).

Mitokondriler niikleer genomdan bagimsiz olarak replike ve transkribe olabilen kendi
genomlaria sahiptirler. Her hiicrede ¢ok sayida kopyas: bulunan bu genoma sitoplazmik
genom veya mitokondriyal DNA (mtDNA) adi verilir. Son yillarda mitokondriyal DNA
mutasyonlart ve polimorfizmlerinin kanser olusumunda ve gelisiminde Onemli rol
oynayabilecegi diisliniilmektedir. Bunlar arasinda, en ¢ok ¢alisilan kodlama yapmayan D-loop
bolgesinde yer alan D310 uzunluk polimorfizmidir. MtDNA’nin D-loop bdlgesinin mutasyon
hizinin diger kisimlaria gore %2-4 kat, niikkleer DNA’ya gore ise en az 10 kat daha fazla
oldugu bildirilmistir (Avise 1991). Bu denli yiiksek oranda mutasyon goriilmesi, histon
proteinlerden yoksun olmasi ve tamir mekanizmasinin niikleer genom kadar etkin
olmamasindan kaynaklanir. MtDNA’da homolog kromozomlar bulunmadigi i¢in mayoz
boliinmede goriilen crossing-over gerceklesmez. Dolayisiyla mitokondriyal genomdaki
varyasyonlar niikleotit eksilmesi (delesyon), eklenmesi (insersiyon) veya degisimlerinden

(tranzisyon ve transversiyon) kaynaklanmaktadir.



Yapilan ¢aligmalarda, biiylik delesyonlarin varliginin tiroit tlimorlerinin gelisiminde
rolii olabilecegi bildirilmistir (Muller-Hocker ve ark. 1998, Maximo ve ark. 2002, Ebner ve
ark. 1991). Diger taraftan mtDNA sik delesyonunun varligini tiroit hastaliklarinda ele alan
diger ¢alismalarda boyle bir iliskinin bulunmadigi gosterilmistir (Tallini ve ark. 1994, Aral ve
ark. 2010). Biiytlik delesyonlarin varlig1 lizerine yapilan ¢aligsmalarin disinda, kodlama yapan
veya yapmayan mtDNA dizilerindeki diger mutasyonlar1 ele alan ¢aligsmalar da mevcuttur.
MtDNA mutasyonlarinin agirlikli olarak kompleks I genlerinde bulundugu ve bu bolgenin
mutasyonlarmin tiroit tlimorogenezinde rolii olabilecegi bildirilmistir (Yeh ve ark. 2000).
Benzer sekilde yapilan ¢aligsmalarda bulunan sonuglar bu goriisii desteklemektedir (Maximo
ve ark. 2002, G. Gasparre 2007). Buna karsilik mtDNA mutasyonlarinin tiroit timorlerinde
rolii olmadigin1 belirten c¢aligmalarda bulunmaktadir (Witte ve ark. 2007). Mitokondriyal
DNA D-loop bolgesi, D310 degisimlerinin inceledigi bir ¢alismada da meydana gelen
degisimlerin tlimorogenezde bir rolii olmadig bildirilmistir (Lohrer ve ark. 2002). Bir baska
yayinda ise tiroit kanseri olgusunda D310 degisimlerinin %5,7 diizeyinde goriildiigi ve tiroit

kanserleri ile bir iliskisi bulunmadig: bildirilmistir (Tong ve ark. 2003).

Sonug olarak mitokondriyal genom instabilitesine neden olabilen ve olduk¢a degisken
olan D-loop kontrol noktasinda meydana gelen mitokondriyal DNA degisimleri (nokta
mutasyonlar, insersiyonlar, delesyonlar) ve kodlama yapan bolgelerdeki mutasyonlar serviks,
meme, gastrik, renal, kolorektal, hepatoseliiler ve akciger kanserlerinde siklikla goriilmekle
birlikte tiroit patolojileri ile mtDNA degisimleri arasindaki iliski kesin degildir ve ¢ok sayida
saglikli ve hasta bireyi kapsayan, farkli populasyonlarda yapilacak calismalara gereksinim
vardir. Bu ¢alismanin amaci Tiirk toplumunda tiroit bezi tiimorlerinde mtDNA D-loop
bolgesinde mutasyon sikliginin belirlenmesi ve tiimdrogenezde roliiniin  bulunup

bulunmadiginin arastirilmasidir.



2. TEMEL BIiLGILER

2.1. Mitokondriyal DNA’nin Yapis1 ve Ozellikleri

Mitokondri genel olarak tiim Okaryotlarda bulunan ve hiicresel reaksiyonlar igin
gerekli enerjinin saglandigi hiicrenin en oOnemli organellerindendir (Cummins 1998).
Mitokondri igerisinde, sayilar1 2-15 arasinda degisen mitokondriyal DNA (mtDNA) kopyalari
bulunmaktadir. insan mtDNA’s1 16569 baz c¢ifti (bg) uzunlugunda, halkasal, ¢ift zincirli bir
DNA molekiilii olup tiim dizisi ilk olarak Anderson ve ark., (1981) tarafindan tanimlanmustir.
Mitokondrial DNA'da 13'ii protein, 22'si tasiyict RNA (tRNA) ve 2'si ribozomal RNA(rRNA)
kodlayan toplam 37 gen bulunmaktadir (Krawczak M ve ark. 1998, Zischler 1999) (Sekil
2.1).

Sekil 2.1. Insan mitokondriyal DNA's1 ve iizerinde yer alan genler (McKinney ve ark. 2013).
Kompleks I genleri: NADH dehidrogenez (ND1,ND2, ND3, ND4, ND5, ND6),
Kompleks IIT genleri: sitokrom ¢ Oksidorediiktaz (CYTB), Kompleks IV genleri:
Sitokrom oksidaz (COI, COII,COIIl), Kompleks V genleri: ATP sentaz (ATPS6,
ATP8), Ribozomal RNA genleri: 16S, 12S, Transfer RNA genleri tasidiklari
aminoasitin harf kodu ile gosterilmistir. HSP1: Agir zincir promotor bolge 1, HSP2:
Agir zincir promotdr bolge 2, LSP: Hafif zincir promotdr bolge, OH: Agir zincir
orijini, OL: Hafif zincir orijini



Mitokondriyal DNA’nin iki komplementer zinciri guanin igeriklerine gore
adlandirilmaktadir. Guanince zengin olan agir zincir lizerinde 28 gen, hafif zincirde ise 9 gen
kodlanmaktadir (Anderson ve ark. 1981). Mitokondriyal DNA ileri diizeyde ekonomik bir
organizasyon gostermektedir. Bu organizasyon icinde genler intron dizilerine sahip degildir
ve kontrol bolgesi disinda genler arasi diziler yoktur veya birka¢ bazla sinirhidir.
Mitokondriyal DNA {izerinde kodlanan rRNA ve tRNA genleri kii¢iiktiir ve polipeptid
kodlayan genlerin bir kismi st {iste ¢akismaktadir. Birgok gen i¢in sonlanma kodonlari
bulunmamaktadir ve translasyonun sonlanmast mRNA’nin  posttranskripsiyonel
poliadenilasyonu araciligt ile saglanmaktadir. Mitokondriyal DNA {izerinde kodlama
yapmayan kontrol bolgesi 16,024-576. niikleotidler arasinda yer almakta ve 3 korunmus dizi
blogu, 3 zincirli bir yap1 gosteren D-loop bolgesi ve mitokondriyal transkripsiyonda rol alan
“enhancer” ve promotor dizileri ile agir zincir replikasyon orijinini igermektedir (Fernandez-

Silva ve ark. 2003, Scheffler 1999, Taanman 1999).

Mitokondriyal DNA maternal yolla kalitilir (Carracedo ve ark. 2000, Wilson AC ve
ark. 1985). Ciinkii ovumun zona pellusida tabakasini sadece spermin bas kismi geger. Oysa
mitokondriler spermin kuyruk kisminda yer alirlar. Ancak son zamanlarda az miktarda
paternal mtDNA'nin fertilize yumurtaya transfer oldugunu gosteren bazi ¢alismalar
bulunmaktadir (Awadalla ve ark. 1999, Eyre-Walker ve ark. 1999, Parsons ve ark. 2000).
Diploid canlilar her hiicrede nDNAnin iki kopyasina sahipken, mtDNAnin, hiicre tipine gore
degismek tizere, 1000 — 100000 kopyasina sahiptirler (Fourtounis 1999).

Mitokondriyal DNA'min baska bir 6zelligi ise mutasyon hizinin yiiksek olmasidir.
MtDNA’nin D-loop bdlgesinin mutasyon hizi diger kisimlarina gore %2-4 kat, niikleer
DNA’ya gore ise en az 10 kat daha fazladir (Avise 1991). Bu denli yiiksek oranda mutasyon
goriilmesi, histon proteinlerden yoksun olmasi ve tamir mekanizmasinin niikleer genom kadar
etkin olmamasindan kaynaklanir. MtDNA’da homolog kromozomlar bulunmadigi i¢in mayoz
boliinme esnasinda crossing-over gerceklesmez. Dolayisiyla mitokondriyal genomdaki
varyasyonlar niikleotit eksilmesi (delesyon), eklenmesi (insersiyon) veya degisimlerinden

(tranzisyon ve transversiyon) kaynaklanmaktadir.

Bunlara ek olarak mtDNA, niikleer DNA’dan daha farkli bir genetik kod
kullanmaktadir. Ornegin, evrensel (niikleer) genetik kodlamada UGA sonlandirma (STOP)
kodonu iken mitokondriyal genetik kodda ayni1 kodon triptofan amino asidini kodlamaktadir.

Benzer sekilde mitokondriyal genetik kodda AUA kodonu izolosin yerine metionin
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kodlamakta, AGA ve AGG kodonlar1 ise arjinin amino asidini kodlamak yerine STOP
kodonu olarak gorev almaktadirlar (Butler 2005).

2.2. Mitokondriyal DNA’nin Replikasyon ve Transkripsiyonu

2.2.1. Replikasyon

Mitokondriyal DNA'min replikasyonu nDNA replikasyonundan farklidir ve hiicre
dongiisiinden bagimsiz olarak gerceklesmektedir. Mitokondriyal DNA replikasyonu agir
zincir orijini (Oy) ve hafif zincir orijini (OL) olmak iizere iki noktadan bagslar. Agir zincir
orijini D-loop bolgesinde hafif zincir promotorunun (LSP) asagisinda yer alirken hafif zincir
orijini Oy’den mtDNA’nin 2/3’si kadar bir uzaklikta yer almaktadir (Clayton 1982) (Sekil
2.2.).
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Sekil 2.2. O, ve Oy seklinde iki farkli orijinde baglayan asimetrik zincir modeli (McKinney
ve ark. 2013)

Mitokondriyal replikasyonun baslamasi mitokondriyal transkripsiyon ile baglantili

olup halkasal sekilde gerceklesmektedir. Oy iizerinden baslayip sentezlenen agir zincirin 2/3'i



sentezlendikten sonra yani hemen hemen hafif zincir orijinini gegtikten sonra hafif zincir
sentezi baslar. Agir zincir sentezinin baslamasi i¢in hafif zincir promotorunde (LSP) yer alan
hafif zincir transkripsiyon baslangic (ITL) bolgesinden kisa bir RNA transkript primeri
kokenlenir. D-loop bolgesinde bulunan promotoér bolgede iic adet defismez baz dizisi
mitokondriyal RNA polimerazin yeni RNA primeri sentezinden sonra Oy yukarisinda kalan
tic iyl korunmus dizi blogu iizerinde (CSB) stabil bir RNA-DNA hibridi olugsmaktadir. Bu
diziler CSBI 210-234, CSBII 299-315, CSBIII 346-363 baz giftleri arasindadir (Sbisa ve ark.
1997). Bu yapidan olusturulan olgun primer ve mitokondriyal DNA polimeraz (DNA
polimeraz y) yeni zincir sentezini baglatir (Lee ve ark. 1996, Shadel ve ark. 1997). Hafif zincir
sentezi, agir zincir sentezine bagli olarak Op bdlgesinde ¢ift zincirin agilmasi sonrasinda
gerceklesmektedir. Ac¢ilmayi takiben bir primaz yardimi ile primer dizisi olusturulur ve ters

yonde replikasyon gergeklestirilir (Holt ve ark. 1990).

DNA replikasyonu sonlanma ile ilgili diziler (TAS) iizerinde durur ve 3 zincirli D-
loop yapisi ortaya ¢ikmaktadir. Sbhisa ve ark. (1997) insan mtDNA' sinda TAS dizilerinide
kapsayan iki korunmus bdlgeyi uzamis sonlanma ile ilgili diziler (ETAS) olarak tanimlamis
ve 60 ile 63 bg¢ uzunlugundaki ETAS 1 ve ETAS 2 dizilerinin 16081 ve 16294.
niikleotidlerinden itibaren bagladigin1 belirtmislerdir . Diger durumda ise sentez tim genom
boyunca devam etmekte ve yeni bir mtDNA kopyasi olusturulmaktadir (Clayton 1982, Brown
ve ark. 2002) (Sekil 2.3.).

Adir zincir

Hafif zincir {0 C— -D—@
m n | ‘

B I
160 16180 16028

Sekil 2.3. Mitokondriyal DNA agir zincir replikasyon baslangici (Taanman 1999). TAS:
Sonlanma ile iliskili diziler, CSB:Korunmus dizi blogu



Asimetrik zincir replikasyon modelinin yani sira, iki boyutlu agaroz jel elektroforezi
teknigi kullanilarak mtDNA replikasyon mekanizmasi incelenen ¢alismalarda tek bir orijinli
olan (Oy) tek yonlii replikasyon modeli ve agir zincir replikasyon orijinin daha asagisinda
baslayan iki yonlii replikasyon modelinin replikasyonda rol alabilecegi bildirilmistir

(Bowmaker ve ark. 2003, Holt ve ark. 2000, Yang ve ark. 2002).

Mitokondriyal DNA replikasyonu DNA polimeraz y (Pol y) tarafindan gerceklestirilir.
Pol y 125-140 kD agirhiginda biiyiik katalitik a-alt birimi ve 30-54 kD agirliginda primer
taninmasinda rol alan [-alt birimlerinden olusur. Biiyiik alt birim ayni1 zamanda 3'—>5'
ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir ve bu sayede replikasyonun dogrulugu saglanir. Niikleer
DNA polimerazlar gibi Pol y’da diger yardimci proteinlere gereksinim duyar ancak bunlarin
sadece bir kismi karakterize edilebilmistir. Replikasyon sirasinda ¢ift sarmalin a¢ilmasinda rol
alan mitokondriyal helikaz, mtDNA siiper donlimlerinin agilmasinda rol alan DNA
topoizomeraz | ve 11, mitokondriyal tek zincir baglayici protein (mtSSB), mitokondriyal DNA
primaz ve ligaz bunlardan bazilaridir (Fernandez-Silva ve ark. 2003, Scheffler 1999, Taanman
1999).

2.2.2. Transkripsiyon

Mitokondriyal DNA'min trankripsiyonu da niikleer DNA'dan farklilik gosterir.
Okaryotlarda; nDNA'da transkripsiyon igin her gen kendine ait spesifik bir promotore
sahipken, mtDNA'da ikisi agir zincirde (HSP1 ve HSP2) biri de hafif zincirde (LSP) olmak

tizere 3 promotor bulunmaktadir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Memeli mtDNA transkripsiyon baslama ve sonlanmasinin sematik goriiniimii
(Fernandez-Silva ve ark. 2003). ITw;: Agir zincir transkripsiyon baslangi¢ bolgesi
1, 1Ty Agir zincir transkripsiyon baslangic bolgesi 2, IT.: hafif zincir
transkripsiyon baslangic bdlgesi, mTERF: Mitokondriyal sonlanma faktord,
mtTFA: mitokondriyal transkripsiyon faktorii A, TFB1M: Transkripsiyon faktorii
B1, TFB2M: Transkripsiyon faktorii B2

Agir zincir transkripsiyon baglangi¢ bolgesi ITw; ve hafif zincir transkripsiyon
baslangi¢ bolgesi 1T, olarak adlandirilan iki ana transkripsiyon baslangi¢c bolgesi birbirlerine
150 b¢ uzaklikta yer alir. Agir zincir ve hafif zincir transkripsiyon baglangi¢c bolgeleri 5'-
CANACC(G)CC(A)AAAGAYA-3' seklinde 15b¢ uzunlugunda konsensiis diziden olusan
agir ve hafif zincir promotor bolgeleri igerisinde yer almaktadir (Chang ve ark. 1984, Hixson
ve ark. 1985). Bir diger agir zincir transkripsiyon baslangic bolgesi olan 1Ty, ise 638
niikleotid pozisyonunda tRNAP"™ geninin icerisinde 12S rRNA geninin hemen yaninda yer
almaktadir. Bu bolgenin promotor dizisi 15 bg konsensiis dizi ile daha az benzerlik gosterir ve
ITy’den daha az aktiftir (Chang ve ark. 1984, Yoza ve ark. 1984). Bu noktada baslayan
transkripsiyon tiim mtDNA molekiilii boyunca devam ederek polisistronik bir mRNA
olusturmaktadir. Diger taraftan, ITy;’den baslayan transkripsiyon 16S rRNA’nin 3'-ucunda
sona ermektedir. Bu sayede iki farkli transktripsiyon baslama bolgesi mRNA ve rRNA
transkriptlerinin regiilasyonunun birbirinden bagimsiz olmasina olanak saglanmaktadir. Hafif
zincirde ITL iizerinden baglayan transkripsiyon ise 1Ty, gibi polisistronik bir mRNA

olusumuyla sonuglanmaktadir (Fernandez-Silva ve ark. 2003).



Mitokondriyal transkripsiyon, mitokondriyal RNA polimeraz (mtRNApol) tarafindan
gerceklestirilir. Mitokondriyal RNApol tek basma promotora baglanip transkripsiyonu
baslatamaz ve mitokondriyal transkripsiyon faktoriiA (mtTFA), mitokondriyal transkripsiyon
faktorii B1 ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii B2 (TFBIM ve TFB2M) gereksinimi
bulunmaktadir (Fernandez-Silva ve ark. 2003, Taanman 1999, Gaspari ve ark. 2004, Masters
ve ark. 1987). Mitokondriyal TFA ile birlikte iki transkripsiyon faktorii daha tanimlanmistir.
RNA metil transferazlarla yliksek homoloji gdsteren bu faktorler TFBIM ve TFB2M olarak

adlandirilmislardir.

Hafif zincir transkripsiyon baglangic bolgesi ve ITwp iizerinden baslayan
transkripsiyonun sonlanma mekanizmasi ise glniimiizde agiklik kazanmis degildir. 1Ty,
izerinden baglayan transkripsiyon ise 16S rRNA/RNA"™ sinirinda tRNA'da bulunan iig tekrar
dizisi ve bu dizilere baglanan mitokondriyal sonlanma faktérii (mTERF) ile saglanmaktadir
(Fernandez-Silva ve ark. 2003, Scheffler 1999). DNA’ya monomer olarak baglanan ve iig
16sin-fermuar motifine sahip bu faktor, gerek mtRNApol ile baglanarak gerekse fiziksel bir

bariyer olusturarak transkripsiyonun sonlanmasini saglamaktadir.

2.2.3. Mitokondriyal protein sentezi

Mitokondriyal protein sentezi sitoplazmik protein sentezinden bagimsiz olarak
mitokondriyal matriksde ger¢eklesmektedir. Mitokondriyal matrikste yer alan ve mitoribozom
ad1 verilen mitokondriyal ribozomlar bulunmaktadir (Scheffler 1999, Taanman 1999).
Mitoribozomlar prokaryotik ve Okaryotik ribozomlardan daha kiiciiktiir ve daha az rRNA
icerigine sahiptir. Ribozom kiiciik ve biiyiik alt birimleri mtDNA tarafindan kodlanan 16S ve
12S rRNA’y1 igermektedir. Mitokondriyal protein sentezinde rol alan tRNA’lar mtDNA
tarafindan kodlanirlar ve sitoplazmik tRNA’lara kiyasla ¢ok daha kiigtiktiirler.

Mitokondriyal mRNA 7-metilguanilat sapka yapisi tagimamaktadir bu nedenle
sitoplazmik translasyonda goriilen sapka yapisinin translasyon {initelerince taninmasi islemi
gerceklesmemektedir. Arastirmalar bu tanima sorununun getirecegi diisiik translasyon diizeyi
probleminin yliksek mRNA diizeyi ile tolere edildigini bildirmislerdir. mRNA’nin
mitoribozom kiigiik alt birimine baglanmasini takiben ribozomal alt birim heniiz tam olarak
belirlenememis yardimci faktorler araciligi ile mRNA 5' ucuna dogru ilerlemektedir.
Memelilerde tanimlanmis tek baslangi¢ faktorii mtIF-2’dir ve E. coli translasyon baslangig
faktorii ile %36 homoloji gostermektedir. Mitokondriyal IF-2 GTP hidrolizi ile biiyiik alt



birimin yapiya dahil olmasini saglar, ancak yapilan ¢aligmalar GTP hidrolizi olmaksizin da bu
kompleksin olusturulabildigini  gostermistir. Memelilerde {i¢ tane wuzama faktori
tanimlanmistir; mtEF-Tu, mtEF-Ts ve mMtEF-G. Bu wuzama faktorlerinin varhiginda
mitokondriyal translasyonun E.coli translasyon mekanizmasi ile benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (Scheffler 1999, Taanman 1999).

2.3. Mitokondriyal DNA Mutasyonlari

Mitokondriyal genomun giivenilirligi ¢ok hiicreli organizmalar i¢in hayati dneme
sahiptir. Niikleer DNA'dan farkli olarak mtDNA, sinir hiicreleri gibi farklilasmis hiicrelerde
bile devamli replike olmaktadir. Bundan dolayr somatik mtDNA hasarlar1 hiicresel
fonksiyonlar {izerinde niikleer DNA'sinin hasarindan daha fazla olumsuz etkiler
yapabilmektedir. Niikleer DNA hasar1 onarilamayacak kadar biiylik oldugunda, hiicre
programli hiicre Glimiine (apoptoza) gidebilmektedir (Scheffler 1999, Lodish H ve ark.
2003). MtDNA'nin birden ¢ok kopyasinin bulunmasi nedeniyle, mutasyonlar sonucu
c¢ikabilecek hasarlit mtDNA, normal kopyalarin varligi ile tolere edilebilir. Bu sekilde gerek
normal yabanil tipte gerekse mutant mtDNA kopyalarinin bir arada bulundugu durum
heteroplazmi olarak adlandirilir. Bu durum tiim mtDNA'larda ayn1 oldugu homoplazmiden
farklidir ve mutasyonun fenotipe etkisi mutasyonun yeri, ait oldugu hiicre tipi ve mutant
DNA'nin normal DNA'ya kiyasla ne kadar fazla bulundugu ile ilgilidir. Bu durum esik etkisi
olarak adlandirilir ve bir kez oldugunda, mutasyondaki kiigiik artis oranlarina karsilik fenotipe
giderek artan seviyede daha biiyiik degisiklikler olusturabilmektedir (Finnila ve ark. 1999)
(Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Heteroplazmik mtDNA mutasyonlarinin hiicre béliinmesi ile dengesiz dagilimin
ve hipotetik bir esik deger cizgisinde fenotipik etkileri

Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlarinin basit klonal biiyiime ile olusup olusmadigi
tartismalidir. Cok sayida somatik mtDNA delesyonlarinin tek hiicrede bir klonal biiylime
sagladigr gosterilmis olmasma ragmen, bu mutasyonlarin klonal biliylimeye ya da
homoplazmiye yol agtigi gosterilememistir (Chandra ve ark. 2011). Eger gergeklesen
mutasyon hiicre biiylimesi/sagkalim avantaji sagliyorsa veya mtDNA replikasyonunu
kolaylastirtyorsa, boyle bir mutasyonun segilim yolu ile kalic1 hale gelmesi muhtemeldir.
Sonugta bu mutasyon dominant hale gelebilir ve klonal biiyiime ile homoplazmik hale gelecek
sekilde evrimlesebilir. Mutant mitokondrial genomlu tek hiicrenin, tiimor gelisiminde segici
biiyiime avantajina sahip oldugu kanitlanmigtir (Chandra ve ark. 2011). Boyle bir hiicre tiimor
hiicre popiilasyonunda baskin hale gelebilir. Ayni1 zamanda, bazi mtDNA mutasyonlari
aslinda bireyin prenatal gelisim esnasinda olusan ve homoplazmiye siiriiklenmis somatik
mutasyonlardir. Homoplazmik mtDNA mutasyonlarimin matematiksel bir yoOntemle
aciklandigr modele gore timdrlerde mtDNA mutasyon varligi, timor gelisimde olusan ¢esitli
hiicre soylarindaki mutant genomlarin rastgele ayrimindan kaynaklanabilir. Daha sonra
gosterilen bir modele gore ise, homoplazmik mitokondrial varyasyonlar kok hiicrelerden
koken almaktadir. Bu da mitokondrial genomdaki mutasyonun dominant hale gelebilmesi igin
secici avantaja ihtiyaci olmadigi anlamina gelmektedir. Bu 6zel modelin gegerli olup olmadig:

hala tartismalidir. Eger secici olmayan, avantaj saglayan, rastgele mutasyonun bir temeli
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varsa, ayni zamanda orada baska mutasyonlarin varligimi da diisiindiiriir. Bu mutasyonlar
mitokondrial fonksiyonda ve hiicre fizyolojisinde degisim yaratirlar. Bu bir anlamda timor

gelisiminde belirgin bir etkidir (Chandra ve ark. 2011).

Hastaliklarin  klinikte goriilen genis spektrumu nedeniyle mtDNA genetiginin
epidemiyolojisi son derece komplekstir. Mitokondriyal DNA mutasyonlari genel olarak
duplikasyon ve delesyonlart igeren mitokondriyal DNA yeniden diizenlenmeleri ve mtDNA

nokta mutasyonlar1 olarak iki baslik altinda ele alinabilir.

2.3.1. Mitokondriyal DNA yeniden diizenlenmeleri

Mitokondriyal DNA delesyonlar1 bir hastalikla iligkilendirilen ilk mtDNA
mutasyonlaridir. Mitokondriyal DNA delesyonlarinin birkag bazdan birkag¢ kilo baza kadar
olabilecegi bildirilmistir. Mitokondriyal DNA yeniden diizenlenmeleri sonucu olusan
hastaliklardan en iyi tanimlanmis olan1 Kearns-Sayre sendromudur (KSS) (Schon ve ark.
2002a, Schon ve ark. 2002b). Bu hastalikla mtDNA’da ATPaz8 ve NDS5 genleri arasinda
kalan biiyiik bir bdlgenin delesyonu tanimlanmistir ve bu delesyon mtDNA sik delesyonu
“common deletion” (CD) olarak adlandirilmaktadir. Bu delesyon, mtDNA’da 8470-13447.
niikleotidler arasinda 13 b¢ uzunlugundaki tekrar dizilerinde bir kirilma ile ortaya ¢ikar ve
4977 bg¢ uzunlugunda bir bolgenin kaybiyla sonuglanir (Soong ve ark. 1996). Sporadik
KSS’da CD’a ek olarak duplikasyonlarin da varligi gosterilmis ve bu bireyler triplazmik
olarak tanimlanmistir. Triplazmik olgularda yabanil tipte mtDNA’ya ek olarak CD tasiyan
mtDNA (11592 bg) ve CD mtDNA ile yabanil tipte mtDNA birlesmesiyle ortaya ¢ikan
duplike mtDNA (16569+11592= 28188 bg) goriilmektedir. Bu duplike mtDNA’larin
delesyonun ortaya c¢ikmasinda rolii olan rekombinasyon ara iirlinleri olabilecegi ifade
edilmistir (Schon ve ark. 2002b, Poulton ve ark. 1993). Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar
HeLa hiicrelerinde delesyonlu mtDNA oraninin %65’in altinda olmas1 durumunda
mitokondriyal translasyonun etkilenmedigini ve yabanil tipte mtDNA’larin mutant olanlar
kompanse edebildigini bildirmislerdir (Hayashi ve ark. 1991). Bir baska c¢alismada ise biiyiik
delesyonlarin yiiksek oranda bulunduklarinda nokta mutasyonlarindan daha agir fenotipik
etkileri oldugunu bildirilmistir (Vielhaber ve ark. 2002). Diger taraftan bu durum bir celigkiye
neden olmaktadir, eger tRNA genlerindeki nokta mutasyonlari i¢in mutant mtDNA oraninin
%95’1lere ulasmasi gerekiyorsa delesyona bagli tRNA kayiplarinda bu oranin neden daha
diisiik oldugu acik degildir. Eger nokta mutasyonu sonrasi tRNA kaybii kalan normal
mtDNA’lar ¢ok diisiik oranlarda bile karsilayabiliyorsa delesyonda da (birden fazla tRNA
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kayb1) ayni durumun gézlenmesi beklenmelidir. Bu durumun mutant mtDNA {izerinde halen

rRNA sentezine devam ediliyor olmasina baglamaktadir (Vielhaber ve ark. 2002).

2.3.2. Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlari

Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlar1 tRNA, rRNA, protein kodlayan genler veya
kodlama yapmayan bolgelerde tanimlanmistir. Hastaliklarla iligkilendirilen nokta
mutasyonlariin biiyiik kismi tRNA genlerindeki mutasyonlardir. Bu mutasyonlar genellikle
noromiskiiler veya kardiyak fenotiple iliskilendirilmektedir (Von Kleist-Retzow ve ark.
2003). Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlar1 ve iligkili olduklar1 hastaliklarin giincel listesi
mitokondriyal DNA veritabant olan MITOMAP’de verilmektedir (www.mitomap.org)
(Brandon ve ark. 2005).

Mitokondriyal DNA nokta mutasyonlarinin ¢ogunun fenotipik yansimasi son derece
degiskenlik gostermektedir. Ayn1 yolakta yer alan genlerde gdriilen ayn1 tip mutasyonlarin bu
fenotipik degiskenliginin nedeni acik degildir. Yapilan calismalar bu degiskenlikte niikleer
genler ve diger mtDNA mutasyon ve/veya polimorfizmlerinin rolii olabilecegini ve ¢evresel
faktorlerinde fenotipik ekspresyonda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Schapira 2006).
Diger taraftan heteroplazmik mutasyonlarda mutant mtDNA orani, mutasyonun dokulara gore
dagilimi veya mutasyondan etkilenen dokunun enerji kullanimi gibi faktorlerinde klinik

ekspresyonda rolii olabilecegi bildirilmistir.

2.4. Tiroit

Tiroit bezi boynun alt kisminda, trakeanin 6n yliziinde, larinksin hemen asagisinda,
tiroit 6n grup kaslarimin arkasina yerlesmis, insan bedenindeki en biiylik endokrin bezdir.
Erigkin tiroit bezi ortalama 15-20 gram agirligindadir. Sag ve sol olmak iizere iki lob ve

bunlar1 birlestiren istmustan olusmaktadir (Meller ve ark. 2002).

Gelisimini embriyolojik olarak tamamlayan tiroit, farkli biiyiikliiklerde folikiillerden
meydana gelmektedir. Tiroit bezinin fonksiyonel birimini olusturan her bir folikiil, i¢i kolloid
ile dolu bir bosluk etrafinda tek sira dizilmis kiibik epitel hiicreler ve bu epiteli ¢evreleyen
bazal membrandan olusur. Folikiil hiicresine tirosit adi da verilir (Henry 1997). Bir tiroit
folikiiliinde, folikiiler liimen ve bazal membranla iliskide olan normal folikiil hiicresi, oksifilik
(Hiirthle) hiicreler ve liimenle iliskide olmayan ancak bazal membranla iliskide olan
parafolikiiler olmak tizere 3 tip esas hiicre vardir ve bu hiiclere A, B ve C hiicreleri adi1 da
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verilmektedir. A hiicresi, normal folikiil hiicresi olup TSH etkisi altindadir, hormonlarin
yapim ve salinmasindan sorumludur (Henry 1997). B hiicresinin (Askanazy hiicresi, onkosit,
Hiirthle hiicresi, oksifilik hiicre) en onemli 6zelligi ¢ok miktarda serotonin depolamasi ve
TSH reseptorii igerip tiroglobulin sentezi yapabilmesidir. Bu hiicrelerin tam olarak
fonksiyonu bilinmemektedir (Henry 1997, Rhodin 1995). C hiicresi (parafolikiiler hiicre) ise
TSH kontroliinde olmayip tirokalsitonin (TC) hormonunun yapim ve salinmasindan

sorumludur (Papotti 1994).

Tiroit bezinin gorevi, viicut metabolizmasinin diizenlenmesi i¢in gerekli tiroit
hormonlarinin ve viicut kalsiyum metabolizmasinin diizenleyici hormonlarindan kalsitoninin

sentezi ve salmimudir (Isgdr 2000).

Tiroid bezinin kontrolii normal fizyolojik kosullarda hipotalamus-hipofiz ekseninde
saglanir. Hipotalamustan salgilanan tripeptid TRH (tirotropin salgilayic1 hormon) hipofiz
bezini uyararak bir hipofiz glukoprotein hormonu olan tirotropin (TSH) hormonunun
tiretilmesini ve salgilanmasini saglar (Kopp 2001). TSH reseptorii luteintropik hormon (LH),
folikiiler stimule edici hormon (FSH) ve koryonaganodotiropik hormon (B-HCG) reseptorii ile
beraber rodopsin/P adrenerjik reseptor alt ailesinin bir tiyesi olup tiroid bezinin biiylime ve
islevlerinden sorumludur (Szkudlinski ve ark. 2002). TSH, TSH reseptoriine baglanir, tiroid
folikiiler hiicrelerinin biiyliime ve iglevlerini uyarir, tiroid bezi hormonlarinin (tiroksin (T4) ve

triiyodotironin (T3)) sentezini ve tiroid bezinden salgilanmalarini diizenler.

Tiroid bezi hormonlar ise (T3, T4) farklilasma, biliylime ve metabolizma {izerinde
coklu etkiye sahiptirler. Genellikle bu hormonlarin birincil islevleri niikleer reseptorler
vasitastyla protein yapimini diizenlemek ve zar yapisinda yer alan enzimleri aktive ederek
mitokondrilerde oksitlenme hizini arttirmaktir (Kopp 2001, Yigit G. 2001). Bununla beraber
tiroid hormonlarinin zar Na'/K* ATPaz aktivitesini arttirarak O, tiiketiminin uyarilmasi ve
hiicre igerisinde glikoz/aminoasit tagimasinin hizlanmasi gibi genomik olmayan islevleri de

tanimlanmistir (Davis ve ark. 1996).

Tiroit bezinin biiylimesine guatr denir ve kadinlarda erkeklerden 4-5 kat daha fazla
goriiliir. Bolgelere gore degismekle birlikte Tiirkiye’de guatr sikligt % 5-56 civarindadir
(Ozata 2005). Tiroit bezi hastaliklari, diinyada yaygmn goriilen hastaliklar arasinda olup
Ozellikle nodiillerine ¢ok sik rastlanmaktadir. Nodiiller tiroit hastaliklar tiroit bezi iginde, bir

ya da birden fazla nodiillerle karakterize yaygin goriilen bir hastaliktir (Gharib 1997). Iyot
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eksikligi olan bolgelerde, ileri yaslarda, kadinlarda ve radyasyona maruz kalmis toplumlarda
daha sik goriiliir (Gharib 1997, Tan ve ark. 1997). Cevre tiroit parankiminden farkls,
radyolojik olarak ayrilabilen, fizik muayene ya da yardimci goriintiilleme yontemleri ile tespit
edilebilen lezyonlara tiroit nodiilii denir. Palpe edilebilen nodiil sikligi %3-7 iken, klinik
olarak saptanamayan ancak ultrasonografide (USG) tespit edilen nodiil siklig1 %20-76
arasindadir (Datta ve ark. 2006, Faquin 2008, Hegedus ve ark. 2003, Serra ve ark. 2008).
Ayrica tiroit bezi kanserleri nadir olarak goriliir. Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD)
gorlilen tiim kanserlerin %0,74-2,3"inli olusturmaktadir. Kansere bagli 6liimlerinde %0,17-
0,26'sindan tiroit kanserleri sorumludur (Schneider ve ark. 2000). Bununla beraber tiroit
nodiillerinin ¢ogu benign ozellik tasiyabilir (Meier 2000, Pacini ve ark. 2001). Benign
hiperplastik (kolloid) nodiiller en sik goriilen tiroit nodiilleridir ve tiroit nodiillerinin %5-20 'si
gercek neoplazmdir (Larsen ve ark. 1998). Palpe edilebilen tiroit nodiillerinde, malignensiye
%»35'ten az rastlanir (Burguera ve ark. 2000, Meier 2000). Bunun nedeni tiroit bezi
hastaliklarinin erken tani ve tedavisidir. Ancak klinikte tiroit kanseri nadir goriilmesine karsin
gizli tiroit kanserleri onemli oranda goriiliir. Otopsi ¢aligmalarindan elde edilen bilgilere
dayanarak ABD' den yaynlanan serilerde bu oran %0,45-5,7 , Japon serilerinde ise %13-
24'lere ¢ikmaktadir (Sampson ve ark. 1974).

Genelde soliter nodiiler ve multinodiiler tiroit hastaliklar1 olarak iki temel gruba
boliinebilen benign nodiiler tiroit hastaliklar iyotga fakir bolgelerde yaygin olan heterojen
tiroit bozukluklarini olusturmaktadir (Krohn ve ark. 2005). Nodiillerin fonksiyonel 6zellikleri
g6z Oniine alindiginda sintigrafik taramalarda iyot alimindaki azalis veya artisa bagli olarak
normal, soguk ve sicak nodiiller olarak smiflandirilirlar (Gozu ve ark. 2005). Iyot alimina
bagli olarak nodiillerin degisik cografi bolgelerde farkli insidans gostermesine karsin,
nodiillerin yaklagik %85°1 soguk , %10’u 1lik ve %5’1 sicak nodiillerden olusur (Belfiore ve
ark. 1992).

Tiroit nodiillerinin klinik-patolojik siniflandirilmasi nonneoplastik nodiiller, benign
neoplastik nodiiller, malign neoplastik nodiiller ve tiroit dis1 lezyonlar olarak yapilabilir

(Pacini ve ark. 2001).

2.4.1 Soguk nodiil

Tiroit sintigrafisinde, geri kalan tiroit dokusundan daha diisiik radyoizotop tutulumu

gosteren nodiile, hipofonksiyone veya soguk nodiil denilir (Sekil 2.6.). Soliter nodiillerin
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%85-90’1 hipofonksiyonedir. Tiroit malign tiimdrleri normal tiroit dokusunun %1-10’u kadar
radyofarmasdtik akiimiile eder ve sintigrafik olarak hipoaktif goriintii verirler. Soliter soguk
nodiillerin biiylik kisminin nedeni kolloid kist veya adenomdur. %15-40’1 ise karsinoma riski
tasir. Apse, hemoraji, paratiroit adenomu da soguk nodiil olarak goriiliir. Karsinoma olasilig1
eger hasta gen¢ kadin veya herhangi bir yasta erkek ise artar. Birlikte lenfadenopati varsa
veya tiroit hormon supresyonundan sonra biiyiikliigii azalmiyorsa karsinom siiphesi daha ¢ok
artar. Eger hikayede daha 6nce bas boyun bolgesine radyasyon tedavisi varsa soguk nodiiliin

malign olma ihtimali %40'tir (Ozata 2005).

A

Sekil 2.6. A. Soguk nodiil; sag tiroit lobu iist kesiminde soguk nodiil izlenmektedir, B.
Sicak nodiil; sol tiroit lobu alt kesiminde sicak nodiil izlenmektedir (Ozata
2005)
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2.4.2. Sicak nodiil

Sicak nodiillerin radyoizotop tutulumu normal tiroit dokusuna oranla daha yiiksektir
(Sekil 2.6.). Belirgin tiroit nodiilii olan hastalarin nodiillerinin %7-251 sicak karakterdedir.
Sicak nodiillerin biiyiik bir kismi benign olmakla birlikte ¢ok kiigiik bir ylizdesinde tiroit
karsinoma tanimlanmistir. Bu nodiillerin hemen hepsi hiperfonksiyon gosteren adenomlardir
ve bunlarin yarisindan fazlasi fazlasi otonomdur. Otonom fonksiyon gosteren nodiiller
hipofizer-tiroit geri besleme mekanizmasindan bagimsiz calisir, boylece disaridan verilen
tiroit hormonlar ile suprese olmaz. 3-4 cm ¢apindan biiyiik otonom nodiiller hipofiz bezini

suprese edecek miktarda tiroit hormonu iiretebilirler (Ozata 2005).

Bir nodiilin otonom olup olmadig: tiroit supresyon testi ile belirlenebilir. Otonom
hiperfonksiyone nodiiller yeterli miktarda tiroit hormonu iireterek TSH'in hipofizer
sekresyonunu inhibe ederler ve sekonder olarak etrafindaki normal dokunun fonksiyonunu
suprese ederler. Bu suprese tiroit dokusunun belirlenmesi TSH stimiilasyon testi ile

yapilabilir.

2.5. Mitokondriyal DNA Mutasyonlar ve Tiroit

Literatiirde malign ve bening tiroit nodiillerinde mtDNA mutasyonlarini ele alan
calismalar mevcuttur. Ancak bu calismalarin biiyiik kisminin ¢ok az sayida 6rnek iizerinde
gerceklestirilmis olmasi, analizde kulanilan yOntemlerin yeterince hassas olmamasi gibi

nedenlerle elde edilen sonugclar ¢eliskilidir.

Ebner ve ark. (1991) onkositik tiroit tiimorlerinde mtDNA' da biiyiik degisimlerin
varligini restriksiyon enzim kesimleri ile incelemisler ve bu hiicrelerde biiyiik degisimler ve
heteroplazminin gozlenmedigini ve tiimor gelisimde rolii olmadigimi belirtmislerdir. Buna
karsilik Muller-Hocker ve ark.,(1998) Hashimoto tiroiditinde 4977 bg sik delesyonun %2-8
oraninda bulundugunu ve bunun sonucu ortaya ¢ikan mitokondriyal solunum defektlerinin
etkili oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Maximo ve ark, (2002) mtDNA sik
delesyonunun inceledikleri tiim tiroit Hiirthle hiicre tiimorlerinde goriildiiglint bildirmislerdir.
Diger taraftan mtDNA sik delesyonunun varligmi tiroit hastaliklarinda ele alan diger
calismalarda boyle bir iliskinin bulunmadig gosterilmistir (Tallini ve ark. 1994, Aral ve ark.

2010).
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Biiyiik delesyonlarin varlig iizerine yapilan ¢alismalarin disinda, kodlama yapan veya
yapmayan mtDNA dizilerindeki diger mutasyonlari ele alan ¢aligmalar da mevcuttur. Yeh ve
ark., (2000) mtDNA mutasyonlarinin varligini iki boyutlu gen tarama teknigi ile incelemisler
ve mutasyonlarin agirlikli olarak kompleks 1 genlerinde bulundugunu ve bu bdlgenin
mutasyonlarmin tiroit tiimorogenezinde rolii olabilecegini bildirmislerdir. Benzer bulgular
Maximo ve ark., (2002) ve Gasparne ve ark., (2007) tarafindan yapilan calismalarda da
desteklenmektir. Buna karsilik mtDNA mutasyonlarinin tiroit tiimorlerinde rolii olmadigini

belirten ¢alismalarda bulunmaktadir (Witte ve ark. 2007).

Mitokondriyal DNA D-loop bdlgesi, D310 degisimlerinin inceledigi bir ¢alismada
Cernobil faciasi sonrasi radyasyona maruz kalan Belarus kokenli 126 tiroit kanseri olgusu ile
Miinih, Almanya kokenli sporadik 40 tiroit kanseri olgusu incelenmis ve bu bdlgede goriilen
degisimlerin radyasyona maruz kalmamis sporadik tiimdrlerde daha sik gozlendigi, ancak her
iki grup i¢inde timdrogenezde bir rolii olmadigi vurgulanmistir (Lohrer ve ark. 2002). Diger
taraftan bu calismaya yonelik yayimlanan editore mektupda, c¢aligmanin tiroit kanseri
disindaki saglikli dokular1 ele almamasi nedeniyle elde edilen verilerin gilivenilir olamayacagi
vurgulanmigtir (Lima ve ark. 2003). Bir baska yayinda ise 72 tiroit kanseri olgusunda D310
degisimlerinin %5,7 diizeyinde goriildiglii ve tiroit kanserleri ile bir iliskisi bulunmadigi
bildirilmistir (Tong ve ark. 2003). Arastirmacilar elde edilen bu degerin epitelyal kokenli
kanserlere kiyasla ¢ok diisiik oldugu bildirmigve beklenen D-loop mutasyon frekansinin son
derece azalmig oldugunu vurgulamiglardir. Elde edilen bu verilerin aksine Maximo ve ark.
(2002) 79 benign ve malign tiroit olgusunda D-loop instabilitesinin %68,5 gibi yiiksek bir
oranda goriildiigiinii ancak benign ve malign olgular arasinda bir fark bulunmadigini
gostermislerdir. Aynmi arastirma grubu daha sonra yaptiklari ¢alismada 66 benign ve malign
tiroit olgusunda D310 ve D568 mononiikleotid tekrar dizileri ile D514 diniikleotid tekrar
dizilerinde instabilite varligini incelemisler ve D310 ve D514 tekrarlarinin sayica fazlaliginin
mutagenezde bir rolii olabilecegini dislindiirdiigiinii belirtmislerdir (Maximo ve ark. 2005).
Ilging olarak 19 nodiiler guatr ve 77 malign tiroit karsinomunu ele alan bir diger ¢alismada
sadece 8 olguda D310 mikrosatellit instabilitesi belirlenmis olmasina ragmen yazarlar bu
degisimlerin heteroplazmik olmasi nedeniyle erken tiimérogenezde rol oynadigini

bildirmislerdir.
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Burada kisaca Ozetlenmeye c¢alisilan literatiir O6zetinden de goriilecegi gibi tiroit
patolojileri ile mtDNA degisimleri arasindaki iliski kesin degildir ve ¢ok sayida saglikli ve

hasta bireyi kapsayan, farkli populasyonlarda yapilacak ¢alismalara gereksinim vardir.

19



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Buzdolab: +4°C, Profilo, Tiirkiye

Derin dondurucu -20°C, Vestel, Tiirkiye
Distile su cihazi, GFL, Almanya

Ultrasaf su cihazi, Millipore, ABD
Elektroforez giic kaynagi, Cleaver, Ingiltere
Elektroforez gii¢c kaynagi, Thermo, ingiltere
Fotograf makinesi, Canon, Japonya

Hassas terazi, Ohaus, ABD

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

Otoklav, Tek Bal, Tiirkiye

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

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD
pH metre, Hanna HI221, Romanya
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Sogutmali mikrosantrifiij, VWR, Almanya
Sogutmali santrifiij, Hettich, Almanya
Sogutmali santrifiij, Niive, Tiirkiye
Transilliiminator, Vilber Lourmat, Fransa
Vorteks, WiseMix, Kore

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

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

33 cm x 75 um 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
Deoksiriboniikleik asit trifosfat (AINTP) 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 klortir, Sigma, ABD

Mineral yag, Sigma, ABD
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PEG (polietilenglikol) 4000, Merck, Almanya

SLS (6rnek yilikleme tamponu), Beckman Coulter, ABD
Sodyum asetat, Merck, Almanya

Taq DNA polimeraz enzim seti, MBI Fermentas, Litvanya
Tris, Sigma, ABD

Yiikleme tamponu, MBI Fermentas, Litvanya

3.1.3. Kullanilan Kitler

DNA dizi analizinde kullanilan GenomelLab DTCS — Quick Start DNA Sequencing
Kit, Beckman Coulter, (ABD) firmasindan elde edilmistir. Kit dizileme i¢in gerekli olan

glikojen, dizileme primeri, quick start mix, kontrol kalip, mineral yag, SLS igermektedir.

3.1.4. Kullanilan 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)

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

500 mM KClI
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0,8% Nonidet P40
2 mM MgCl,

25 mM MgCl; (Fermantas, Litvanya)

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

kiti igerisinde hazir olarak alindi.

10 mM dNTP (Fermantas, Litvanya)

Her biri 100 mM olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP soliisyonlarindan 10’ar pl ve
steril dH,O’dan 60 pl alinarak 500 pl’lik steril ependorf tiip igerisinde karistirilarak

hazirlandi.

3.1.5. Kullanilan ¢ozeltiler

Etidyum bromiir cozeltisi

10 mg/ml etidyum bromiir distile su i¢erisinde 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 tamamlanda.

1X TBE hazirlamak i¢in 5X TBE stogundan 200 ml alind1 ve distile su ile 1000 ml'ye

tamamlandi.

%26 PEG soliisyonu

13 g PEG 4000
67 mg Magnezyum kloriir (MgCly)
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25 ml 1.2 M Sodyum asetat (NaAC) (pH 5.2)
Cozelti 50 ml’ye dH,0 ile tamamlandi.

DNA dizileme reaksiyonu durdurma soliisyonu

Her bir 6rnek igin 5 ul olacak sekilde 0,1 M EDTA (pH 8,0)'dan 2 ul, 3 M NaAc (pH
5,2)'tan 2 pl, 20 mg/ml Glikojen'den 1 pl alinarak 0.2 ml'lik eppendorf tiipte kullanim 6ncesi

taze olarak hazirlandi.

3.1.6.Primerler

Calismada PZR ve DNA dizi analizi esnasinda kullanilan primerler Iontek Ltd Sti,
Tiirkiye'den temin edilmistir. Primerlerin dizileri Cizelge 3.1'de belirtilmistir (Levin ve ark.
1999).

Cizelge 3.1. PZR ve DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerler

Primerler Bolge | Tm (°C) Primer dizileri (5—3')
mtHV2F15 Birinci | 57,3 CACCCTATTAACCACTCACG
mtHV2R4g4 | 00lee 532 | TGAGATTAGTAGTATGGGAG
MHVIFI5971 | ikinci | 55.3 TTAACTCCACCATTAGCACC
mtHVIR16411 | 0olee 61,8 | GCGAGGAGAGTAGCACTCTTG
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Liyofilize olarak temin edilen primerler 100 pmol olacak sekilde sulandirilarak ana
stok elde edildi. Ana stoktan 10 pl alinip iizerine 90 pl distile su ilave edildive 10 pmol ara
stok elde edildi. Ara stoklar -20°C'de saklandi.

3.1.7. Kullanilan bilgisayar programlari

GenomelLab GeXP Genetic Analysis System, DNA sekanslama analiz programi version 10.2,
Beckman Coulter, ABD

Infinity jel goriintiilleme sistemi, Vilber Lourmat, Fransa
Microsoft word, excel, ABD

SPSS 16.0, ABD

3.1.8. Hasta grubu

Calismaya 2001-2003 tarihleri arasinda Marmara Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Endokrinoloji Poliklinigine bagvuran ve guatr tanist konulan 93 hasta dahil edilmis olup bu
hastalarin 87 tanesi benign hiperplazi, 6 tanesi ise malign hiperplazidir. Benign hiperplazili
hastalarin 72 sicak nodiilii, 102 soguk nodiilii ve 67 saglikli ¢evre dokusu olmak iizere 241
tane dokusu vardir. Malign hiperplazili hastalarin ise 6 saglikli ¢evre dokusu ve 21 nodiilii
olmak iizere 27 tane dokusu vardir. DNA oOrnekleri daha once baska calismalar ic¢in
kullanilmis olup 2008 yilindan bu yana Namik Kemal Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,

Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvarinda arsivlenmektedir.

3.2. Yontem

3.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu ilk olarak Kary Mullis ve ark. (Mullis ve ark. 1986)
tarafindan uygulanan ve hedef DNA veya RNA pargasinin 20-30 nt'lik oligoniikleotit
primerler kullanilarak in vitro sartlarda kopyalanmasina dayanan bir yontemdir. Bu yontem

basitce ii¢ asamadan olusur:
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» Cift iplikli DNA’nin denatiirasyonu,
» Primerlerin DNA iizerinde kendilerine 6zgii bolgelerine baglanmasi,
» Yeni DNA zincirlerinin sentezi.

Polimeraz zincir reaksiyonunun ilk asamasinda ¢ift iplikli DNA yiiksek sicakliklarda
(95-100°C) denatiire edilir. Denatiirasyon asamasindan sonra reaksiyon ortami kullanilan
primerlere 6zgii baglanma sicakligina diistiriiliir ve oligoniikleotit primerler komplementer
bolgelere baglanir. Son asamada Taq DNA polimeraz uygun tampon, uygun sicaklik ve dort
cesit ANTP varliginda primerleri 5'—3'yoniinde uzatmaya baglar. Her dongii sonucunda ilgili
DNA bolgesi iki katina gikar (Schochetman ve ark. 1988).

Yapilan bu c¢alismada, boliimiimiizde arsivlenen tiroit dokularina ait DNA
orneklerinden mtDNA D-loop boélgesine ait 15.-484. niikleotidler ve 15971.-16411.
niikleotidler arasindaki mitokondriyal genom bdlgesinin ¢ogaltilmas: amaciyla Barbara C.

Levin ve arkadaslarinca belirlenen kriterlere gére PZR reaksiyonlar1 gergeklestirildi (Levin ve
ark. 1999).

Mitokondriyal DNA D-loop bdlgesine ait 15.-484. nt ve 15971.-16411. nt'ler arasi
DNA dizileri igin 50 pl'lik reaksiyon karigimi;

0,1-1 pg kalip DNA

1X PZR tamponu

10 pmol ileri ve geri primer
200 uM dNTP karisimi1

1,5 mM MqgCl,

1 U Taq polimeraz enzimi,
dH,0 ile hazirlanda.

Bu islem 0,2 ml'lik eppendorf tiipiinde ve buz igerisinde gerceklestirildi. Ornekler 1s1-

dongii cihazina yerlestirilerek, asagida belirtilen program uygulandi.
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96°C'de 5 dakika 6n denatiirasyon

94°C'de 30 saniye........... denatiirasyon
56°C'de 30 saniye........... baglanma 35 dongii
72°C'de 30saniye............. sentez

72°C'de 7 dakikalik son uzama

Polimeraz zincir reaksiyonu uygulamalarinda kontaminasyonun takibi i¢in ek olarak
negatif kontrol de ¢alismaya eklendi. Negatif kontrol icin PZR bilesenleri, ornekler ile ayni

miktarda olup kalip DNA kullanilmadi, son hacim ise distile su ile tamamlandi.

3.2.2. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi ile DNA tayininde, ¢oziinmiis haldeki DNA pargalar1 elektrik
akimi ve jelde olusan porlar sayesinde biiyiikliikleri, yiikleri ve bicimlerine gore farkl
hizlarda hareket etmektedirler. Bu sayede cesitli boyutlardaki DNA molekiilleri
tanimlanabilmektedir. Kiicik DNA fragmanlari i¢in yiliksek agaroz konsantrasyonu, biiyiik
DNA fragmanlar i¢in diisiik agaroz konsantrasyonu ile agaroz jeller hazirlanarak DNA
parcalarinin ayrilmasi saglanmaktadir. Ayrica agaroz jel hazirlanirken DNA’nin goriiniir hale
gelmesi i¢in EtBr kullanilmaktadir. Agaroz jeldeki EtBr, DNA’ya enterkalasyonu neticesinde
300-360 nm dalga boylu UV 151k altinda fluoresan etki gosterir ve DNA agaroz jelde goriiniir
hale gelir (Sambrook J ve ark. 1989). Cogunlukla jel elektroforezinde bilinen biiyiikliikteki bir
belirte¢ olan DNA kullanilarak, molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen DNA kolayca saptanabilir
(Sambrook ve ark. 2001)

Bu ¢alismada PZR ile amplifiye edilen iiriinlerin dogrulugunun ve kalitesinin kontroli
icin jel elekrofrezi uygulandi. Bu amacla 50 ml 1X TBE igerisinde 1 g agaroz 1siticili
manyetik karigtiricida ¢oziindiiriildii. Konsantrasyonu 10mg/ml olan EtBr'den 2,5ul ilave
edilerek jel diizenegine uygun taraklar takilarak dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar
dikkatlice ¢ikarildi ve diizenek igerisinde 1X TBE bulunan tanka yerlestirildi. Kuyucuklara
ornekler ve belirtec DNA yiikleme boyasi ile karistirilarak ytiklendi. Yiiklenen DNA 6rnekleri
30 dakika 120 wvolt sabit voltajda kosturuldu ve olusan DNA bantlar1 UV 1s1k altinda
incelenerek fotografi ¢ekildi. Birinci bolge i¢in 469 bg¢ ve ikinci bolge icin 440 bg

amplifikasyon tirlinlerinin varligit DNA belirtec ile kiyaslanarak kontrol edildi.
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3.2.3. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Dizi analizi reaksiyonu Oncesi PZR karisimindaki primer, dNTP gibi kimyasal
safsizliklarin ortamdan uzaklastirilmasi igin, PZR f{riinleri PEG ile ¢Oktlirme yoOntemi

kullanilarak saflastirildi (Rosenthal ve ark. 1993).

Bu amagla, PZR firiinlerinin {izerine 1:1 oraninda %26'lik PEG ¢ozeltisi ilave edilerek
kuvvetli sekilde vortekslendikten sonra oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Bunu takiben
oda 1s1sinda 20 dakika 14000 rpm'de santriflij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz uzaklagtirildi.
Pellet tizerine 90 pul %70'lik soguk etil alkol ilave edildi ve 10 dakika 14000 rpm'de santrifiij
edildi. Pellet 20 pl dH,O ile ¢oziindiiriildi ve 4 pl alinarak %2’lik agaroz jel elektroforezi ile
yukarida belirtildigi sekilde incelendi. Jel {izerinde her bir 6rnegin konsantrasyonu belirteg

DNA ile kiyaslanarak BiolD programinda fotodansitometrik olarak belirlendi.

3.2.4. DNA dizileme reaksiyonu

DNA dizi analizi ya da sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde kullanilan
yontemdir. DNA baz kompozisyonunu 1940l yillarda saptama yontemleri bulunmasina
karsin, ancak 1970'li yillarda etkin ve dogrudan niikleotid dizi analizine yonelik yontemler
gelistirilmeye baglanmigtir. Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA fragmanlari
elde edilmesini saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine paralel olarak dizi
analizi yontemleri de gelistirilmeye baglanmistir. Allan Maxam ve Walter Gilbert'in (1977)
kimyasal yontemi DNA'nin belirli dizilerden kirilmasina dayanirken, Fred Sanger ve ark.
(1951) gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gerceklesmektedir. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya dort ayri reaksiyon
uygulanmaktadir (her baz i¢in bir tane). Bu dort reaksiyonun iiriinleri bir niikleotid uzunlugu
kadar farkli, bir dizi DNA parcaciklaridir. Dort reaksiyonun iriinleri bir jelde, dort ayri
kuyucukta yan yana elektroforez ile ayristiritlmaktadir ve jeldeki bantlardan DNA pargaciginin
dizisi okunabilmektedir (Eberhard 2000, William ve ark. 2002).

Giiniimiizde enzimatik ve kimyasal yontemler olarak bilinen klasik ydntemlerin
disinda DNA bolgelerinin dizi analizi i¢in Sanger sekanslama prensibine dayali otomatik
sistemler de kullanilmaktadir. Bu amagla dizi analizi reaksiyonunda fotokrom isaretli
niileotidler kullanilir. Klasik Sanger yonteminden farkli tiim dedioksi isaretli ddNTP'ler tek

bir reaksiyon tiipl icerisine koyulur. Reaksiyon karigimi amplifikasyon sonrasi kapiller jele
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yiiklenir ve bazlar iki farkli floresans dedektor vasitasiyla saptanir. Kullanilan bilgisayar
programlar1 vasitasiyla elde edilen veriler renkli kromotogram dosyalarina gevirilir. Bu

dosyalarda her bir baz kendisine 6zgiil olan bir renk egrisi ile gosterilir (Eberhard 2000).

Yapilan bu ¢alismada da tiroit nodiilleri ve saglikli 6rneklere ait mMtDNA D-loop bdlgesine ait
DNA dizilerinin tespiti i¢in Sanger metoduna dayanan otomatik dizi analizi yontemi

kullanildi. Bu amagla dizileme reaksiyon karisimi hazirlandi.
10 pl'lik reaksiyon karigima:

* 35-50ng saflastirilmis PZR {iriinii

* 1,5 pl dizileme reaksiyon karigimi (Sequencing mix)

* 5 pmol primer (ileri veya geri)

* dH,0 igermektedir.

Bu islem 0,2 ml'lik eppendorf tiiplerinde ve buz icerisinde gerceklestirildi ve tiipler 1s1 dongii

cihazina yerlestirilerek asagida belirtilen program uygulandi.

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

3.2.5. DNA dizi analizi 6rneklerinin ¢oktiiriilmesi (etanol presipitasyonu)

Dizileme reaksiyonu sonrasi presipitasyon lretici firmanin direktifleri dogrultusunda

gerceklestirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu tiipleri icerisinde bulunan reaksiyon iiriinleri 0,5 ml'lik
steril eppendorf tiiplerine aktarildi. Herbir 6rnegin iistiine hazirlanan durdurma soliisyonundan
5 ul ve soguk absolu etanolden 60 pl ilave edilip vortekslendi. +4 °C'de 14000 rpm'de 15
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan iist faz uzaklastirildi. Pellet tizerine %70'lik
soguk etanolden 90 pl ilave edilip +4 OC'de 14000 rpm'de 3 dakika santrifiij edildi. Olusan {ist
faz uzaklastirildiktan sonra ornekler karanlikta 10 dakika kurumaya birakildi. Ornekler,

otomatik dizi analizi cihazina yiiklenene kadar -20°C'de sakland.
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3.2.6. Kapiller elektroforez i¢in orneklerin cihaza yiiklenmesi

Presipite dizi analizi iriinleri iire ve formamid i¢eren 30 ul SLS tamponu igerisinde
¢Oziindiiriilerek tlizerine buharlasmay1 onlemek amaciyla bir damla mineral yag eklendi ve
cihaza yiiklendi. Kapiller elektroforez tretici firma tarafindan belirtilen kosullara gore
Backman Coulter GenomeLab GeXP Genetic Analysis System (ABD) marka otomatik dizi

analizi cihazinda gerceklestirildi.

3.2.7. DNA dizi analizi sonuclarimin 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 Cambridgereferans dizisi (NC-012920.1) ile
karsilastirildi.

Ayrica gen bankasinda Tirk bireylere ait 3 farkli mitokondriyal genom verisi
bulunmustur (AM263182, AM263185 ve AM263190). Bu veriler Cambridge dizisi olarak
adlandirilan referans mtDNA dizisi de dahil edilerek coklu dizi eslestirmesi programi
kullanilarak Clustal Omega (Goujon ve ark. 2010) tez kapsaminda bulunan polimorfizmler

i¢in incelenmistir.

3.2.8. istatistiksel analizler
Tez calismas1 kapsamindaki hastalarin dizi analizi sonuglarindaki farkliliklarin anlaml
olup olmadig1r Ki-kare testi ile degerlendirildi ve “p” degerinin 0,05’den kiiclik oldugu

durumlar anlaml olarak kabul edildi. Istatistik hesaplar1 igin SPSS 16.0 bilgisayar programi
kullanildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hasta Grubu

Caligmaya, klinik ve patolojik tanis1 konulmus 93 hasta dahil edilmis olup bu
hastalarin 87 tanesi benign hiperplazi, 6 tanesi ise malign hiperplazidir (Cizelge 4.1. ve 4.2.).
Benign hiperplazili 87 hastanin 74 kadin ve 13" erkektir. Bu hastalarin 72 sicak nodiilii,
102 soguk nodiilii ve 67 saglikli ¢evre dokusu olmak {izere 241 tane dokusu vardir. Ayrica 19
tanesinde sigara kullanimi, 38 tanesinde aile Oykiisii mevcuttur. Yas ortalamalar1 47+13
(kadin 45+13, erkek 57+10) 'tiir. 87 hastanin 37 tanesinde sicak nodiil, 37 tanesinde soguk

nodiil, 13 tanesinde ise hem sicak hem soguk nodiil vardir.

Sicak nodiilii bulunan 28 kadin ve 9 erkek olmak iizere toplam 37 hastanin 59 nodiilii
ve 27 saglikli ¢evre dokusu mevcut olup toplamda 86 tane dokusu vardir.Ayrica 9 tanesinde

sigara kullanimi, 18 tanesinde aile 6ykiisii mevcuttur. Yas ortalamalari ise 52+10'dur.

Soguk nodiilii bulunan 36 kadin ve 2 erkek olmak iizere toplam 38 hastanin 84 nodiilii
ve 30 saglikli cevre dokusumevcut olup toplamda 114 tane dokusu vardir.Ayrica 9 tanesinde

sigara kullanimi, 16 tanesinde aile dykiisii mevcuttur. Yas ortalamalari ise 43+13'tiir.

Hem sicak hem soguk nodiilii bulunan 10 kadin ve 2 erkek olmak {izere toplam 12
hastanin 13 sicak, 18 soguk nodiilii ve 10 saglikli ¢evre dokusu mevcut olup toplamda 41
tane dokusu vardir.Ayrica 1 tanesinde sigara kullanimi, 4 tanesinde aile ykiisii mevcuttur.

Yas ortalamalar1 ise 45+13'tiir.

Calismaya dahil edilen 6 kanser hastasininin 4 tanesi kadin, 2 tanesi ise erkektir.
Kadmlar papiller karsinom olup erkeklerden biri mediiller karsinom digeri ise folikiiler
karsinomdur. Ayrica 1 tanesinde sigara kullanimi, 2 tanesinde aile Oykiisii mevcuttur. Yas

ortalamalar1 ise 61+10'dur.

31



Cizelge 4.1. Tez ¢alismasi kapsaminda incelenen tiroit benign hiperplazi hastalarina ait veriler

Kisi Toplam | Normal Sigara Aile
Nodiil tipi 3 doku doku Nodiil sayis1 Cinsiyet '9 oykisii
sayisl icen
sayisl sayisl bulunan
H 37 86 27 59H 28K, 9E 9 18
C 38 114 30 84C 36K, 2E 9 16
H+C 12 41 10 13H+18C 10K, 2E 1 4
TOPLAM| 87 241 67 174 87 19 38

H; sicak nodiil, C; soguk nodiil, H+C; Hem sicak hem de soguk nodiilii bulunan hastalar,
K; Kadin, E; Erkek

Cizelge 4.2. Tez cgaligmasi kapsaminda incelenen tiroit malign hiperplazi hastalarina ait

veriler
Hasta - . Sigara Aile
No Malignite Cinsiyet Yas wullanimi dykiisii
97 Pap_lller K 50 ) i
karsinom
29 Pap_lller K 53 ) i
karsinom
60 Med_uller E 61 ) i
karsinom
82 Pap_lller K 78 i i
karsinom
EG Pap_lller K 63 i N
karsinom
TCA F ohkuler E 62 + +
karsinom

K; Kadm, E; Erkek, -; Yok, +; Var
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4.2. PZR Sonuclar1

Hasta dokulardan ve saglikli dokulardan elde edilen DNA 6rnekleri Yontem 3.2.1.'de
belirtildigi sekilde 1. ve 2. bdlge i¢in ayr1 ayr1 amplifiye edilmistir. Tiim 6rneklerde 1. bolge
icin 469 bg ve 2. bolge icin 440 b¢ amplifikasyon {irlinleri agaroz jel elektroforezinde marker
DNA'ya karst kontrol edilmistir. Ayrica negatif kontrolde beklendigi lizere amplifikasyon
goriilmemistir (Sekil 4.1.).

469 be —> +— 440 bg

1. Bolge 2. Bolge

Sekil 4.1. M: Marker, BL: Negatif kontrol, 1,2,3,4 ve 5: hasta 6rnekleri
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4.3. Saflastirma Sonuclari

Yontem 3.2.3."te belirtilen sekilde saflastirilan PZR 6rnekleri %2'lik jel elektroforezini
takiben fotodansimetrik olarak degerlendirildi ve 6rnek konsantrasyonu 25 ng/ul-65 ng/ul
arasinda olacak sekilde hesaplandi (Sekil 4.2.).

M1 2 34567 8910111213 Mm1+3-3-3-5-6-%8-8--ToTr-Tofs

A

)\ W‘r ‘L‘w' u '\__f

Sekil 4.2. A; % 2'lik agaroz jelin fotodansimetrik olarak goriintiilenmesi, B; Marker
bantlarinin degerlendirilmesi, C; 1. kuyudaki 6rnegin degerlendirilmesi
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4.4. DNA Dizi Analizi Sonuc¢lar1

Saflastirilan saglikli doku ve nodiil 6rnekleri Yontem3.2.6.'da belirtildigi gibi kapiller
elektroforez i¢in cihaza yiiklendi. Cihazdan elde edilen dizi analizi sonuglart GenomeLab
GeXP Genetic Analysis System Version 10.2 DNA dizi analizi pogrami kullanilarak
degerlendirildi.

Hastalara ait dizileme sonuglart hem hasta ve saglikli dokular arasinda hem de

Cambridge referans dizisi (NC-012920.1) ile blast programi kullanilarak karsilastirildi.(Sekil

4.3. ve Sekil 4.4.).

C' [ blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Alignments

[BlDownload ~ GenBank Graphics

Homo sapiens mitochondrion, complete genome
Sequence ID: refINC_012920.1! Length: 16569 Number of Matches: 1

Range 1: 50 to 482 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
784 bits(424) 0.0 431/434(99%)  1/434(0%) Plus/Plus
Query 2 TTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTGTGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAG 61
. PLLLERERR e et ELe et e e e iininl
Sbjct 50 TTTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTATGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAG 199
Query 62 ACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTA 121
. ||||||||I|l|||I|[|||l||[||II||ll|||||||||||[|||l|]|||||[I||]
Sbjct 118 CACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACT 169
Query 122 TTCAATATTACAGGCGAACATACTTA TAATTAATTAATGCTTGTAGG 181
. |||||||||||||||II|||I||II|||I|lIIl||||||[||[II|||I|||||[I||]
Sbjct 17e TTCAATATTACAGGCGAACATACTT. GTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGG 229
Query 182 AC AATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAS 241
. ||||||||||l|||[]||||l||[||I|||l]| ||||||l||[|||||||||||[[||]
Sbjct 230 ACATAATAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCACTTTCCACACAGACATCATAACAAAA 289
Query 242 ATTTCCACCAAAccccccctccccccGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTGC 301
X |||||||||l|||l]||||] PLELLELRRE et e i ienearl
Sbjct 29@ AATTTCCACCAAACCCCCCCT-CCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTGE 348
Query 302 CAARAACAAAGAACCCTAACACCAGCCTAACCA AAMATTTTATCTTTT 361
X ||||||||||l|||I]I||||||[IIll||||||||||||II|[|||[|I|||||[I|I]
Sbjct 349 TAACACCAGCCTAACCAGATTTCAAATTTTATCTTTT 488
Query 362 CGGTATGCACTTTTAACAGTCACCCCCCAACTAACACATTATTTTCCCCTCCCACTC 421
. ||||||||||[|||||||||]||l|I||I|]|||||||||H|[I||||l|||||[|||l
Sbjct 499 GGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACCCCCCAACTAACACATTATTTTCCCCTCCCACTCC 468
ey =2 O 22
Sbjct 469 CATACTACTAATCT

Sekil 4.3. Dizi analizi sonuclarinin referans dizi ile karsilastirilmasi
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Sekil 4.4. 20 nolu hastaya ait normal doku (A) ve nodiil (B) DNA'sindan elde edilen dizi
analizi ornekleri

4.4.1. Birinci Bolge (15-484. niikleotidler) analiz sonuglari

Tez calismast kapsaminda mtDNA D-loop bélgesi 1. ve 2. bolge olarak iki kisim
halinde dizilenmis ve incelenmistir. Birinci bolge 15. niikleotid pozisyonundan 484. niikleotid
pozisyonuna kadar devam eden ve 3 adet korunmus dizi blogunu da (CSBI-III) igeren
bolgedir. Tez kapsaminda ¢alisilan tiim Orneklerlerde goriilen niikleotid substitiisyonlarinin
niikleotid pozisyonlari, her bir substiitiisyonun kag¢ tane bulundugu ve bu dizi igerisinde yer
alan CSBIL II ve IIT Sekil 4.5.'de verilmistir. Goriildigii gibi CSB II ve CSB III igerisinde
incelenen hi¢ bir 6rnek i¢in niikleotid degisimine rastlanmazken CSBI igerisinde az sayida
olmakla beraber polimorfik varyantlar gozlenmistir. CSBII D310 olarak adlandirilan
polisitozin uzunluk polimorfizmleri icin sicak bolgedir ancak verilen sekilde bu bolgede yer

alan uzunluk polimorfizmleri verilmemis bu degisimler ayr1 olarak ele alinmistir.
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Sekil 4.5.Birinci bolge i¢in belirlenen niikleotid substitiisyonlarinin yeri ve sayist ile bu
bolgede yer alan CSBI, II ve III dizilerinin konumu

Tim 1. bolge i¢in belirlenen polimorfizmlerin 6zellikle 55-93, 143-153, 183-250,
niikleotid pozisyonlar1 arasinda kiimelestigi goriilmektedir. 263. niikleotid posiyonunda A—G
degisimi 93 olguda izlenmistir. Bu noktadan sonra rastlanan polimorfizmlerin daha seyrek ve
az sayida oldugu goriilmektedir. Calisma kapsaminda bulunan niikleotid polimorfizmlerinin
siklig1 ile aile Oykiisii ve sigara kullanimi arasindaki iligki istatistiksel olarak incelenmis ve
A73G polimorfizminin aile Oykiisii olan hastalarda daha sik goriildiigli bulunmustur

(p=0,009). Gozlenen diger polimorfizmler i¢in istatistiksel bir anlamlilik bulunmamustir.

Yontem 3.2.7'de belirtildigi gibi elde edilen diziler gen bankasinda bulunan Tiirk
bireylere ait 3 mtDNA dizisi ile kiyaslanmistir (Sekil 4.6.). Coklu dizi eslestirme programi
kulanilarak yapilan bu analizde, tez c¢alismamiz kapsaminda belirlenen niikleotid
degisimlerinin sadece 4 tanesinin diger dizilerde de goriildiigli geri kalan nikleotid
degisimlerine ise incelenen bu 3 dizide rastlanmadigi belirlenmistir. Ortak olan bu

substitlisyonlar A93G, T152C, A189G ve A263G polimorfizmleridir.
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CLUSTAL O(1.2.1)

TEZ

NC 012820.1
AM263182
AMZE3185
AMZB83180

TEZ

NC _012520.1
REMZE3182
EMZE3183
BMZE3180

TEZ
NC 012820.1
AMZE3182
AM263185
AMZ63180

TEZ
NC_012%20.1
EMZ63182
AM263185
AMZE83180

TEZ

NC 012820.1
AMZE3182
AMZE3185
AMZ263150

TEZ
NC_012920.1
EMZE3182
AMZ263185
EMZE3180

TEZ
NC_01z320.1
AMZe3182
AMZ263185
AMZ63180

TEZ

NC 012920.1
AMZe31382
AMZ6e3185
AMZ63180

Sekil 4.6. Birinci bolge i¢in belirlenen niikleotid substitiisyonlarinin Cambridge dizisi ve
gen bankasinda belirlenen 3 Tirk mtDNA dizisi ile ¢oklu esleme sonuglari. Tez
kapsaminda bulunan polimorfizmler kiiciik harflerle gosterilmistir. Cambridge
diziden farkli oldugu halde en az bir gen bankasi verisi ile uyumlu olan

multiple sequence alignment

15 CACCCTARTTARCCACTCRCGGGAGCTICICCATIGCATITGGCATTITLGICTLGGEGETOT 74

75

135

1585

315

375

435

CACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCICCATGCATTIGGIATTITICGICIGGGEGGTAT
CACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCATTITGGTATTTICGTCTGGGGEGTAT
CACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCICCATGCATTIGGIATTITICGICIGGGEGGTAT

CACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTICCATGCATTTIGGTATTTITCGICTGGGEGGTAT
AR AR R AR AR AR A AR AR AR R A RA R AR AR AR AR AR AR MERR RRRARR ﬂ

R33G

GCACGCGATAGCATgGCGyaRCGCTGGAGCCGEAGCACCCTATGeCGCAGTATCTGTICTT
GCACGCGRTIAGCATIGCGRGACGLCIGGAGCCGEAGCACCCTIATIGICGCAGIATCIGICTIT
GCACGCGATAGCATIGCGRAGACGCTGGAGCCGEAGCACCCTATGTCGCAGTIATCIGICTIT
GCACGCGRTIAGCATIGCGRGACGLCIGGAGCCGEAGCACCCTIATIGICGCAGIATCIGICTIT
GCACGCGATAGCATIGCGEGACGCTGGAGCCGEAGCACCCTATGTICGCAGTIATCIGICTIT

EEREFEER R R R EE R FEREEEFAAEFEAAAEARAAEERAAEAEES FERAARR IR R &

T152ZC Al188G

TGETTCCTECCCCATttggTTRTTTETCGCACCTRCGTTCEATETTACQG&CGRgCATEt
IGATTCCTGCCTCATCCTATTATITATCGCACCTACGITCARTATTACAGGCGAACATAC
TGATTCCTGCCTCATCCCATTATITATCGCACCTACGTITCARTATTACAGGCGRACATAC
IGATTCCTGCCTICATCCCATTATTTATCGCACCTACGTITCAATATTACAGGCGRRACATAC

TGATTCCTGCCTCATCCTATTATITATCGCACCTACGTITCARTATTRACAGGCGAGCATAC
EREEEEEE RE RRR BHEHEE AR AAR AR AR AR AR AR AR R ARAR KRR RERE

cTACcghRacGTaTTgglTAGTgRATGCTTaTAaGACATAATARCRAATARTcaAcGTCT
TTACTAAAGTGTGTITAATTAATTARTGCTTGTAGGACATAATAATARCAATTGAATGTCT
TTACTRARGTGTGITAATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATARCAATTGRATGTCT
TTACTRARGTGTGITAATTRAATTARTGCTTGTAGGACATAATAATARCRATTGRATGTCT

ITACTRAAGTIGIGITAATTAATTAATGCTTIGTAGGACATAATAATARCRAATTGAATGTCT
RHE HEH MR RR RER H RERERAR AR AHEREEARRR AR RHE MR RERR

BZ83G

GCLCAGCC:CTTTCCLCACRGACATCATAAERAELAATTTECACCRAACCCCCCCTCCCC
GCACAGCCACTTICCACACAGACATCATAACRRRRARTTTCCACCRARACCCCCCCTICCCC
GCACAGCCGCTTICCACRCAGACATCATALACARRRARTTTCCACCARACCCCCCCTICCCC
GCACAGCCGCTTICCACRCAGACATCATARCARARARTTTCCACCARACCCCCCCTICCCC
GCACAGCCGCTITCCACACAGRACATCATAACRARARRATTTCCACCARACCCCCCCICCCC

EEEEEERE HHREREERRFEAEAREAERRFEEEE FEEFEEERE A FEAEAERA T ERA R AR R R R RE

CGCIICTGGCCACAGCACTCAARTACATCTCTGCCARACCCCARARACARRRRACCCTAR
CGCTITCTGGCCACAGCACTTRAARCACATCTCTGCCARACCCCARRRACARAGRACCCTAR
CGCTITCTGGCCACAGCACTTAARCACATCTCTGCCARACCCCARRRACARAGRAACCCTAR
CGCIICTIGGCCACAGCACTTARACACATCTCTIGCCARACCCCARARACARAGARCCCTAR
CGCIICTGGCCACAGCACTTARRCACATCTICTIGCCARACCCCARARACARAGRACCCTAR

EEREFRERERAAEFERAEERIAEE FEE FHAAAAAAAARAAAAAAARARA A A TR E R REE

CACCAGCCTAQCCRaATTTCARATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACC
CACCAGCCTAACCAGATTTCARATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACC
CACCAGCCTAACCAGATTTCARATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACC
CACCAGCCTAACCAGATTTCARATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACC
CACCAGCCTAACCAGATTTCARATTTTATCTTTTGGCGGTATGCACTTTTAACAGTCACC
EERERERERE EEE AR R R R AR R R R R R R R R AR A AR R R AR AR R R R R R AR
CCCCAACTAACACATTATTTTtCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCT 482
CCCCAACTAACACATTATITTCCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCT
CCCCAACTAACACATTATITTCCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCT
CCCCAACTAACACATTATITTCCCCTCCCACTCCCATACTACTAATCT
CCCCAACTAACACATTATITTCCCCTCCCACTCCCATACTACTARTCT

HEEEEERERAEERERRERREEREEE RERERE AR R R AR R AR AR R R AR AR

substitiisyonlar ok isaretleri ile gdsterilmistir
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Incelenen benign neoplazm olgulart igerisinde saglikli ve hasta dokular
kiyaslandiginda 7 olguda farklilik belirlenmistir (Cizelge 4.3.). Belirlenen bu farkliliklarin

ayni bireylere ait tiim nodiillerde ortak olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. Birinci bolge igin farklilik goriilen benign neoplazm olgular

Hasta | patoloi E,\Luzlf;%trl,ﬂ Ng,ﬁ';}a' sD| NL | N2 | N3 | N4 | N5
31 H 73 A A A G
7 H 146 c T
152 T 111 7 e
32 H 195 171 7| c
52 C 338 c Tc il T
79 C 217 e Te T e T [T e
04 | H 89 ™ Te | T

H; sicak nodiil, C; soguk nodiil, SD; Saglikli doku, N; Nodiil

Malign hiperplazilerde rastlanan polimorfizmler ise Cizelge 4.4.'de verilmistir.
Yapilan bu kiyaslamalarda tanimlanan polimorfizmlerden hi¢ birinin belirli bir patoloji ile

iligkisi goriilmemistir.

Cizelge 4.4.Birinci bolge i¢cin malign hiperplazilerde rastlanan niikleotid degisimleri

Hasta no Polimorfizm
27 A73G, G143A, A263G
29 A73G, T195C, A263G
60 G66T, A73G, A263G
82 A73G, C150T, T199C, A263G
EG A73G, A200G, A263G
TCA A73G, C150T, T152C, A263G

39



Yapilan calismalarda siklikla izlenen D310 uzunluk polimorfizmleri bu ¢aligma

kapsaminda da incelenmis ve soguk/sicak nodiiller ile normal tiroit dokulari i¢in belirlenen

sitozin sayilar1 Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.'da benign ve malign olgular i¢in ayr1 ayri

verilmistir.
Cizelge 4.5. Benign hiperplazi hastalarinda D310 bolgesi igin belirlenen sitozin sayilari ve
yiizdeleri
) c7 C8 | C9 |CT/C8| CBICY | CT/CBICY | CBICIICIO | CBICOICIONCIL |\
IS (%) %) | (%) | (%) | (%) (%) (%) (%) P
N 11 o | 1 | 1 2 1 1 1 -
= @074 |@3333)| a1 | 6| 7a | @1 3.7) 3.7)
= 20 | 2 | 1 6 3 3 1
E| P 2207 5559) | (3,38)| (1.69) | (10.16)| (5.08) | (5.08) (1.69) 59
2 30 | 3 | 2 8 4 4 >
Toplam |33 (38,37) | 34 gg) | (3.48) | (2,32) | (9.3) | (465) | (4,65) 2,32) 86
10 2 1 3
ol N 1404660 (33 33) (6,66) (3.33) (10) 30
= 34 1 2 2 6 1
% P |3BU2) ] 4047 119) | (238) | (238) | (7.14) (1,19) 84
% [ roplam |52 @5.61) | %4 3 2 3 9 L 114
P 1) | (38,59) 2.63) | (1L75) | (2.63) | (7.89) (0.87)
Z 6
N @0) | (60) 10
8
£| PH 50849 |y 13
& 12
PC | 6(3339) | 6o 05) 18
26
Toplam | 15 (36,58) (63.41) 41

H; sicak nodiil, C; soguk nodiil, H+C; Hem sicak hem de soguk nodiil, N; normal doku,

P; patoloji
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Cizelge 4.6. Malign hiperplazi hastalarinda D310 bdlgesi i¢in belirlenen sitozin sayilari

Hasta | Normal/f c8 | c7/c8 | Toplam
no Patoloji

27 N - 1 - 1
P - 1 - 1
29 N - 1 - 1
P - 1 - 1
60 N 1 - - 1
P 2 - - 2
82 N 1 - - 1
P 2 - - 2
EG N - 1 - 1
P - 8 - 8
TCA N - 1 - 1
P 6 1 7
Toplam 6 20 1 27

Yapilan ¢alismada D310 bolgesi icin incelenen benign hiperplazi olgular1 igerisinde
saglikli ve hasta dokular kiyaslandiginda 14 olguda farklilik belirlenmistir (Cizelge 4.7.).
D310 bolgesi i¢in belirlenen farkliliklarinda niikleotid polimorfizmlerine benzer sekilde tiim
nodiiller icin ortak olmadig1 goriilmiistiir. iki olguda ise (hasta no 88 ve 97) saglikli normal

dokular mevcut degildir.
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Cizelge 4.7. Benign hiperplazi olgularinda D310 bolgesi i¢in belirlenen farkliliklar

Hastano | Patoloji | Normal | Nodil1l | Nodiil 2 Nodiil 3 Nodiil 4
13 H C8C9 | C8C9C10 | C8CIC10 C8C9 Yok
28 H C8 C8C9 Yok Yok Yok
31 H C7 C8 C7 Yok Yok
4 H C8C9C10| (C8C9 C8C9 C8C9 Yok
7 H C7C8 C7 C7C8 Yok Yok
9 H C8 C8C9 C8 Yok Yok
20 C C7C8 C8 C8 C8 C8
32 H C8 C8 C8 C7C8C9 Yok
34 H+C C7 C8 C8 C8 Yok
71 H C8C9 | CB8CY9C10| Yok Yok Yok
75 C C7C8 C7 C7 C7 C7
88 C Yok C8C9 C8C9 C7C8C9 Yok
97 C Yok C8C9C10| C7C8 Yok Yok
102 C C8C9C10 | C8CIC10 | C8CIC10 | C8CIC10C1L | CBCIC10

H; sicak nodiil, C; soguk nodiil, H+C; Hem sicak hem de soguk nodiilii bulunan hastalari

ifade etmektedir

Malign hiperplazi olgulari arasinda folikiiler karsinom hastasina ait bir nodiillde C7C8

bulundugu halde diger nodiiller ve saglikli dokusunda C8 goriilmiistiir. Diger malign

hiperplazi hastalarinda D310 bolgesi i¢in dokular arasi bir farkliliga rastlanmamastir.

D310 bolgesi icin heteroplazmi ve homoplazmi sayilar1 benign olgular i¢in Cizelge
4.8.'de verilmistir. Sicak nodiillerin 20'sinde (%23,72) ve soguk nodiillerin 18'in de (%15,78)
heteroplazmi belirlenmistir. Sicak, soguk ve saglikli dokular heteroplazmi agisindan
istatistiksel olarak incelenmis ve anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). Sicak ve soguk

nodiilii bir arada bulunduran hastalarda ise heteroplazmiye rastlanmamis olmakla beraber

istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Cizelge 4.8. Benign hiperplazi olgularinda D310 bélgesi i¢in heteroplazmi, homoplazmi
sayilar1 ve ylizdeleri
Heter(cg/i))lazmi Hom((())z;azmi Toplam
N (226,322) (772,177) 27
Sicak (H) P (2;‘;2) (73’27) 59
Toplam (2:?,%5) (72,@4) 86
" 2 o *
Soguk (C) | P (1:,228) (857,271) 84
Toplam (15128) (83,21) 114
N i (11000) 10
e PH - (11030) 13
PC i (11080) 18
Toplam - (14010) 42

Malign hiperplazili 6 hastanin 5 tanesinin tim nodiilleri homoplazmiktir.

Heteroplazmisi olan 1 kanser hastasinin ise 7 nodiiliiniin 6 tanesi homoplazmiktir (Cizelge

4.9.).
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Cizelge 4.9. Malign hiperplazi olgularinda D310 bdlgesi i¢in heteroplazmi, homoplazmi

sayilari
Normal (N)/
Hasta no Patoloji (P) Heteroplazmi Homoplazmi Toplam
27 N - 1 1
P - 1 1
29 N - 1 1
P - 1 1
60 N - 1 1
P - 2 2
82 N - 1 1
P - 2 2
EG N - 1 1
P - 8 8
TCA N - 1 1
P 1 6 7
Toplam 1 26 27

4.4.2. Ikinci Bolge (15971-16411. niikleotidler) analiz sonuclar:

Ikinci bdlge 15971. niikleotid pozisyonundan 16411. niikleotid pozisyonuna kadar
devam eden ve replikasyonsonlanma ile ilgili dizileri (ETAS1 ve 2) igeren bolgedir. Tez
kapsaminda calisilan tim Orneklerlerde goriilen niikleotid substitiisyonlarinin niikleotid
pozisyonlari, her bir substiitiisyonun kag¢ tane bulundugu ve bu dizi igerisinde yer alan ETAS1
ve 2 Sekil 4.7.'de verilmistir. Goriildiigii gibi ETAS] igerisinde az sayida, ETAS 2 igerisinde

ise fazla sayida polimorfik varyantlar gézlenmistir.

Tim 2. bolge icin belirlenen polimorfizmler belli bir bodlgede kiimelesme
gostermemekle birliktebelirlenen polimorfizm sayis1 fazla olmasma ragmen goriilen olgu

sayist azdir.
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Sekil 4.7. Ikinci bdlge icin belirlenen niikleotid substitiisyonlarmin yeri ve sayist ile bu
bolgede yer alan ETAS1 ve ETAS2 dizilerinin konumu

Yontem 3.2.7'de belirtildigi gibi elde edilen diziler gen bankasinda bulunan Tiirk
bireylere ait 3 mtDNA dizisi ile kiyaslanmistir (Sekil 4.8.). Coklu dizi eslestirme programi
kulanilarak yapilan bu analizde, tez kapsaminda karsilasilan polimorfizmlerden 6 tanesinin
gen bankast verilerinde de goriildiigii belirlenmistir. Bu polimorfizmlerden 4 tanesi
(G16129A, C16148T, C16256T ve G16319A) AM263190 gen bankasi verisi ile uyumlu
oldugu halde TI16092G polimorfizminin AM263185 ve TI16172C polimorfizminin
AM?263182 numaral1 veriyle uyumlu oldugu goriilmektedir. Tez kapsaminda belirlenen diger

niikleotid siibstitlisyonlar1 incelenen gen bankas1 verilerinde goriilmemektedir.
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CLUSTAL C(1.2.1)

[rEz
EM263190
BEM263185

15971

HNC 0125%20.1

AMZ63182

TEZ
AMZE63180
AMZ263185

16031

RHC 012520.1

AMZE3182

TEZ
AMZ63150
AMZ263185

maltiple sequence alignment

TTRRCTCCACCATTAGCACCCAAAGCTLLGATcCTARTTTARACTATTICTICIGITICTITIC
TTRRCTCCACCATTAGCRACCCAAAGCTRARGATTCTARTTTARACTATTCTCTGTITICTTITC
TTRRCTCCACCATTAGCRACCCAAAGCTRARAGATTCTARTTTARACTATTCTCTIGTITCTTITC
TTRACTCCACCATTAGCACCCAARGCTARGATTCTARTTTARACTATTCTCIGTIICTITIC
TTRACTCCACCATTAGCACCCAARGCTARGATTCTAARTTTARACTATTCTCIGTIICTITIC

R R R R R R R R R R R R HEE EEEEEEREEEEE AR AR AR R R R R R Rk R &

ATGGGGAAGCAGATTTGGGTgCCACCCARAGTATTGRLTtALCCACCARCARCCGCCATGT
ATGGGGARGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGRCTCACCCATCARCARACCGCTATGT
ATGGEGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCARCAACCGCTATGT
ATGGEGGAAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCARCAACCGCTATGT
ATGGGGARAGCAGATTTGGGTACCACCCAAGTATTGACTCACCCATCARCAACCGCTATGT

HEEEERE R R AR R R EEE R E® & & EHREE kEEEEEEEERE EREE

T16092G Glelzoa Cl6148T

16091

HC _012%20.1

AMZE3182

TEZ
AMZ63150
AMZ263185

16131

HC 012%2Z0.1

AMZE3182

TEZ
AMZ263150
AMZ263185

168211

NC_0123%20.1

AMZE3182

TEZ
AMZE3180
AMZE3185

18271

NC_012520.1

AMZ63182

TEZ
AMZE3180
AMZE3185

16331

HC 012%20.1

AEMZa3182

TEZ
AMZ&3180
AMZG3185

NC 012520.1
AMZe3182

163581

RCcTCGTACATTACTGCCAGLCACCATGRATATTGCRCAGTACLATARATACTTAaRCLAC
ATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGRATATTGTACAGTACCATARATACTTGACTAC
ACTICGTACATTACTGCCAGCCACCATGRATATTGTACGGTACCATARATACTTGACCAC
ATTTCGTACATTACTGCCAGCCACCATGRATATTGTACGGTACCATARATACTTGACCAC
ATTTCGIACATTACTGCCAGCCACCATGRAATATTGTACGGTACCATARATACTTGACCAC

* EEEEEEEREAERRRERRRE RERERAARRARRARRERRE RRE RAEE REEEARERREER RE EE

T1al72C

CTaTAGTACATggARACtCARCtCALtATLARccCCLCteCCEtATGCTTALgAGCgAGCR
CIGTAGTACATARARMCCCARTCCACATCARRACCCCCTCCCCATGCTTACARGCARGTA
CIGTAGTACATARARMCCCARTCCACATCARRACCCCCTCCCCATGCTTACARGCARGTA
CIGIAGTACATARARMCCCARTCCACATCAARACCCCCTICCCCATGCTTACARGCARGTA
CIGTAGTACATRRARLCCCARCCCRACATCARRACCCCCTCCCCATGCTTACRRGCARGTR

kR MEEEERER  MEHE KRR RE kR RE Rk R M RREEEEE  REE M K
Cle25eT

CAGCgATtACCttcCAGCTgICgtgCATCgACCGLARAtcCCARRAtCACEtECoggtCCAL
CAGCRATCAACCCTCRARACTATCACACATCARCTGCARCTCCARRGTCACCCCTCACCCARC
CAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCARAGCCACCCCTCACCCAC
CAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCARAGCCACCCCTCACCCAC
CAGCAATCAACCCTCAACTATCACACATCAACTGCAACTCCARAGCCACCCCTCACCCAC

wE R EE kK R kR kR EE kR kR R kR o o * o

G1le315A

TAGaATAtCALCAR AL LCALEtEtgtCETcARLAGCACATgGCACATARcAtCATTCALCGT
TAGGARTACCARCRRACCTRACCCACCCTTARCAGTACATAGTACATARRACCATTTACCGET
TAGGARTACCARCRR A CCTRCCCACCCTTARCAGTACATAGTACATRARAGCCATTITACCGET
TAGGATACCARCRRACCTRCCCACCCTTARCAGTACATAGTACATRRAGCCATTTACCGET
TAGGATACCAACARRCCTACCCACCCTTARCAGTACATAGTACATARLGCCATTTACCGT

R EEE EEEEEEE * o ok kR kR ER & EEEkEE R W R

ACATAGCACATTgtAGTCAAATCCLtccCeCGoCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGR
ACATAGCACATTACAGTCARRTCCCTITICICGTICCCCATGGATGRACCCCCCTCAGATAGES
ACATAGCACATTACAGTCARRTCCCTTCTCGTCCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGES
ACATAGCACATTACAGTCARRTCCCTICTCGTICCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGG
ACATAGCACATTACAGTCARRTCCCTICTCGTICCCCATGGATGACCCCCCTCAGATAGGG
FEEEEEEEEEEE  REEEEEERERR B okE EEEERRRRRRREEEEEEEERRRRAEEE
aTCCCTTagtCACCATCCIC 16410

GTCCCTTGACCACCATCCIC

GICCCTTGACCACCATCCIC

GTCCCTTGACCACCATCCIC

GTCCCTTGACCACCATCCIC

R R R R R R R R R R

16030

16090

16150

16210

18270

16330

16390

Sekil 4.8. Ikinci bdlge icin belirlenen niikleotid substitiisyonlarinin Cambridge dizisi ve gen
bankasinda belirlenen 3 Tirk mtDNA dizisi ile ¢oklu esleme sonuglari. Tez
kapsaminda bulunan polimorfizmler kiigiik harflerle gosterilmistir. Cambridge
diziden farkli oldugu halde en az bir gen bankasi verisi ile uyumlu olan
substitlisyonlar ok isaretleri ile gosterilmistir
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Incelenen benign neoplazm olgulart igerisinde saglikli ve hasta dokular
kiyaslandiginda 4 olguda farklilik belirlenmistir (Cizelge 4.10.). Malign hiperplazilerde
rastlanan polimorfizmler ise Cizelge 4.11.'de verilmistir. Yapilan bu kiyaslamalarda
tanimlanan polimorfizmlerden hi¢ birinin belirli bir patoloji, aile dykiisii ve sigara kullanimi

ile iliskisi goriilmemistir (p>0,05).

Cizelge 4.10. Ikinci bdlge icin farklilik goriilen benign neoplazm olgular

Hasta Patoloji Nﬁlfleoud Normal sD N1 N2 N3
no pozisyonu | allel
2 H 16355 C C T
i H 16278 C C C T C
89 C 16192 C C T
98 C 16189 C C T

H; Sicak nodiil, C; Soguk nodiil, SD; Saglikli doku, N; Nodiil

Cizelge 4.11. Ikinci bolge i¢in malign hiperplazilerde rastlanan polimorfizmler

H;l(s)ta Polimorfizm
27 C16069T, T16093C, T16126C, G16145A, C16222T, C16261T
29 T16126C, C16294T, C16320T
60 T16126C, A16163G, A16183C, T16189C, T16243C, C16294T
82 C16173T, C16260T, A16343G, G16390A

EG G16129A, T16224C, C16301T, T16311C

TCA C16168T, A16343G
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma Tirk toplumunda mtDNA D-loop mutasyon ve polimorfizmlerinin
varligint ve benign ve malign tiroit lezyonlariyla iligkisini arastirmak amaciyla
gerceklestirilmistir. Literatirde mtDNA mutasyonlarmin mide, kolon, pankreas, bobrek,
meme ve akciger kanserleri ile olan iliskisini ele alan ¢cok sayida ¢alisma mevcuttur (Copeland
ve ark. 2002, Chatterjee ve ark. 2006, Aral ve ark. 2007). Tiroit kanserlerinin normal tiroit
dokusuna kiyasla daha fazla mitokondri i¢erdigi uzun yillardir bilinmektedir (Stefaneanu ve
ark. 1979). Diger taraftan mtDNA mutasyonlariin tiroit hastaliklarindaki rolii bu tezin genel

bilgiler kisminda da kisaca 6zetlendigi lizere kesin degildir.

Calismamiz kapsaminda 6 tanesi malign hiperplazi olmak {izere 93 tiroit hastasinda
mtDNA D-loop 15-484 ve 15971-16411. niikleotidler arasi iki bdlgede mutasyonlarinin
varhigr dizi analizi yontemi ile aragtirllmis ve elde edilen veriler gen bankasi verileriyle
kiyaslanmistir. Ayrica bulunan polimorfizmlerin sikligi ve heteroplazmi durumu sigara
kullanim1 ve aile Oykiisii agisindan da istatistiksel olarak ele alinmustir. Ayrica calisilan
bolgelerde yer alan korunmus dizi bloklar1 (CSBI-III) ve replikasyon sonlanma ile ilgili

dizilerde (ETASI-II) polimorfizmlerin dagilimi incelenmistir.

Calismamiz kapsaminda elde edilen niikleotid degisimlerinin tamami literatiirle
uyumlu olarak hem saglikli hem de hasta dokularda goriilmesi nedeniyle polimorfizm olarak
ele alinmis, saglikli ve hasta doku arasindaki farkliliklar ise somatik mutasyon olarak
degerlendirilmistir. Diger taraftan ¢aligmaya dahil edilen olgularin tamaminda saglikli doku
mevcut olmadigr i¢in bu hastalara ait niikleotid degisimleri de polimorfizm olarak
degerlendirilmistir. Mitokondriyal DNA dizi analizlerinin degerlendirilmesinde bir diger
onemli husus heteroplazmilerin varligidir. Calismamizda heteroplazmi goriilen noktalarda tist
iiste gelen niikleotid piklerinden daha kiiclik olanin, kuvvetli sinyalin en az yaris1 kadar
oldugu hallerde heteroplazmi kabul edilmis, bunun altinda kalan pikler homoplazmik olarak
alinmistir. Bunun sebebi elde ettigimiz dizileri yliksek ¢oziiniirliiklii erime analizleri (high

resolution melting, HRM) gibi yontemlerle konfirme etme imkanimizin olmamasidir.

Birinci bolge i¢in yapilan analizlerde korumus dizi bloklart CSBI, II ve III arasinda tek
niikleotid degisimlerinin sadece CSBI' de oldugu ve bunlarinda sayica az oldugu goriilmiistir.

Bu bolgeler mtDNA replikasyonunun baslamasinda rol oynadiklarindan niikleotid
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degisimlerinin nadir olmasi beklenen bir durumdur (Kornienko ve ark. 2010). Birinci bolge
icin en fazla rastlanan niikleotid degisimi A263G olarak goriilmekle beraber bu noktada
adenin bulunmasinin nadir bir durum oldugu ve insanlarin ¢ogunda 263. niikleotid
pozisyonunda guanin bulundugu bildirilmistir (Andrews ve ark. 1999). Bu nedenle A263G bir
polimorfizm olarak ele alinmamalidir. Hasta ve saglikli dokular kiyaslandiginda sadece 7
olguda somatik mutasyon belirlenmis ve sicak-soguk nodiiller agisindan istatistiksel bir iligki
gorilmemistir. Malign hiperplazmilerde ise saglikli dokularla lezyonlar arasinda bir fark
goriilmemistir. Ilging olarak tez ¢alismamizda belitlenen polimorfizmlerden A73G ile aile
Oykiisii arasinda istatistiksel bir iligki bulunmustur. Ancak bu iliskinin etkisi agik degildir ve
hastalikla iliskili olmaktan ziyade belirli bir haplogrubun etkisini yansitiyor olmasi da
miimkiindiir. Bu ac¢idan mitokondriyal haplogruplarin belirlenerek tiroid hastaliklarindaki
roliiniin ¢aligilmas1 bu etkinin agiklanabilmesi i¢in gereklidir. Tez kapsaminda belirlenen tek

niikleotid degisimleri i¢in heteroplazmi goriillmemistir.

Diger taraftan D310 olarak adlandirilan ve Cambridge referans dizide
CCCCCCCTCCCCC (C7TC5) olarak yer alan dizide, ilk polisitozin dizisindeki insersiyon ve
delesyonlar neredeyse tiim tiimdr tipleri ig¢in gosterilmistir (Maximo ve ark. 2005, Sanchez-
Cespedes ve ark. 2001, Parrella ve ark. 2001, Aral ve ark. 2006). Bu bolgede ilk polisitozin
dizisinin 7-9 arasinda olmasi normal polimorfik aralik olarak kabul edildigi halde 10 ve daha
fazla sitozin sayisi (10, 11, 12C) nadir polimorfik varyantlar olarak kabul edilmektedir
(Maximo ve ark. 2005). Tez kapsaminda incelenen benign olgulardan sicak nodiil hastalarina
ait dokularin %93'li, soguk nodiil hastalarina ait dokularin %91,2'si ve sicak ve soguk nodiilii
bir arada bulunan hastalara ait dokularin tamami (%100) normal polimorfik aralikta
bulunmustur ve biiyiikk kismi1 7 ve 8 sitozin igermktedir. 10 ve 11 sitozin igeren nadir
varyantlar son derece azdir. Malign hiperplazilerde ise calisilan dokularin tamami normal
sinirlar igerisinde bulunmustur. Hasta ve saglikli dokular kiyaslandiginda 14 benign ve 1
malign olguda saglikli doku ile hasta doku arasinda farklilik oldugu ancak istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde bu bolgedeki sitozin sayilarinin hastalikla veya
sigara kullanimi ve aile hikayesi ile bir iligkisi goriilmemistir. Elde edilen bu veriler
literatiirde ayn1 bolgeyi ele alan ¢aligmalardan elde edilen verilerle uyumlu goriilmektedir
(Maximo ve ark. 2002, Lohrer ve ark. 2002, Tong ve ark. 2003, Maximo ve ark. 2005). D310
bolgesi ikinci polisitozin dizisi ise referans dizide 5 sitozin igerdigi halde burada 6 sitozin

bulundugu ve 5 sitozin sayisinin nadir bir varyant oldugu bildirilmistir (Andrews ve ark.
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1999). Calismamiz kapsaminda incelenen tiim olgularda da ikinci polisitozin dizisinin 6

sitozinden olustugu gorilmiistiir.

Ikinci bdlge analizlerinde polimorfizmlerin birinci bdlgeye kiyasla daha fazla oldugu
ancak her bir polimorfizmin frekansinin nispeten daha disiik oldugu goriilmistiir.
Mitokondriyal replikasyonun sonlanmasi ile iliskili iki dizi blogu ETAS1 ve ETAS2
incelendiginde ETAS2' de polimorfik varyantlara daha fazla rastlandigi goriilmiistiir. Saglikli
ve hasta dokular kiyaslandiginda benign olgulardan 4 tanesinde farklilik goriilmiis, malign
olgularda ise farklilik goézlenmemistir. Belirlenen hig¢bir polimorfizmin hastalik, sigara

kullanimi ve aile 6ykiisii ile iliskisi goriilmemistir.

Gerek 1. bolge gerekse 2. bolge analizlerinde saglikli dokularla hasta dokular arasinda
goriilen farkliliklarin tiim lezyonlar1 kapsamadigi, ayni hastanin 1-2 lezyonunda farklilik
oldugu goriilmektedir. Bu durum belirlenen mutasyonlarin hastalia 6zgiin olmayacaginin

kanit1 olarak kabul edilebilir.

Sonug olarak tez c¢alismamiz kapsaminda elde edilen bulgular mtDNA D-loop
bolgesindeki degisimlerin benign ve malign tiroit lezyonlarinin gelisiminde bir rolii olmadigi
gostermektedir. Diger taraftan tez kapsaminda ele alinmayan diisiik diizeydeki
heteroplazmilerin yiiksek ¢Oziiniirliiklii erime analizleri ile ele alinmasi ve mitokondriyal

haplogruplarin hastalikla olan iliskisinin arastirilmas1 6nemlidir.
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