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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TIROID LEZYONLARINDA TPONUN MOLEKULER VE
IMMUNOHISTOKIMYA CALISMASI

Mohammed Majid Abdulrazzaq AL-SABBAGH

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danmisman: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK
Es Danisman: Dr. Adeeb Abdulaali ABDULHUSEN

Tiroid bezi karsinomu tiim diinyada ¢ok yaygin bir neoplazidir. Hem malign hem de iyi
huylu tiroid lezyonlarinin ¢ogu sitolojik olarak teshis edilebilir. Bununla birlikte, malign
ve iyi huylu lezyonlar1 ayirt etmek igin kesin tani ve siklikla histolojik gosterim
gereklidir. Hastanin malignite korkusuyla hastaneye sevkinin baglica nedeni olan
cikarilan tiroid bezlerinin histopatolojik sonuglar1 hastanin tiroid kanseri oldugunu
dogruladi. Calisma, tiroid bozukluklar1 Dhi Qar Hastanesi Shatra Genel Hastanesi ve Al
Hussein Egitim Hastanesi'nden muzdarip hastalardan toplanan 75 6rnegi i¢ermistir ve
kalite kontrol olarak 25 numune hastalardan ve saglikli bireylerden (30-60) yas araligi,
hormonlu ve molekiiler analizler i¢in tiim hastalardan ve kontrollerden kan 6rnekleri
alindi. Bulgulara gore hastalarda en sik goriilen tiroid hastaliklar: tiroid toksik guatr
(%30) ve tiroid karsinomu (%20) idi. Bulgular ayrica, bu hastaliklarin kadinlarda daha
sik olmak tizere 30 ila 50 yas arasindaki kisilerde olduk¢a yaygin oldugunu ortaya
koydu. Irak'taki alakasiz tiim vakalarda tiroid hormon seviyelerini tespit etmek icin
enzime bagl floresan testi kullanildi ve tiroid hastaligi gruplart cesitli derecelerde
hormon seviyeleri sergiledi. Guatrin TSH seviyesi ylizde 1,61 + 0,43 artti. Tiroid
kanseri grubunda TSH ve TR3R diizeyleri diisiiktii (sirastyla 1,46 + 0,74 IU/mL ve 1,46
+ 0,74 IU/mL), T4 diizeyleri ise ¢ok daha yiiksekti (105,71 + 9,85). Ekson 10'un 1708
(c 1708C>T) ve 1978 ekson 11'in (1978C>G) pozisyonlarinda timin veya guanin ve
transversiyon sitozini iceren TPO gen mutasyonlar1 da vardi. Tiroid toksik guatr ve
tiroid kanseri arasinda, ciddi DNA kararsizligin1 ve bilesik mutasyonlarin1 gosteren ii¢
TG homozigot mutasyonu kesfedildi. Bu ¢alismada bulunan mutasyonlarin ¢ogunlugu
tiroid toksik guatr ve tiroid malignitesi gruplarindaydi. Toksik guatr ve tiroid kanseri
gruplarinda da DNA instabilitesi kesfedildi.

2021, 52 sayfa
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MOLECULAR AND IMMUNOHISTOCHEMIA STUDY OF TPO IN TIROID
LESIONS
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Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Advisor: Prof. Dr. Se¢il AKILLI SIMSEK
Co-Advisor: Dr. Adeeb Abdulaali ABDULHUSEN

Thyroid gland carcinoma is a very common neoplasia all over the world. The majority
of thyroid lesions, both malignant and benign, can be diagnosed cytologically.
However, the histological demonstration is frequently required for a precise diagnosis in
order to distinguish between malignant and benign lesions. The results of the
histopathology of the removed thyroid nodes, which was the major cause for the
patient's referral to the hospital for fear of malignancy, confirmed that the patient had
thyroid cancer. The study included 75 samples collected from patients suffering from
thyroid disorders in Dhi Qar Hospital Shatra General Hospital and Al Hussein Teaching
Hospital and 25 samples as quality control. Age range from patients and healthy
individuals (30-60). For hormonal and molecular analyses, blood samples from all
patients and controls were collected. The most prevalent thyroid illnesses in patients
were thyroid toxic goiter (30%) and thyroid carcinoma (20%), according to the findings.
The findings also revealed that these diseases were highly prevalent in people aged 30
to 50, with a higher frequency in women. Enzyme-linked fluorescence testing was used
to detect thyroid hormone levels in all unrelated cases in Iraq, with thyroid disease
groups displaying various degrees of hormone levels. The goiter's TSH level increased
by 1.61 + 0.43 percent. TSH and TR3R levels were low in the thyroid cancer group
(1.46 £ 0.74 ITU/mL and 1.46 = 0.74 TU/mL, respectively), whereas T4 levels were much
higher (105.71 + 9.85). There were also TPO gene mutations involving thymine or
guanine and transversion cytosine at positions 1708 of exon 10 (¢.1708C>T) and 1978
of exon 11 (1978C>QG). Between thyroid toxic goiter and thyroid cancer, three TG
homozygous mutations were discovered, indicating severe DNA instability and
compound mutations. The majority of the mutations found in this study were in the
groups of thyroid toxic goiter and thyroid malignancy. In the toxic goiter and thyroid
cancer groups, DNA instability was also discovered.

2021, 52 pages
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bu ¢alismanin gerceklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan, kendisine ne
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cekinmeden gidebildigim, giiler yliziini ve samimiyetini benden esirgemeyen ve
danisman hoca statiisiinii hakkiyla yerine getiren Prof. Dr. Se¢il AKILLI SIMSEK’e
tesekkiirti bir borg biliyor ve siikranlarimi sunuyorum. Tesekkiirlerin az kalacag: diger
tiniversite hocalarimin da bana 2 yillik {iniversite hayatim boyunca kazandirdiklar1 her
sey i¢in ve beni gelecekte s6z sahibi yapacak bilgilerle donattiklar1 i¢in hepsine teker
teker tesekkiirlerimi sunuyorum ve benden hig¢bir zaman destegini esirgemeyen bu

hayattaki en biiyiik sansim olan aileme sonsuz tesekkiirler.
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1. GIRIS

Tiroid hormon sentezi, oksitleyici bir ortam olarak hidrojen oksit (H,O,) kullanildiginda
bir¢ok redoks tepkisini i¢eren karmasik, ¢ok asamali bir stire¢ olmustur. Bir Hidrojen
peroksit hormonun olusturuldugu, depolandig1 ve sonra serbest birakildigi tiroid bezinin
pratik kisimlar1 olarak olgiilen tiroid folikiillerinin liimeni tarafindan g¢evrelenmistir.
Folikiiller, folikiilin merkezi ltimenini sinirlayan triad hiicreler adi verilen tek bir
ayrilmig epitel hiicre tabakasi kullanilarak yapilmistir. Liimen, ekstra folikiiler boslukla
ilgilenen ltimen 'sizintisin' onlemek i¢in dar baglantilarla birbirine baglanan tiroid
hiicrelerinin apikal yiizeyi tarafindan belirlenmistir. Folikiiliin disi, kan hiicrelerinin

lateral bazal plazma zarlar1 tarafindan kapatilmistir.

Tiroid bezinde bulunan protein (%50) i¢in amacglanan bir TG yorumlar1 daha sonra
tiroid hormonlar1 i¢in bir isaret gibi kullanilmigtir. Bir hormon Tiroid tiretimi, TG den
gelen spesifik tirozin kalintisinin oksidatif iyot tedavisine ihtiyag duymakta olup bu
prosediir ‘iyot diizenlemesi’ olarak adlandirilmaktadir. Iyot tedavisi, tiroid peroksidaz
enzimi (TPO) tarafindan uyarilmistir. Bu siire¢, oksidasyon i¢in tasarlanmis yeterli
(H20,) gerektirdiginden tiroid hormonu olusumunda 6nemli bir asamadir. 1975°te
yayinlanan ciddi basrol roliine iliskin ana ¢alisma vurgulanmis olup ardindan iyodiir
organizasyonu c¢alismayan insansi tiroid nodillerinde (H,O,) bir kohort azalmasi
tanimlanmistir (Castellani er al. 2006). 1zole domuz paratiroid folikiillerinden liimen
(H20,) kaynagi, aktivasyon i¢in kalsiyum gerektiginden elektron donorii olarak
NADPH’nin kullanildig1 enzimin paratiroid hiicresinin apikal membrani olarak ayirt
edilmistir (Bjorkman and Ekholm 1984). Sonraki biyokimya incelenmis olup NADPH
oksidazin organlari olarak iiretilen H,O, tiroid hiicre enzimleri tanimlanmistir (NOX)
(Dupuy et al. 1999). (1999-2000)’de protein saflastirmast ve ardindan tiroid c-DNA
kitaplig1 tahlili yoluyla dizileme ile tanimlanan ile bitmek {izere uygun enzimler
mevcuttur. Enzimler tiroide 06zgli olup bu nedenle Tiroid Oksidaz olarak
adlandirilmaktadir (THOX) (De Deken et al. 2000). Daha sonra, diger dokulardaki
proteinler tanimlanmis olup isimleri, ¢ift oksitlerin ve ardindan peroksitin aktivitelerini
yansitacak sekilde DUOX1 ve 2(DUOX]1) i¢in degistirilmistir (Brandes ef al. 2014).
Tiroid folikiilii tizerindeki (H,0,) asil temeli DUOX2 izoformuydu (Dupuy et al. 1999).



Biyolojik reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) iiretilen DUOX2’den farkli olarak, patolojik
olarak yiikselmis H,O, seviyeleri, mitotik reseptdr sinyalizasyonunun veya
onkogenlerin aktivasyonunun ardindan tiroid karsinojenezi ile iliskilendirilmistir (Choi
et al. 2019). Bu baglamda, zararli reaktif oksijen tiirlerinin olas1 bir temeli olarak

nitrojen oksidin (NOX4) bagka bir izoformu kabul edilmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Anatomive Evrim

Tiroid bezinin standart olgunlasmasi, isthmus boyunca birbirine bagli ¢ift loblarin
varligin1 icermektedir. Tiroid bezinin dokusu parlak bronz olup ¢ok parlayan kesme
ylizeyi mevcuttur. Normal bez, ince bir lifli kapsiil i¢inde kapsiillenmekte olup (15 ile
25 g) agirligindadir. Tiroid bezinin olagan durumu, bitisik yapilarda yer alan gevsek bir

digiim olup daha sonra yiiz diizlemleri ayirt edilmistir (Sekil 2.1).

Dort paratiroid hormonu iireten paratiroid bezleri, tiroid bezinin her iki kutbu igin
gecikmeli bolgeye yerlestirilmistir. Laringeal sinirlerin tekrarlamasi, tiroid bezinin yan
siirlarint  gecip ses tellerinin felce ugramasini engelledigi i¢in tiroid ameliyati
esnasinda kabul edilmistir. Gebeligin ii¢ haftasinda farinksin fonlarindan baslayarak bir
tiroid bezi gelistirilmistir. Bezler, dil kokiindeki ¢ekum deliginden tiroid-lingual kanalla
birlikte niifuz etmis olup boyunda son bir pozisyona ulasmiglardir. Bu o6zellik, dil
kokiindeki (lingual tiroid bezi) tiroid dokusunun nadir goriilen ekstrauterin bolgesinden,
Ornegin bir sistem gelistirmekle birlikte kist olan lingual tiroid kanalinin olusumundan

sorumlu olmustur.

Olgun bir tiroid bezi, folikiiler tiroid hiicrelerinden yapilmis, onlar1 sinirlayan ve sonra
onlar1 salgilayan birgok kese igermekte olup tiroid hormonlari i¢in bir kaynak protein

olan biiyiik miktarlarda tiroglobulin i¢eren iddiali bir sividir (Ahmed e al. 2011).
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Sekil 2.1 Tiroid bezinin anatomic bi¢imi (Loevner et al. 2008)

2.2 Tiroid Ekseninin Diizenlenmesi

On hipofiz kok hiicreleri, tiroid ittifakinda kontrolde onemli bir rol oynayan tiroid
uyarict hormon (TSH) salgilanmis olup daha sonra tiroid hormonu etkilesimi i¢in en

faydali fizyolojik sembol haline gelmistir.

Bir TSH, ek glikoprotein hormonlari (luteinize edici hormon, folikiil uyarict hormon ve
insan koryonik gonadotropin (hCG) igin ortak olan bir alt birimden olusan 31 kDa'lik
bir hormone olup bir TSH birimi, TSH’ye 6zgiidiir. Tirotropin salgilatict hormonun
(TSH) wuyarilmasiyla karbonhidratlarin yapisindaki degisiklik diizeyi, hormonun
biyolojik aktivitesinden etkilenmistir. Tiroid ekseni, endokrin geri besleme dongiisiiniin
bir ozelligi olmustur. Tiroid hormonu, bu tiroid hormonu sentezini ve ardindan
salgilanmasini uyaran hipofiz bezi tarafindan TSH {iretmesi i¢in uyarilmistir. Tiroid
hormonlari, TRH’yi engellemek i¢in pasif olarak beslenmis olup ardindan (TSH)
olarak sekillenmistir (Sekil 2.2). Bu eksende bir “ayar noktasi”, kapsami bir (duyarli)



belirteg olan ve daha sonra tiroid fonksiyonu igin 6zel olan TSH tarafindan
olusturulmustur. Bir TSH, TSH sentezinin ve ardindan salgilanmasinin ana ilerleyici
yoneticisi olmustur. Bir TSH, yedi zara bagli protein G-bagli reseptor tarafindan

tetiklenmistir.

(GPZR) fosfolipaz C tarafindan aktive edilerek fosfatidilinositol dongiisii olusturulmus
olup ardindan hiicre i¢i kalsiyum salinmistir. TSH sekresyonunun zirvesi, ekzojen TSH

yonetimini miiteakip yaklasik 15 dakika icinde meydana gelmistir.

Dopamin, glukokortikoid, ardindan somatostatin TSH’yi inhibe etmesine ragmen bu
ajanlarin  ilag dozlarinda uygulanmasi disinda Onemli bir fizyolojik Onemi
bulunmamaktadir. Diger hipofiz hormonlarina benzer sekilde, TSH pulsatil bir sekilde
salinip ardindan giinliik bir ritim goriintiilenmektedir. Ancak TSH en yiiksek seviyeye

geceleri ulasmaktadir (Tonacchera et al. 1998).

Peripheral actions

Sekil 2.2 Tiroid hormonunun karmasik bir diizenlemesi (Harris ef al. 2001)



2.3 Tiroid Hormonunun Bir Sentezi

TSH tarafindan iyodiir tasinmasi, diizenlenmesi ve konjugasyonu, ardindan tiroglobulin
(TG) sentezi, ardindan endojen sekresyon gibi bir¢cok sentetik adim diizenlenmistir.
TSH uyarimi altinda, tiroid iyodiir hiicreleri hiicre tabanindaki kilcal agdan ¢ikarilmis
olup iyot, agirlikli olarak T4 yapmak i¢in tirozin molekiillerini bagladigi hiicre apeksine
tasinmistir. Baz1 T3, T4 ve TSH, bez folikiilii icindeki bir kolloidde depolanmustir.
Birlikte baslatilmis veya baslatmadan 6nce bir kism1 T4’ten T3 e kaldirilmistir. Ikinci

basamaklar da TSH veya TSH reseptor baglayici proteinlerin etkisi altinda yapilmistir.

TSH reseptoriiniin mutasyonlari, baz1 toksik adenomlarda ve ardindan multinodiiler
guatrda siirekli olarak aktif hale getirilmistir (Burmeister et al. 1992). Kii¢iikk ama
Ol¢iilebilir miktarda TSH’ye bagimli olmayan T4 salgisi da dogal olarak meydana
gelmistir (Weiss ef al. 2010). Bir asagi regiilasyon isleminde iyodin birlestigi tirozin
kalintisi, 660 kDa glikoprotein olan (TG) molekiiliniin bir pargasi olmustur. TG
olusumundaki eksiklikler, bu durumlar seyrek olmakla birlikte, baz1 guatr durumlarinin

nedeni olarak ileri stirtilmustiir.

Serum (TG) degerleri, biyolojik aktivite veya yeniden ortaya ¢ikma belirtisi olarak iyi
diferansiye tiroid karsinomlarinin tedavisinde ¢ok faydali olmustur. Tiroid hormonu

olusturma evreleri Sekil 2.3°te gosterildigi sekilde 6zetlenmistir.

2.4 Tiroid Hormonu Tasinmasi ve Metabolizmasi

Tiroid bezi tarafindan T3'in en az 20 kat1 bir T4 salgilanmistir. Her iki hormon da tiroid
(hormon baglayici globulin (HBG)), transtretin (TTR, daha once tiroid hormonu
baglayici albimin veya TBPA olarak bilinen) ve albiimin ile birlikte plazma
proteinlerine dagitilmistir. Serumla iliskili proteinlerin amaglari, hormonlarin segilen
doku bolgelerine verilmesini ¢ok 1limli olabilen hormon 6denegini geciktiren
dolasimdaki hormon agregasyonunu c¢ogaltmak olmustur. HBG konsantrasyonu

nispeten diistik (1 ile 2 mg/dL) olmasina ragmen daha sonra tiroid hormonlari igin



O6nemli bir afinite (T4 > T3) olmasi nedeniyle, kisitlayict hormonlarin yaklasik % 80’
tretilmistir. Albiimin, tiroid hormonlar1 i¢in nispeten diisiik bir afiniteye sahip olmasina
ragmen yiiksek bir plazma konsantrasyonuna sahip olup daha sonra (%10) testosterona
baglanmistir. Daha sonra (% 30) T3 TTR’si de T4’tin (% 10)’una kadar taginmistir.
Ama biraz T3 (Ahmed ef al. 2011) tek serbest hormon dokular i¢in biyolojik olarak

mevcut olmustur.
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Sekil 2.3 Tiroid hormonunun bir sentezi (Bouknight 2003)

Boylece iyodiir (I-) iyodiir tasiyicist (IT) aracilifiyla doniistiirtilmistiir, ¢iinkii tiroid
hiicresine giden plazma daha sonra apikal zara donlismiis olup daha sonra tiroid
peroksidazin (TPO) etkisinin altinda hapishane hiicresinin i¢inde {iretilen tiroglobuline
konjuge edilmistir (TG). Hormon, kolloid endositoz yoluyla hiicreye geri girdiginde ve
daha sonra T4 ve T3'lin salgilandigi bazal membrana geri dondugiinde tutulmustur.

Hormonal olmayan iyodiir geri doniistiirtildi, Sekil 2.3°te gosterilmistir.

Hormon sentezi asagidakiler tarafindan engellenmistir: (1) Iyot, tiyosiyanat, perklorat
ve interlokin-1, ardindan timor nekroz faktorii alfa ile tasinmistir; (2) Diizenleme; (3)
Propiltiourasil (PTU), sonra karbimazol ve interferon beta yoluyla indirgenmis TPO ve

ardindan interlskin-1 ile birlestirilmis; (4) Once lityum, sonra iyodiir ile emzirme; (5)



Tiroglobulin proteininin iyodiir ile hidrolizi ve (6) iyodin, tiroid bezi i¢cinde PTU
tarafindan uzaklastirilmas: ve tiimoér nekroz faktorii o olmustur (Baker'm Ilkeleri,
ardindan da Endokrinoloji ve Metabolizmadaki Uygulamalar, Ugiincii Baski, 2002°den
kabul edilen). Tiroid ekseninin diizenlendigi homeostatik mekanizmalar, normal serbest
hormon konsantrasyonlarini korumaya yoneliktir. T4’tn yaklasik (%80)’1 iyot
uzaklastirilarak (% 35) T3’e, ardindan (% 45) T3’ tersine ¢evirerek (rT3) metabolize
edilmistir. Geri kalanlar ¢ogunlukla karacigerde glukuronid tarafindan inaktive edilip
daha sonra safraya atilir, ayrica veya daha az oranda siilfonasyon yoluyla karaciger veya
bobreklerde iyodin uzaklastirilmasindan da daha az orandadir. Diger metabolik
reaksiyonlar arasinda diisiik biyolojik aktiviteye sahip yumrulu asetik asit tiirevlerini
olusturan yan zincir alaninin demineralizasyonu; veya dekarboksilasyon ya da ayrica
aktif olmayan bilesikler olusturan eter kdpriistiniin boliinmesini icermektedir (Schwabl

and Lipar 2002).

2.5 Redoks Enzimleri Yoluyla Bir Tiroid Hormon Sentezi

Tiroid hormon tiretiminin redoks evrelerinde komplike olan ¢ift ana enzimler o zaman
TPO olmustur (DUOX2). TPO, TG tirozin tortusuna iyodin eklenmesi ve ardindan bu
reaksiyonda bir elektron alicis1 olarak H,O»'nin TPO tarafindan saglandig1 iyodotirozin

zincir konjugasyonu ile katalize edilmistir.

2.5.1 Tiroid peroksidaz TPO

Tiroid peroksitleri, Tiroid hormonu {iretiminde ©6nemli bir rol oynayan tiroid
hemoglikosilatinin bir proteini olmustur. Tiroid hormonlari, ince bagirsakta emilen iyot
icermektedir. Na/l kodlayic1 (NIS) aracilifiyla tiroid hiicreleri tarafindan dolagimdaki
alima taginmistir. Yan plazma zarinda iyot, oksitleyici ajan olarak H,O, kullanan TPO
tarafindan oksitlendikten sonra folikiil bosluguna aktarilmistir. Bir TPO, kan
hiicrelerinin apikal bolgesinde eksprese edilmis bir zar protein olup hem igeren bir cep
liimen Folikiillerine ¢ikinti yapmistir (Godlewska et al. 2014). TPO'nun aktif merkezi
rediiktaza duyarlidir, dolayisiyla enzimin aktivasyonu i¢in gereklidir. TPO aktivitesi,

pasif bir TPO diizenleyicisi olarak oksitlenmis iyot yasast ile oldugu kadar, esas olarak



TSH'yi de azaltmistir (Taurog 1999). Iyot (iyot veya iyot eksikligi) kimyasal olarak
oksitlenmistir. Yiiksek oranda reaktiftir, daha sonra TPO tarafindan TG'nin tirozin
tortusuna dahil edilmesine izin vermektedir. Bir iyodotirozin kalintisinin sonucu daha
sonra TG molekiilii iginde birlestirilmis olup ardindan 3, 5, 30, 50-tetraiyodotironin elde
edilmigstir (T4/tiroksin) veya 3, 5, 30-triiyodotironin (T3), T3'ten T4 ise TG'ye bagl
kalirken, daha sonra ihtiya¢ duydugu hormonun salinmasina kadar bir dosyada Folikiil
saklanmigtir (Virion et al. 1984). (TG) salgilanmasi gerektiginde uyarilmis, tiroid
hiicreleri enjekte edilmis, daha sonra partikiil ile fiizyon yoluyla bir protein pargalama
islemine tabi tutulmuslardir. TG proteininin hidrolizi, prohormondan T3 sonra T4'lin
salinmasiyla sonu¢lanmistir. T4 / T3 nihayet bitmis olup daha sonra doniistiiriilmiis

tiroid hiicrelerinin bazal membran tasiyicilari tarafindan kan dolagimina taginmislardir.

2.5.2 Cift oksitler (DUOX1 ve DUOX2)

Bir DUOXI1 sonra DUOX2, yedi iiyeden olusan NADPH oksidaz ailesine aittir; bes
nitrojen oksit (NOX1-5) daha sonra ikili oksitlenmistir; (DUOX1) 2'den fazla olan
(NOX) aile enzimleri, iki hem bag1 bdlgesini, ardindan gémiilii C-terminali Sitoplazma
zincirini kullanan zar proteinleri olmustur. Flavin adenin diniikleotidinin (FAD)
baglanma bolgelerinde, sonra NADPH (Lambeth and Neish 2014), NOX1, 2, 3 ve 4
izoformlar1 (NOX1, NOX2) ve ardindan (NOX3) aktive etmek i¢cin gerekli olan
membrana bagl alt birimin p22'sini kullanan heteromorflardir. Gergekten, (NOXI,
NOX2 ve NOX3) cesitlendirilmis bir hiicresel vazodilatoriin (p47phox / NOXO1)
membran transdiiksiyonunu gerektirmis olup ardindan (p67phox / NOXA) ajanlar1 aktif
oksidaz icin bir araya getirilmis ve daha sonra p22phox bu siirecte kritik bir rol
oynamistir. p47phox / NOXO1 (Ambasta et al. 2004). NOX1, -2 a sonra -3'ten farkli
olarak, NOX4 aktivasyon yapildigi i¢in diger alt birimleri kullanmaya ihtiya¢ duymaz,
ancak siirekli bir sekilde H,O, tiretilir (Geiszt et al. 2000). NOX4 diizenlemesinde
p22phox'un rolii su anda tam olarak anlagilmamistir. NOX4 ile birlikte transfeksiyon
calisilmig, daha sonra p22phox, p22phox'un (NOX4) fiksasyonu, ardindan / veya
olgunlasma / lokalizasyon i¢in gerekli oldugunu 6ne siirmiistiir (Nakano et al. 2007).
(NOXS5) izoformunun aktivasyonu, sitoplazmanin terminal N béliimlerinde bulunan EF

el darbeleri yoluyla Ca2'nin baglanmasiyla iki DUOX-as elde edilmistir (Zhu et al.



2006). DUOX enzimleri, yedinci ¢apraz membran alaninin, ardindan TPO ile %40
homojenlik gésteren N-terminal peroksitlerin benzersiz dis alaninin varligiyla diger tim
NOx'lerden ayirt edilmistir (Song et al. 2010). Sonug¢ olarak, DUOX enzimleri
tarafindan siiperoksit (O,) liretilmis ve daha sonra dogrudan H,0,'ye doniistiirilmiistiir
(Caillou et al. 2001). Aktivasyon, DUOX1 / 2 Ek proteinler DUOXA1 sonra
((DUOXA?2)) ile eslestirmeyi gerektirmekte olup (Grasburger and Refeto 2006), Sekil
2.4'te gosterildigi gibi. NOX4'e kiyasla DUOX1 / 2 enzimlerinin sematik yapisini

gostermektedir ve izoform, tiroid ile iligkili nitrojen oksitleri gostermektedir.
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Sekil 2.4 Cift oksit formiilasyonlar1 1/2 (DUOX1/2) daha sonra NADPH oksidaz 4
(NOX4) (Sukumar et al. 2013)

DUOXI1 daha sonra 2, ¢ift oksidaz aktivatorii veya ¢ift oksidaz kiirleme maddesi 1 ve 2
(sirastyla DUOXAT1 sonra 2) ile molekiiller arasi disiilfid kopriileri ile sentezlenmistir.
DUOXAI1 / 2, DUOX1 / 2 membran taginmasi i¢in gerekli olup ardindan enzimatik
olarak etkilenmistir. DUOXI1 / 2, sitoplazmik kalsiyuma bagli alanlar tarafindan CA

tarafindan aktive edilmistir. DUOX1 / 2, terminal peroksidalara benzer ek bir alana
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sahipti. NOX4 formlari, esasen ROS olan NOX4' desteklemek icin gerekli ve yeterli
olan bir zara bagli p22 kutusu ile heterozigot olmustur. FAD: Flavin adenin dintikleotit
baglanma alani1 (FAD); Daha sonra NADPH: dihidronutinamid — adenin Diniikleotid
ayrica fosfatlar (NADPH) -Ca'™" baglanma alani; daha sonra kalsiyuma baglanan ef-
hand bolgeleri Heme olmustur; hem baglantist sonra histidin kalintiss DUOX1 ve
DUOX2, ayni %77 amino asit dizileriyle benzerlik dizilerinde ©nemli 6lctide
paylastiklar1 yiiksek molekiiler agirlikli proteinlerdir (sirasiyla 177 kDa ve 175 kDa),
(Douketis et al. 2019).

2.6 Tiroid Hormon Etkisi

Tiroid hormonlari, tiroid hormonu (TR'ler) a ve B reseptorleri olarak adlandirilan
niikleer reseptorlere baglanarak calismaktadir. Hem TRoa hem de TR ¢ogu dokuda
eksprese edilmis olmasina ragmen nispi ekspresyon seviyeleri organlar arasinda
farklilik gostermistir; TRo o6zellikle beyinde, bobreklerde, gonadlarda, kaslarda,
ardindan kalpte bol miktarda bulunurken, TRa ekspresyonu hipofiz bezinde ve ardindan

karacigerde nispeten yiiksek olmustur.

Her iki reseptor de benzersiz izoformlar olusturmak icin farkli sekilde kesilmistir. Essiz
bir amino ucuna sahip olan TRfB2 izoformu, hipotalamusta ve ardindan hipofiz bezinde
secici olarak eksprese edilir, ¢linkii tiroid ekseninden gelen refleksleri kontrol etmede
rol oynadigi gosterilmistir. TRa2 izoformu, tiroid hormonu ile baglanmasi bloke edilen
benzersiz bir karboksilasyon terminali icerir; TR'nin faaliyete ge¢mesini engellemek
icin calismaktadir. TR'ler, merkezi bir DNA baglama alan1 iginde, ardindan C-
terminalinin ¢apraz bagli bir alani i¢cinde yer almistir. Hedef genlerin promotér bolgeleri
tarafindan gosterildigi gibi, tiroid yanit elemanlar1 (TRE'ler) ile etiketlenmis spesifik
DNA dizilerine baglanmistir (Sekil 2.5). Gen reseptoriiniin transkripsiyonu uyarilmig

(6rnegin, miyozin agir zinciri a) veya transkripsiyon engellenmistir.
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Sekil 2.5 Tiroid hormon reseptoriiniin bir eylem mekanizmasi (Harris ef al. 2001)

Tiroid hormonlar1 benzer baglantilar yoluyla TRa'ya ve ardindan TRf'ya baglanmistir.
Bununla birlikte, T3, reseptorlerine, hormonal aktivitedeki bir artis ile agiklandigi tizere,
T4'ten yaklasik 10 ila 15 kat daha fazla afinite ile baglanmistir. T4'tin T3'ten fazla
tretilmesine ragmen, reseptorler oncelikle T3 tarafindan isgal edilmis olup periferik
dokular yoluyla T4'in T3'e donilislimiinii yeniden uretip plazmada T3'lin
biyoyararlanimini arttirmis olup ardindan resept6r afinitesini artirmistir. T3 ile TR'lere
baglandiktan sonra, onu modiile eden reseptorlerde tiroid hormonunun konformasyonel
bir degisikligi ve ek transkripsiyon faktorleri ile etkilesimler meydana gelmistir. Tiroid
hormonu baglanmasinda, apo reseptorleri, gen transkripsiyonunu inhibe eden yaygin
inhibitoér proteinlere baglanmistir. Hormonlarin baglanmasi yardimci inhibitorlerden
ayrilmis olup ardindan transkripsiyonu iyilestiren adjuvan steroidlerin alinmasina izin

verilmistir. Yardimcer baskilayicr tarafindan TR etkilesimlerinin kesfi, TR sessizliginin
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hormonlarin baglanmasinin yoklugunda gen ifadesi oldugu gercegiyle agiklanmistir. Bu
nedenle, hormon eksikligi, aktif genlerin inhibisyonuna ve hormon kaynakli uyarim
kaybina neden oldugu i¢in gen ekspresyonu iizerinde derin bir etkiye sahiptir. Bu
algilar, farelerde TR genlerinin hedeflenen silinmesinin hormon eksikliginden daha az
belirgin oldugu hedeflenen sonuglarla desteklenmistir (TR etkilesimleri, yardimci
baskilayicilar tarafindan kesfedilmis olup bu, TR sessizliginin bir gen ifadesi oldugu
gercegiyle agiklanmistir). Hormon birliginin yoklugu sonucunda kesfedildi ki hormon
eksikligi, viicudun yeterince hormon tiretmedigi bir durumdur. Hormon eksikligi, gen
ekspresyonu iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ¢linkii aktif bir geni inhibe etmis olup

hormon kaynakli uyarinin olmamasina neden olmustur (Emerson and Torres 2003).

2.7 Tiroid Hormon Biyosentezinde TPO Genlerinin Rolii

Tiroid hormonu gelistirilmis olup biyosentez yapildiktan sonra ¢oklu organ
sistemlerinde regiilasyon yolu olusmustur (Kahmen 1979). Plazma zarina
birakildiginda, Tg {izerindeki tirozin tortusu, tiroid peroksidaz (TPO) tarafindan
iyotlanmaktadir. Bu islem, elektron alicis1 olarak Sekil 2.6’da gosterildigi gibi tiroid
hiicrelerinin apikal membraninda (Gillam and Kopp 2001) NAPDH oksidaz ailesinin iki
tiyesi (Duox1l ve Duox2) tarafindan {iretilen hidrojen peroksiti gerektirmektedir

(Mercken et al. 1985).

Iyot, tiroid hiicrelerinin lateral ve apikal bazal membranlarinda bulunan bir dizi
tastyicinin etkisiyle tiroid bezinin limeninde TPO i¢in kullanilabilir hale gelmistir. TPO
tarafindan katalize edilen iyodin muamelesi islemi sirasinda, tirosil dioksit kalintisinin
Tg ile spesifik bir eslesmesi mevcuttur. Bu asamada tiroid hormonlar1 (T4 ve T3) hala
tiroid bezinin folikiil liimeninde yiiksek konsantrasyonda depolanan Tg proteininin

ayrilmaz bir parcasidir (Liu ef al. 2005).
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Sekil 2.6 TPO'nun tiroid hormonu olusumundaki rolii NIS: Sodyum / iyodiir
simportorii, TG: Tiroglobulin, TPO: Tiroid peroksidaz, TSH-R: Tiroid
uyarict hormon, DUOX: ¢ift oksidaz (Mercken ef al. 1985)

Vezikiiler hiicreler, TG'den kesilmis iyotlu tirozinaz proteinlerini TG'yi yeniden emer,
tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3) olusturur, ardindan Sekil 2.6'de gosterildigi gibi
kana salinir (Bianco ef al. 2004, Orsolya 2003). Bez tarafindan salgilanan tiroid
hormonlari, tam olarak % 90 konsantrasyonda serbest veya T4 formlarina ve yaklasik

(% 10) oraninda T3 baglidir (Nussey and Whitehead 2001).

Harmonize Sodyum / Iyodiir alkali olup iyotun kan dolasimindan emilmesine yardimeci
olmaktadir. Apikal iyodiir tasiyicit (AIT), beyin gocii veya diger anyon kanallarinin

apikal iyodiir tagiyicilar: olarak hareket etmesi 6nerilmistir (Liu et al. 2005).
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Hem TG hem de TPO genleri, promotorler, TTF-1 ve TTF-2'deki tiroide 6zgii
transkripsiyon faktorleri tizerinde ayni baglanma bolgelerine sahip olup genlerin her
birinin giiclendirici bolgelerde TTF-1 bolgeleri mevcuttur. TG promotériinde konsenstis
dizi elemanlarina baglanan eslestirilmis kutu geni 8'e (Pax-8) de ihtiya¢ duyulmustur
(Fabbro et al. 1994). TG gen ekspresyonu tiroid hiicrelerinde meydana gelir ve daha
sonra hipofiz bezinden salinan tiroid uyarict hormon (TSH) tarafindan pozitif olarak
diizenlenir. TSH tiretimi, hipotalamusta sentezlenen ve portal sistem yoluyla 6n hipofiz
bezine tasinan tirotropin salgilatict hormon (TRH) tarafindan kontrol edilir, burada TSH
tiretiminin artmasi saglanir ve yeterli iyot ve folikiil diyet miktar1 ile birlikte salinir.

Kolloid hiicreler pinositoz, tiroglobulin salinmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Ekipman

Bu ¢alismada kullanilan araglar Cizelge 3.1'de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilmis aletler ve tireticiler

ALETLER FIRMA ULKE
Analitik terazi Stanton Ingiltere
Basingli firin Arnold ve Sorris Almanya
Evrensel santrifiij Hitesh Almanya
Damitilmig American Amerika Birlesik Devletleri
Gii¢ kaynagi i¢in siirekli elektroforez Applex Fransa
. .. Netherlands ve

Koltuk Mikrofiij Eppendorf Haines GmbH 2000 Almanya
Jel elektroforez cihazi Applex Fransa
DNA ™ Cell
Gene Flash jel dokiimantasyon sistemi Bio-imaging Amerika Birlesik Devletleri
Bakici Galencamp Birlesik Krallik
Laminer hava akig kapagi Categories of Geller Birlesik Krallik
Optik mikroskop CH-2 Olympus Japonya
Sicak plakali manyetik karistirict Galencamp Birlegik Krallik

ot . Eppendorf
Kiigiik pipet (otomatik) Gilson 255’ P100, P1000 Fransa
Otomatik Mini Vidas
Immiinohistokimya Piomero Fransa
Sistem Analisti (VIDAS)
Karistirict Rich Birlesik Krallik
Oven Galencamp Birlesik Krallik
PZR Sistemi (Palms and palms Cyclist)
energy Donates SR-101 (CR. Orbit Silicon Japonya
Search)
EISO pH dlgek Metrohm AG Isvigre
Spektrofotometre Cecil Fransa
Spiral Karistirici Galencamp Birlesik Krallik
Su banyosu Precysterm Almanya
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3.1.2 Kimyasal Malzemeler

Kullanilan malzemeler Cizelge 3.2°de listelenmistir.

Cizelge 3.2 Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler

KIMYASALLAR FIRMA ULKE
Mutlak etanol Fouca Almanya
Mutlak metanol BDH Ingiltere
Agaroz (molekiiler sinif) Sigma Amerika Birlesik Devletleri
Benzilpenisilin Sigma Amerika Birlesik Devletleri
Bromofenol Mavisi BDH Birlesik Krallik
Kromik asit Prolabo Almanya
DNA merdiveni, mark (1,000 bps) Promega Amerika Birlesik Devletleri
DNTPs (mix) Promega Amerika Birlesik Devletleri
EDTA BDH Birlesik Krallik
Etidyum bromiir BDH Birlesik Krallik
Fetal baldir serumu * ICCMGR Irak
The stigma of Jamesa ? BDH Ingiltere
Buzul asetik asit BDH Birlesik Krallik
Heparin Panpharma SA Fransa
KH2S4 Fouca Almanya
LNA-Primer JKU. Bioghass Tayland
Corporation

Kilitli niikleer Asit (LNA-PZR) KKU home Tayland
Metanol BDH United kingdom
Maggals2s6 hourssosa BDH United kingdom
Sodyum klorit BDH United kingdom
Nasps Hasq Fouca Almanya
Fitohemagglutinin * ICCMGR Irak
Potasyum kloriir BDH United kingdom
RPMI 1640 modiilleri BDH United kingdom
Sodyum karbonat BDH United kingdom
Streptomisin Samara Factory Irak
Ts3s ve Ts4s a ikinci kisayol TSH .

S Piomero Fransa
Kitleri
Yontemler DNA polimeraz KKU home Tayland
TBE arabellegi (5x) Sigma Amerika Birlesik Devletleri
Sihirbaz genomik DNA saflagtirma kiti Promega Amerika Birlegik Devletleri

* ICCMGR: Irak Kanser ve Tibbi Genetik Arastirmalari Merkezi

3.2 Konular

3.2.1 Kan testleri

Kan testleri, hipotiroidili 100 hasta, tiroid kanserli 15 hasta ve kontrol olarak 20 saglikli
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denekten olusmaktadir. Yaslar1 (30-60) arasinda degismekteydi. 30 dakika boyunca
steril bir tiipte intravendz bir ponksiyonla 5 mL periferik kan toplanmigtir. Test

tiiplerinde kanin pihtilasmasini saglamak i¢in beklenilmistir.

Serum, 2000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek kan hiicrelerinden ayrilmistir. Oda
sicakliginda serum kullanilana kadar -20 °C'de saklanmistur. Bu ornekler Dhi Qar

Hastanesi Shatra Genel Hastanesi ve Al Hussein Egitim Hastanesi'nden alinmistir.

3.2.2 Tiimor doku érneklerini toplama

Transfer ortami igeren steril bir tiipte 15 hastadan tiimor dokusu 6rnekleri toplanmistir
(Bolum 2.6). Hastalarin yaglart (30-60) arasinda degismekteydi. Bu ornekler
ameliyathane Ti Kar Hastanesi Satra Genel Hastanesi ve Al Hussein Egitim

Hastanesi'nden alinmistir.

3.2.3 Tiroid hormonlarinin tayini

e Prensip

Hormonlar viicudumuzda 6nemli bir rol oynamaktadir. Serum veya plazmada Mini-
Vidas ve ayrica EBFT (enzim baglantili floresan tahlili) kullanilarak kesfedilmislerdir.
Bu teknikleri kullanarak serum veya plazmadaki toplam sT3, sT4 ve TSH'yi tahmin

edebiliriz.

Mini-vidas cihazinin nasil c¢alistigi ve cihazin icinde gergeklesen etkilesimleri
gozlemlenmistir. Mini Vidas cihazi, dogru sonuglar ve hizli performans ile karakterize
edilen gelismis ve modern bir cihazdir (Vidas cihazi gibi daha modern cihazlar olmasina
ragmen, mini Vidas cihazi1 simdiye kadar yaygm olarak kullanilmaktadir). Islem
adimlari, birinci bilesene (serit) serum uygulanmistir. Bu serit asagidaki gibi 10 delige

sahiptir:
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e 1 = ornek kuyu

e 2.3.4,5=Dbos kuyu

6 = eslenik kuyu
7,89 =yikama tamponu

« 10 = askiya almak

e Protokol

1. Reaktif, VIDAS'a uygulanmadan en az 30 dakika 6nce oda sicakligina getirilmistir.

2. (VIDAS Kullanict Kilavuzu) kullanarak bir is listesi olusturmak i¢in VIDAS
istasyonunun TSH kodu olarak PieNT Test verileri ve sT3 veya sT4.

3. Kalibre edilmis ve izlenmis 100 pL. numune, numune seritlerinin ilk kuyucuguna

yerlestirilmistir.

Onuncu sT3 ve sT4 aDr TSH SPs alkinci kisayol sT3 ve sT4 aDr TSH RegenR, ekranda
gosterilen konuma yerlestirilmiglerdir. Kilavuzlu prosedir VIDAS Kullanici

Kilavuzunda izlenmistir. Tarama yaklasik 40 dakika stirmektedir.

Sonuglar, bellekte saklanan ve ardindan yazdirilan bir kalibrasyon egrisi kullanilarak
VIDAS tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir. sT3 ve sT4 ve TSH konsantrasyonu
mol/L ve IU/L olarak ifade edilmistir (Biersack and Hotze 1991).
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3.2.4 Molekiiler analiz

A. Genomik DNA izolasyonu

e Prensip

Wizerd Genomik DNA Saflastirma Kiti, kisa stirede tam kan hiicrelerinden DNA'nin
hizl1 ve kolay izolasyonu igin iyi bir yontemdir. Miller (1988) tarafindan bildirildigine

gore; prosediirlerine gore dort asamali bir stirece dayanmaktadir. Kit sunlardan olusur:

1. Hiicre pargalama soliisyonu.
2. Niikleoliz ¢ozeltisi.

3. RNaz ¢ozeltisi.

4. Protein ¢okeltme ¢ozeltisi.

5. DNA isleme ¢ozeltisi.

e Protokol

Steril kosullar altinda ve Promega'nin DNA Genomik DNA Saflagtirma Kiti (A 1120)

protokoliine uygun olarak.

1. Bir niikleaz — kii¢iik, serbest, 1,5 mL santrifiij tiipti igindeki 300 ul kana dokuz
yiiz 1 ul soliisyon (RBCs soliisyonu - Lyses - Buffer) eklenmistir. Tiip 5-6 kez
kisaca ¢alkalanmis olup karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir ve

20 saniye 13,000 rpm'de santrifiijlenmistir.

2. Siipernatant ¢ikarilip tortu 900 pL soliisyon 1 ile yikanmistir. Preparat 20 saniye
13,000 rpm'de santrifiijlenmistir.

3. Her bir tiipe 300 pL. Soltisyon 2 (Cekirdek Parcalama Soltisyonu) eklenerek

beyaz kan hiicreleri eriyene ve karisim saflagincaya ve kivamli hale gelinceye
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kadar soliisyon 5-6 kez emilmis olup ardindan 1,5 pl. Soliisyon 3 (RNaz

Soliisyonu) eklenmistir.

Tupler 2-5 kez alt tist edilmis olup karisim 37 °C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Daha sonra 100 pL soliisyon oda sicakligina sogutulmustur.

. (protein ¢okeltme soliisyonu) tiiplere eklenmistir. Tiipler tam olarak 10-20
saniye dondiiriilmiis olup 5 dakika inkiibe edilmistir. Oda sicakliginda. Hazir
madde 13,000 rpm'de 3 dakika santrifiijlenmistir.

Stipernatan, yeni bir 1,5 mL niikleaz igermeyen santrifiij tiipiine aktarilmistir.
Tiiplere 300 pl. oda sicakliginda izopropanol eklenmistir. Tiipler iyice
dondiiriilerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. iplik benzeri DNA'nin
beyaz iplikleri goriiniir bir kiitle olusturana kadar hafif¢e karistirilmistir. Hazir

madde bir dakika 13,000 rpm'de santrifiijlenmistir.

Stipernatan, yeni bir 1,5 mL niikleaz icermeyen santrifijj tiiptine aktarilmistir. 1
mL % 70 etanol eklenmis olup reaksiyon tiipli hafifce dondiriilerek

karistirtlmistir. Tipler 1 dakika boyunca 13,000 rpm'de santrifiijlenmistir.

Stipernatant dikkatlice dokiiliip atilmistir. Deligi asagi bakacak sekilde tiip 10-15
dakika filtre kagidina yerlestirilmistir.

. DNA peleti, tam bir DNA ¢o6zeltisi elde etmek i¢in 100 pL. Cozelti 5 (DNA

Isleme Cozeltisi) icinde ¢oziilmiistiir.

. Bu tiipler 65°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra izolasyon DNA's1 -20

°C'de saklanmustir.

B. DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

DNA konsantrasyonu Sanbrook vd. (1989)’a gore oranlanmistir. 5 pl DNA soliisyonu

495 uL distile su ile seyreltilmistir. Optik yogunluk, referans olarak damitilmis su

kullanilarak bir ultraviyole spektrofotometre ile 260 nM'de belirlenmistir. DNA

konsantrasyonu (pg/mL) = [OD 260 nM x seyreltme faktorii x 50 pg/mL Protein ile

DNA kontaminasyon derecesini belirlemek i¢in 280 nm'de ek bir 6l¢tim yapilmis olup

AR260R / AR280R boliimii hesaplanmustir.
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C. Safhk

DNA, 1,8 veya daha yiiksek bir AR260R/AR280R oran1 verecektir. Deger 1,8'den azdir.
DNA'nin protein ile kontaminasyonunu gostermektedir (Sanbrook ef al. 1989). Optimal

test sonuglar1 elde etmek i¢cin DNA saflig1 ve konsantrasyonu son derece dnemlidir.

3.2.5 TPO gen mutasyonlarmin tespiti

3.2.5.1 Yaygin mutasyonlar

Bu calismada tani i¢in sekiz yaygin mutasyon se¢ilmistir. Bu mutasyonlarin seg¢imi,
toksik ve toksik olmayan guatr, hipotiroidizm ve tiroid kanseri bozukluklari ile iliskili
en yaygin mutasyonlarin dagilimina dayanmaktadir. Bu mutasyonlarin ve primerlerin
yerini belirlemek i¢in, mRNA dizileriyle tasarlanmis tam TPO genleri NCBI araglariyla
tanmmlanmistir (Ek I, II, III ve IV'e bakiniz). Bu mutasyonlar sirasiyla TPO
mutasyonlarindan 10 ve 11 ekzonlarindaki g1708C> T ve 1978 C> G bolgelerini
icermektedir (Bikker ez al. 1997, Kotani et al. 1999).

3.2.5.1.1 On ekler PZR

e Prensip

Modifiye edilmis kalintiya kilitlenen DNA'nin polimeraz zincir reaksiyonu prensibi,

baglam dizisine bagli olarak iliskilidir. Bu nedenle, primerler insa edilebilir.

Mutasyona ugradigindan ve degistirildiginden stiphelenilen lokusa bagli olarak N tipi
konformasyonda sekeri DNA formunda kisitlayan veya "bloke eden"
deoksiriboniikleotitte pentoz sekerinde hafif bir degisiklik gozlenmistir. Kilitleme, 2'-0
ve 4-C  metilenin  1,2:5,6-di-O-izopropilen-a-D-allofuranoza  baglanmasiyla
saglanmistir. Daha sonra bu degisiklik, kapali fosforamid niikleotit monomerlerinin

sentezi icin temel tegkil etmistir. Bu monomerlerden bir veya daha fazlasini igeren
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birka¢ niikleotide kilit DNA adi verilmistir (Obika er al. 1998). Ek olarak, LNA
monomeri, yiikksek fiizyon sicakligindan (Tm) ve tamamlayict DNA'ya karsi termal
stabiliteden kaynaklanmaktadir. Ayrica, oligoniikleotidi bloke eden, hassasiyeti
azaltmadan mahremiyeti arttirmaktadir. Termodinamik modelin degistirilmis bir

versiyonu kullanilarak DNA i¢in Tm hesaplanmistir (John and Senbet 1998).

e Protokol

TG ve TPO genlerinin mutasyonlarint saptamak i¢in yirmi modifiye primer
kullanilmistir. Bu 6neklerin dizileri GeneFisher ve Oligoanalyzer ile Ortak Tip Bilimleri
Koleji / Khon Kean Universitesi'ndeki BLAST tamitim programlar1 (Bio Basic Inc.
Tayland lisansi altinda) kullanilarak tasarlanmistir. Bozulmus oOnekler, genetik dizi
homojenligine bagli olarak tasarlanabilmistir. Gene Fisher ve Oligo-Analzer, tasarimci
bozulma onekleri i¢in iki etkilesimli web tabanli programdir. Her iki TPO Genindeki

mutasyonlar1 tespit etmek i¢in primerler birlestirilmistir.

o Ilk Seyreltme

Tiim onekler Bio Basic Inc. Thailand Company tarafindan farkli konsantrasyonlarda
bikomol igeren liyofilize bir iirtin olarak saglanmaktadir. Bio Basic Inc. Protokol
Sertifikasi Tayland, 10/1 siispansiyon nihai konsantrasyonuna ulasmak i¢in deiyonize su
kullanarak  baglangic  materyallerini ve siispansiyonlart  seyreltilme islemi

gerceklestirilmistir.

3.2.5.1.2 Primer pzr bilesenleri

Primer bilegenleri - PZR bilesenlerinin reaksiyonu ve karistirma miktarlari, Cizelge

3.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.3 TPO genlerinin PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer ve primer
modifikasyon dizilimi

1] '
ADIM PRIMER GIRISI (5 '— 3') LNA ASTARINI TERS CEVIRME (5 '— 3)
TPO Geni

Exon 10
1708 FW-TPO-21 gtggtttgacccactaatac FM- RW-TPO-23 cctgggaggticagaacc
C>t TPO-22 gtggtttgacccactaatat

Exon 11
1978 FW-TPO-24 cctggacttgtacaagcatcc FM- RW-TPO-26 cgteccattctaagtgetacg
C>g TPO-25 cctgacttgtacaagcatcg

W = yabani tip, M = mutasyon, (Bio Basic Inc. Tayland lisans1 altinda)

e Ilk seyreltme

Tim onekler Bio Basic Inc. Thailand Sirketi tarafindan farkli konsantrasyonlarda
bikomol iceren liyofilize bir {irlin olarak saglanmaktadir. Bio Basic Inc. Protokol
Sertifikasi Tayland, 10/1 siispansiyon nihai konsantrasyonuna ulasmak i¢in deiyonize su
kullanarak  baglangi¢  materyallerini ve siispansiyonlar1 seyreltilme islemi

gercgeklestirilmistir.

3.2.5.1.3 Primer pzr bilesenleri

Primer bilegenleri- PZR bilesenlerinin reaksiyonu ve karistirma miktarlari, Cizelge

3.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.4 TPO genlerinin PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer ve primer
modifikasyon dizilimi

ADIM PRIMER GIRISI (5 '— 3") LNA ASTARINI TERS CEVIRME (5§ '— 3")
TPO geni
Exon 10
1708 FW-TPO-21 gtggtttgacccactaatac FM- RW-TPO-23 cctgggaggttcagaacc
C>t TPO-22 gtggtttgacccactaatat
Exon 11
1978 FW-TPO-24 cctggacttgtacaagcatcc FM- RW-TPO-26 cgtcccattctaagtgctacg
C>g TPO-25 cctgacttgtacaagcatcg

W = yabani tip, M = mutasyon, (Bio Basic Inc. Tayland lisansi altinda).

3.2.5.2 Jel elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu tirtinleri, DiMaio vd. (1982)’e gore ultraviyole 1sikta DNA

alanlarinin tespitinin ardindan agaroz jel elektroforezi kullanilarak belirlenmistir.

3.2.5.2.1 Hazir maddeler

e Tris-Borat-Edta Tamponu (TBE)

109 gr Tris baz, 55,54 gr borik asit ve 20 mL. EDTA (0,5 m) (pH = 8,0) uygun miktarda
DW ile ¢oziilerek ve 1 litre hacime kadar DW kullanarak Tris-borat 10x tampon
¢ozeltisi hazirlanmis olup ardindan pH 7.,8'e ayarlanmistir. Cozelti, 121°C'de 15 psi'de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmis olup oda sicakliginda saklanmistir (Sanbrook

et al. 1989).

e 0,5 Terabayt Times

1900 mLL DW i¢inde 100 mL 10x TBE karistirilarak Tris-borte 0,5x tampon soltisyonu

hazirlanmistir.
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3.2.5.2.2 Protokol

1. Yizde bir agaroz jeli, 1 g agarozun 100 mL 1x TBE ig¢inde ¢ozelti berraklasana
kadar kaynatilmasiyla hazirlanmistir. Cozeltinin 55 °C'ye sogumasina izin verilmis
olup ardindan jele etidyum bromiir (0,5 pg/mL) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Agaroz

cozeltisi, bir jel yapmak i¢in kapali bir plakaya dokiilmiigtiir.

2. Kristalizasyondan sonra (Oda sicakliginda yaklasik 30 dakika), tarak ve bant
cikarilmistir. Jel, 0,5x TBE tamponu ile doldurulmus bir jel odasina yerlestirilmistir.

Jel cepleri tamamen bir yalitkan ile kaplanmstir.

3. Tim PZR karistmi (25 ul) jel ceplerine damlatilmigtir. Ek olarak, hacim
karsilastirmasi i¢in 5 pl. DNA uzunluk standardi uygulanmaistir.

4. Daha sonra 100 eV'de 45 dakika elektroforez yapilmustir.

5. Elektroforez tamamlandiginda jel bir UV transilliiminatdre uygulanmistir (Maniatis
et al. 1982). Gene Flash Gel Dokiimantasyon Sistemi. Gozlenen araliklar

belgelemek icin bir jel dokiimantasyon sistemi kullanilmistir.

3.3 Patolojik Histolojik Inceleme

Bu yontem (Bancroft et al. 1988) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3.1 Histolojik boliimiin hazirlanmasi

Histopatolojik inceleme i¢in alinan 6rnekler hemen % 10 formaldehit icinde muhafaza
edilmigtir. Musluk suyu ile yikandiktan sonra tamir edilmis olup artan alkol
konsantrasyonlar1 araliginda (% 70, % 80, % 90, % 100) islem gormiistiir. Dokular
parafin bloklara dahil edilmis olup ardindan (5-6) pum'de boélinmiistiir. Tiim {niteler
hematoksilen ile renklendirilmis olup ardindan eozin boyanmistir ve patolojik

degisiklikler gozlenmistir.
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3.3.2 Hematoksilen-eozin yontemi

Histolojik kesitler asagidaki soliisyonlara ve reaktiflere agagidaki gibi yerlestirilmistir:

1. 5 dakika boyunca zylol.

2. 1 dakika boyunca mutlak alkol. Kurumasi i¢in bir dizi etanol (% 80, % 70, % 50, %
35) ayirip ardindan 1 dakika DW'de durulama.

3. 1 dakika boyunca iyot boyama.

4. Sodyum - iyodu silmek, dokular1 beyaza ¢evirmek ve birka¢ dakika musluk suyunda

durulamak i¢in hidrojen siilfat.

5. 1 ve 5 dakika hematoksilen, ardindan fazla boyayi silmek i¢in musluk suyunda

durulama.
6. Pembeye donene kadar asidik alkol ekleyin, ardindan musluk suyuyla durulamak.

7. Maviye donene kadar kabartma tozu ekleyip, ardindan musluk suyuyla durulamak. 5
dakika eozin, ardindan musluk suyunda durulamak. 10.xylol 3 dakikanin ardindan

Kanada balsaminda inflize etmek.

3.4 Iistatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, Minitab 15 istatistiksel analiz yazilimi kullanilarak yapilmistir.
Farkli gruplar1 kendi aralarinda ve kontrol grubuyla karsilagtirmak igin iki yonli
ANOVA testi kullanilmigtir. Tiim degerler, ortalama + ortalamanin standart sapmast (M

+ SD) olarak ifade edilmistir. P degeri< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Klinik Cahsmanin Ozellikleri

Tiroid tiimori ve tiroid kanseri olan hasta ve saglikli kontrol grubu sayisi olmak tizere
iki tiroid hasta grubundan kan 6rnekleri alinmistir. Boylece guatr 30 (% 30) ve tiroid
kanserli hasta gruplarinin tam sayist 20 (% 20) olarak saptanmistir. Bu say1 kontrol
grubunda ise 25 (% 25) idi. Hastalar 35-55 yas aras1 ve 50 yas tistii idi. Hem hasta hem

de kontrol gruplari i¢in cinsiyet dagilim verileri, Cizelge 4.1'de sunulmustur.

Erkeklerde ve kadinlarda oranlar sirasiyla % 25 ve % 48, cinsiyetler arasi oranlar ise

tiroid kanseri ve guatr gruplarinda 7:13 ve 8:22 idi.

Cizelge 4.1 Yas ve cinsiyet (n=75) dikkate alinarak hipotiroidili hasta gruplarinin ve
gortintiste saglikli kontrollerin demografik 6zellikleri

GRUPLAR MN) % YAS (YIL)% CINSIYET

<30 [35-55 [>50 [ sum E | K

Saglik Kontrol Grubu
| 25 |5 [15th |5 | 25 | 10 | 15th
Hasta gruplari

Tiroid kanseri 20 6 10 4 20 7 13
Guatr 30 7 15th 8 30 8 22
Toplam 75 18 40 17 75 25 50
X’ 6,4 **
E: Erkek, K: Kadin: Hasta sayisi. **: ¢ok énemli (p <0,01)

Cizelge 4.1'de sunulan hastalarin yas dagilimi, hastalarin % 40'inin 30 — 50 yas arasinda
oldugunu gostermistir. Ayrica, goriiniiste saglikli (kontrol) grup (25 denek) 10 (% 44)
erkek ve 15 (% 56) kadindan olusmaktadir. Bu dagilimdan farkli bir lokusta, yaklasik
olarak incelenen Ornekler disileri ayirt etmistir. Bu sonuglar, tiroid bozukluklarinin
kadinlarda erkeklere gore daha yaygin oldugunu dogrulayan veri ile uyumludur (Neutel
et al. 2002). Calismalarin prevalansi, 30 yasinda deneklerin maksimum guatrina sahip
olarak tanimlanmistir (Oelmann ef al. 2002). Yasla birlikte ek guatr prevalansi, hatta

guatr prevalansinda azalma tespit edilmistir. (Brander ez al. 2000).
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Yeterli iyot bulunan bolgelerde 40 yasindan sonra guatr prevalansinin azaldigi tespit
edilmistir (Brander ef al. 2000, Papini et al. 2007). Genel olarak tiroid hacminin
erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (Weiss et al. 1996). Onceki
tim c¢alismalar, tiroid bozukluklarinin kadinlarda guatr artist anlamina geldigini

gostermistir (Brander ef al. 2000).

Sonuglarimiz, yas ve cinsiyetin tiroid bozukluklarinin prevalansi ve insidansi ile iligkili
oldugunu ve orta yas ile daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Birka¢ ¢alisma, tiroid
bozukluklarinin ¢ogunlugunun 30 ila 50 yas arasindaki yetiskinlerde yaygin oldugunu
ve insidansin kadinlarda erkeklerden daha yaygin oldugunu bildirmistir (Nordyke et al.

1988, Gabriel et al. 2009).

4.2 Biyokimya Parametreleri

4.2.1 Serum TSH, T4 ve T3 seviyeleri

Tiroid bozukluklar1 ve kontrol gruplar1 i¢in TSH, T4 ve T3 kan seviyeleri Cizelge 4.2'de
gosterilmistir. Tiroid kanseri grubunda (105,71 + 9,85 nmol/L) T4 diizeyleri dikkate
degerdi (p<0,05). Ayrica, T4 ve T3 seviyeleri 6nemli 6l¢ilide artmustir.

Toksik guatr gruplarinda artisa (97,29 + 8,71 nmol/L ve 1,84 £+ 0,33 nmol/L) ek olarak,
hormon diizeylerinin genel prevalansi, kontrole gore onemli 6l¢lide degismistir. Bu
calismada TSH, T4 ve T3 diizeylerinin ortalama degerlerindeki farkliliklar yaygindi.
Arastirmacilar, TSH, T4 ve T3 seviyeleri ile tiroid bozukluklar1 arasindaki iligkiyi

incelemekle ilgilenmektedir.

Guth vd. (2009)’de yaptiklar1 calismada, guatrin T4 ve T3'te ortaya ¢ikan degisikliklere
bagli oldugunu belirtmektedir. Cesitli durumlarda hormon diizeylerinin guatr
olusumuna neden oldugu gozlemlenmistir. Diger bazi arastirmacilar da T4 seviyesinin

toksik guatr gelisimini artirdigini bulmuslardir.
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Calisma sonuglari, toksik guatr ve tiroid kanseri olan hastalarda kandaki diisiik TSH

seviyelerini tespit etmeye odaklanmistir (Guth et al. 2009).

Cizelge 4.2 Tiroid bozuklugu olan hasta gruplarinda kan TSH diizeyleri (WI[U/mL), T4
(nmol/L) ve T3 (nmol/L)

Gruplar Hormonlar

TSH (IU/mL) T4 (nmol/L) T3 (nmol/L)
Saghkh (kontrolor) 1,42+0,19b 87,76 £4,49 A 1,54+ 0,23 b
Tiroid kanseri 1,46 £0,74 b 105,71 £9,85 a 1,33+£0,15b
Toksik guatr 1,61+043b 9729+ 8,71 A 1,84 £ 033 A
P-degeri 6,494 * 18,928 * 0,528 *
*: Istatistiksel olarak dikkate deger farklar (p <0,05), a, b: farkli harfler ortalamalar arasinda istatistiksel

olarak belirgin farklar1 gosterir.

4.2.2 Yasm TSH, T4 ve T3 kan diizeylerine etkisi

Cizelge 4.3'te sunulan sonuglar, tiroid bozuklugu olan hasta gruplar1 arasinda yas

gruplariin TSH, T4 ve T3 kan seviyeleri tizerindeki etkisini gostermektedir.

Tiroid hastaliklar1 disinda tiim gruplarda TSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmazken, tiroid bozuklugu gruplart arasinda kan T4 diizeylerinde yas
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Serum T4 diizeyi tiroid
kanserli gruplarda yasla birlikte azalirken, toksik guatr grubunda yasla birlikte

yiikselmistir.

Serum T3 seviyeleri, 50 yas tstii tiroid kanseri grubundaki hastalarda diger yas
gruplariyla karsilagtirildiginda (sirasiyla 0,66'ya karsi 1,6 ve 1,48> 50, <30 ve 30-50
yas) kayda deger bicimde azalmistir (p<0,05). Diger tiroid hasta gruplarinda yas

gruplari ile birlikte T3 seviyelerinde anlamli farklilik mevcut degildir.

Sonuglar, yas gruplar1 arasinda T3 ve T4 diizeylerinde anlamli bir farklilik olmadigini

ve bu sonucu dogrulamaktadir. 50 yas iistii hastalarda T3 ve T4 diizeylerinde degisiklik
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olmamasina eslik eden artan TSH diizeyleri iyot eksikligine baglanabilir. Iyot
eksikliginin ilk fonksiyonel sonucu, tiroidin iyot alimini arttirmistir. Bu stire¢, kandaki
TSH seviyesini artirarak iyilesmistir. TSH'ye tiroid duyarliligi, kandaki artan TSH
seviyesinden daha 6nemlidir (Franklyn et al. 2008).

Cizelge 4.3 Tiroid bozuklugu olan hastalarda yasa gore kan TSH diizeyleri (u[U/mL),
T4 (nmol/L) ve T3 (nmol/L)

Gruplar Yas (Yil) P.
<30 3555 >50 Degeri
TSH (0,4-4) . Tu/l
Tiroid kanseri 0,25+ 0,14 1,77 + 1,87 1,85+ 1,28 5,612 ns
Toksik tiroid bezi 0,58+ 0,30 2,17+ 0,83 1,58+ 0,70 2,491 ns
guatr

T4 (60-120) nmol/L

Tiroid kanseri 138,50 + 14,50 108,17 + 10,86 77,00 = 13,39 | 55,093 ns
Toksik tiroid bezi 87,15+ 16,97 106,31 + 14,38 102,75+8,92 | 48,354 ns
guatr

T3 (0,9-2,3) nmol/L

Tiroid kanseri 1,66 + 0,05 A 1,48+ 0,15 A 0,66+ 0,07 b 0,748 *
Toksik tiroid bezi 2,11 +0,68 1,83 £ 0,42 1,78 £ 0,32 1,316 ns
Guatr

*: [statistiksel olarak kayda deger fark (p <0,05), ns: istatistiksel olarak kayda deger fark. A, B: Farkli
harfler, ortalamalar arasindaki 6énemli farkliliklar1 gosterir.

4.2.3 Kandaki TSH, T4 ve T3 diizeylerinin cinsiyetinin etkisi

Cizelge 4.4’teki sonuglar Tiroid bozukluklar1 ¢alismalarinda cinsel olarak etkilenen kan
TSH, T4 ve T3 duizeylerini gostermektedir. Tiim tiroid bozukluklar1 gruplarinda serum
TSH ve T4 diizeylerinde cinsiyete gore anlamli bir farklilik mevcut degildi. Bunun yani
sira, Cizelge 4.4'te gosterildigi gibi tiroid kanserli kadin grubundaki T3 seviyeleri
erkeklere gore kayda deger bicimde artt1 (P <0,05).

31



Cizelge 4.4 Tiroid bozuklugu olan hastalarda cinsiyetin TSH (uIU/L), T4 (nmol/L) ve
T3 (nmol/L) diizeylerine etkisi

Gruplar CINSIYET P.
BKNZ. | KADIN Degeri
HORMONLAR
TSH (u IU/mL)

Tiroid kanseri 1,07+ 0,83 1,56+ 1,05 3,558 ns
Toksik guatr 1,34+ 0,33 1,60 £ 0,55 1,768 ns

T4 (nmol/L)
Tiroid kanseri 92,30 + 14,00 106,71 £ 11,50 37357 ns
Toksik guatr 104,65 + 15,10 91,26 + 8,53 34,188 ns

T3 (nmol/L)
Tiroid kanseri 0,86 +0,18b 1,40+ 0,13 A 0,471 *
Toksik guatr 1,65+ 0,24 1,88+ 0,21 1,035 ns

ns: Istatistiksel olarak kayda deger farkliliklar, *: Istatistiksel olarak kayda deger farklar (p <0,05), a, b:
Farkl1 harfler ortalamalar arasindaki istatistiksel olarak kayda deger farklar1 gosterir.

4.3 Molekiiler Arastirma

4.3.1 DNA hazirh@

Periferik kandaki EDTA lenfositleri, Promega tarafindan saglanan Wizard Genomic
DNA Aritma Kit'in standart prosediirii izlenerek DNA'y1 izole etmek i¢in kullanilmistir.
Bir tampon ¢o6zeltisi i¢inde ¢oziindiiriilmiis olup daha sonra bir spektrofotometre ve
ultraviyole 1s18a maruz birakilan etidyum bromiir ile jel elektroforezi ile
degerlendirilmistir. Genomik DNA {iretimi, kanin tazeligine ve depolanmasina ve kan
ornegindeki beyaz kan hiicrelerinin miktarina bagli olarak konsantrasyon ve safliga gére

numuneler arasinda farklilik gostermistir.
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4.3.2 Onekler pzr tahlili

Hedef DNA, vahsi tipte modifiye edilmis primerler (dogal primer) ve diger tespit
edilecek mutasyona tamamlayici (primer mutajen) kullanilarak 6n ek reaksiyon -
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifiye edilmistir. Fraksiyon c¢iktisini
yiikseltmek i¢in PZR'ye TPO geninin farkli bir bolimiinti tamamlayan bir ¢ift primer
dahil edilmis olup bu da reaksiyon karigiminin ve termal dolagimin uygun, dogru ve

optimal olarak hazirlandigini géstermektedir.

Uriiniin yabani tipte ve mutantta bulunmasinin heterozigot oldugu belirlenirken, mutant
alanin varlig1 mutasyon i¢in sadece homozigozu gosterirken, vahsi tiiriin ilkel alaninin
varlig1 tiroid bozukluklarina iligkin ¢alismalardan elde edilen bulgularin 6rnekleri olarak

yalnizca dogasini (mutasyon olmadan) gostermektedir (Najmabadi ez al. 2003).

4.3.3 Eksonik ve ekzonik-TPO genleri arasindaki intronic ekleme bdolgesi

mutasyon

Bu calismada ekzonlar ve ekson-intronlar TPO genleri analiz edilmistir. Mutajenik
sonuglar (Cizelge 4.5, Cizelge 4.6)'da gosterilmistir. TPO genlerinde iki mutasyon tespit

edildiginden tiroid bozuklugu hastalarinda mutasyonlar tespit edilmistir.

33



Cizelge 4.5 Hastalar ve saglikli kontrol arasindaki TPO genlerindeki heterozigot ve
homozigot mutasyonlarin demografisi

A Adim GENOTIP

HASTA GRUPLARI SAGLIKLI

KONTROL
Toplam | Mutant Mutant Toplam Mutant Mutant
ornek olmayan | simetrik | Heterozigot ornek olmayan
No. No. No. No. No. No. No.
TPO geni

C1708 c>T 21 0 4 17 25 0 0
C, 1978 29 0 8 21 25 0 0
CE>c
Toplam 50 30 12 38 25 0 0
X: toksik guatr, C: tiroid kanseri.

TPO geninde sistein dontigimii veya timin veya guanin ile donlisim igeren
mutasyonlar, ekson 10'un 1708 pozisyonunda (c1708C> T) ve ekson 11'in 1978
pozisyonunda (c1978C> G) Sekil 4.1'de gosterildigi gibi tespit edilmistir. Tiroid
bozukluklarina hormonal bozukluklar ve genetik bozukluklar neden olmustur. Iyot
bakimindan ¢ok diisiik bir diyet ve tiroid hormonu biyosentezi i¢in gerekli bir proteini
kodlamak icin genlerdeki kusurlar, hormonlarin yetersiz iiretimine yol acabilmektedir.
Sonug olarak, tiroid bozukluklar: ile iliskili TPO genlerindeki genetik kusurlar iyi

belgelenmistir.

Sekil 4.1 TPO c. Tiroid bozuklugu olan hastalarda 1978C > G (Gln660Glu) ve alt1
1708C > T mutasyonu tespit edildi. Toksik guatr ve tiroid kanseri vakalarinin
sayis1 diger tiroid hastaliklar1 gruplarina gére daha fazladir
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Wakitani vd. (1989)’de yaptiklar1 c¢alismada, 1708 niikleotid pozisyonunda erken
sonlandirma kodonu CGA+ TGA (Arg + stop) ile sonuglanan tek bir niikleotid gecisini
ortaya c¢ikarmistir (Arg 540 stop). Bu mutasyon, hem ile iliskili varsayilan histidin

kalintilarindan birini igermeyen ampute bir proteine yol agacaktir.

Cizelge 4.6 Irak tiroid bozukluklarinda TPO gen mutasyonunun TSH, T4 ve T3
dizeylerine etkisi. A, B: Farkli harfler, ortalamalar arasindaki onemli
farkliliklar1 gosterir

Grouplar Mutasyonlar
TSH IU / litre T4 T3
1708 ¢ >d
Tiroid kanseri 324+ 1,50 A 85,25+ 11,86 b 1,35+0,08b
Toksik Guatr 0,470+ 0,22 b 111,5+ 25,50 A 343+ 1,58 A
Saghkh (kontrolor) 1,9+0,34b 67,16 £2,19a,b 1,24+ 0,064 a
1978 AD > Z
Tiroid kanseri 0,11+0,1b 123,00 + 0,01 a 1,60 +0,0 a
Toksik guatr 2,27+0,73 b 85,83 +4,42b 0,83 + 0,06 A
Saghklh (kontroldr) 1,08+ 0,13 b 84,16 £+ 2,06 a, b 1,10+ 0,074 A

Ozetle, mevcut calismadaki ekson-intron ek yeri mutasyonlarmin molekiiler analizi,
tiroid bozuklugu olan Irakli hastalarla iligkili ti¢ ek yeni mutasyonunun tespit edildigini

gostermistir.

4.3.4 Gen mutajenik hastalarda serum TSH, T4 ve T3 diizeyleri

TPO mutasyonlarn ile ilgili TSH, T4 ve T3 hormonlarinin seviyeleri Cizelge 4.6'da
gosterilmigtir. Malign doniisiime yol agan guatr gelisiminde rol oynayan faktorler
cogalacaktir. Guatr gelisiminde TSH'nin uzun siireli uyarilmasinin genellikle kabul
edilebilir oldugu agiktir. Bununla birlikte, bazi TG mutasyonlar1 vakalarinda, kanda
TSH yiikselmemis yetiskinlerde TSH supresyonu ile tedavi genellikle etkili olmadig:
icin diger bilinmeyen mekanizmalar varsayilmalidir (Hishinuma et al. 2005). Toksik

guatr hastalarinda, TPO 1978C> G, artan T4 seviyesi ile iliskilendirilmistir.
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Sonuglar ayrica tiroid kanserinde TPO (886C> G ¢ 986A> C, Srrastyla, toksik guatr
grubunda bir takim mutasyonlarla iliskili T3 diizeylerinde 6nemli bir artis gostermistir.
Ote yandan, TPO 1978 AD > Z idi. Test edilen tiim gruplar arasinda T3 seviyesi

tizerinde hicbir etkisi olmamustir.

Tiroid hormonlarinin sentez bozukluklari, tiroid bozukluklarinin yaygin bir nedenidir.
Bu bozukluklarin biiyiik ¢ogunlugu, biyosentezde anormallige neden olan TPO
genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. T3 ve T4 hormonlarinin sentezinde,
sonuc¢larimiz tespit edilen mutasyonlarin ¢ogunun tiroid sentez hormonlar1 arasindaki

etkiyi arttirdigini ortaya koymustur (Targovnik et al. 1993).

4.4 Tiroid neoplazmalarmin histopatolojisi

Erkek hastalarda guatr, guatr ve iyi huylu timérlerin sayilar1 ve farkli yas gruplarina
gore dagilimim gosterirken (Cizelge 4.7), guatr olgularinin ve kadin hastalarda farkli

yas gruplarina gére iyi huylu tiimérlerin say1 ve dagilimini gostermektedir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7 Hipotiroidili erkeklerde guatr ve polip prevalansi. Kapsanan vakalar
ultrason ve radyografinin sonucudur

YAS/YIL FOLIKULER ADENOM HASTALARI
31-40 3
41-50 8
55 4

Cizelge 4.8 Guatr, hipotiroidili kadinlarda goriilen metastatik iyi huylu bir neoplazmdir.
Kapsanan vakalar ultrason ve radyografinin sonucudur

YAS/YIL FOLIKULER ADENOM HASTALARI
20-30 7
31-40 10
55 8

(Cizelge 4.7, Cizelge 4.8) guatrin tiroid fonksiyon bozuklugunun bir 6zelligi oldugunu

ve tiroid hormonlarinin anormal seviyelerde olmasi ve hastalarin tedavinin erken
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evresinde olmasi nedeniyle hastalarda hastaligin erken evrelerinde goriilebildigini
gostermektedir. Ancak ileri yaslarda (51 - 60) tiroid bezinin boyutunu kiigiilten tedavi
nedeniyle guatr daha az goriilmiistiir. Ayrica cinsiyetler karsilastirildiginda guatr kadin
hastalarda erkeklere gore daha sik goriilmektedir. Bunun nedeni her iki cinsiyetin

fizyolojik farkliliklar1 olabilir.

TPO Gen mutasyonlar1 su sekilde ortaya ¢ikar: saglikli bir kontrol grubunda. Cizelge
4.8'de gosterildigi gibi mutasyon saptanmadi. Tiroid grubundaki hastalarda ise bu

gruplar arasinda bir¢ok mutasyon tespit edilmistir.

Guatr kadinlarda daha sik goriiliir ve Ostrojenin bagisiklik sistemi, ozellikle de B-
hiicresi repertuari tizerindeki etkisiyle iligkili olabilir (Da Silva ef al. 1995). Erkeklerin
daha az siddetli semptomlarla daha kotii biyokimyasal asir1 aktivite yasadiklart one
stirtilmesine ragmen yine de kadinlara oranla erkekler de daha az goriilmustiir (Reed et

al. 2014).

Tedavi sonuglarinda herhangi bir farklilik oldugunu gosteren ¢ok az kanit mevcuttur.
Italyan deneklerde yapilan baska bir ¢alismada, erkek hastalarda tibbi tedaviden sonra
uzun siireli niiks oraninda hafif bir artis bildirmektedir (Vitti et al. 1997). Guatrin klinik

goriintimiinde yasa bagl farkliliklar da bildirilmistir (Nordyke ef al. 1988).

Hipertiroidi siddeti ve antikor prevalansi yasla birlikte azalma gostermistir (Aizawa
1992). Bu c¢alismada tiroid bezi sirozu olan bazi guatr hastalari, tiroid kanseri
hastalarina tiroidektomi yapildig1 i¢in biyopsi ig¢in histopatoloji laboratuvarlarina
basvurmustur. Bu hastalardan almman ornekler, hipertiroidi ve fibrozisli hastalarda
papiller adenomu gosteren Sekil 4.2'de ve papiller kanserli hastalarda Sekil 4.3, Sekil
4.4 ve Sekil 4.5'te gosterildigi gibi histopatolojik inceleme i¢in kullanilmastir.
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Sekil 4.2 Tiroid dokusunun histopatolojik kesitinde fibrozis( =*) hipertiroidi li bir
hastada (X10) hiperplastik degisiklikler tespit edildi

Sekil 4.3 Tiroid dokusunun histopatolojik kesitinde papiller tiroid karsinomu hastasinin
(X10) papiller biiylime paterni, niikleer temizlenme ve hiicrelerinde
oryantasyon bozuklugu (= ) saptandi
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Sekil 4.4 Tiroid dokusunun histopatolojik kesiti, papiller tiroid karsinomu hastasinin
(X10) tiroid folikiillerinin papiller biiyiime paterni, niikleer temizlenme ve
hiicrelerin oryantasyon bozuklugunu (= ) ortaya ¢ikard1

Sekil 4.5 Tiroid dokusunun histopatolojik kesitinde papiller tiroid karsinomu hastasinin
(x40) tiroid folikiillerinin papiller biiylime paterni, niikleer temizlenme ve
hiicrelerin oryantasyon bozuklugu ( =) saptandi
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Tiroid bezinin streptokok lezyonlar1 genel popiilasyonda ¢ok yaygindir. Erigkin
popiilasyonda palpe edilebilen tiroid nodiillerinin insidansi yaklasik % 4 ila % 7'dir

(Carroll and Miquelle 2006).

Bununla birlikte, bazi klinik durumlarda, zayif fiksasyon nedeniyle lam ornekleri
sitolojik inceleme i¢in yeterli degildir ve tani i¢in iyi egitimli bir patolog her zaman
mevcut degildir. Bu gibi durumlarda dogru teshis i¢in daha objektif bir yonteme ihtiyag
duyulmaktadir. Sprinklerlerden gelen niikleik asitlerin analizi ile genetik teshis bu
amagla kullanilabilir (Sekil 4.6, Sekil 4.7). Bununla birlikte, onceki ¢alismalarin ¢ogu,
tiroid ttimorlerinin klinik 6zellikleri hakkinda fazla bilgi saglayamamistir (Weiss ef al.

1996).

Sekil 4.6 Tiroid dokusunun histopatolojik kesiti, tiroid hormon bozuklugu hastasinin
(X40) normal goriintimlii biiylime paterni ( = ) ortaya ¢ikard1
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Sekil 4.7 Tiroid dokusunun histopatolojik kesiti, tiroid hormon bozuklugu olan hastanin
(X10) normal goriiniimlii biiylime paterni ortaya koydu
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5. TARTISMA

Elde edilen sonuglar su sekilde agiklanabilir: A primer seti tiroid gen analizi i¢in
spesifikti. Normal (saglikli) hipotiroidili hastalar arasindaki karsilastirma, molekiiler
diizeyde DNA degisikliginin meydana geldigini diisiindiiren kayda deger bir fark
vermektedir. Bununla birlikte, PZR amplifikasyonundan tiroid kanserli hastalarda DNA
gozlemlenmistir. Bu, tiroid fonksiyonunu ve normal gelisimi ve yaniti kontrol eden
genlerde bir mutasyonun varligina baglanabilir. Bu mutasyon genleri, bu amagla
kullanilan primerin hedef bolgeye duyarli olmasini saglayacak sekilde degistirmistir,

dolayisiyla islem sonucunda herhangi bir amplifikasyon meydana gelmemistir.

Daha once tedavi edilmis iyi diferansiye tiroid kanseri olan hastalarin ¢ogunda, bu
olduk¢a hassas teknik, TSH baskilayici tiroid hormon tedavisi sirasinda bile kii¢iik
miktarlarda tiroid dokusunu tespit edebilir. Dolasimdaki mRNA kullanilarak gelistirilen
test, duyarliligini, az sayida mRNA molekiiliiniin spesifik amplifikasyonuna izin veren

bir teknik olan PZR'nin kombine kullanimindan almistir.

PZR, metastatik prostat kanseri (Ghossein ef al.1995), malign melanom, meme kanseri
ve tiroid kanseri olan hastalarda kiigiik malign doku odaklarinin yani sira dolasimdaki

kanser hiicrelerini saptamak i¢in kullanilmistir (Kruger ez al. 1996).

Bu calismada kullanilan dolasimdaki tiroglobulin mRNA testinin, yakin zamanda
bildirilen diger testlerden farkli performans 6zelliklerine sahip oldugu goriilmektedir.
Ditkoff vd. (1996) inceledikleri metastatik tiroid kanserli 7 hastanin tiimiinde dolasimda
tiroglobulin mRNA saptadi, ancak metastazi olmayan 78 hastanin % 10'undan azinda
(Ditkoff et al. 1996) bu bulguya rastlanmistir. Ayrica, normal deneklerden alinan kanda
tiroglobulin mRNA'sin1 tespit edilmistir. Tallini vd. (1998)’de yaptiklar1 ¢alismada,
ameliyattan Once tiroid kanserli hastalardan alinan kan orneklerinde tiroglobulin
mRNA'y1 analiz etmistir (Tallini er al. 1998). Bu hastalarda saglam tiroid bezleri
olmasina ragmen, tiroid kanserli hastalarda dolasimdaki tiroglobulin mRNA's1 tespit

edilmistir.
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Bu arastirmacilarin bulgulari1 ve bu ¢alismanin sonuglari arasindaki farklar, muhtemelen
bu ¢alismada kullanilan tiroglobulin mRNA tahlilimizin daha yiiksek duyarliligr ile
ilgilidir. TSH uyarisinin yoklugunda, 200'den az tiroid hiicresi/mL kan igeren
numunelerde tiroglobulin mRNA'y1 tespit edememistir (Ditkoff et al. 1996). Tallini vd.
(1998)’de yaptiklar1 calismada, saptama smirini yaklasik 50 - 100 tiroid hiicresi/mL
kana esdeger olarak bulmuslardir. Buna karsilik, bu ¢alisma, 10 normal tiroid
hiicresi/mL  kandaki tiroglobulin mRNA'sinin saptanmasini hesaplamis olup bu,
yaklagik 3 tiroid hiicresi/mL. kanin deneysel gozlemine benzer bir duyarlilik
gostermistir. Tiroid kanserli hastalarda testin duyarhiligi, dolasimdaki kanser
hiicrelerinde tiroglobulin ekspresyonunun diizeyine bagli olacak ve hesaplanan
duyarliliklardan farkli olabilecektir. Bu tahliller arasindaki analitik duyarlilik farki,
oligoniikleotid primerlerinin tasarimindaki farkliliklari, birinci iplik cDNA ve PZR'nin

sentezi i¢in kosullar1 ve RNA'nin hazirlanmasini yansitabilmistir.

Birkag¢ kanit dizisi, periferik kanda tespit edilen tiroglobulin mRNA'sinin, tiroglobulin
gen ekspresyonunun ektopik transkripsiyonu temsil edebilecegi lenfositlerden ziyade
dolasimdaki tiroid hiicrelerinden kaynaklandigini iddia etmektedir. 11k olarak, negatif ve
pozitif kontrol seridi, elektroforezden sonra giiclendirilmis bantlar gostermemistir.
Ikinci olarak, tiroglobulin mRNA, sadece bir tur amplifikasyondan sonra periferik kan
RNA'sinda saptanabilmistir. Buna karsilik, ektopik olarak eksprese edilen mRNA'larin
asir1 diisiik seviyelerinin tespiti tipik olarak iki ardisik yuvalanmis amplifikasyon turu

gerektirmistir (Ringel et al. 1998).
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6. SONUCLAR

Mevcut ¢alismanin sonuglari, 30 - 50 yas grubunda ve kadinlarda tiroid bozukluklarinin
prevalansinin erkeklere gore daha yiliksek oldugunu gostermistir. TPO genleri ile
mutasyonlar tespit edilmistir. Toksik tiroid gruplari ile tiroid kanseri arasinda benzer
mutasyonlar tespit edilmis olup toksik tiroid gruplar ile tiroid kanseri arasinda yliksek

DNA instabilitesi tespit edilmistir.
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