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OZET

TSH tiroid folikiil epitel hiicreleri iizerindeki tirotropin reseptoriine (TSHR)
baglanarak, tiroid bezinin biiylimesini, hormon sentezini ve sekresyonunu uyarir.

TSHR'ii G-proteine bagimli reseptordiir. TSH reseptSre baglandiktan sonra
reseptér G protein komleksi ile iliski kurar. G-protein alfa alt grubu adenilat siklaz
yolunu uyararak, cAMP iiretimini saglar. cAMP diger bir enzim olan Protein Kinaz
A (PKA)’ ya baglanir ve mRNA transkripsiyonu baglatir.

Yapilan ¢alismalarda, tiroid nodiillerinde Gsp mutasyon sikligi % 0-65, TSHR
mutasyon siklifn  %0-86 oranmnda saptanirken, PKA mutasyonlarn ise
saptanamamugtir. Iyot eksikligi ve guatr insidans1 yliksek olan filkemizde ise bdyle
bir ¢alisma su ana kadar yapilmamustir. Bu yiizden, bu ¢alisma ile tilkemizde tiroid
nodiillerinde TSHR, Gsp ve PKA genlerindeki mutasyon siklifini saptamayi
amagladik.

Bu ¢alismaya nodiiler tiroid hastalig1 nedeni ile opere olmus 105 hasta alindi.
Bu hastalarin nodiil ve ¢evre dokularindan alinan &rneklerden genomik DNA
izolasyonlar1 yapildiktan sonra; PZR, agaroz gel elektroforezi ve SSCP ydntemleri
ile bu ti¢ gendeki mutasyonlarin varligina bakildi. Mutasyon saptanan vakalarda
otamatik DNA dizi analizi ile mutasyonlarin yerleri belirlendi.

Calisma sonunda; tiroid nodiillerinde Gp ve PKA mutasyonu saptanmazken,
TSH reseptoriinde ise 14 mutasyon saptandi. Tiroid nodiillerinde mutasyon goriilme
siklif1 % 5.9 olarak belirlendi. Mutasyon ile klinik parametreler kargilastinldiginda;
mutasyon hiperaktif nodiillerde, hipertiroidide ve toksik multinodiiler guatrlarda
anlamli olarak daha yiiksek saptanda.

Bu ¢aligma ile TSH reseptor sinyal ileti yolu mutasyonlar: beklendiginden
daha az oranda bulunmustur. Ancak bu calismalarin 6zellikle endemik guatr
bolgelerinden segilmis tiroid adenomlarinda, reseptoriin dier eksonlarinda, sinyal
ileti yolunun diger basamaklarinda ve tiroid IIAB’si ile elde edilen 6rneklerde dizi

analiz yontemi kullanilarak yapilmas1 &nerilebilir.

iv



ABSTRACT

Thyroid hormone production is controlled by thyrotropin (TSH) release from
the pituitary gland. TSH binds to specific receptors on thyroid follicle epithelial cells
and stimulates hormone synthesis, secretion and thyroid enlargement.

TSHR is coupled to a G protein. After the binding of TSH with the receptor,
it interacts with the G protein complex. G protein stimulates the adenylate cyclase
pathway and leads to the formation of cAMP which in turn binds to another enzyme,
Protein Kinase A (PKA) and starts the transcription of mRNA.

In the last decade, studies were first done to determine Ggp mutations and
later TSHR and PKA mutations. The Gsp mutation rate is % 0-65 and TSHR
mutation rate is % 0-86, whereas no PKA mutation was identified in thyroid nodules.
In a such as ours country with iodine deficiency and a high goiter incidence rate,
these mutations have not been looked at. In our study, we aimed to find out the
mutation frequency of TSHR, Gsp, PKA genes in thyroid nodules.

One hundred five patients who had undergone total thyroidectomy for
noduler thyroid disorders were enrolled in the study. Genomic DNA was isolated
from the noduler specimens and surrounding normal tissues of these patients. By
using PCR, agarose gel elecrophoresis and SSCP methods, a search for mutations in
the three genes was done. In those cases where a mutation was detected, the precise
localisation of the mutations was identified by automatic DNA sequence analysis .

No Ggp or PKA mutation was detected, whereas 14 mutations were detected
on the TSH receptors. Mutation rate among thyroid nodules was found to be % 5.9.
After clinical correlation, it was concluded that mutations were significantly more
frequent in hyperactive nodules, hyperthyroidism, and toxic multinoduler goiter
cases.

In this study, the TSH receptor signaling pathway mutations were less
frequently encountered than we expected. However it is recommended that these
studies be performed in regions where goiter is endemic, in other exons of receptors

and in other steps of the signal pathway by using sequence analysis



1. GIRIS VE AMAC

Nodiiler tiroid hastalifi, toplumda yaygin olarak gériilmektedir (1). Tiroid
nodiillerinin prevalansi, kullanilan diagnostik yonteme gore farklilik gosterir. Genel
popiilasyonda tiroid nodiilleri; palpasyon ile % 3-5, otopsi ile % 40-50,
ultrasonografi ile % 30-40 oraninda goriilmektedir (2).

Tiroid nodiillerinin ¢ogu benign ozellik tasir (3,4). Malignensiye % 5°den
daha az rastlanir (4, 5).

Tiroid bezinin fonksiyon ve biiyiimesi fizyolojik kosullar altinda, tirotropin
(TSH) hormon tarafindan diizenlenir. TSH, tiroid folikiil epitel hiicreleri tizerinde
bulunan, tirotropin reseptdriine (TSHR) baglanarak; tiroid bezinin biiyilimesini,
hormon sentezini ve sekresyonunu uyarir (6).

TSH reseptér, G proteine bagimh bir reseptordir (6). TSH reseptore
 baglandiktan sonra, reseptdr G protein kompleksi ile iligki kurarak, adenilat siklaz
yolunu uyarir ve cAMP f{iretimini saglar (6). cAMP, diger bir enzim olan Protein
Kinaz A (PKA)’ ya baglamr. PKA’nin katalitik (K) alt grubu, sitoplazmadan
niikleusa geger ve mRNA transkripsiyonunu baglatir (7).

Tiroid nodiilleri, mutasyona ugramis tek bir hiicrenin, klonal biiylimesi olarak
ifade edilmektedir (8). TSH’nin reseptére baglanmasindan, hormon sentezlenmesine
kadar olan sinyal yolunun herhangi bir basamagindaki mutasyon, tiroid nodiillerine
sebep olur. Bu mutasyonlar:

1. TSH reseptdr mutasyonlar

2. G; a protein mutasyonlar

3. Protein Kinaz A mutasyonlaridir.

Son 10 yilda yapilan galigmalarda tiroid nodiillerinin patogenezinde 6nce G
protein, daha sonra TSH reseptér ve PKA mutasyonlarina bakilmugtir. Tiroid
nodiillerinde G protein mutasyonu % 0-65 (9, 10), TSH reseptdr mutasyonu % 0-86
arasinda degisen oranlarda bulunmugtur (11, 12). PKA mutasyonlar ise, yeni olarak
caligtimaktadir. Bu galigmalarda, mutasyon iyot eksikligi olan bolgelerde daha sik



oranda saptanmustir (13, 14). Iyot eksikliginin, tiroid nodillerinde mutasyonu
tetikledigi gosterilmistir (15). fyot eksikligi ve guatr insidans: yliksek olan ilkemizde
ise, bdyle bir galigma hentiz yapiimamgtir. Bu ¢aligma kapsaminda; tilkemizde tiroid
nodiillerinde TSH reseptdr , G; protein ve PKA genlerindeki mutasyon sikliginm

belirlenmesi amaglanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1 TIROID NODULLERI

2.1.1 Tiroid Nodiillerinin Insidansi

Nodiiller tiroid hastaligi; tiroid bezi i¢inde, bir ya da birden fazla nodiiller ile
karakterize, yaygmn goriilen bir hastaliktir (1). Iyot eksikligi olan bolgelerde, ileri
yaglarda, kadinlarda ve radyasyona maruz kalmis toplumlarda daha sik olarak
goriilir (1,16).

Tiroid nodiillerinin siklik ve yayginhig: kullanmilan diagnostik ydnteme ve
popiilasyona bagh olarak degisir (1). Genel popiilasyonda tiroid nodiilleri; palpasyon
ile % 3-5, otopsi ile % 40-50, ultrasonografi ile % 30-40 oraninda goériilmektedir (2).
Palpasyon en kolay, en ucuz ve en az duyarli yontemdir (2). Tiroid nodiilleri tipik
olarak asemptomatikdir (3). Palpasyon ile 1 cm ve iizerindeki boyutlarda tiroid
nodiilleri palpe edilebilir (3). Nonendemik bolgelerde palpasyon ile yapilan
caligmalar sonucu, tiroid nodiillerinin prevalansi, % 0.47-5.1 arasinda degisen
oranlarda bulunmustur (2, 3,16).

Tiroid nodiillerin prevalansi ile ilgili en degerli bilgiler, otopsi
caligmalarindan elde edilmigtir (2, 3). Mortensan 1955 yilinda Mayo Klinik’ten
yaptigi bir c¢aligmada, 821 otopsi olgusunda % 49.5 oraminda tiroid nodiilii
saptamugtir (17). Cesitli popililasyonlarda yapilan otopsi ¢aligmalarinda ise bu oran, %
1.3-64 arasinda degismektedir (2, 3).

Nodiiler hastalifin prevalans: ile ilgili en yeni bilgiler ultrasonografik (US)
caligmalardan elde edilmigtir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii US ile, tiroid bezindeki 1mm’ lik
lezyonlar goriintiilenebilir (3, 16, 18). Giinlimiize kadar yapilan tiim US ¢aligmalan
ile, tiroid nodiillerinin prevalansi, % 17-46 arasinda degisen oranlarda bulunmustur
(3, 16).

Tiroid nodiillerinin prevalansini gésteren ¢aligmalar, Tablo 1°de g6sterilmigtir.



Tablo 1.Tiroid nodiillerinin prevalansim gosteren galigmalar (2, 3).

Yoéntem Yil Aragtirmac1 | Hasta Prevalans Ulke Yag
sayis1 (%o)

Palpasyon 1965 Matovinovig | 8641 4.7 ABD 0-70
1968 Vander 5127 42.0 ABD 30-59
1975 Rallison 2271 15.0 ABD 11-8
1975 Trowbridge | 7785 22 ABD 9-16
1977 Tunbridge 2979 320 Ingiltere 18-75
1991 Brander 263 51.0 Finlandiya | 19-50

Ultrasonografi | 1984 Horlocker 1000 460.0 ABD Erigkin
1985 Woestyn 300 190.0 Belgika 0-90
1991 Brander 253 273.0 Finlandiya | 19-50
1994 Bruneton 1000 347.0 Fransa Erigkin
1995 Tomimari 170.0 ABD 27-58

Otopsi 1932 Rice 390 570.0 ABD 11-75
1935 Hellwig 100 513.0 ABD 5-85
1938 Schlesinger | 1373 82.0 ABD 0-89
1954 Hull 221 646.0 ABD 20-100
1955 Mortensen 821 495.0 ABD 0-99
1965 Oertel 137 130.0 ABD 18-39

2.1.2 Tiroid Nodiillerinde Kanser Riski

Tiroid bezi kanserleri nadir olarak gériiliir. ABD’de goriilen tiim kanserlerin % 0.74-
2.3 “lnfii olugturmaktadir. Kansere bagli oliimlerin de % 0.17-0.26’sindan, tiroid
kanserleri sorumludur (19).

Tiroid nodiillerinin ¢ogu benign &zellik tagir (3, 4). Palpe edilebilen tiroid
nodiillerinde, malignensiye % 5’den az rastlamir (4, 5). Klinikte tiroid kanseri nadir
goriilmesine karsin, okiilt tiroid kanserleri Onemli oranda goriiliir. Otopsi
calismalarindan elde edilen bilgilere dayanarak; ABD’den yayinlanan serilerde bu
oran % 0.45-5.7, Japon serilerinde ise % 13-24 ‘lere kadar ¢ikmaktadir (20). Tiim
otopsi ¢aligmalarindan elde edilen verilere dayanarak; okiilt tiroid kanser riski




ortalama % 3.9+4.1 oranindadir (5). Son yillarda yaymnlanan cerrahi serilerde ise, bu
risk % 1.5-10 arasinda bulunmustur (5).

US egliginde tiroid ince igne aspirasyon biyopsisi kullanilarak yapilan
caligmalardan elde edilen verilere gore, okiilt tiroid kanser riski % 7.2-12 arasinda
bulunmugtur (5).

2.1.3 Tiroid Nodiillerinde Patoloji

Normal tiroid dokusu homojen yapidadir. Tiroid nodiilleri, en sik gorillen endokrin
neoplazm olup, farkli birkag tiroid hastalifimn klinik bulgusu olarak karsimiza
¢ikabilir. Nodiiller normal veya difiiz biiylimiis tiroid bezinde, tek veya birden fazla
bulunabilir (3). Benign hiperplastik (veya kolloid) nodiiller, en sik goriilen tiroid
nodiilleridir. Tiroid nodiillerinin, % 5-20’si gergek neoplazmdir (21). Tiroid
nodiillerinin klinik-patolojik siniflamasi Tablo 2’de g6sterilmistir (3).

Tablo 2. Tiroid nodiillerinin klinik-patolojik siniflamasi (3).

A. Non-neoplastik Nodiiller C. Malign Neoplastik Nodiiller
Hiperplastik 1. Primer karsinom
Spontan olugan nodiiller Papiller
Tiroid hemiagenez Folikiiler
Parsiyel tiroidektomi sonras: kompanzasyon Anaplastik
inflamatuar Mediiller
Akut bakterial tiroidit 2. Lenfomalar
Subakut tiroidit 3. Metastatik tiroid kanserleri
Hashimoto tiroiditi D. Tiroid Dig1 Lezyonlar
B. Benign Neoplastik Nodiiller Kistik higroma
Nenfonksiyone Anevrizma
Adenom Paratiroid adenom ve kistler
Kist
Tiroglisal kist
Fonksiyone
Toksik (pretoksik)adenom
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A. Non-Neoplastik Nodiiller

Bunlar ger¢ek nodiil degildir. Tiroid bezi icinde lokal glandiiler
hiperplazilerden olugsmustur. Hiperplastik (hiperplazik) ve inflamatuar olmak tiizere
iki grupta incelenir. Hiperplastik nodiiller, spontan veya daha sik olarak parsiyel
tiroidektomilerden sonra goriiliir. Tiroid hemiagenezlerde de hiperplastik nodiiller
goriilebilir (3).

Inflamatuar nodiiller ise, akut bakterial tiroidit, subakut tiroidit ve Hashimoto
tiroidit ile iliskilidir. Hashimoto tiroiditlerde goriilen nodiiller, lenfositik
infiltrasyondan olugur (3).

1. Nodiiler hiperplazi (nodiiller guatr veya multinodiller guatr,
adenomatoid nodiil, adenomatdz nodiil)

En sik gériilen tiroid hastaligidir. Makroskopik olarak, tiroid bezi biiylimiis ve
sekli bozulmustur. Tiroid kapsiilii gergin olup, bozulmamugtir. Kesitsel ytlizeylerinde,
birden fazla nodiil goriiliir. Bu nodiillerin etrafinda kapsiil tam olusmamustir.
Nodiillerde sekonder degisiklikler (kanama, kalsifikasyon, kistik dejenerasyon) de
yaygindir (22).

Mikroskopik goriiniim degiskendir. Nodiillerin bazilar1 yass1 epitel ile
doésenmis biiyiik folikiillerden, bazilar1 ise kilboidal-algak kolumnar hiicreler ile
dosenmis kiigtik folikiillerden olusmustur (23).

Nodiiler guatrda mevcut dominant nodiiliin, adenomdan aywrici tanisi gok
6nemlidir. Adenom genellikle tek olup, tam bir kapsiille cevrilidir. Cevre dokudan
farklidir ve buraya basi yapar. Nodiiler hiperplazilerde gériilen dominant nodiilde ise,
kapsiil tam degildir. Folikiil biiyiikliikleri farklidir ve ¢evre dokuya basi yapmazlar
(24).

2. inflamatuar nodiiller

Inflamatuar nodiiller; akut tiroidit, subakut tiroidit ve hashimoto tiroiditler
sonucu goriiliir (3).

Akut tiroiditlerde; notrofil infiltrasyonu ve doku nekrozu goriiliir (25).

Subakut tiroditlerde (granulomatdz, de Quarvain’s tiroidit) makroskopik
olarak, tiroid bezi asimetrik biiylime gosterir. Tiroid bezinde, inflamasyon ve
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yabanci cisim hiicrelerinden meydana gelmis grantilomlar mevcuttur. Tiroid
dokusunda fibrozis bolgeleri de daginik olarak goriilebilir (25).

Otoimmun tiroiditler; lenfositik tiroidit ve hashimoto tiroidit olmak iizere iki
tiirladir (22): |

Lenfositik tiroiditte, tiroid bezi biiyiimiistiir. Kesitlerde solid, beyaz ve
belirgin olmayan nodiiler goriiniim mevcuttur. Bunlar, interstisyamda germinal
merkezleri olan lenfositik nodiillerden olugur.

Hashimoto tiroidit, 40 yag iistii kadinlarda sik goriiliir. Tiroid yaygmm olarak
bliylimiis ve serttir, trakea ve Osefagusa basi yapabilir. Bu yiizden kanser ile
karigabilir. Kesitlerde; nodiiler ve yesil-sart renkte bir gériiniim mevcuttur. Lenfositik
infiltrasyon ve folikiiler epitelde oksifilik degisiklik, en belirgin bulgudur. Loblarin
icinde ve g¢evresinde lenfoid doku dagihmu gériiliir. Tiroid folikiilleri, kiiclik ve
atrofikdir. Niikleuslar: biiylik ve hiperkromatik olan hiirthle hiicreler ile sirahdir.
Yassi epitel adaciklar1 yaygindar.

B. Benign Neoplastik Nodiiller (Folikiiler Adenom)

Folikiiler adenomlar; yuvarlak, benign ve kapsiille gevrili tiroid tiimSrieridir
(22, 23, 26). Yapis1 homojen olup, gevre dokuya basi yapar (22, 26). Hiperplazik
nodiiller seffaf olup, kolloid yapidan zengindir. Adenomlarn ise; igerigi hiicreden
zengin olup, solid ve mat goriiniimdedir (26).

Farklh biiyiikliikteki folikiiller, kolloid ile beraber goriintir. Hiicreler;
kitboidal, kolumnar veya diiz olup, niikleuslan kiigiik ve yuvarlaktir, Stroma gevsek
ve 6demlidir (22). Adenomlar; folikiiler (¢ogunlukla mikrofolikiiler), trabekiiler veya
solid paternde goriiliir (23). Folikiiler adenomlarda nadir olarak mitoz goriilebilir.
Ancak bazi adenomlar hiperseliiler olup, yaygin mitoz gosterirler. Bunlar folikiiler
karsinom ile kansabilir (27). Sekonder dejeneratif degisikliklerden; kanama, fibroz,
kistik dejenerasyon, kalsifikasyon ve kemik formasyonu sik goriiliir (26).
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C. Malign Neoplastik Nodiiller
1. Primer karsinomlar

a. Papiller karsinom

Papiller karsinom, tiroid kanserlerinin % 80’ni ni olusturur (23, 26). Daha ¢cok
geng yasta goriilir. Kadinlarda erkeklerden daha siktir (22). Iyot agisindan zengin
olan bolgelerde, daha yiikksek oranda goriilir (26). Cocukluk ¢aginda alinan
radyasyon ile eriskinde donemde goriilen papiller tiroid kanserleri arasinda iligki
mevcuttur (28).

Papiller karsinomlarin ¢ogunda, tiimér boyutu 1 cm’den kiigliktiir. Ttimor
solid, beyaz, sert ve invazif goriiniimde olup, kiigiik kistik bolgeler igerebilir.
Bazilarinda ise belirgin kistik yapilar gozlenebilir (26). Papiller karsinom infiltratif
olup, ¢ogunda kapsiil yoktur (23). Kanser icinde ve gevresinde fibrozis goriilmesi de
siktir (29).

Papiller kanserlerde, papiller yapilar bulunur (26). Papiller karsinomlarda
epitel hiicreler, kiiboidal-algak kolumnar yapidadir (30). Nukleus biiyiik ve diizensiz
olup; sitoplazmik inkliizyon, centik ve yariklar igerir (23, 26, 29, 30). Niikleer
hemokromatin niikleer membran boyunca dizilerek, niikleusa buzlu-cam goriiniimii
kazandirir (26). Mitoz nadirdir. Papillalar tek sira halinde dizilmis, karakteristik
hiicrelerden olugmustur. Bunlarin stromalann 6demli veya hyalinize olup; makrofaj,
histiosit ve lenfosit igerir (22).

Papiller karsinomlar % 25 olguda, lokal yayilim gosterirler. Bu hastalarda
servikal lenf nodu metastazi ¢ok siktir. Uzak metastaz az goriilmesine ragmen, geg
donemde akciger, kemik ve santral sinir sistemi metastaz1 goriinebilir (22).

b. Folikiiler karsinom

Tiroid kanserlerinin % 5’den azim olusturur. ileri yasta ve kadmlarda sik
goriiliir (26).

Folikiiler kanserler solid goériiniimde olup, kapsiille gevrilidirler. Fokal
fibrotik ve kalsifiye bolgeler igerirler (26). Invazif timérlerde, kapsiiliin arkasinda
yayilim vardir. Folikiiler kanserler; mikrofolikiiler, trabekiiler ve solid formlarda
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goriiliir (23). Mikrofolikiiler form folikiller adenomaya benzer. Mitotik aktivite ve
niikleer atipi gosterebilir (22).

Folikiiler karsinomlar; lokal-minimal invazif ve yaygin-invazif olmak {izere
iki tiirli goriilebilir (22, 23, 26). Kapsiil invazyonu olan ancak vaskiiler invazyon
gostermeyen kanserlere, minimal invazif folikiller kanser denir. Yaygn-invazif
folikiiler kanser ise, kapsiil disinda vaskiiler invazyon gésterir. Folikiiler kanserlerde
lenfatik invazyon nadirdir. Kemik, akciger, beyin ve karacier metastaz1 goriilebilir

(26).

c. Hiirthle hiicreli (onkositik) tiimérler
Hiirthle hiicreli tlimorler; onkositik degisiklikler gosteren folikiiler

hiicrelerden meydana gelir. Solid, bronz renkte ve vaskiiler yapida olup, cevresi
kapsiille gevrilidir (22).

Hiirthle hiicreli tiimorler; folikiiler, papiller veya trabekiiler/solid olarak
gortiniir. Niikleus polimorfik olup, niikleolus belirgindir. Sitoplazm graniiler ve
asidofilik yapidadir. Cogu benign 6zellik tasir ve hiirthle hiicreli adenom olarak
adlandinlir (22). Hiirthle hiicreli kanserler daba biiyiik olup, kapsiil ve damar
invazyonu gosterirler. Bu kanserlerde; hiicreler daha kiiciik olup, niikleositoplazmik
oran daha biiyiiktiir. Hiirthle hiicreli kanserler daha agresif seyreder. En sik akciger
ve kemige, daha az olarak servikal lenf noduna metastaz yaparlar (31).

d. Mediiller kanser

Mediiller kanserler, tiroid C (parafolikiiler) hiicrelerinden kaynaklanir. Tiroid
kanserlerinin % 5°ni olusturur. Sporadik ve ailesel formlarnn mevcuttur. Cogu
sporadik olup, 40 yag iistiinde goriiliir. Ailesel olanlar ise; gen¢ yasta ve diger
endokrin lezyonlar ile beraber goriiliir. Bunlarin ¢ogu, bilateral ve multisentriktir
(26).

Mediiller kanser; sert, beyaz-san renkte ve infiltratif gdriinfimdedir (22, 26).
Bazi formlarinda kapsiil mevcuttur (32).

Farkli biiyiikliikdeki yuvarlak, poliglonal veya igsi neoplastik hiicrelerden
olusur (23, 26). Pseudopapiller ve papiller yapilar yaygindir (33, 34). Nekrotik, kistik
ve kalsifikasyon bolgeleri ve psammoma cisimcikleri goriilebilir (35). Neoplastik
hiicrelerin ¢ogunda, amiloid birikimi goriiliir (23, 26). Meduller kanserlerin gogu
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kalsitonin firetir. Immiinhistokimya boyama ile kalsitonin gosterilmesi, kotii
prognozu gosterir (35). Lenfatik, vaskiiler ve servikal lenf nod metastaza yaygindir
(26).

2. Lenfoma
" Yaygin lenfoma nedeni ile 6len hastalarn % 20’sinde, tiroid lenf nod
metastazi goriillir. Primer tiroid lenfomalar, sik gériilmez (26). Orta yas {stii
’kadmlarda, kronik lenfositik tiroidit ile beraber goriiliir (23). Bunlarin gogu diffuz
olup, B hiicre tipindedir (23, 26). Lenfomalarda; kapsiil, cevre doku ve lenf nodu
metastazi yaygindir (26).

3. Metastatik neoplazmalar

Tiroide en ¢cok metastaz yapan tiimérler; malign melanom, akciger, bobrek ve
meme kanseridir (26).

2.1.4 Klinik Degerlendirme

Nodiiller yavag olarak biiyiir. Bu yiizden ¢ogu asemptomatik olup, rastlantisal olarak
teshis edilir (3).
Klinik degerlendirmede en 6nemli adim, malignensiye ait risk faktorlerinin
belirlenmesidir (36). Tiroid nodiillerinde klinik degerlendirme;
1. Oykii
Fizik muayene
Tiroid fonksiyon testleri

Goriintilleme yontemleri

“wooe BN

Biyopsi ile yapilir.
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1. Oykii

a. Yag

Benign tiroid nodiillerinin ¢ogu, 30-50 yas arasinda goriiliir (36). Cocukluk-
adblesan dénemde ve 60 yagindan bliytik kigilerde goriilen tiroid nodiillerinde,
malignensi riski daha yiiksektir (3, 36, 37).

b. Cinsiyet
Tiroid nodiilleri kadinlarda sik goriiliir. Erkeklerde goriilen tiroid nodiillerinde
malignensi riski yiiksektir (3, 37, 38).

¢. Ailede kanser dykiisii

Multiple Endokrin Neoplazi Tip 1; pituiter adenom, paratiroid adenom ve islet
hiicreli tiimérlerden olusan bir neoplazik sendromdur. Multiple Endokrin Neoplazi
Tip 2 ve 3 ise; feokromositom, mediiller tiroid kanser, hiperparatiroidizm ve mukozal
ndromlardan olusur. Ailesel papiller tiroid kanser tek bagina goriilebildigi gibi;
Cowden’s hastaligi, Gardner’s sendromu ve familial polipozis coli sendromlan ile
beraber goriilebilir. Aile Gykiisiiniin pozitif olmasi, tiroid nodiillerinde malignensi
kriterlerinden biridir (3).

d. Bas-Boyun bdlgesi radyasyon dykiisii
Radyasyon ve tiroid kanser arasindaki iligki, 1950 yilinda Duffy ve Fitzgerald
tarafindan tamimlanmistir (39). Cocukluk c¢aginda goriillen tiroid kanserlerinin
¢ogunda radyasyon ykiisii mevcuttur. Radyasyon ve tiroid kanseri arasindaki iligki
su sekildedir (19):
1. Radyasyona maruz kalman yag ile kanser riski arasinda negatif iligki

mevcuttur.

2. Kadinlar radyasyona daha duyarhdir.

3. Radyasyona maruz kalmmasindan sonraki ilk yillar, kanser riski yiiksektir.
Risk, 5-30 yillar arasinda sabit kalir. Daha sonra diismeye baglar.

Adoblesan veya erken erigkin dénemde radyasyona maruz kalma da tiroid

kanser riskini arturir. Murray ve arkadaglarnin 1976 yilinda yaptigi bir ¢alismada;
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1940-1950 yillar1 arasinda, tedavi amagli radyoterapi alan 1056 olgu incelenmisgtir.
Palpasyon ile %16.2 oraminda, sintigrafi ile de % 27.2 oraninda tiroid nodiilii tespit
edilmigtir. Nodiil nedeni ile opere edilen hastalarin % 33’de ise, tiroid kanseri
bulunmugtur (39).

Nagasaki, Hirogima ve Cernobil gibi niikleer kazalarda akut radyasyona
maruz kalma, kanser riskini artirmgtir (3). Cernobil olayindan sonra yapilan bir
caligmada, 5-18 yaslar arasi hastalarda 92 malign, 59 benign tiroid lezyonu
gosterilmigtir (40).

Tam ve tedavi amaghi I**! kullanim ise, tiroid kanser riskini artirmaz 3).

e. Tiroid noduliine ait ézellikler

Tiroid nodiillerinin ¢ogu asemptomatikdir. Fizik muayene ile boyunda tespit
edilen nodiiliin; yeni olarak ortaya ¢ikmasi, hizli biiylimesi, beraberinde lenf bezi
bliylimesinin olmasi, brakial pleksusa basi bulgularinin olmast, ses kisiklig ve lokal
hassasiyet bu nodiilde malignensi olasiligim artirir (3, 36).

Sert ve fikse nodiiller ¢oguntukla maligndir. Benign nodiiller ise genellikle

yumugaktir (36).

f. Gegirilmis tiroid hastahg: varhg:

Yasamin ilk dekadinda endemik guatr bolgesinde bulunma, multinodiiler
guatr riskini artirir. Hashimoto tiroiditi olan kisilerde tiroid kanser riski yiiksek
degildir. Ancak tiroid lenfomas: olan hastalarda, Hashimoto tiroiditi siktir. Graves ile
birlikte tiroidde soguk mnodiil varligi, kanser riskini artirir (3). Paccini ve
arkadaglarinin yaptif1 bir ¢aligmada, tirotoksikoz nedeni ile opere edilen 179 hastamn
% 6.1°de tiroid kanseri tespit edilmigtir (41).

2. Fizik Muayene

Tiroid nodiillerinin degerlendirilmesinde, palpasyon énemlidir. Nodiiliin kas
veya trakeaya fiksasyonu, servikal ve supraklavikiiler lenf nodlarmin varligi
malignansi riskini artirir. Agr, hassasiyet ve tiroid noduliinde ani biiylime, nodiil
icine kanamay1 gosterir. Ancak malignenside de bu bulgular goriilebilir (3). Agr1, ses
kisikligh, yutma giicltigii ve nefes darligi malignensi olasiligim artirir (18).
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3. Tiroid Fonksiyon Testleri

Nodiil fonksiyonu tiroid fonksiyon testleri ile gosterilebilir. Toksik adenomlar
disinda hastalarin ¢ogu Gtiroiddir. Otoimmiin tiroid hastaliklarmin belirlenmesinde,
anti-TPO ve anti-Tg Olciilmesi 6nemlidir. Tiroid nodiillerinde kalsitonin diizeylerinin
yiiksek bulunmasi, mediiller tiroid kanser tamisim dogrular (3). Mediiller tiroid
kanser tamsinda, preoperatif dénemde rutin olarak kalsitonin bakilmasi, tiroid ince
igne aspirasyon biyopsi sonuglarindan daha degerli bulunmustur (42).

4. Goriintileme Yontemileri

Yiiksek ¢oziiniirliikli tiroid ultrasonografi (US)

Tiroid nodiillerinin degerlendirilmesinde, US ©Onemli bir yer tutar (43).
Noninvasif ve ucuz bir yontem olup, diger goriintii yontemlerinden daba hassastir.
Tiroid bezi; orta dereceli eko yapisinda olup, homojen yapidadir (5). US ile; nodiiliin
kistik-solid-mikst ayirimi1 yapilip, biiyiiliik ve hacmi hesaplanabilir (36, 43). Tiroid
US ile, palpe edilemeyen nodiiller de saptanabilir. US ile; kistik lezyonlarda 1mm,
solid lezyonlarda 3mm’den biiyiik tiroid nodiilleri tespit edilebilir (44). Nodiillerin
%701 solid, % 30u kistik goriiniimdedir (5). Kistik lezyonlarda malignite riski % 3,
solid lezyonlarda % 10, mikst lezyonlarda ise daha yiiksek bulunmugtur (3).

Tiroid nodiilleri normal dokuya gore; izoekoik, hipoekoik ve hiperekoik
olabilir (5). Tiroid US ile nodiilde gosterilen; halo yoklugu, hipoekojenite ve
mikrokalsifikasyonlar malignite lehine bulgulardir (43, 44, 45, 46). Tiroid US, nodiil
biiyiikliigiintin takibinde de 6nemlidir (44, 47). Tiroid US’nun kullanim alanlari,
Tablo 3’°de gosterilmigtir.

Tablo 3. Tiroid US’nun kullamim alanlar1 ( 48).

Tiroid aplazi ve hipoplazi tamsinda

Ektopik tiroid dokusunun gésterilmesinde

Fotal tiroid bezinin in utero olarak gosterilmesi
Tiroidin bitytiklig ve hacminin hesaplanmasinda
Tiroid morfolojisinin tayininde

Tiroid ekosunun tayininde

Kan akiminin hesaplanmasinda

Diagnostik biyopsinin yapilmasinda

Tedavide

Bolgesel lenf nodlarinin gbsterilmesinde.

18



US-esliginde tiroid ince igne aspirasyon biyopsi (US-IiAB)

Tiroid nodiilii nonhomojen bir yapiya sahiptir. Bu ylizden, palpasyon ile
yapilan tiroid IIAB sonuglanmin % 20’si yetersizdir (49). Ancak, Gharib ve
arkadaglarinin yaptiklar: bir derleme g¢aligmada, tiroid ince igne aspirasyon biyopsi
sonuglarinda, %90’nin tizerinde dogruluk saptanmigtir (50).

US-1iAB su durumlarda tercih edilir (5):
1. Palpasyon ile yapilan tiroid ince ine aspirasyon biyopsi sonucunun
- diagnostik olmamasi,

2. Obez boyun yapis1 olan kisilerde tiroid nodiiliintin zor bulunmasi,

3. Palpe edilen nodiiliin 1em’den kiigiik olmasi,

4. Tiroid nodiiliiniin palpe edilememesi (insidentaloma),

5. US ile gosterilen lenfadenopati varlig.

Radioizotop goriintiilleme

Tiroidin fonksiyonel gdriintiisiinii belirleyen yontemdir (5). Tiroid sintigrafisi
ile, 5 mm’den biiyiik nodiiller goriintiilenebilir (44). Sik kullanilan radioizotopl;clr;
teknisyum-perteknetat (**"TcOs) ve radyoaktif iyot (I'®)dur (5, 47, 51).
Radyasyonu az yaymasi, ucuz oldugu ve daha kolay bulundugu icin; perteknetat
(*™TcOy) en gok tercih edilen radioizotopdur (5).

Tiroid sintigrafisi; PoTe'nin 1-10 mCi dozunda intravendz olarak
verilmesinden 20 dakika sonra cekilir (51).

Sintigrafide nodiillerin % 80-90°da iyot alimi diigiiktiir. Bu nodiillere,
nonfonksiyone (soguk veya hipoaktif) nodiil denir (47). Soliter nodiillerde malignite
riski; soguk olanlarda % 22, sicak olanlarda ise % 1 veya altindadir (44). Tiroid
kanserlerinin ¢ogu sintigrafide soguk goriinmesine ragmen, sintigrafide goriinen
soguk nodiillerin ¢ogu benigndir. Bu yiizden sintigrafi sensitif ve spesifik bir yontem
degildir (5). Sintigrafi multinodiiler guatr tamsinda da O6nemlidir (3, 51).
Multinodiiler guatrda heterojen goriintii mevcut olup; soguk ve sicak nodiiller birlikte
goriniir (51). Sintigrafi; Graves hastalifimn tam ve takibinde, subakut tiroidit
hastaliginin tamisinda, ektopik tiroid doku taramasinda, retrosternal guatrin
belirlenmesinde, iyi diferansiye tiroid kanserinin izlenmesi ve metastazlarimn

saptanmasinda da yararhdir (51).
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Diger goriintiilleme yontemleri

Substernal guatrin goriintiilenmesinde MR, US’dan ustiindtir. CT; tiroid
bezinin yapust, yeri, biiylikliigii, nodiillerin sayisi, tiroidin sternuma uzanimi ve gevre
doku ile olan iligkisini gosterir. Her iki yontemle, tiroid nodiillerinde kanser riski

belirlenemez (5).

5. Tiroid Ince Igne Aspirasyon Biyopsi (IIAB)

Ik kez 1948 yilinda tanimlanms, ancak 1970°li yillarda klinik kullanimi
yayginlagmugtir (52). Kolay uygulanabilir ve komplikasyonunun az olmasi, ¢abuk
sonu¢ vermesi, duyarlilifin yiiksek olmasi, tiimor yayilma riskinin olmamasi ve ucuz
olmasi 6nemli avantajlaridir (44).

Operasyondan 6nce doku tamisinin konulmasi i¢in, palpe edilen nodiillere
biyopsi yapilmalidir. Hipertiroidi ile beraber goriilen otonom fonksiyone tiroid
nodiillerinde, klinik stiphe yok ise biyopsi gereksizdir. Palpe edilemeyen, ancak US
ile gorimen 1.5 cm’den biyiik nodiillere, US —esliginde IIAB yapilmalidur.
Anaplastik tiroid kanser ve lenfoma gibi, tiroidde diffiiz biiylime ile giden bazi
durumlarda da IIAB yapilabilir. [IAB, tirod kanser metastazlarinda goriilen servikal
lenfadenopatilerin ayirici tamisinda da yararhdir (52). Gharib ve arkadaglarinin
yaptifn bir caligmada; toplam 18183 IIAB’nin yapildign 7 biiyiik seri sonuglar
degerlendirilmis ve [IAB’nin % 65-98 oraninda sensitivite, % 72-100 oraninda
spesifiteye sahip oldugu gosterilmigtir. Toplam dogruluk oram ise % 95 olarak
bulunmugtur. Nodiillerin % 69°u benign, % 10’u siipheli, % 4°ii malign, % 17’si ise
nondiagnostik bulunmustur (53).

Tiroid ince igne aspirasyon biyopsisi, kolay ve ucuz bir yontemdir.
Komplikasyon nadir goriiliir. Kanama en sik goriillen komplikasyonudur (3, 52).

Tiroid IIAB’nin en 6nemli dezavantaj: ise, yetersiz materyal elde edilmesidir
(3). Yapilan ¢aligmalarda; sitolojik bulgular % 85 Ornekte yeterli, % 15 vakada ise
yetersiz bulunmustur (54). Yetersiz materyal alimmnin en sik nedeni, nodiiliin kistik
veya hemarojik yapida olmasidir (55). Sitolojik incelemede, benign veya malign
olarak smiflandirilamayan nodiiller giipheli olarak tanimlamr. Stipheli lezyonlar, %
15-30 oraninda gériiliir. Bunlarin % 10-20’si ise maligndir. Stipheli lezyonlar en sik,
folikiiler ve hiirthle hiicreli lezyonlarda goriiliir. En sik gorillen benign sitolojiler;
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normal tiroid, koloid guatr, tiroidit ve kistlerdir. En sik goriilen malign sitoloji ise,
papiller kanserdir (52).

Tiroid IIAB ‘de; yanlis (+) veya (-) sonuglar elde edilebilir. Yanhs (-)
sonuglar % 1-11 oraninda goriiliitken, yanlis (+) sonuglar ise % 0-10 arasinda
goriilmektedir. Teknik hatalar yanlis (-) sonuglara neden olurken, folikiiler ve hiirthle
hiicreli lezyonlarm malign olarak degerlendirilmesi yanlis (+) sonuglara neden olur
(55).

2.1.5 Tedavi

Soliter Tireid Nodiilleri

Cerrahi tedavi malign tiroid nodiillerinde Onerilirken, diger nodiillerde
medikal tedavi ve takip Onerilmektedir. Kozmetik nedenlerle veya basi bulgusu
yapan biiyiik nodiillere de, cerrahi yapilabilir (3).

Soliter tiroid nodiillerinde uygulanan tedavi yaklagmm, Sekil 1°de

gOsterilmigtir.
SOLITER NODUL
v 4
Normal TSH Dﬁ$¥ TSH
i 1-123
\ v \ 4 v
Yeterli 6rnek Yetersiz 6rnek Sicak Soguk
Tekrar.
¥ . . AR AR S y .
Benign Malign Siipheli/  Otiroid  Tirotoksik 11AB ve/veya cerrahi
Folikiiler n.
Hiirthle hiicreli n.
¢ Takip  1-131/Cerrahi
Cerrahi
Takip/Biyopsi/supresyon Cerrahi

Sekil 1. Soliter tiroid nodiillerine algoritmik yaklagim (56).

Benign tiroid nodiillerinin tedavisinde, Levatiroksin kullanim tartismalidir

(1, 3, 44, 47). Levotiroksin supresyon tedavisinde amag, nodiilii kii¢iiltmek ve/veya
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biiyiimesini énlemektir (37). Otiroid veya hipotiroid hastalarda uygulanan tedaviye,
1.5-2 pg /kg /giin doz ile baglanir ve 3-4 ay sonra bakilan TSH diizeyine gére doz
ayarlamr. Tiroid nodiillerinin % 20’sinden azi, supresyon tedavisine cevap verir (1).
Randomize, konrollii yapilmig bir c¢alismada; tiroid nodiillerinde kisa siireli
Levotiroksin tedavisinin plaseboya iistiinliigii bulunmamigtir (57). Son zamanlarda
yapilmis bir metaanaliz ¢aligmada; tiroid nodiillerinin % 25 ‘inde, supresyon
tedavisinin yararh oldugu gosterilmistir (58). Ko¢ ve arkadaslarmin yaptif1 bir
¢aligmada ise, TSH’nin daha yiiksek diizeyde suprese edildigi hasta grubunda, tiroid
nodiil hacmi anlamli olarak daha diigiik saptanmistir (59). Supresyon tedavisi ile
nodiilde kiigiilme olmazsa, tedavi kesilmeli ve palpasyon ile takip edilmelidir.
Nodiilde biiyiime mevcut ise, tedavi sonlandirilmali ve biyopsi tekrarlanmalidir (1).
Tiroksin tedavisi altinda nodiilde biiytime cerrahi i¢in 6nemli bir endikasyondur (37).
Levotiroksin supresyon tedavisi hipertiroidizme neden olabilir, aym zamanda kemik
yogunlugunu azaltarak osteoporoza yol agabilir (60, 61, 62).

Multinodiiler Guatr

Nontoksik multinodiiler guatr

Multinodiiler guatrda, bir veya birden fazla nodiil goriiliir (1). Son yillarda
yapilan bir ¢aliymada; palpasyon ile tek nodiil saptanmig 151 hastamin yarisinda,
tiroid US’larinda birden fazla nodiil oldugu gosterilmistir (1).

Nodiiler guatrda dominant nodiilden biyopsi yapilmalhidir (47). Siipheli veya
malign sitolojik sonuglarda cerrahi tedavi uygundur (1, 47). Multinodiiler guatrda,
non-endemik bolgelerde T4 supresyon tedavisinin etkisi cok az veya hi¢ yoktur (63).

Nodiilde ani biiylime, bas1 bulgusu, nodiil i¢i kanama, biiyiimiis lenf nodu,
vokal kord paralizisi, substernal uzanim ve IIAB sonucu siipheli veya malignite ile
uyumlu olan nodiillerde cerrahi tedavi onerilir (47). Bilateral subtotal tiroidektomi
nontoksik multinodiiler guatrda standart cerrahi yaklagimdir (63). Cerrahi tedaviden
sonra, T4 supresyon tedavisinin verilmesi tartigmalidir. Son yillarda yapilan bir
caligmada; supresyon tedavisi alan grup ve almayan grup arasinda, nodiil rekiirensi
agisindan anlaml bir farklilik gosterilmemistir (64).

Toksik multinodiiler guatr
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Toksik nodiiler guatr tedavisinde, Radyoaktif iyot (RAI) kullanim1 bagarilidir
(56). Bu tedavi, hipertiroidizmin tiim c¢esitlerinde etkin olup, O6zellikle yagh
hastalarda tercih edilir. Cerrahi girisimden ucuz ve komplikasyonu azdir (63). RAI
tedavisi ile, klinik 6tiroidizm hemen saglanamaz. Yapilan bir ¢alismada; hipertirodi
olan hastalarin %21°nin, RAI tedavi sonrasi 3 ay iginde otiroid olduklar
gosterilmigtir (65).

Hipertiroidizm antitiroid ilaglarla tedavi edilebilir. Bu ilaglar cerrahi girisim
oOncesinde, cerrahi riski azaltmak i¢in verilir. Aym zamanda RAI tedavisi Oncesi,
otiroidizmin kisa zamanda saglanmasi amaci ile de verilebilir (63). Multinodiiler
guatr tedavisinde uygulanan yaklagim, Sekil 2°de gosterilmigtir.

Multinodiiler Guatr
\4 v v
Dominant nodiil (+) basi bulgusu (-) bas1 bulgusu
v v v
Boyun CT Otiroid Hipotjroid Hipertiroid __
+ tikanma -tikanma Kllvnik takip Antikor  Antitiroid tedavi €
b: as1

Cerrahi —

Cerrahi Takip Tiroksin tedavisi 31

I

Sekil 2. Multinodiiler guatrda algoritmik yaklagim (56).

2.2 iYOT VE TIROID HASTALIKLARI

Iyot eksikligi; en sik goriilen endokrinolojik problem, diizeltilmesi en kolay temel
besin eksikligi ve gelismekte olan iilkedelerde mental retardasyonunun en sik
sebebidir (66). Iyot eksikligi ile iligkili hastaliklar, Tablo 4’ de gosterilmigtir. Guatr
iyot eksikliginin en sik goriilen klinik formudur (66, 67). WHO, UNICEF ve
ICCIDD ‘nin ortak kararmma gore; bir bolgede yasayan 6-12 yas grubu cocuklarin
%>5’inde guatr mevcut ise, endemik guatr’dan soz edilir (68).

Iyot eksikligine bagh yetersiz hormon iiretimini karsilamak iizere, TSH ve
diger bityiime faktérlerinin etkisi ile tiroid bezi biiyiir. Iyot yetmezligi hafif ise, tiroid
bezi biiyiiyerek, 6tiroidizm saglanir. Ancak bu durumda da basi bulgulari ve otonom
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fonksiyone tiroid nodiilleri olusabilir. Iyot yetmezligi agir ise, tiroid bezi biiyiiyerek
bunu dengeleyemez ve hipotiroidizm olur (67). Iyot eksikligi, bu hastaliklarm
olugmasinda gerekli, ancak yeterli neden degildir (66).

Tablo 4: Iyot eksikligi olan hastaliklarin yelpazesi (66).

Fetus Abortus
Oliidogum
Konjenital anomaliler
Artmig perinatal mortalite
Arimg infant mortalitesi
Kretinizm
Psikomotor bozukluk
Yenidogan Guafr

Hipotiroidizm

Cocuk ve adolesan Jiivenil hipotiroidizm ile beraber guatr
Mental fonksiyon bozukluklar
Gecikmis fiziksel aktivite

Eriskin Guatr

Hipotiroidizm

Mental fonksiyon bozukluklari

Iyot; deniz canlilan, omurgalilarin tiroid bezlerinde, bazi mineral sularinda,
fosfat kaya tortusunda ve organik minerallerde bol miktarda bulunur (66). En fazla
balikta bulunurken; siit, yumurta ve ette daha az miktarda bulunur. I¢me sularinda
bulunan iyot miktar1 ise, ¢cok diisiiktiir (68).

WHO tarafindan belirlenen giinlilk alinmas1 gereken iyot miktari; eriskinler
icin 150 pg /giin, hamile ve emziren kadinlar igin 200 pg /giin, 1-11 yas grubu
cocuklar igin 120 pg /giin ve bebekler i¢in 50 pg /giin miktarindadir (67, 68). Iyot'un
% 90’1 idrarda atilir. Idrarda iyot miktarinin Olglimii, iyot yeterliligini
degerlendirmede en stk kullamlan yontemdir (67, 68, 69, 70). Idrarda iyot atilim, en
az 10 ug /dl olmalidir (66, 67, 71). Buna gére, iyot eksikligi su gekilde simiflandirilir
(70):

1. Derece lyot Eksikligi (Hafif): 1drardaki iyot atilimmnm 50-100 pg /giin
olmas: (/kreatinin veya /litre). Bu durum normal fizik ve mental gelisim i¢in
yeterlidir. Ancak, bu hastalarin %10-20’sinde guatr olugabilir. TSH normaldir.
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2. Derece lyot Eksikligi (Orta): Idrardaki iyot atthmimnm 25-50 pg /giin
olmas: (/kreatinin veya /litre). Bu hastalarin %20-50’sinde guatr goriiliir. TSH
hastalarin %10-20° sinde yiiksektir. Hipotirodizm mevcuttur.

3. Derece Iyot Eksikligi (Siddetli): 1drardaki iyot atilim 25 pg /giin’den daha
azdir (/kreatinin veya /litre). Guatr %40-90 oraninda gériiliir. Hipotiroidizm siktir.
TSH hastalarin %30-50sinde yiiksektir. Kretinizm %1-10 oraninda goriiliir.

Son yillarda yapilan bir ¢alismada; iyot alimmin ABD’de yeterli oldugu
.ancak, ortalama konsantrasyonun 1971- 1974 yillan ile, 1988-1994 yillan aras1 %50
‘den daha fazla distiigti rapor edilmistir. Bu duruma sebep olarak da, yemek
aligkanliklarimin degisimi ve iyotlu tuzlarn kullamminin istefe bagl sekilde
tiiketilmesi olarak gosterilmigtir (71).

2.2.1 Prevalans

Daglik bolgelerde iyot eksikligi sik goriiltir. Diinyada iyot eksikliginin en sik
goriildiigii bolgeler, Himalaya ve And’lardir. Orta Avrupa, Dogu Avrupa ve Orta
Afrika gibi okyanusdan uzak olan bolgelerde de; iyot eksikligi sik goriiliir (68).

WHO, ICCIDD ve UNICEF’in 1990 yillann baginda yaymladifn ortak
bildiride, diinya niifusunun %29’unun (1 milyar 572 milyon) iyot eksikligi olan 118
tilkede yagadig1 gosterilmistir (66, 68). Ek olarak, 1997 yilinda 137 iilkede yapilan
bir ¢aligma da ise; 29 iilkede siddetli, 54 tilkede orta, 24 tilkede ise hafif derece iyot
eksikligi bulunmustur (72). Iyot eksikliginin diinyadaki son durumu, Sekil 3’de
gOsterilmigtir.

Avrupa’da izole daglik bolgelerde; Isvigre, Avusturya, Giiney Italya,
Bulgaristan ve Polonya’da endemik guatr sik olarak goriilmektedir. Avrupa Tiroid
Birligi’nin organizasyonu ile 1980 yillaninda yapilmis calismada; Iskandinav
tilkeleri, Avusturya ve Isvigre hari¢ Avrupa tilkelerinin gogunda iyot eksikligi oldugu
bildirilmigtir (68). Son olarak, 1992 yilinda yapilan bir ¢alismada da iyot eksikliginin
Avusturya, Finlandiya, Norveg ve Isve¢’de kontrol altinda oldugu; Belgika,
Cekoslovakya, Slovakya, Danimarka, Fransa, Macaristan, Irlanda, Portekiz ve
Ingiltere’de ise siurh oranda goriildiigii gosterilmigtir. Kuzey Avrupa tilkelerinden;



Hollanda ve Hirvatistan’da ise iyot eksikligi tekrar goriilmeye baglanmstir.
Bulgaristan, Almanya, Yunanistan, Italya, Polonya, Romanya, Ispanya ve Tiirkiye
‘de iyot eksikligi, orta-giddetli derecede devam etmektedir (68). Iyot aliminin
Avrupa’daki durumu, Sekil 4°de gésterilmistir.

IDD’nin gOstergesi

IDD olmayanlar
Hafif (TGR%S5-20)
Orta  (TGR%20-30)

Siddetli (TGR<%30)
Yeni hesaplananlar

LEE. )

Sekil 3. Iyot alminin diinyadaki son durumu (IDD=iyot eksikligi hastaliklari,
TGR=total guatr oram) (66).

Sekil 4. Avrupa’da iyot alimi sonuglarmin degerlendirilmesi, 1992 (Sonuglar; idrarda
iyot atlliminin Slgiimii, iyot/kreatin olarak degerlendirilmistir) (68).
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2.2.2 Tiirkiye’de iyot Eksikligi ve Endemik Guatr

Tiirkiye bir endemik guatr bélgesidir. Ulkemiz’de guatrm epidemiyolojisi hakkinda
ilk galigma, 1935°de Atay ve 1948’de Onat tarafindan rapor edilmistir (73). Daha
sonra Eser ve Velicanlgil’in yaptigi tarama g¢alhigmalarinda; Karadeniz ve Ig
Anadolu’da guatrm bir halk saglif1 sorunu oldugu ortaya konmugtur (74).

Tiroid epidemiyoloji ¢aligmalarnn 1970°li yillarda, Kologlu ve arkadaglan
tarafindan yliritlilmigtiir. Bu g¢aligmalarda, endemik guatr bolgelerinden gelen
hastalarda iyot tutulumunun artmis oldugu ve 24 saatlik idrarda iyot atilimlarmnin
diistik oldugu bildirilmigtir (73).

Cerrahpaga Tip Fakiiltesi guatr aragtirma grubu ise, ¢alismalarina 1980
yilinda baglamgtir. {lk ¢alismada igme sularindaki iyot miktarma bakilmis ve riskli
iller; Bursa, Bolu, Bingdl, Canakkale, Denizli, Giimiigshane, Izmir, Konya, Samsun,
Rize, Eskisehir, Mardin, Zonguldak, Antalya ve Kars olarak belirtilmistir (74).

Bundan sonra Tiirkiye’nin 115 yerlesim bolgesinde, 73727 kisiye endemik
guatr taramalar palpasyon yontemi kullamilarak yapilmigtir. Endemik guatrin en
yaygin bulundugu iller; Bolu, Kastamonu, Malatya, Rize, Ordu, Kiitahya, Artvin,
Konya ve Zonguldak olarak bulunmugtur. Endemik guatrin orta derecede bulundugu
iller ise; Antalya, Edirne, Van, Tokat, Canakkale ve Hatay’dir. Tiim sonuglar beraber
ele alindiginda; tiroid hiperplazisi % 30.5 olarak saptanmistir. Guatr prevalansi, hig
bir bolgede % 2’ lerin altina diigmemistir. Baz1 bolgelerde ise, % 50 ‘lere ulagmigtir
(73).

Yordam ve arkadaslarmin 1999 yilinda yaptig: bir ¢alismada; iyot yetmezligi
siddetli olan Biiyiikgakir ilgesinde, palpasyon ile guatr sikhigi % 90 olarak
bulunmustur. Kontrol grubu olarak, Ankara’ da bir ilkokul se¢ilmis; burada ise guatr
sikligr % 0.8 olarak saptanmugtir. Bu ilgedeki iyot eksikliginin siddeti, Afrikanin
merkezindeki bolgelerle esdeger bulunmustur. Biiylik¢akir Ankara ‘ya ¢ok yakin bir
ilce olmasmna ragmen, daglarla gevrilmis olmasi ve daha ¢ok iyotsuz tuzlarin
tiiketilmesi nedeni ile, guatr siklig1 bu ilgede yiiksek bulunmustur (75).

Erdogan ve arkadaglarimin yaptifi bir caligmada; Ankara, Kastamonu,
Bayburt ve Trabzon illerinde guatr siklif1 incelenmistir. Bu bolgelerden segilmis
toplam 1226 ¢ocuk c¢alismaya ahinmmstir. US ile tespit edilen guatr prevalansi;
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Ankara’da % 26.7, Kastamonu’da % 40.3, Bayburt’ta % 44.8 ve Trabzon’da % 51.7
olarak saptanmstir. Idrarda iyot atilim ise; Ankara’da 25.5, Kastamonu’da 30.5,
Bayburt’ta 16, Trabzon’da 14 pg/L olarak bulunmustur (76).

Erdogan ve arkadaglarimin 2002 yilinda yayinladiklari bagka bir c¢aligmada ise;
Tiirkiye’de endemik bolge olarak bilinen 20 ilde yasayan, 9-11 yas grubu, 5948
¢ocuk taranmustir. US ile saptanan guatr prevalansi; % 5-56 arasinda olup, ortalama
% 31.8 olarak bulunmustur. Kastamonu, Bayburt, Trabzon, Erzurum, Malatya,
Samsun, Edirne, Aydin, ve Kayseri’ de guatr prevalansimmin siddetli olup, % 30’u
astil goOzlenmigtir. Ankara, Burdur, Isparta, Erzincan’da guatr prevalansi orta
derecede olup, % 20-29.9 arasinda oldugu saptanmigtir. Konya, Van, Diyarbakir,
Corum, Bolu, Kiitahya ve Bursa illerinde ise guatr prevalansi hafif derecede olup,
%5-19.9 olarak belirlenmistir. Idrarda iyot atihmina gére; 6 ilde (Malatya, Corum,
Bolu, Kiitahya, Bursa, Edirne) hafif derecede (50-100 pg/L), 11 ilde (Ankara,
Kastamonu, Burdur, Isparta, Konya, Erzincan, Van, Diyarbakir, Samsun, Aydin,
Kayseri) orta derecede (20-49 pg/L), 3 ilde (Bayburt, Trabzon, Erzurum) ise siddetli
iyot yetmezligi ( 20 pg/L) tespit edilmistir. Ttrkiye’nin 20 ilinde, okul ¢agindaki
¢ocuklarda guatr yiizdesi ve ortalama idrar iyot konsantrasyonlari; Sekil 5°de
goOsterilmistir. Bu ¢alisgmanin sonuglan; Tiirkiye’de iyodinizasyonun, kontrollii ve
efektif olarak yapilma zorunlulugunu ortaya koymaktadir (77).

—5/‘( KARADENIZ
Edirne »
42% ¢ ’ Kastamonu N /{

40% Samsun

Bolu 305 g/ 7\”\2840% 1] T'ggf/:" w <> E
= e “Gorum , o e 42% S
2 p30pel 8% 16.0 g/t Erzurumi
Ankara {"<61.5 g/l 010 Z 33,
51.0 ug/l 25% 19.0 ug/l
Kuataya 25.5 ng/t Er;iznnzan
9.5 ug/i 480 ue/t \)\ v
o s ‘ Kayseri Malatya Van
33% 45% Diyarbakr. 17%
* 9" 17%

Isparta ~ Konya 25.5 g/ 78.0p 7% 37.0 ug
25% 15% 435 aall
{28 ug1{” 45.0 ugn .5 g
Burdur,

{,,21.0 ng/l “
n 1:10.000.000
AKDENZ 0———~125 km

Sekil 5. Tiirkiye’nin 20 ilinde, okul g¢ag1 ¢ocuklarda guatr yiizdesi (%) ve ortalama

idrar iyot konsantrasyonlari (ug / L) (77).
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2.3 TIROID NODULLERINDE MOLEKULER GENETIK

Tiim6r; hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagmasi veya Sliimiinde etkili genlerin bozukluklar
sonucu olusur. Somatik mutasyon, genetik olarak degisime ugramig hiicrenin klonal
olarak biiylimesine neden olur. Bu hiicrelerin normal hiicrelere oranla biiytime hizlar
daha yiiksek olup; invazyon ve metastaz yapma Ozelliklerine sahiptir (78). Tiroid
nodiillerinin molekiiler genetiginden sorumlu teoriler, Tablo 5’de gosterilmisgtir.
‘Tablo 5. Tiroid nodiillerinin molekiiler genetiginden sorumlu teoriler (78).

1. DNA Metilasyonu
2. Onkogenler
- Ras
- Niikleer Onkogenler
- Met
- Ret
- Ntrk
- Pax-8
3. Tiim6r Suprestr Genler
- Heterozigot kaybi
- Hiicre sikliisi ile iligkin genler
-Rb
-p53
4, Biiyiime Faktorleri
A. Inhibe Eden Bitylime Faktorleri
- Trasforming Growth Faktor-f
- Somatostatin
B. Stimiile Eden Bilyiime Faktorleri
- Insiilin ve insiilin Like Gowth Fakt6r
- Vaskiiler Endotel Growth Faktor
- Transforming Growth Faktor-a.
- Epidermal Growth Faktor
-Tirotropin ve tirotropin reseptir sinyal dleti yoln

2.3.1 DNA Metilasyonu

DAP-Kinaz (Death Associated Protein Kinase) bir serin/treonin kinaz proteinidir.
DAP-Kinaz, hiicrelerin apopitoz olayinda yer alir. DAP-Kinaz geninin promoter

bolgesinin hipermetilasyonu, bu genin ekspresyon kaybina neden olarak, hiicrelerin
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apopitozdan kurtulmasina yol agar (79). DAP-Kinaz’in promoter bolgesinde CpG
adas1 metilasyona en ¢ok duyarh bslgedir (78).
Akciger kanser hﬁcrelerinhe metastatik aktivite, DAP-Kinaz aktivitesinin kayb: ile
actklanmigtir (80). B-hiicreli neoplazmlarin patojenezinde de, metilasyon kaybi
gosterilmigtir (81). DNA‘nin hipermetilasyonu aym zamanda, tiroid neoplazmlarin
patojenezinden de sorumlu tutulmaktadir (82).

2.3.2 Onkogenler

Ras

H-ras, K-ras, N-ras olmak {izere; 3 gesit ras proto-onkogeni mevcuttur (78,
83) . Ras proteini sitoplazmik membrana bagl olup, GTPaz aktivitesine sahiptir (78).

Tiroid neoplazmlarn patojenezinde, ras proto-onkogenleri sorumlu
tutulmaktadir. Bu onkogenin 12., 13. ve 61. amino asitlerinde mevcut mutasyonlar,
ras proteinlerinin aktivasyonuna neden olarak, biiyiime sinyalini uyarir. Lemoine ve
arkadaglarinin yaptig1 caligmada; mikrofolikiiler adenomlarda % 50, diferansiye
tiroid kanserlerinde % 53, indiferansiye tiroid kanserlerinde % 60 oraninda ras gen
mutasyonu saptanmgtir (84). Karga ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmada; folikiiler
kanserlerin 2’sinde (2/14), papiller kanserlerin 1’inde (1/15) ras gen mutasyonu
saptanmugtir (83). Ezzat ve arkadaslarimin yaptigi ¢aligmada; papiller kanserlerin
2’sinde (2/16), folikiiler kanserlerin 1’inde (1/4) ras gen mutasyonu saptanmigtir
(85). Bagka bir ¢aligmada ise; kotii diferansiye tiroid kanserlerde % 100 oraminda , iyi
diferansiye tiroid kanserlerde %65 oraninda ras gen mutasyonu saptanmgtir (86).

Tiim bu ¢aligmalar, tiroid neoplazmlarinda ras gen mutasyonlarinin % 20-50
siklikta bulundugunu gdstermektedir (83).

Niikleer Onkogenler

Protoonkogen {riinleri; c-myc, c-jun ve c-fos’dur. Bunlar niikleer
transkripsiyon faktorleri olup; hiicre biiylimesi ve farklilagmas: kontroliinde etkin
genlerin ekspresyonunu artirir (78). c-myc, hiicrenin tra_nskripsiyon diizenleyicisidir

7).
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Benign ve" malign tiroid tlimorlerinde, c-myc ekspresyonunun arttig
gosterilmistir (88). Baska bir ¢aligmada da, tiroid kanserlerinin % 57’sinde c-myc
ekspresyonunun arttifn ve bu artigin kétii diferansiye tiroid kanserlerinde daha
belirgin oldugu saptanmugtir. Benzer sekilde, tiroid tiimorlerinde c-fos
ekspresyonunun da arttifn gosterilmigtir. Malign tiimérlerin %60°1inda, benign
tiimorlerin ise %90’ninda; c-fos ekspresyonunda artis goriilmiistiir (89).

Met

Tirozin kinaz, malign doniisiimden sorumlu genlerden biridir. Tiroid bezinde,
21 farkl: tirozin kinaz g8sterilmigtir. Tirozin kinazlarin ¢ogu hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasinda gorevlidir (78).

c-met onkogen, bir transmembran tirozin kinaz tiiriidiir. Met protein,
hepatosit biiyiime faktdr/scatter faktér (HGF/SF) icin reseptor gorevi goriir. HGF/SF;
hiicre gogalmasi, motilite ve yayilmasindan sorumlu sitokindir (90). HGF/SF aym
zamanda tirosit hiicrelerinin ¢ogalmasim da uyarir (78).

Met protein, neoplastik hastaliklarin patojenezinde rol oynar (91). Tiroid
kanserlerinin % 50’sinde, met ekspresyonunun arttifi gosterilmigtir (92). Tiroid
kanserlerinde met ekspresyonu, patoloji ve lenf nod metastaz: ile iligkili olarak artar
93).

Ret

Ret proto-onkogeni, normal olarak noral krestden kaynaklanan hiicrelerde
eksprese olmaktadir (94). Tiroid bezinde ise, parafolikiiler (C) hiicrede eksprese olur
(78). Ret proto-onkogeni, 10q11.2 bandinda yer alir. Ret nérotropik faktorler igin
reseptor iglevi goriir (95).

Multiple endokrin neoplazi tip 2 ve sporadik mediiller tiroid kanser
patojenezinden, ret onkogen mutasyonlar: sorumlu tutulmaktadir (78, 95).

Ret/PTC simerik onkogeni; Ret onkogeninin, tiroid folikiiler hiicrelerinde
mevcut genlerin 5° boliimiine baglanmasi ile olugur (96, 97, 98). Tiroid papiller
kanser patojenezinde, Ret/PTC onkogeni sorumlu tutulmaktadir (96, 97, 98).
Ret/PTC1; 10. kromozomda parasentrik inversiyon sonucu, Ret tirozin kinaz
aktivitesinin H4 geni ile birlesmesi sonucu olusur (97). Ret/PTC1 aktivasyonu,

terapdtik radyasyon sonucu olusan tiroid papiller kanserlerde bulunmaktadir (97).
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Cocukluk ¢aginda radyasyona maruz kalan hastalarda goriillen tiroid papiller
kanserlerin %53-84’iinde, Ret/PTC simerik onkogen formu gosterilmistir (78).

Ret/PTC2; t(10;17) (ql1.2;q23) arasinda translokasyon sonucu olusur.
Ret/PTC 3 ve 4 ise; ret tirozin kinaz aktivitesinin, ELE1 geni ile birlesmesi sonucu
meydana gelir (78). Cerobil’den sonra goriilen tiroid folikiiler kanserlerde, Ret/PTC
3 onkogen aktivasyonu tespit edilmistir (97).

Ret/PTC onkogen aktivasyonu, papiller mikrokanserlerde sik goriiliirken,
.anaplastik ve kotii diferansiye tiroid kanserlerinde daha az siklikla rastlanir (98).

NTRK
Trk A (NTRK1), tirozin kinaz reseptdriidiir. Nerve Growth Faktor (NGF),

Trk ile baglanarak; sinir hiicrelerinin biiyiimesi, farklilasmas1 ve oliimiinii diizenler
99).

Trk, NGF’nin baglandig1 reseptérii kodlar (100). Tirozin kinaz aktivitesine
sahip bu reseptorler; Trk A, Trk B ve Trk C’ dir (101).

Trk onkogen mutasyonu, tiroid papiller kanserlerde % 0-10 arasinda degisen
oranlarda goriilmektedir (78).

Pax-8

Pax-8, tiroide spesifik gen ekspresyonunu diizenler. Aym zamanda; tiroid
folikiiler hiicre dizisinin olugmasinda gerekli transkripsiyon faktorlerini kodlar (78).
Pax 8 mutasyonu konjenital hipotiroidizm vakalarinda gosterilmigtir (102). Benign
tiroid nodiillerinde ise, Pax-8 ekspresyonu yiiksek oranda bulunmugtur (103).

Son yillarda tiroid kanser patojenezinde, PAX 8-PPARY1 birlesiminin 6nemli
rol oynadig1 gosterilmistir. PAX 8-PPARy1 mRNA ve protein ekspresyonu, folikiiler
kanserlerde gosterilirken; papiller kanser, multinodiiler hiperplazi ve folikiiler
adenomlarda gosterilmemigtir (104).
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2.3.3 Timor Supresor Genler

Heterozigot Kayip

Heterozigot kayip, tiroid folikiiler kanser patojenezinden sorumludur.
Folikiiler kanserlerde heterozigot kayip, % 20.4 oraninda saptanmigtir (105). Yapilan
bir ¢aligmada; folikiiler tiroid neoplazmlarin % 14’iinde, 11.kromozomun 11q13.
bandinda genetik kayip oldugu gosterilmistir (106).

Hiicre Sikliisii ile iligkin Genler

Siklin bagimh kinazlar (CDKs), siklin ile kompleks kurarak aktive olurlar.
Aktive olan kinazlar, hiicre sikliisiinii kontrol ederler. Siklin bagimli kinazlarin
ekspresyonu bozulunca, hiicre sikliisiiniin kontrolii de bozulur. Bu ise, hiicrelerin
malign transformasyonuna neden olur (78).

p21 bir CDK inhibit6riidiir. CDK’y1 inhibe ederek, hiicre sikliistini G1
fazinda durdurur. Tiroid kanserlerinin % 30’unda, p21 ekspresyonu pozitif olarak
gosterilmigtir (107). Shi ve arkadaglarinin yaptifi bir caligmada; tiroid papiller
kanserlerin % 12.5’inde, p21 geninde delesyon oldugu saptanmigtir (108).

Sikline bagiml1 kinazlar1 uyaran ajanlara ise, siklin denir. Siklin D1, sikl{istin
G1 fazma etki ederek, sikliisiin ilerlemesini saglar (109, 110). Tiroid papiller
kanserlerin yaklasik % 32’ sinde, siklin D1 ekspresyonunun arttigy gosterilmistir
(110).

Retinoblastom

Retinoblastom geni, 13ql4. bandinda yer alir. Retinoblastom, hiicre
biiyiimesini durduran niikleer proteinleri kodlar (111). Hipofosforile formda aktif,
fosforile (P-Rb) formda inaktifdir. Aktif Rb geni, hiicrenin G1 fazindan S fazina
gecisini engeller. Hiicre olusumu sirasinda meydana gelen hatalar, bu arada
diizeltilir. Hiicre biiylime faktérleri ile uyarildigi zaman, Rb geni fosforile olarak,
inaktif hale gecer. BOylece hiicre, G1 fazindan S fazina ilerler. Hiicre bollinmesi S
fazinda gerceklesir. Bu arada; P-Rb’ dan fosfatazlar ile, aktif Rb olusur. Aktif Rb;
hiicre sikliisiiniin ilerlemesini, transkripsiyon faktor ile. kompleks kurarak engeller.
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Bu kompleks DNA ile baglamp, S faz genlerinin transkripsiyonunu durdurur.
Bdylece hiicre boliinmesi engellenir (112, 113).

Tiroid neoplazmlarinda Rb mutasyonlan az oranda goriiliir (111). Holm ve
arkadaglarinin yapti1 c¢aligmada; tiroid neoplazmlarinda, Rb ekspresyon kaybi
gosterilmemigtir (114). Ancak Rb ekspresyonu, benign ve malign neoplaimlarm
ayiricl tanisinda 6nemlidir. Anwar ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢aligmada; Rb
ekspresyonu benign tiroid hastaliklarinin % 96’sinda pozitif olarak tespit edilirken,
malign lezyonlarin % 82’sinde negatif olarak tespit edilmigtir (111).

P53
P53 geni, 17p13. bandinda yer alir (78). P53; hiicre sikliisiinii kontrol eden,

aktif hiicre 6liimiinii tetikleyen ve ayni zamanda hiicre farklilasmasini diizenleyen bir
faktordiir (115, 116).

P53, santral bir kor ve karboksi terminal béliimlerinden olugmustur.
Karboksi terminal boliim, DNA’min baglanmasi ve oligomerizasyonunu kontrol eder
(117). Amino terminal béliim ise, transkripsiyonu aktive eder (118).

P53, siklin baguml kinaz (CDK) ve DNA replikasyonunu inhibe ederek; G1
fazindan S faza gegisi 6nler (118). p53, hiicre sikliisiinii G2 fazinda da sonlandirabilir
(119). DNA’min hatalarinda, araya girerek G1 fazim1 durdurur. Boylelikle DNA’nin
onarimi i¢in gerekli zaman saglanmig olur (118). p53 mutasyonunda, bu genin
fonksiyonu bozulur ve genetik hasar diizeltilemez. Boylelikle malign fenotipi olan
neoplastik hiicrelerin, klonal biiylimesi baglar (78).

P53, hiicre apopitozunu da saglar (120, 121). DNA’'nin hasarli oldugu
durumlarda, p53’e bagiml apopitoz goriiliir (118).

P53 protein aktivitesi, aymi zamanda hematopoietik ve muskiiler hiicre
dizilerinin farklilagmasinda da gorevlidir (122).

P53 genindeki mutasyon, kanserde en sik goriilen genetik hasardir.
Mutasyonlarin ¢ogu, ekson 5-8 arasinda goriiliir (123).

P53 gen mutasyonu, dzellikle kotii diferansiye ve anaplastik tiroid timorlerin
patojenezinden sorumludur (78). p53 gen mutasyonu; indiferansiye tiroid
kanserlerinde % 62.5, iyi diferansiye tiroid kanserlerinde % 11.4, mediiller
kanserlerde % 5 ve kotii diferansiye tiroid kanserlerinde % 5 oraninda saptanmugtir
(124). Bagka bir ¢aligmada ise; p53 gen mutasyonu diferansiye tiroid papiller

34



kanserlerde % 11.5 oraminda saptanirken, kotii diferansiye tiroid kanserlerinde
%40.9, indiferansiye tiroid kanserlerinde ise % 63.6 oraninda bulunmugtur (125).
Tiroid kanserlerinin diferansiye formundan anaplastik karsinom formuna
progresyonunda, p53 gen mutasyonu sorumlu tutulmaktadir. Bu ylizden; p53 gen
tedavisi, direngli anaplastik tiroid tiimérlerinde etkin tedavi olana@1 saglayabilir
(126).

2.3.4 Buyume Faktorleri

A. inhibe Eden Biiyiime Faktorleri

Transforming bilyiime faktori-p (TGF-p)

Transforming growth faktdr-f (TGF-), 25.000 daltonluk homodimerik bir
proteindir (127). TGF-B1, 2, 3 olmak iizere, ii¢ alt grubu mevcuttur (128). TGF-1,
G1 faz1 ile iligkin siklinleri inhibe ederek, hiicre proliferasyonunu azaltir (129).
Mezenkim ve epitel kaynakl hiicrelerde mevcut, iig spesifik reseptore baglanir (130).
In vitro sartlarda; bu protein iyot alimu, tiroglobulin sentezi ve DNA sentezini inhibe
eder (131). TGF-B‘mn TGF-B2 reseptoriine baglanmasi ile, TGF-B ileti yolu uyarilir.
Bu ileti yolunun aktivasyonu, selektif olarak cAMP bagimb tirosit proliferasyonunu
inhibe eder (78).

TGF-B1 tirositler tarafindan tiretilir (132). Nodiiler guatrda, normal doku ve
Graves hastalipinda gorillen dokuya oranla, TGF-§ mRNA’mn daha az oranda
cksprese oldugu gosterilmigtir. TGF-B, tiroid folikiiler hiicrelerinin bilyiimesini
engeller (133). Baska bir ¢alismada; TGF-B ekspresyonu folikiller adenom
dokularinda, normal dokuya oranla daha yiiksek bulunmugstur (134). Morasini ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise; TGF-$1 ekspresyonu, rekiiren guatrlarda daha
yiiksek oranda saptanmistir (135). Kimura ve arkadaglarinin yaptign calismada;
malign ve benign tiimorlerde, TGF-f 1, 2 ve 3’lin ekspresyonlarmun arttif
gosterilmigtir. Diferansiye tiroid kanserlerinde homojen artis goriiliirken,
multinodiiler guatrlarda interfolikiller ve intrafolikiiler degiskenlik gOsterdigi
belirtilmigtir (136). West ve arkadaglarinin yaptign g¢aligmada; tiroid folikiiler
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kanserlerde, TGF-B2 reseptdr ekspresyonunun azaldify gdsterilmigtir. Bu o6zellik;
folikiiler adenomlarin folikiiler kanserden ayiric1 tamisinda 6nemlidir (137).

Somatostatin

Somatostatin, inhibe edici hormon veya parakrin fakt6r olarak viicudun gesitli
organlarinda gérev almaktadir. Somatostatin; somatostatin reseptore baglanip, cAMP
sentezini durdurarak, hiicre bilylimesi ve ¢ogalmasim engeller. Bu yiizden,
somatostatin ve analoglarmin tiroid kanser tedavisinde kullamlmasi giindeme
gelmigtir (138).

Somatostatin, tiroid hiicrelerinin biiyiimesini onler (139). Somatostatin ile
birlikte verilen tamoksifenin, tiroid papiller ve folikiiler hiicre dizilerinin biiylimesini
engelledigi gosterilmigtir (140).

Somatostatin ve analoglarimin, neoplastik dokuda proliferasyonu 6nledigi, in
vitro ve in vivo olarak gosterilmistir (141). Kenneth ve arkadaglarmin yaptigi
calismada; tiroid tiimérlerinde somatostatin reseptor mRNA ekspresyonunun arttig
gosterilmigtir. Ekspresyonu en yiiksek olan reseptérler; SSTR1 ve SSTRS “dir (142).
Tiimo6r hiicrelerinde indirekt antineoplastik etki; timdr cevresinde mevcut
anjiogenezin engellenmesi ile olmaktadir. Bu etki, SSTR2 reseptorler ile olmaktadir.
Tiimor ile iligkili damarlarda, SSTR2 ekspresyonun arttig1 gosterilmigtir (143).

B. Situmule Eden Bilyiime Faktorleri

insulin ve insulin benzeri biiyiime faktérii IGF)

Tiroid stroma hiicresi, Insulin Benzeri Biiylime Faktorleri (IGF) salgilar (78).
Normal tiroid, multinodiiler guatr ve kanser dokusunda; IGF-1, IGF-1 reseptor ve
cesitli IGF baglayici proteinlerin eksprese oldugu gosterilmistir (144). Graves
hastalarimin  tiroid dokularinda da, IGF-1 reseptér ekspresyonunun arttifi
gosterilmigtir (145).IGF-1, tiroid hiicrelerinin ¢ogalmasim artirir. Benign epitelyal
tiimorler otokrin olarak IGF-1 salgilar. Tiroid tiimorlerinde, otokrin IGF-1 salgisi
erken goriiliir (146). Tiroid kanserlerinde IGF, IGF reseptor ve IGF baglayici protein
ekspresyonunun normal dokuya oranla arttif1 gosterilmigtir (147).
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Vaskiiler endotel biiyiime faktorleri (VEGF)

Vaskiiler endotel biiylime faktori (VEGF); arter, ven ve lenfosit endotel
hiicrelerinin en dnemli biiyiime faktoriidiic (148). Endotel hiicrelerinin gogalmast,
gocli ve gegirgenlifini artirir. VEGF, iki farkli reseptore baglanir. Bu reseptorler;
VEGF-1 ve VEGF-2dir (148, 149).

Solid tiimdrlerin biiyiimesinde, VEGF onemli role sahiptir (148, 149, 150).
En onemli gesitleri; VEGF-A, -B, -C ve -D’dir. VEGF-A ise, en ¢ok goriilen
-gesididir (151).

VEGF; tiroid folikiil hiicreleri tarafindan TSH reseptoriiniin, TSH veya
Graves immiinoglobulinleri tarafindan uyarilmasi sonucu salgilamir. Reseptore
baglanan VEGF, tiroid hiicrelerinin ¢ogalmasin ve bezin kanlanmasim artirir (152).
Papiller ve folikiiler tiroid kanserlerinde, VEGF ekspresyonun normal dokuya oranla
arttifn gosterilmistir (153). Bagka bir c¢aligmada ise; VEGF ekspresyonu tiimoriin
mitojenik aktivesi ile iligkili bulunmugtur. VEGF o6l¢iimii, tiimériin yayginligi ve
metastatik aktivitenin belirlenmesinde bir gostergedir (154).

Epidermal biiyiime faktori (EGF)

EGF ve EGF reseptdr malign transformasyondan sorumludur. EGF reseptorii
erb B protoonkogen iiriiniidiir (155). Meme, mesane, akciger, mide ve Osafagus
kanseri olmak iizere; bir ¢ok malignenside EGF reseptor ekspresyonunun artmig
oldugu gosterilmigtir (156).

TSH; tiroid folikiil hiicreleri iizerinde EGF reseptr sayisim artirarak,
EGF’nin fonksiyonunu diizenler (157). Bu reseptor, tiroid folikiil hiicre zarinn
bazolateral kisminda bulunur (158). Saller ve arkadaglannin 1993 yilinda yaptiga
caligmada; EGF reseptor ekspresyonunun, malign tiroid neoplazm ve iyi diferansiye
benign tiroid nodiillerinde artmig oldugu gosterilmistir (156).

Transforming biiyiime faktor-o (TGF-o)

Transforming biiyime faktdrii a, bir mitojendir. TGF-a, EGF reseptor ve
tirozin kinaz sinyal ileti yolu tizerinden fonksiyon gosterir (78). Normal tiroid doku,
multinodiiler guatr, folikiiller adenom, folikiiler- papiller kanser ve anaplastik tiroid
kanserlerinde, TGF-a. ekspresyonunun arttifi gosterilmistir (144). Invazif olan
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timorlerde ekspresyonunun daha fazla oranda arttiga gosterilmistir (159). Ancak in
vitro yapilan bir ¢aligmada, TGF-a aktivasyonunun, tiroid epitel hiicrelerinde
malignensiye neden olmadig bildirilmigtir (160).

Tirotropin Reseptdr Sinyal ileti Yolu

Tirotropin (TSH), tiroid folikiiler hiicrelerinin iglevini ve tiroid hormon
sekresyonunu diizenleyen hormondur. Tiroid hiicrelerinin ¢ogalmas: ve tiroid bezinin
biiyiikliigi de, TSH’na baghdir (161). TSH, tirotropin reseptoriine (TSH reseptor,
TSHR) baglanarak iglev goriir. Tirotropin reseptérii, G-proteine bagimh reseptordiir.
Bu reseptore ait sinyal ileti yolu ise su sekildedir:

a. Adenil siklaz sinyal yolu ile iletim

TSH reseptorii, G-proteine bagiml: reseptordiir. TSH, reseptoriin ekstraseliiler
boliimiine baglamr (161, 162, 163, 164). Hormon reseptére baglandiktan sonra,
reseptorde sekil degisikliklerine yol agar. Bu ise, reseptdriin G protein kompleksi ile
iliski kurmasina neden olur (162, 165, 166). G-protein, ii¢ alt gruptan olugan bir
komplekstir. Bu alt gruplar; Ga, GB ve Gy’dir (6, 162, 166, 167). Inaktif formda bu
alt gruplar heterotrimer durumdadir. GDP, bu proteinin o alt grubuna baglidir. TSH
reseptdre baglanip onu aktive edince; bu sinyal G proteinine iletilir. Go. alt grubunda
bulunan GDP, GTP’ye doniisiir. Boylelikle G protein a ve py dimerine aynsir (6,
162, 166). GTP ile baglanan o alt grubu adenilat siklazi (AC) uyararak, ¢ AMP
firetimini saglar (168). ¢ AMP, diger bir enzim olan Protein Kinaz A (PKA)’ ya
baglanir (7, 166). PKA; 2R (regiilatuar) ve 2C (Kkatalitik) alt gruplardan olugmugtur
(7, 166). cAMP regiilatuar (R) alt gruba baglaninca, regiilatuar ve katalitik alt
gruplar birbirlerinden aynlir. Katalitik alt grup sitoplazmadan niikleusa geger.
Burada ¢ AMP yanit elemam baglayicisim (CREB) fosforile eder. Fosforlanmis
CREB, CREB proteini yardim ile, gen iizerinde bulunan ¢ AMP yanit elemanina
(CRE) baglanarak, mRNA transkripsiyonunu baglatir (7, 166). G protein, stimiilan
(Gs ve Gy) ve inhibitér (G;) olmak lizere iki ayn formda bulunur. G5, c AMP yolunu
aktive ederken, Gq fosfolipaz C yolunu aktive eder (162, 169). G; ise adenilat siklaz
inhibe ederek, sinyal iletiminde etkili olur (170). cAMP ile iligkili sinyal ileti yolu,
Sekil 6’da gosterilmigtir.

38



Reseptor

pmi_*@@

/@@

Nuclear membrane

Sekil 6. cAMP ile iligkili tirotropin reseptor sinyal ileti yolu (7).

b. Fosfolipid ve Ca sinyal yolu ile iletim

TSH fosfolipaz C yolu ile, diagilgliserol (DAG) olusumuna neden olur. DAG,
Protein Kinaz C (PKC) aktivasyonunu artirir. PKC’nin aktivasyonu ise, bazi
proteinlerin fosforilasyonuna neden olarak, transkripsiyonu baslatir. PKC yolunun
aktivasyonu, daha fazla miktarda TSH gerektirmektedir (169, 171).

2.4 TIROTROPIN RESEPTORU

2.4.1 Tirotropin Reseptériiniin Molekiiler Klonlanmasi

Tirotropin reseptérii ilk kez, 1966 yilinda tammlanmistir (161). Bu verilere gore
tirotropin reseptorii; glikolize 55 kDa’luk A altgurup ile, 35 kDa’luk B altgruptan
olusmustur. Bu altguruplar birbirlerine, iki distilfit bag ile baglanmistir. A altgurubu,
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TSH’nin reseptére baglandifn bolge iken, B altgurubu reseptériin membrana
baglandig1 boélgedir (172). Reseptér stabil olmayip, konsantrasyonu ise oldukga
dustiktiir (173).

Luteal lutropin-koryogonodotropin reseptériiniin (LH-CG-R) purifikasyonu
ve bunun ¢ DNA’smin klonlanmasindan sonra, tirotropin reseptSriinii klonlama
calismalarina baslanmistir (174, 175). Bu konu ile ilgili ilk ¢alisma, Parmantier ve
arkadaglan tarafindan 1989 yilinda yapilmistir. Bu calismada; FSH reseptdriiniin
transmembran 2. ve 3. boliimleri kullamlarak, képek TSH reseptér c DNA °‘s1 elde
edilmigtir (176). G-proteine bagimli reseptorlerde, amino asit dizilimi birbirleri ile
benzerdir. Bu ise, reseptorlerin aynm1 kékenden geldigini diistindiirmektedir (177).

Kopek TSH reseptor ¢ DNA’s1 kullanilarak, hibridizasyon y6ntemi ile insan
TSH reseptér ¢ DNA’s1t 1989 yilinda elde edilmigtir. Hiicre Kkiiltiirlerinde ise,
TSH’nin bu reseptére baglanma kapasitesinin oldugu gosterilmistir (178).

Nagayama 1989 yilinda; sentetik iki oligontikleotid dizisi kullanarak, yeni bir
TSH reseptor ¢ DNA ‘s1 elde etmistir. Hiicre kiiltiirlerinde ise, bu resept6ér adenilat
siklaza arttirmagtir (179).

Misrahi ve arkadaglar1 1990 yilinda; LH/hCG reseptdr probu ile hibridizasyon
yaparak, yeni bir TSH reseptér ¢ DNA’s1 klonlamistir. Klonlanmig reseptor, 764
amino asitden ibarettir. Ortalama molekiiler agirlik 84.501 dalton olup; ekstraseliiler
béliim 394 amino asit, transmembran boliim 266 amino asit ve intraseliiler b6lim 83
amino asitden olugsmugtur (180). Sigan TSH reseptdr ¢ DNA‘s1 ise 1990 yilinda izole
edilmigtir (181). Tirotropin reseptoriiniin temel yapisi, Sekil 7°de gosterilmistir.

A. Ekstraseliiler boliim

B. Transmembran biliim

C. intraseliiler, Kkarboksiterminal
béliim i

ITTITTTa0ses

Sekil 7. Tirotropin reseptriin temel yapisi (162).
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TSH reseptorii tiirler arasinda biiylik oranda benzerlik gosterir.

Farkl tiirler arasinda TSH reseptér ¢ DNA, % 75 ile % 90 aras1 benzerlik
gosterir. Ttim DNA’larda goriilen ortak &zellikler sunlardir (182):

1. Tek polipeptid zincirden meydana gelir.

2. 764 amino asitten olusur.

3. Molekiiler agirlik 84 kDa’dur.

4. Ekstraseliiler boliim 414-418 amino asitten meydana gelir.

5. Insan TSH reseptériinde 6 N bagimli glikolizasyon bélgesi, diger tiirlerde ise
5 N bagiml: glikolizasyon bélgesi mevcuttur (182).

TSH reseptorii G-proteine bagwmlr bir reseptordiir. G-proteine bagiml
reseptorler, iki ayn boliimden olugur (183):

1. Hidrofilik, ekstraseliiler boltim,
2. Hidrofobik, transmembran bélim.

TSH reseptoriinde, 6zellikle transmembran 2 ve 7. béliimler, diger G-proteine
bagimli reseptorlerle benzerlik gosterir (183).

Glikoprotein reseptorler, G-proteine bagimli reseptér ailesinin bir
altgurubudur. Glikoprotein altgrubu; TSH reseptér, FSH reseptér ve LH/CG
reseptbrlerinden olusur. Glikoprotein reseptorlerini, difer G-proteine bagimh
reseptdrlerden ayiran iki 6nemli 6zellik vardir (173):

1. Bunlar sinyal peptide sahiptirler.
2. Uzun ekstraseliiler amino terminal bélim igerirler.

Glikoprotein reseptérler aralarinda karsilagtinldiginda temel farklihik, TSH
reseptoriiniin daha uzun olmasindan kaynaklanir. Molekiil karboksi yarisinda % 70
oraminda, ekstraseliiler amino terminal boliimiinde ise % 40 oraminda benzerlik
gosterir (173). Glikoprotein hormon reseptdrlerinin  benzerligi, Sekil 8’de
gOsterilmigtir.

G proteine bagimli reseptdrlerin ¢ogu, serin/treonine fosforilasyon bolgesi
icerir. Bu hormon ile karsilasan reseptoriin desensitizasyonuna neden olur. Ancak
TSH reseptorii bu agidan dikkat ¢ekicidir. Ciinkii TSH reseptoriinde fosforilasyon
bolgesi azdir. Bundan dolay1, desensitizasyon daha az goriiliir (161).
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Sekil 8. Glikoprotein hormon reseptorlerinin benzerligi (173).
TSH reseptor geni 14q31. bandinda yer alir. Mc Bride ve arkadaglarinin
1987 yilinda yaptig1 ¢aligmada; TSH reseptér ¢ DNA’ya ait genin, 22. kromozomda
oldugu savunulmustur. Ancak herhangi bir delil bulunmamistir (184). Libert ve
arkadaglan ise 1990 yilinda; TSH reseptér cDNA’ya ait genin, 14. kromozomun
uzun kolunun 31. bandinda yer aldigini1 gostermistir (185).
Bu gen, ortalama 60 kilobazdir. On eksondan olusur. Bu eksonlar siras: ile;
327, 72, 75, 75, 75, 78, 69, 78, 189 ve 1412’den biiyiikk baz ¢iftlerinden meydana
gelir. 1k 9 ekson, tirotropin reseptériiniin amino terminal ekstraseliiler béliimiiniin
biiyiik bir pargasim1 kodlar. Diger taraftan ekstraseliller boliimiin bir kismi,
transmembran boliim ve sitoplazmik kuyruk ise; 10.ekson tarafindan kodlanir.
Eksonlarin kod dizilimleri ile, insan TSH reseptér cDNA dizilimleri arasinda biiytik
oranda benzerlik mevcuttur (186).
Bugiine kadar, ii¢ gesit G proteine bagimli reseptor tamimlannugstir (186):
1. Bu gruptaki genlerde intron yoktur. Kisa bir ekstraseliler bolim igerir
(adrenerjik ve muskarinik reseptorler).
2. Ikinci gruptaki genlerde intron mevcuttur. Kisa bir ekstraseliiler boliim igerir
(D2 ve substance P reseptérler)
3. Bu gruptaki genlerde intron yoktur. Ancak uzun bir ekstraseliiler b6liim igerir
(TSH reseptor, FSH reseptor, LH/CG-reseptor).
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2.4.2 Tirotropin Reseptoériniin Yapisi

Promotor Bolge

Sigan TSH reseptr geninin 1.7 kb’lik 5 bélgesi izole edilmis ve bu bolgenin,
TSH reseptor geninin aktive olmasi i¢in gerekli promotor bolgesine sahip oldugu
gosterilmistir. TSH reseptdr gen ekspresyonu tiroide spesifiktir. Ancak, promotor
aktivite icin gerekli bolge housekeeping genlerinin ortak o6zelliklerini gOsterir.
' Promoter bolge, GC’den zengin olup, TATA ve CCAAT kutular1 igermez (187).

TSH reseptor genindeki minimum promoter bolge, -220 ve -39 baz ciftleri
arasinda uzanmaktadir. Transkripsiyon baglama bolgesi; ATG start kodonundan 5
yoniinde ilerlendiginde, -89 ve -68 baz ¢iftleri arasinda bulunmaktadir. cAMP yanit
elemam (CRE) ise, -139 ve -132 baz ciftleri arasinda uzanmaktadir. CRE, TSH
reseptOr ekspresyonu igin 6nemlidir (183).
CRE’nin hemen yaninda, 5 yoniinde ilerlendiginde, -162 ve -140 baz ciftleri
arasinda uzanan, iki grup dekaniikleotid goriiliir. Bu gruplara, Tandem Repeat (TR)
dizileri denir. Bunlar, CREB’in fonksiyonunu baskilayarak, gen ekspresyonunu
onler. Dekaniikleotid 3  bolimiinde mevcut Tandem Repeat dizisi ile baglanan
niikleer proteinler, CRE boélgesi igin, CREB proteinleri ile yangir. Single strand
binding protein (SSBP), 5 niikleotid boliimiinde mevcut Tandem repeat dizisi ile
baglanarak, CRE’nin aktivitesini baskilar (188).
Tandem Repeat’den 5" yOniinde ilerlendiginde, -189 ve -175 baz ciftleri arasinda,
dokuya spesifik transkripsiyon faktér-1 (TTF-1)’in baglandipy goriitiir. TTF-1,
tiroglobulinin dokuya spesifik ekspresyonu ve gelisimi i¢in gerekli faktdrdiir (189).
TTF-1 elementi tiroide spesifik olup, TSH reseptdr ekspresyonu icin spesifik
degildir. TTF-1, tiroide spesifik ¢ AMP bagimhi TSH resept6r gen ekspresyonunun
(+) veya (-) otoregiilasyonundan sorumludur. TTF1, CRE ile birlikte g¢aligir.
Promoter bdolgesinde birinci TTF1 bolgesinden, 5 yoniinde ilerlendiginde, ikinci
TTF1 bolgesi ile kargilagilir. Bu bélgenin tlim 6zellikleri birinci TTF1 bdlgesi ile
benzerlik gosterir (183).
Promotor bolgede, -220 ile -192 baz ¢iftleri arasinda; insulin yanit elemant (IRE)’'min
baglandig1 bdlge bulunmaktadir. Insulin ve IGF-1; TTF-2’nin diizeyini ayarlayarak,
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tiroglobulin ekspresyonunu artirir (190). TSH reseptor genindeki minimum promotor

bolge, Sekil 9’da gosterilmisgtir.

REPRESSOR

TSH'nin ~ENHANSER

uyardig, cAMP

otoregililasyonu Transkripsiyon

S—— baslama bolgeleri
INSULIN
IGF-1 W ¢ T, i

TR W TR [ \ ] s
4 L)zl =g - (11

B21  £65 270 132-1391 -7 148 x ]

Triple heliks

TSH’nin uyardigi, SSBP  TSH’nn inhibe ettigi,
baglanma bolgesi cAMP otoregtilasyonu

Sekil 9. TSH reseptor geninde mevcut minimum promoter bdlge (183).

c¢cAMP yanit elemam (CRE)

CRE (TGAGGTCA) bélgesi, -139 ve -132 baz giftleri arasinda uzanmaktadir
(183). CRE binding proteinler, bu bolge ile baglanir. Bu proteinlerden biri de CREB-
BR’dir (188). CRE, TSH reseptor gen ekspresyonunu artirir (183).

CRE benzeri bolgenin; CRE konsensus (TGACGTCA) veya AP-1
(TGAGTCA) bolgesine olan mutasyonlarinda, CRE’nin aktivitesi artar.
Nonpalindromik (CGAGGACA) mutasyonlarda ise, aktivitesi azalir (191).

CRE binding proteinler; saf CREB-BR, AP-1, ATF2-BR ‘dir. Bu proteinler,
CRE benzeri bolgeye baglanarak; protein-DNA kompleksini meydana getirirler
(191).

Tandem repeat

Tandem repeat (TR) dizileri; CRE bélgesinin 5° yaninda, -162 ve -140 baz
olusmugtur. TSH reseptoriiniin ekspresyonunu artiran CRE’nin aktivitesi, TR
tarafindan baskilanir (188).

TSH reseptr promotor bolgesinde, -148 ve -124 baz ¢iftleri arasinda; CRE
ve 3" dekaniikleotid boliimleri uzanmaktadir. CRE bolgesine sadece ¢ift sarmal DNA
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baglanmirken, 3° dekaniikleotid bolgesine ¢ift/tek sarmal DNA baglanabilir. Her iki
boliime, ayri nilkleik asitler baglanarak, grup A ve B komplekslerini olusturur.
Niikleik asitlerin CRE ile baglanmas: sonucu grup A kompleksi, 3" dekaniikleotidler
ile birlesmesi sonucu grup B kompleksi olusur. CRE bglgesinde mutasyonlar,
niikleer proteinlerin 3” dekaniikleotidle kompleks kurmasim engellerken; 3°
dekaniikleotid bolgesindeki mutasyonlar ise, CRE binding proteinierin CRE ile olan
iligkisini engeller (183).

Promotor bolgede 5° dekaniikleotidin uzandifi boliim, S1 niikleaz
hipersensitivitesine sahiptir. Bu bolge, CT ‘den zengin olup, ayni zamanda polipurin
ve polipirimidin tekrarlari icerir (188).

TTF-1 bolgesi = Dokuya spesifik ekspresyon ve cAMP otoregiilasyonu

Housekeeping tipinde promotorii olan genlerin ¢ogu, birgok dokuda eksprese
olur. Ancak bunlarin bazilar1 dokuya spesifik 6zellikte eksprese olmaktadir. TTF-1,
TSH reseptoriiniin tiroide spesifik ekspresyonunu saglar. TTF-1; TSH reseptoriiniin
minimum promotor bolgesinde; -199 ve -178 baz c¢iftleri arasinda uzanir (183).

TTF-1 bdlgesi; tiroglobulin (TG) ve tiroid peroksidaz otoantikor (TPO)
geninin, tiroide spesifik ekspresyonu igin de dnemlidir (192).

TTF-1 bolgesinin en 6nemli roli; tiroide spesifik TSH reseptdr geninin,
cAMP otoregiilasyonunu saglamasidir (193). TTF-1’in bifazik regiilasyonu su
sekildedir:

TSH cAMP sinyal yolu ile, PKA’y1 aktive eder. PKA, TTF-1¢i fosforile eder.
Fosforlanmig TTF-1, promotor bélgeye baglamir. Sonugta, TSH reseptor mRNA
miktar1 artar (+ otoregiilasyon) (183). Ancak bir siire sonra, TSH reseptér mRNA ve
TTF1 mRNA diizeyi diiger (- otoregiilasyon) (193).

TSH reseptdr insulin yanit elemani (IRE)

FRTL-5 tiroid hiicrelerinde, TSH reseptor gen ekspresyonu insulin veya IGF-
1 ile artar (194).

TSH reseptdr IRE; minimum promotor bolgede, -220 ve -192 baz giftleri
arasinda uzanmaktadir (190). TSH, grup A komplekslerinin olugumunu, insulin
varliinda artirir (183).
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IRE, TSH reseptdr gen ekspresyonunu, dokuya spesifik olarak artirir. TSH
reseptdr gen ekspresyonunu, insuline bagimhi TSH/cCAMP otoregiilasyonundan da
sorumludur (183).

Single strand DNA binding proteinler (SSBP)

Yukan bolgede single strand DNA binding proteinler (SSBP), TTF-1
bolgesine yakin elemanlar ile baglanip, TTF-1’in 6zelligini ve fonksiyonunu etkiler.
Bu protein, CRE’nin aktivitesini artirarak, TSH resept6r ekspresyonunu artirir.
Asag1 bolgede SSBP‘ler, 3" tandem repeat bélgesine baglanarak, TSH reseptor
ekspresyonunu azaltirlar (183).

Tirotropin reseptirii iki formda bulunur: Birinci formda, tirotropin
reseptorii iki alt gruptan olusur. TSH nin baglandig: 50 kDA’luk A alt grubu, disiilfit
bag ile daha kii¢iik olan B alt grubuna baglhidir.

Ikinci formda ise, reseptér tek zincirden olusmustur (195). Bunlarn oranlan
degiskenlik gosterir. Reseptoriin tek zincirli formu; olgunlasmamisg, yiiksek mannoz
igerikli karbonhidrat igerdigi igin cogunlukla ¢abuk yikilir (196).

TSH reseptér sentezlenirken, proteinler endoplazmik retikulumda
katlandiktan sonra, reseptdr golgi aparatusu’na geger. Burada ise; reseptSrden
mannoz igerigi yiikksek karbonhidratlar ayrilirken, kompleks karbonhidratlar eklenir
(195). Protein katlanmasinin anormal oldugu durumlarda, reseptdr golgi aparatusuna
gecemez. Boylelikle, endoplazmik retikulumda mannoz igerii yliksek protein
birikir. Bu ise proteinin plazma membrana olan gog¢iinii engeller (195).

TSH ‘nin baglanmasi ve sinyal yolu iletiminin saglanmasi i¢in, resept6riin iki
altgruba boliinmesi gerekli degildir. Reseptoriin ikiye boliinmesi daha gok, hormonun
baglanmasindan sonraki olaylar i¢in gereklidir (195).

Tek zincirli TSH reseptorii, 317 ve 366 baz ciftleri arasindaki insert boliimii
icinde veya bunun hemen yanindaki bolgelerde enzimatik béliinmelere maruz kalir.
Bu béliinmeler sonucu, C peptid ortaya ¢ikar (197). Bu bolinme, TSH reseptor
konvertaz enzim (TACE) tarafindan gergeklestirilir (198).
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2.4.3 Yapi-Fonksiyon lligkisi

TSH reseptor agik okuma gercevesi, 764 amino asitlik bir polipeptid zincirini
kodlayan ¢ DNA‘dan olugan proteini kodlar. Reseptoriin molekiiler agirlign 84.5
kDa’dur. Reseptor, 21 amino asitten meydana gelen bir sinyal peptid tagir. Sinyal
peptidin ayrilmasindan sonra, reseptdriin protein iskeleti 743 amino asitden meydana
gelmigtir. Glikolize amino terminal ekstraseliiler bolge 394 amino asitten olugurken;
transmembran bélim 266 amino asit ve intraseliiler boliim 83 amino asitden olusur
(180).

Ekstraseliiler parga, ii¢ boliimden olugur. Orta béliim, 58-227. amino asitler
arasi uzanir. Bu bolim, 9 tane losinden zengin motif igerir. Tkinci bolim, 22-57.
amino asitler arasinda uzanan bolge; iiciincii boliim ise, 278-418. amino asitler
arasinda uzanan bolgeden olusur (161).

G-proteine bagimli reseptor ailesindeki difer liyelere oranla, glikoprotein
hormon reseptdrleri daha uzun ekstraseliller boéliime sahiptir (199). Glikoprotein
hormon reseptorlerinin ekstraseliiler boliimiinde, 16sinden zengin peptidlerden (LRP)
olugsan tekrarlar yer alir (173, 186, 199, 200). TSH reseptoriiniin ekstraseliiler
boliimiinde, 8-9 tane LRP bulunur (161, 199). LRP‘ler, 24 amino asitten meydana
gelir. Her bir tekrar a heliks ve § kilif® dan olugur. Reseptor, at nali seklinde olup,
tersiyer yapiya sahiptir. Alfa heliksler bu yapmnmn diginda yerlesirken, g kiliflar bu
yapinin i¢ kisminda yerlesir ve hormon bu bdliime baglamr (199).

TSH reseptoriiniin ekstraseliiler boléimi, iki insert bélge tasir. Birinci
bolge, 38-45. amino asitler arasinda; ikinci bélge, 317-366. amino asitler arasinda
uzanir. Amino terminalde mevcut 8 amino asitlik insert bolgesi, reseptoriin
fonksiyonu ic¢in gok Onemlidir. Bu bolgedeki delesyonlar, hormonun reseptore
baglanma afinitesini azaltir. Ikinci  amino asit insert bolgesinin, reseptor
fonksiyonunda 6nemi yoktur (201).

Tiroid uyaricy antikorlar, sinyal peptidinden hemen sonra bulunan, 22-160.
amino asitler arasinda uzanan bdlgeye baglamirken; bloke edici anmtikorlar,
ekstraseliiler béliimiin karboksi terminalinde mevcut, 50 amino asitlik insert

bolgesinin her iki yanina baglanirlar (202, 203).

47



TSH reseptoriiniin béliinmesi sonucu; A ve B alt gruplari ile beraber, C
peptid (366-378) ortaya gikar (195, 199, 204, 205). Ancak bu bélinme TSH*nin
fonksiyonu igin gerekli degildir (195).

Ekstraseliiler par¢amin ozellikle orta bilgesi, TSH ‘nin baglandig bolgedir.
TSH bu kisimda, iki ayr1 bélgeye baglanabilir. Birinci bolge 201-211. amino asitler
arasl, ikinci bolge 222-230. amino asitler arasinda uzanmaktadir (199).

TSH reseptirii LRP gruplart icerir. TSH reseptoriiniin ilk 5 [6sinden zengin
peptid grubunu ilgilendiren, 9-165. amino asitler arasindaki delesyonlarinin, TSH’nin
baglanmasinda ve reseptor fonksiyonunda etkisi yoktur. Bu ise ilk 5 LRP grubunun,
hormon baglanmasinda ve reseptor fonksiyonunda etkisiz oldugunu gostermektedir
(206). Ancak TSH reseptoriiniin 201-211. amino asitleri arasinda uzanan,  kilifimin
degisimini igeren mutasyonlarda, hormonun reseptore karsi olan afinitesi azalir
(207).

TSH reseptoriiniin fonksiyonel 6zellikleri, Sekil 10°da gosterilmistir.

Stimiile edici AK’larin baglanma Spesifik TSH

bilgesi (30-61) 57 baglanma bolgesi

8 amino asit’lik

insert bilgesi

Sinyal peptid

LRR yapisi
B

50 aa’lik insert bolgesi

NH Bloke edici

= (__..___,J /‘-\k larin
—_F——# b -269] [307 baglanma
Bloke edici < 7 bolgesi (1)
AK’larim baglanma i 2

bolgesi (2) !
A

Vit Gsa bislgesi
/,’ilt komsu
*, biilgede,

1. ve 2. béliinme aktive edici

bolgeleri mutasyonlar

Gg/11 sinyal sistemini -~

ilgilendiren mutasyonlar

COH

Sekil 10. TSH reseptoriiniin fonksiyonel dzellikleri ( 199).
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TSH reseptorii 11 sistin amino asit i¢erir. 'TSH reseptoriinde 11 sistin amino
asit meveuttur. Bunlar aralarinda, 5 disiilfit bag kurar. Reseptériin ti¢ boyutlu yapisi
ve dogru katlanma &zelliklerinden, bu disiilfit baglar sorumludur. Bu amino asitler,
dort grupta incelenir (204). Amino asitlerin yaptigi gruplar ve baglar, Sekil 11°de
gosterilmigtir.

Grup 1. Losinden zengin peptid (LRP) bélgesinin N terminal bsliimiinde mevcut 24-
41. amino asitler arasinda uzanan 4 Cys elemanindan (24, 29, 31, 41) olusur.

Grup 2. LRP bélgesinin, C terminal boliimiinde meveut 283-301. amino asitleri
arasinda uzanan 3 Cys elemanindan (283, 284, 301) olusur.

Grup 3. Reseptoriin plazma membranina giris noktasina yakin yerde bulunan 390-
408. amino asitleri arasinda uzanan 3 Cys elemaninin yaptig1 gruptur.

Grup 4. LRP bélgesinde mevcut tek Cys elemanindan olusur.

A-B ALTGRUPLARININ

4.GRUP BAGLANMA BOLGELERI

176

2.GRUP
283 284 301

I

noktalan 408 398 390

LGRUP 3.GRUP
24-29-31-41

COOH

A ALTGRUBU

B ALTGRUBLU

Sekil 11. TSH reseptériinde meveut Cys amino asitleri (204).

Grup 2 ve 3 arasinda, {i¢ disiilfit bag mevcuttur. Bunlar; 283-408, 284-398 ve
301-390. amino asitler arasinda uzanmaktadir. Cys 390 amino asidinde mevcut
mutasyonlarda, bu bag bozulur. Ancak, TSH nin baglanma kapasitesi korunur. Cys
398 ve 408. amino asitlerde meveut mutasyonlarda ise, TSH nin baglanma yetenegi

kaybolur. Birinci grupta ise, Cys 41 disindaki amino asit mutasyonlarinda, TSH nin
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baglanma kapasite$i kaybolmaz. Ikinci grupta mevcut Cys amino asitlerinden, Cys
283 ve 284 ‘iin mutasyonlarinda, TSH’nin baglanma yetenegi kaybolur (204, 208).
Cys 283’iin 408 ile, Cys 284’tin 398. amino asit ile yapmis oldugu distilfit baglar;
reseptdriin A ve B alt gruplarinin baglanmasinda 6nemlidir. Sistin’den zengin bdlim
aym zamanda, tiroid uyarict otoantikorlar i¢in de Onemli bir elemandir. Cys 41‘in
Cys 29 veya 31 ile yapti1 bag, otoantikor fonksiyonu igin énemlidir (204). Cys 41,
TSH reseptoriiniin diizenlenmesinde ve ekspresyonunda 6nemli rol oynar. TSH ve
tiroid uyarici antikorlarin baglanmasinda gerekli olan reseptoriin tic boyutlu yapisi,
Cys 414 ilgilendiren distilfit baglar ile diizenlenir (209).

2.4.4 TSH Reseptoriinde Mevcut Mutasyonlar

A, Ekstraseliiler Bolim

Fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar

TSH reseptoriiniin  ekstraseliiler béliimiinde altt nokta mutasyonu
" tammlanmugtir. Bunlar; Cys 41 Ser, Arg 109 Gln, Pro162 Ala, Ile 167 Asp, Cys 390
Trp, Asp 490 Asn’dir. Bu mutasyonlar tirotropin rezistans sendromlarnda
tammlanmigtir. Tiim bu mutasyonlar TSH reseptoriiniin inaktivasyonuna neden olur.
Bu hastalarda hipotiroidizm goriiliir. Asp 490 Asn mutasyonu digindaki tiim
mutasyonlar, TSH’nin baglanma kapasitesini bozar. Bu mutasyon ise; sinyal ileti

yolu @izerinden hipotiroidizme neden olur (199).

Fonksiyon artigina neden olan mutasyonlar

Reseptoriin 50 amino asitlik insert bolgesini iceren delesyonlarda (339-367.),
TSH reseptoriiniin aktivasyonunun arttif1 gésterilmistir (210).

Hamster over hiicrelerinde; Thr 52 Pro polimorfizminin ¢ AMP ‘yi artirarak,
TSH‘y1 uyardig: gosterilmigtir (211).

Ekstraseliiler boliimde fonksiyon artigina neden olan mutasyonlar; toksik
tiroid adenom ve nonotoimmiin hipertiroidizm olan hastalarda goriiliir. Bu
mutasyonlar; Ser 281 Ile, Ser 281 Thr, Ser 281 Asn‘dir (199).
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Tirotiropin  (TSH)  reseptoriin  ekstraseliiler  béliimiine  baglanur.
Transmembran ve intraseliiler boliim ise; ekstraseliiler bSliimden aldigi uyariyy,
intraseliiler sinyal yoluna aktarir (199).

B. Ekstraseliller Looplar

Tirotropin reseptoriinde, ii¢ ekstraseliiler loop bulunur. Ekstraseliller loop
hormonun baglanmas1 diginda, sinyal iletiminde de 6nemlidir. Cys 494 veya Cys
569. amino asitler birinci ve ikinci ekstraseliiler looplar distilfit bag ile baglar. Bu
amino asitlerin herhangi birinin mutasyonu sonucu elde edilen mutant reseptére TSH
baglanamaz (208). Diger taraftan her iki amino asitte meydana gelen mutasyonlar ile
ortaya ¢ikan mutant reseptdriin, TSH ile baglanma yetenegi korunurken, sinyal iletim
yetenegi bozulur. Bu ise birinci ve ikinci ekstraseliiler looplarin disiilfit bag ile
yakinlagmasinin, tirotropin hormonunun baglanmasinda degil, sinyal iletiminde
onemli oldugunu gostermektedir (212). Bundan dolay: bu iki amino asidin herhangi
birinde olusan mutasyonda; disiilfit bag bagka bir amino asitle gergeklestirilir. Bu ise,
reseptoriin {ic boyutlu geklinin bozulmasina ve TSH’min baglanma kapasitesinin
bozulmasina neden olur (199).

Birinci ekstraseliiler loopta bulunan Asp 474 amino asidi, sinyal ileti yolunda
onemlidir, Asp 474 Glu ile elde edilen mutant reseptdriin ¢ AMP cevabi bozuk iken,
TSH‘nin baglanma kapasitesi normaldir (213).

Ikinci ekstraseliiler loopta meveut Cys 569. amino asit, reseptdriin
aktivasyonunda 6nemlidir. Burada 8 amino asidin eklenmesi ile elde edilen mutant
reseptorde ise, TSH nin baglanma kapasitesi azalir (199).

Ugtincii ekstraseliiler loop, reseptoriin sinyal iletim gdrevinden sorumludur.
Bu loopta, fonksiyon kaybina neden olan mutasyon yer almaz. Ancak aktive edici
mutasyonlar, ii¢ ekstraseliiler loopta da bulunur. Birinci ekstraseliiler loopda, Ile 486
Phe veya Ile 486 Met; ikinci ekstraseliller loopda ise, Ile 568 Thr mutasyonu
reseptdrin aktivasyonuna neden olmaktadir. Uglincii ekstraseliiler loopta daha fazla
mutasyon goriiliir. Bunun nedeni, bu boliimiin reseptériin 6 ve 7. transmembran
béliimlerine daha yakin olmasindan kaynaklanmaktadir (199).
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C. Transmembran Bélim

Tirotropin reseptériinde, yedi transmembran boliim vardir. TM1 ve TM4
digindaki tim transmembran boliimlerde, aktive edici mutasyonlar goriiliir. En
Onemli mutasyonlar, TM6°mn alt boliimiinde lokalizedir (199).

TMS5 ve TM6, TM6 ve TM7 arasindaki iligki reseptériin inaktivasyonundan
sorumludur. Bu iliski H baglar ile saglanir. Bu bolgede mevcut mutasyonlar,
transmembranlar arasindaki H baglan kirarak, inaktif reseptoriin aktif reseptore
doniismesine neden olur (214). En sik goriilen TSH resept6r mutasyonu Asp 633°diir.
Asp 633; TM6, TM7 ve TM3 heliksleri arasinda bulunur. Tirotropin reseptorii
icindeki yerinden dolayi, Asp 633’iin sinyal iletiminde 6nemi biiyiiktiir. Asp 633
yedinci transmembran boélimde bulunan Asn 674 ile hidrojen bagi kurarak,
reseptoriin inaktif olmasina neden olur. Bu nedenle, bu amino asitde meydana gelen
mutasyonlarda, H bag kirilarak reseptor aktif forma doniigiir (215).

D. intraseliiler Looplar

TSH reseptoriinde; cCAMP’yi uyaran, iig énemli bélge bulunur. Bunlar; birinci
intraseliiler loop ile, ikinci ve iigiincii intraseliiler looplarin karboksi terminal
bolgeleridir (199).

Reseptoriin aktivasyonunda en 6nemli boliim, G protein ile dogrudan iligkiye
giren, U¢lincti intraseliiler loopdur. Aktive edici mutasyonlarin ¢ogu bu boliimde
goriliir (162).

Ugiincii intraseliiler loop ile 6. transmembran boliimlerinin kavsak noktasinda
gorillen, dokuz amino asit kaybi (delesyon) ile olusan mutasyonlarda, iiciincii
intraseliiler loop kisalarak, 6. transmembran boliimii sitoplazmaya geker. Bu ise;
transmembran boliimiin, G proteini ile iliskiye girmesine neden olarak, reseptorii
aktive eder (216).

Uglincti intraseliiler loop ile altinci transmembran boliimiin kavsak noktasinda
mevcut Asp 564 amino asidi, reseptoriin inaktif formda kalmasim saglar. Bunu,

reseptdriin helix yapisim koruyarak yapar (217).
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2.5 G PROTEINLERI

G proteinleri ti¢ polipeptidden olusur. Bunlar; o, B ve ¥y alt gruplaridir. Beta
ve v alt gruplar birbirlerinden sadece denatiirasyon ile ayrlirlar. G proteinlerinin 20
farkli o alt grubu vardir. Bunlan kodlayan da 16 farkli gen iiriinii mevcuttur (218).
G; a proteini kodlayan gen 20. kromozomda yer alir (219) G protein oligomerleri o
alt gruplarina gore simflandirihir (218) . G protein o alt gruplarinin simflamasi,
Tablo 6°da gosterilmistir.
Tablo 6. G protein a alt gruplarmin siniflamas: (218)

Simif Uye Modifiye toksin Fonksiyonlar

s O, O olf Kolera Adenilat siklazi uyarir.

Ca kanallarim diizenler.

a O.1, 02, O3, O,  Pertusis Adenilat siklazi inhibe eder.
ot-1., O4-2, QLgUSE, O,

Qg O, O3, Olyg, Oys,, Oig6 - Fosfolipaz1 aktive eder.

a2 Qs 03 - Na/K degl$lm1n1 diizenler.

Beta alt grubunun bilinen bes farkly, y alt grubunun ise alt: farkl: tiirii vardir.
Her ikisi beraber otuz farkli kombinasyon olusturabilir (218).

2.5.1 Yapi-Fonksiyon lliskisi

G proteinleri; a, § ve y alt gruplarindan olugsmus, heterotrimer yapidadir (218, 220,
221, 222). GTP, G proteinine baglaninca; bu protein o vepy alt gruplarna ayrilir.
Serbest kalan a alt grubu reseptérden ayrilir ve efektér molekiille iligkiye girer. Bu
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efektor molekiiller; adenil siklaz ve cGMP fosfodiesteraz’ dir. Beta-y kompleksi de,
a alt grubundan bagimsiz olarak, efektdr molekiilleri aktive edebilir (166, 222).

Alfa alt grubu, ti¢ ana boliimden olugur: amino terminal, karboksi terminal ve bunlar
arasinda kalan boliim. Amino terminal By kompleksinin baglandigi bélgedir.
Karboksi terminal reseptdriin taninmasim saglar. Bunlar arasinda kalan parga ise,
efektor molekiiliin baglandigr bolgedir ( 221, 223). Goo ve G’nin amino
terminalinde mevcut yirmi bir amino asit delesyonu, o alt grubunun By kompleksi ile
olan iligkisini 6nler. Efektér molekiiliin baglandigi bolge de aym zamanda, o alt
grubunun Py kompleksi ile olan iligkisini diizenler (221).

Ga, fonksiyonel olarak iki boliimden olusmugtur. Birinci béliim GTPaz, diger
boliim ise heliks yapidadir. GTPaz guanin niikleotid, reseptér, efektér ve Py
altgrubunun baglandif1 bélge iken; helikal bélim efektér molekiilin baglandig
bolgedir. Helikal boliim, GTPaz boliimiiniin arkasinda saklidir (218). Reseptériin
baglanmasi; o’mn heliks béliimiinti, GTPaz boltimiinden uzaklastirir. G proteinin iki
boliimii arasinda, bir cep mevcuttur. Aktive olan reseptor, bu cep araligim agarak,
burada bir yarik olusturur. GTP, bu yariga oturur. G proteinin iki béliimiinii birbirine
baglayan bolgede, Arg 174 amino asidi mevcuttur. Bu amino asit, GTP’nin y fosfat
bolimii ile iligkilidir. Arg 174’tn guanidin b6limii, GTPaz reaksiyonunun
stabilizasyonunu saglar. Bu amino asitte mevcut delesyonlarda, GTPaz enzimi
baskilanarak, bazi endokrin tiimérler olusabilir (166). Go. proteininin aktivasyonu,
Sekil 12A-B’de gosterilmisgtir.

M
bR

cAMP
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Sekil 12A-B. Ga proteininin reseptor tarafindan aktivasyonu (166).

2.5.2 G-Proteine Bagimhi Sinyal Sistemi

Hormonun reseptdre baglanmasi ile, GDP o alt grubundan ayrilir. Boylelikle
niikleotidin baglanma bolgesi bos kalir. GTP, protein iizerindeki bu bosluklan
hizlica doldurur. GTP’nin baglanmasinin, iki 6nemli sonucu vardir. Hormonun
reseptr, reseptdriin ise G protein i¢in afinitesi azalir. Reseptdr-hormon baglanma
enerjisi, G proteinini a¢ik tutmak i¢in harcanmaktadir. Hormonun reseptdrden,
reseptdriin G. GTP kompleksinden ayrilmasindan sonra, reseptor sikliise geri déner.
Ikinci dnemli sonucu ise, G proteinin aktivasyonudur. Aktivasyon sonucu o alt grup,
By alt grubundan ayrilir.B6ylece G protein efektor ile baglamir (220, 221).

G proteinin deaktivasyonu, sinyalin bitimi ile sonu¢lamr. GTPaz, GTP’nin Go ile
yapmus oldugu bagr ¢ozer. Boylelikle, GTP reseptorden ayrilir. Go’mn GDP ile
birlesmesi sonucu, efektér (E) de G proteinden ayrilir. Bu ise; a.GDP’nin, By
kompleksi ile tekrar birlesmesine yol agar (220, 221). Reseptér, G protein ve guanin
niikleotid ve efektor molekiilleri arasindaki iligki, Sekil 13°de gosterilmistir.
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Sekil 13. Reseptor, G protein, Guanin Niikleotid ve Efektor molekiillerinin iliskisi
(221).

2.6 PROTEIN KINAZ A (PKA)

2.6.1 Protein Kinaz A’ nin Yapisi

Protein Kinaz A; iki regiilatuar (R) ve iki katalitik (C) alt gruptan olusan bir
tetramerdir (7, 166). Her R alt grubun, iki ¢ AMP baglanma bdolgesi vardir. Bir
molekiil ¢ AMP regiilatuar boliime baglandiginda, diger ¢ AMP molekiiliiniin de
baglanmasin artirir. Iki bélge de cAMP ile doldugunda, regiilatuar béliimiin katalitik
boliim igin olan afinitesi 10.000 kat azalir (224).

PKA’nin iki izoformu vardir. Tip I, RI dimerini igerirken; Tip II, RII dimerini
igerir. Katalitik grup her ikisinde benzer olup, izoformlar arasinda yer degistirebilir.
Hiicrede iki farkli izoform  farkli miktarlarda bulunur. Tip I hiicre iginde
sitoplazmada yer alir. T Ila hiicre iskelet yapisinda; T IIp ise Golgi, sentromer ve
periniikleer bélgelerde bulunur. RI ve RII’ nin, cAMP*ye olan afiniteleri farklidir. RI
cAMP’ye sensitif, RII daha az sensitiftir (166). R alt grup, K alt gruba baglanarak
fosforlanir. Fosforlanmig R alt grubun; K alt grup i¢in afinitesi diisiik, c AMP’ye
olan afinitesi ise yiiksektir. Bu islem ile; R alt grup, K alt gruptan aynlr.
Fosforlanmug alt grup defosforile oldugu zaman, K alt grup ile tekrar birlesir (224).
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CAMP; regiilatuar (R) altgruba baglanminca, regiilatuar ve katalitik alt gruplar
birbirlerinden ayrilir. Katalitik alt grup, sitoplazmadan niikleusa geger. Burada bir
transkripsiyon faktorii olan CREB’i fosforile eder. Fosforlanmis CREB; bir niikleer
adaptdr olan CREB binding proteine baglanir. Bu protein; fosforlannmg CREB’in,
RNA polimeraz transkripsiyon kompleksi (TTFIIB) ile iligki kurmasim saglar ve
mRNA transkripsiyonunu baglatir (166).

2.6.2 Protein Kinaz A’nin izoformlan

Protein Kinaz A alt gruplannin, farkli izoformlar vardir. Her bir alt grup igin farkh
birkag gen bulunur. Beta genler (CB, RIB, RIIB) nadir, a genler (Ca, Rlo, RIo) ise
birgok dokuda mevcuttur (224).

Regiilatuar alt grup izofermlar

R alt gruplar, N terminal bolgede birlegserek homodimer olugturur. RI/RI
homodimeri, aralarinda iki disiilfit bag kurarak olusur. RII/RII homodimeri arasinda
distilfit bag yoktur ve olusumundaki spesifik etken bilinmemektedir (225).
R alt grupda bulunan mentese boigesi proteolize duyarhdir. R ve K alt gruplar
birbirlerine bu bolgede baglanir. R alt grupta, karboksi terminal bolgede uzanan iki
cAMP baglanma bolgesi bulunur (224).

Katalitik altgrup izoformlar

Mg. ATP kompleksi, katalitik alt grubun sistinden zengin bolgesine baglamr.
Bu ise; katalitik alt grubun, regiilatuar alt gruba baglanmasim ve fosforilasyonu
kolaylagtirir (225). K alt gruplann ii¢ izoformu vardir. Ca birgok dokuda, CB adrenal
bez ve beyinde, Cy ise testis dokusunda bulunur (226, 227). Regiilatuar ve katalitik
alt gruplarinin yapisi, Sekil 14°de gosterilmigtir.
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Katalitik alt grup baglanma bolgesi ¢ AMP baglanma bolgesi

REGULATUAR ALT GRUP

Dimer olusum bolgesi
ATP baglanma bolgesi
NH2 KATALITIK (C) ALT GRUP

COOH

Peptid baglanma bolgesi

Sekil 14. Regiilatuar (R) ve katalitik (C) alt gruplarinin yapisi (224).

2.6.3 Protein Kinaz A‘nin Alt grup Genlerinde

Diizenleyici Elemanlar

Katalitik alt grup genleri

Katalitik alt grup geninin promoter bdlgesinde, TATA kutusu yoktur. Ancak
birgok baglama bolgesi vardir. Katalitik alt grubun ekspresyonunu diizenleyen birkag
dizi ve transkripsiyonu diizenleyen Sp1 baglanma bolgesi mevcuttur (224).

Regiilatuar alt grup genleri

Regiilatuar bolimiin promoter bélgesinde, birgok transkripsiyon baglama
bolgesi vardir. Bunlar; AP-1, AP-2 ve Spl’dir. RI promoter bolgesinde, CRE
bulunur. Ancak RII’de yoktur (224).
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2.6.4 Mutant Katalitik ve Regiilatuar Alt gruplar

Katalitik Mutantlar

Katallitik alt grup mutantlar1 1992 yilinda sentezlenmistir. C mutant; katalitik
aktivitesini korur ve R altgrubun inhibe edici etkisine karsi direng g6sterir. His 87
Gly ve Trp 196 Arg katalitik altgrup mutantlaridir. Bu mutantlar, cAMP’ye yamt
veren genlerin aktivasyonunu artirir (228).

Regiilatuar Mutantlar

R alt grup mutantlarinin, C alt gruplar iizerine dominant negatif etkisi
mevcuttur. Bunu, cAMP aktivasyonu i¢in gerekli sabiti artirarak yaparlar.

Gly 200 Glu mutasyonu, ¢ AMP i¢in aktivasyon sabitini 4 kat artirr,

Gly 324 Asp mutasyonu, ¢ AMP i¢in aktivasyon sabitini 4.7 kat artirr.

Arg 332 His mutasyonu, ¢ AMP i¢in aktivasyon sabitini 117.5 kat artirir.

Gly 324 Asp mutasyonu + Arg 332 His mutasyonu, ¢ AMP icgin aktivasyon
sabitini 125 kat arttirir (229).

R I alt grubunda olusan mutantin, C alt grup igin afinitesi yiiksektir. R I
geninde meydana gelen mutasyonlarda; R alt grup, C alt gruba sikica baglamir. Bu
ise; cAMP¢ ye yamit veren genlerin ekspresyonunu oOnler ve cAMP’ye bagimhi
protein kinaz A’min yiiriittiigii reaksiyonlar: inhibe ederek fonksiyon kaybina neden
olur (229).

2.7 TIROID NODULLERINDE MUTASYONLAR

Benign, malign tiimér ve guatr ile beraber seyreden nodiillerin ¢ogu klonal
kokenlidir (14). Tiroid nodiilleri, mutasyona ugramus tek bir somatik hiicrenin klonal
biiyiimesi gseklinde olusur (8).

Tiroid otonomisi, tiroidin TSH ve tiroid hormonlarindan bagimsiz olarak
fonksiyon gostermesidir. cAMP, tiroid bezinin biiyiimesini ve tiroid hormon
sentezini kontrol eder. Otonom folikiil hiicrelerinin, cAMP yolunu aktive eden
somatik mutasyonlar1 mevcuttur. Bu mutasyona sahip hiicrelerin biiyiimesi ve
fonksiyonu artar (165, 230).
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Tiroid mutagenezi, tiroid hiperplazisi ile baglar ve gu sekilde devam eder (231):

1. Tiroid bezinde otonomiyi artiran faktdrlerden biri, iyot eksikligidir.

2. lyot eksikligine bagli yetersiz hormon tiretimini karsilamak iizere, TSH ve
diger biiytime faktdrlerinin etkisi ile tiroid bezi biiyiir.

3. lIyot yetmezligi hafif ise; tiroid bezi biiyiiyerek, tiroid hormon eksikligi
kompanse edilir.

4. Hafif iyot yetmezliginde, tiroid bezi TSH’y1 artirip, tirotropin sinyal yolunu
aktive ederek, cAMP’nin artmasina neden olur. Bu fonksiyonel yeterlilik saglarken,
tiroid hiicrelerinin ¢ogalmasinmi artirir. DNA replikasyonu ve hiicre béliinmesindeki
bu artig, tiroid epitel hiicrelerinin mutasyona ugramasma neden olur. Alternatif
olarak iyot eksikligi H,O,’yi artirarak, mutasyon hizim ve radikal olusumunu artirir.

Iyot eksikligi sonucu olusan biiyiime faktorleri, hiperplazi ve somatik
mutasyona ugramis hiicrenin biiylimesine neden olur. Hiicre klonlar, kendi
cogalmalarim karsilamak amaci ile otokrin faktér iiretirler. Aym zamanda gevre
dokudan salgilanan, nodiiliin biiylimesini engelleyen inhibit6r parakrin faktdrleri de

yenerek, biiylimeye devam ederler. Tiroid otonomisinin etiolojisi, Sekil 15°de

gosterilmigtir.
IYOT EKSIKLIiGI
H202, serbest radikaller
Diisiik T4 w l
HTLAH—’ MUTAGENEZ

Somatik mutasyonlari olan
J tek hiicrgler

Proliferasyon

HIiPERPLAZI
Somatik mutasyon iceren

hiicre klonlarmdan

olusan iuatr

Mutasyona sahip hiicre klonlarmin

biiyliyerek, soguk veya sicak
Normal T4
nodiillerin elde edilmesi

Sekil 15. Tiroid otonomisinin etiyolojisi (231).
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TSH tirotropin reseptoriine baglanarak, tiroid bezinin biiyiimesini ve
fonksiyonunu dfizenler (232). TSH’nin reseptére baglanmasindan, hormon
sentezlenmesine kadar olan ileti yolunun herhangi bir basamagindaki mutasyon,
tiroid patolojilerine neden olur. Bu mutasyonlar: .

1. TSH resept6r (TSHR) mutasyonlar
2. G protein (Gp) mutasyonlar
3. Protein Kinaz A (PKA) mutasyonlaridir.

2.7.1 G Protein Mutasyonlari

Landis ve arkadaglarinin 1989 yilinda yaptig1 ¢alismada, akromegalisi olan hastalarin
hipofiz timérlerinde Gyo mutasyonu bulunmugtur. Bu mutant G proteine, gsp
onkogen denmistir (233). Tiroid nodiillerinde 1990 yilindan giiniimiize kadar
yapilmig Gya protein mutasyon c¢alismalari ve bunlarin Ozellikleri, Tablo 7°de

gosterilmigtir.
Tablo 7. Tiroid nodiillerinde, Gso. protein mutasyon ¢aligmalari ve bunlarin
ozellikleri.
Ulke Yil Materyal / Klinik Yontem Mutasyon siklifz Kaynak
ABD 1990 | 25 tiroid tiim&r ASO 1(%4) 234
Fransa 1991 | 31 diferensiye tiroid kanser ASO 3 (% 9.6) 235
Ingiltere 1991 | 38 tiroid nodiil ASO Fonksiyone (% 38) 236
Nonfonksiyone (% 0)
Almanya + ABD 1992 | 32 diferensiye tiroid kanser SSCP 21 (% 65) 10
ABD 1993 | 92 tiroid tiim8r SSCP/DGGE 2 (%2 11
FransatitalyatABD | 1995 | 37 fonksiyone adenom ASO 9 (%24) 237
ABD 1996 | 30 tiroid tiimor SSCP %0 9
Ingiltere+ABD 1997 | 100 tiroid nodiil SSCP / ASO 1(%1) 238
Belgika + Kanada 1997 | 33 fonksiyone adenom Dizi Analizi 2 (% 6.1) 239
Almanya 1997 | 31 toksik adenom ASP 0(% 0) 240
Ttalya 1998 | 1 multinodiiler guatr Diz Analizi 0(%0) 241
Brezilya 1999 | 7 fonksiyone adenom Dizi Analizi 0(% 0) 12
Fransa 2000 | 8 tiroid kanser Diz analiz 0(%0) 242
Italya 2000 | 18 hiperplazik nodiil ve 2 | Dizi Analizi 0(%0) 243
adenom,
Hollanda 2001 | 9 tiroid kanser SSCP 0(%0) 244
Fransa 2001 | 37 nontoksik multinodiilerguatr | DGGE 0(%0) 245
Almanya 2001 | 75 toksik tiroid nodiilii DDGE 2(%2.2) 246
Japonya 2002 | 10 fonksiyone tiroid nodiil Dizi Analizi 1(%10) 247
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Bu Caliymalarm Ortak Ozellikleri Sunlardar:

1. Gsa proteininde mutasyon sikligi, % 0-65 oraninda goriilmiistiir (9, 10, 12,
240-245). :

2. Mutasyon iyot eksikligi olan bolgelerde daha yiiksek oranda, iyot eksikligi
olmayan bolgelerde ise daha az oranda gosterilmigtir (10).

3. Mutasyonlara, hipertiroid ve &tiroid hastalarda bakilmigtir. Hipotiroidizm ile
iligkin G protein mutasyonlar1 nadirdir. Albright Herediter Osteodistrofi’de,
hipotiroidizm ile birlikte, Gso. proteininde inaktive edici mutasyon bulunur (162).

4. Mutasyon c¢aligmalar; tiroid kanserleri, toksik adenom, fonksiyone-
nonfonksiyone tiroid nodiillerinde yapilmigtir.

5. Bunlarin hepsi, c AMP’yi artiric1 ve aktive edici mutasyonlardir.

6. Mutasyonlarin hepsi, somatik ve heterozigottur (Mutasyon sadece nodiilde
olup, ¢evre dokuda ve periferik kanda mevcut degildir).

7. Calismalarda; Allel Spesifik Oligoniikleotid Hibridizasyon (ASQO), Allel
Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ASP), Denaturing Gradient Gel Elektroforezi
(DDGE), Tek Sarmal Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) ve otomatik dizi analiz
yontemleri kullanilmigtir. '

8. Caligmalarin gogunda mutasyonlar, Gyo’nin ekson 8 ve 9. boliimlerinde
taranmigtir. Ancak bir ¢aligmada; ekson 7-10. boliimlerinde mutasyon aranmigtir
(240).

9. Bu ¢calismalarda, en stk bulunan Ggp mutasyonlart sunlardr:

Arg 201 His

Arg 201 Cys

Glu 227 His

Glu 227 Gln

2.7.2 Tirotropin Reseptdr (TSHR) Mutasyonlar
A. Somatik Mutasyonlar

Tirotropin reseptér mutasyonu ile ilgili yapilmg ik galssma; 1993 yilinda,
ABD’den bildirilmigtir. Bu ¢alismada; Gtiroid hastalardan elde edilmis 92 tiroid

62



timoriinde (benign ve malign), DGGE ve SSCP yontemleri ile, TSHR ve Gsp
mutasyonlarma bakilmigtir. Bu ¢aliymada  tirotropin reseptor mutasyonu
saptanmanugtir (11).

Tiroid nodiillerinde 1993 yilindan giiniimiize kadar yapilmig TSHR mutasyon
calismalar1 ve bunlarin 6zellikleri, Tablo 8 ‘de g&sterilmigtir.

Tablo 8. Tiroid nodiillerinde yapilmig TSHR mutasyon g¢alismalar1 ve bunlarin

ozellikleri.
[ Ulke Yl Materyal/Klinik Yontem Mutasyon Kaynak
sikhi
ABD 1993 | 92 tiroid tiimdr SSCP/DGGE | 0(% 0) 11
Belgika 1993 | 11 fonksiyone adenom | Dizi Analizi 3(%27.2) 248
Italya 1994 | 11fonksiyone adenom | Dizi Analizi | 7 (% 64) 249
(iAB)
Belgika 1994 | 9 fonksiyone adenom Dizi Analizi 2(% 22) 250
Italya+ABD+Fransa | 1995 | 37 fonksiyone adenom | ASO 3(% 8 237
Japonya 1995 | 38 fonksiyone adenom | SSCP 0(% 0) 251
/7 toksik multinodiiler
guatr
Fransa 1996 | 44 adenom Dizi Analizi 9 (% 20) 252
ABD+Ingiltere 1997 | 100 nodiil SSCP+ASO 0(% 0) 238
Belgika 1997 | 1 multinodiiler guatr, 2 | Dizi Analizi 2 mutasyon 253
nodiil
Belgika+Kanada 1997 | 38 fonksiyone adenom | Dizi Analizi 27 (% 82) 239
Almanya 1997 | 31 toksik adenom ASP 15(% 48) 240
Almanya 1997 | 6 toksik multinodiiler | Dizi Analizi 5 (% 38.5) 254
guatr/
13 nodiil
Belgika 1997 |9 toksik adenom | Dizi Analizi 2(% 22) 255
(ckson 1-9)
Italya 1998 | 11 toksik adenom / Dizi Analizi TMNG, % 83 | 256
(T:Adenom) T.Adenom,%
6 toksik multinodiiler guatr
(TMNG) 72
Italya 1998 | 1 multinodiler guatr, 2 | Dizi Analizi | 2 mutasyon 241
nodiil
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Ulke Yl Materyal/Klinik Yontem Mutasyon Kaynak
sikhigt
Almanya 1998 |31 toksik adenom | Dizi Analizi 0(% 0) 257
(ckson 1-8)
Italya 1999 | 37 multinodiiler guatr | Dizi Analizi 6(% 17) 258
(LIAB)
Brezilya 1999 | 7 fonksiyone adenom Dizi Analizi 6 (% 86) 12
Italya 1999 | 22 tiroid kanseri Dizi Analizi 0(% 0) 259
ABD 1999 (1 Hurthle hiicreli | Dizi Analizi 1 mutasyon 260
kanser
Polonya 1999 | 10 nonfonksiyone / 6 | Dizi Analizi 2 (% 13) 261
fonksiyone tiroid
nodil, [TAB
Italya 2000 | 1 folikiiler kanser SSCP 1 mutasyon 262
Fransa 2000 | 8 tiroid kanseri Dizi Analizi 0(%0) 242
Italya 2000 |2 adenom, 18 | Dizi Analizi | 14 (% 70) 243
hiperplastik n.
Almanya 2000 | 14 difiiz guatr Dizi Analizi 4 (% 28.5) 15
Japonya 2000 | 1 fonksiyone nodiil Dizi Analizi 1 mutasyon 263
Fransa 2001 |27 nontoksik | Dizi Analizi | 0(% 0) 245
multinodiiler guatr /
37 nodiil
Almanya 2001 | 75 toksik nodiil DDGE 43 (% 57) 246
Japonya 2002 | 10 fonksiyone nodiil | Dizi Analizi | 4 (% 40) 247

Bu Cabsmalarin Ortak Ozellikleri

1. TSH reseptér mutasyonunun pozitif bulundugu ilk g¢alisma; 1993 yilinda,
Belgika’dan Parma ve arkadaglari tarafindan yapilmustir. Bu cahismada 11
hiperfonksiyone tiroid adenomunda 3 TSHR (% 27) mutasyonu bulunmustur (248).
TSHR’iiniin 10. eksonuna dizi analizi yontemi ile bakilmgtir. Daha sonraki yillarda
yapilan c¢aligmalarda, TSHR mutasyonu fonksiyone tiroid adenomlarin diginda;
toksik multinodiiler guatr, multinodiiler guatr, tiroid kanseri ve nonfonksiyone tiroid
nodiillerinde de galisilmigtir. Ttim bu galigmalarda mutasyon siklig1 % 0-86 oramnda
saptanmugtir (11, 12). Toksik adenom ve toksik multinodiiler guatr olgularinda
mutasyon daha sik olarak saptanmustir ( 12, 239, 256).




2. Mutasyon siklifi, cografik szelliklere gore de degiskenlik gostermigtir. Bu
ylizden iyot eksikligi olan bolgelerde (Brezilya, italya ve Avrupa) mutasyon siklig
artmug olarak saptanirken, Japonya’da daha az bulunmustur (12, 251, 256).

3. Bu mutasyonlar en gok, 486-672. amino asitler arasinda bulunmaktadir.
Mutasyon bu bolgede en sik TSHR’intin G proteini ile iligkiye girdigi, 6.
transmembran ve 3. intraseliiler loopta uzanmaktadir.

4. Caliymalarin ¢ogunda materyal cerrahi girisim sonrasi elde edilen
Orneklerden alimirken, sadece iki galigmada tiroid ince igne aspirasyon biyopsisi ile
elde edilen 6rneklerden almmugtir (258, 261).

5. Mutasyonlarn ¢ogu somatik, heterozigot karakterlidir.

6. Bunlarin hepsi, ¢ AMP’yi artiric1 ve aktive edici mutasyonlardir. Reseptériin
diger sinyal ileti yolu lizerinden (fosfoinositol/diacylgliserol) aktivasyonu, sadece
birkag mutasyonda goriiliir (264).

7. Mutant reseptorlerin TSH’ya baglanma egilimleri, normal reseptsrden daha
fazladir (264).

8. Caligmalarda; ASO, ASP, SSCP, DDGE ve dizi analizi y&ntemleri
kullamlmigtir. Dizi analizinin kullanildigi galigmalarda, mutasyon daha yiiksek
oranda saptanmistir (12,256).

9. En sik goriilen somatik, aktive edici TSHR mutasyonlar: (163):

Asp 276 Asn,

Ser 281 Asn/Thr,

Met 453 Thr,

Iie 486 Met/Phe,

Tle 568 Thr,

Asp 619 Gly,

Ala 623 Hle/Ser/Val,

Leu 629 Phe,

Phe 631 Leu/Cys

Thr 632 ile,

Asp 633 Glu/His/Tyr,

658-661. amino asitler aras: delesyon
En sik goriilen aktive edici mutasyonlar, Sekil 16°da gosterilmistir.
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M]453
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A)623
R[528
D)619

Sekil 16. Tirotropin reseptoriinde aktive edici mutasyonlar (163). Daireler somatik
mutasyonlari, kareler germline mutasyonlar1 ve kare i¢inde daireler ise her iki

mutasyonu gostermektedir (163).

B. Germline Mutasyonlar

Herediter-nonotoimmiin hipertiroidizm olan iki ailenin bireylerinde, aktive
edici-heterozigot germline mutasyonlar1 bulunmustur. Bu ¢alismalarda, mutasyon
nodiille beraber ¢evre dokuda veya periferik kanda da saptanmistir ve germline
mutasyonlari olarak adlandirilmistir (168).

Germline mutasyonlar; herediter ve konjenital hipertiroidizme neden olur
(164). Tiroid antikorlar1 negatiftir. Tiroid bezi ¢ogu hastada bityiiktiir.
Hipertiroidizm; neonatal dénemden, erigkin doneme kadar herhangi bir siirede ortaya

¢ikar (265). Germline mutasyonlar, ailesel (F) veya sporadik (S) olarak meydana
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gelir. Ailesel olan tipinde, oftalmopati ve dermopati de gorilmez (163, 168).
Herediter ve kongenital nonotoimmiin hipertiroidizm, erken ve daha yogun tedavi
edilmelidir (164, 168). Herediter ve konjenital nonotoimmiin hipertiroidizm olan
olgularin klinik 6zellikleri, Tablo 9” da g6sterilmistir.
Tablo 9: AD nonotoimmiin hipertiroidizm olan olgularin klinik 6zellikleri (265).

Ailesel () | TSHR Yas Guatr Ameliyat Rad I Tekrarlama

veya Mutasyonu

Sporadik (S)

F Val 509 | 8 yas + + + +
Ala

F Cys 672 | 18 ay + + + +
Thr

F Ser 505 | Cocukluk + + + +
Arg

F Asn 670 | 17 yas + ? + +
Ser

F Asn 650 | 14 yag + + ? +
Tyr

F Arg 528 | 2ay ? + _ +
His

F Leu 629 | Yenidogan | + + + +
Phe

F Ala 623 | Yenidogan | + + _ +
Val

S Phe 631 | Yenidogan | + + + +
Leu

S Met 453 | Yenidogan | + - _ _
Thr

S Ser 505 | Yenidogan | + + _ +
Asn

S Val 597 Leu | Yenidofan | _ + _ _
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C. Hipotirodizm ile iligkili TSHR Mutasyonlar1 (Fonksiyon Kaybma
Neden Olan Mutasyonlar)

Bu mutasyonlar nadir gériiliir. Heterozigot formlar dtiroid kalabilir. Bu kigi
heterozigot olan bagka bir bireyle evlendiginde, meydana gelen cocuklarda otozomal
resesif olarak hastalik goriilebilir. TSH rezistans sendromu olan hipotiroidizm
vakalarinda, tirotropin reseptdriinde inaktive edici mutasyonlar dort olguda
belirtilmistir (163).

Tirotropin reseptoriinde mevcut inaktive edici mutasyonlar (163):

Arg 109 His Pro 162 Ala
Ile 167Asn Trp 546 Stop
Cys 309 Trp 406-412. amino asitler aras: delesyon

D. Graves ile iligkili TSHR Mutasyonlar:

Graves hastaliginda TSH reseptériine karg1 antikor olusur. TSH reseptoriinde
olugan yapisal bozukluklar, kendisini immunojenik yapar. Graves hastalarinin bir
kismunda mutasyon tarif edilmistir. Ancak bu mutasyonlar normal toplumda da % 12
oraninda goriilmektedir. Bundan dolayi, bu mutasyonlarin polimorfizm oldugu
diistintilmektedir (162, 266).

2.7.3 Protein Kinaz A (PKA) Mutasyonlari

TSH reseptér geni 1989 yilinda klonlandiktan sonra; G protein ve TSHR
mutasyonlarimn tiroid nodiillerinin patojenezinde rol oynadig: gosterilmistir. Ancak
calismalarin bir kisminda her iki mutasyona da rastlanmamasi, TSH sinyal ileti
yolunun diger basamaklarinda da mutasyonlarin olabilecegini diisiindiirmiigtiir (7,
162, 240, 267). Boylece iigiincii olarak PKA mutasyonlan ¢alisilmigtir. Bununla
ilgili olarak, az sayida ¢aligma vardir. Esapa ve arkadaslarmm 1999 yilmda
yaptigi calismada; 64 benign, 24 malign tiroid tiimoriinde, His 87 Glu ve Trp196
Arg mutasyonlar1 bakilmugtir. PKA‘ya spesifik bu iki mutasyon da tiroid
nodiillerinde saptanmamagtir (7).



3. GEREC VE YONTEM

3.1 GALISMA PROTOKOLU VE HASTA GRUPLARI

Bu ¢alisma; 2001-2003 yillann arasinda, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Endokrinoloji ve Tibbi Biyoloji Bilim Dallar’1 tarafindan gergeklegtirilmistir.
Caligma Oncesi tiim hastalar konu hakkinda bilgilendirilmis ve imzali onam formlar
alinmgtir. Caligma, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtrma Etik Kurulu
tarafindan, B.30.2.MAR.0.01.00.02/AEK nolu karar ile onaylanmigtir.

Bu ¢ahigmaya; multinodiiler guatr veya soliter tiroid nodiilii tamlan ile
tiroidektomi ameliyat1 gecirmis, 18-81 yas grubu aras1 105 hasta alinmigtir. Graves
tanis1 nedeni ile opere olan hastalar ¢aligmaya alinmamuisgtir.

Ameliyat 6ncesi tiim hastalarin Sykiileri alinip, fizik muayeneleri yapildi.
Oykiide 6zellikle su konular {izerinde duruldu.

1. Tiroid nodiillerinin hasta grubunda dagilimlarinin belirlenmesi amaci ile,
hastalarin yag ve cinsiyetleri 6grenildi.

2. Hastagin siiresi ve mutasyon arasindaki iligkinin gosterilmesi amaciyla,
hastalifin stiresi belirtildi. |

3. Nodiil supresyon tedavisine direng ile mutasyon arasindaki iligkiyi gostermek
amaci ile, Levatiroksin supresyon tedavi 6ykiisii belirtildi.

4. Tedaviye direng ve mutasyon arasindaki iligkiyi gostermek amaci ile,
gectrilmis tiroidektomi operasyon dykiisii alindi.

5. Mutasyon ile endemik guatr bolgesinde yagsam arasindaki iligkinin
gosterilmesi amaci ile; ¢aligmaya katilan hastalarin dogum yerleri ve bugiine kadar
yasadiklar yerler, siireleri ile beraber 6grenildi.

6. Aile 6ykiisii ve mutasyon arasindaki iligkiyi géstermek amaci ile, hastalarinin
birinci derece akrabalarinda guatr Sykiisii arandi.

Bu c¢alismada kullanilan bir parametre olan; Tiéirkiye’nin Endemik Guatr
Bdlgeler’i, daha 6nceden yapilmug iki ¢alismanin ortak sonuglari olarak ele alinmigtir
(73, 77). Bu iki ¢alisma sonucu; Kastamonu, Bayburt, Trabzon, Rize, Ordu, Kiitahya,
Artvin, Zonguldak, Erzurum, Malatya, Samsun, Edirne, Aydin, Kayseri, Ankara,
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Burdur, Isparta, Erzincan, Antalya, Tokat, Canakkale, Hatay, Konya, Van,
Diyarbakir, Corum, Bolu, Kiitahya ve Bursa illeri endemik guatr bélgeleri olarak
alindi.

Hastalarm tiroid bezi muayenelerinde, tiroid bezinin biiyiikligli, kivami ve
nodiillerinin varlig: tespit edildi. Tiroid nodiilii meveut ise; nodiiliin biiytikliigii,
kivami ve mobilitesi degerlendirildi. Ayni zamanda boyun muayenesinde,
lenfadenopatinin varlig da aragtirildi.

Mutasyon ile, tiroid statiisii arasindaki iligkiyi g&stermek amaci ile; hastalarin
tiroid fonksiyon testleri degerlendirildi. Tiroid fonksiyon testlerinde; T, T4 ve TSH
sonuclarna gore, hastalarin klinik durumlan belirlendi. Hastalar; hipertroid,
hipotiroid, subklinik hipertiroid ve sublinik hipotiroid olmak iizere siniflandirilds.

Hastalarin tiroid US’lerine gore; tiroid bezinin biyiikliigii, nodiillerinin
varlig, karekteri ve ekojenitesi belirlendi.

Nodiillerin fonksiyonel durumu ve mutasyon arasindaki iliskiyi g&stermek
amact ile, hastalarin daha onceden *™Tc kullamlarak yapilms tiroid sintigrafileri
degerlendirilerek; tiroid bezi ve nodiillerinin fonksiyonel durumu saptandi. Tiroid
nodiiliinde aktivite tutulumu normal dokuya gore artmig ise bu nodiiller hiperaktif,
normal dokuya gére azalmig ise hipoaktif nodiiller olarak degerlendirildi. Tiroid
nodiiltinde aktivite tutulumu normal dokuyla aym ise, bu nodiiller de normoaktif
olarak degerlendirildi.

Klinik tani ile, mutasyon arasindaki iligkinin belirlenmesi amac ile; dokularin
histopatolojik tamlar ile beraber, tiim klinik veriler birlestirilerek, klinik tam elde
edildi.

Tiroid nodiiliinde tespit edilen mutasyona somatik mutasyon denir. Germline
mutasyonda ise; mutasyon nodiil ile beraber ¢evre doku ya da kanda da mevcuttur.
Bundan dolay: tiroid nodiiliinde mutasyon saptanmig ise, aym mutasyonun tiroid
normal dokusunda veya periferik kanda varlifina bakilmasi gereklidir. Germline
mutasyonun belirlenmesi amaci ile, tim hastalardan normal doku alinamayacag:
diigliniilerek, ayn1 zamanda 2cc EDTA’l tiibe kan alinds.

Operasyon sirasinda, tiroidektomi materyali serum fizyolojik iginde, patoloji
laboratuarina getirildi. Tiroid bezinin ve nodiillerinin 6zellikleri makroskopik olarak
degerlendirildi. Nodiillerin yerleri ve biiyiikliikleri tespit edildikten sonra, nodiil ince
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kesitler halinde kesilerek; noduliin ortasindan ve ¢evre dokudan ayr bistiiriler
kullanilarak, 0.5x0.5 mm’lik doku pargas1 alindi. Omnekler, =0.5 cm nodiillerden
alind. Bir hastanin birden fazla nodiilii mevcut ise, bu nodiillerden de ayn bistiriiler
kullanilarak 6rnekler alindi. Alinan Srnekler steril ependorflara konularak, -70C°’de
saklanildi.

Hastalarin nodiilleri ise su gekilde adlandirilda:

Alinan her dokuya; 6nce hastanin numarasi, daha sonra hangi lobdan alindig
(sag-R, sol-L, istmus-I), en son olarak da o doku iginde nodiiliin numaras1 verildi
(Ornegin 6L.2; 6 nolu hastanim sol lobda mevecut, ikinci nodiilii). Tiroid bezinde nodiil
olarak goriintii vermeyen, ancak hiperplazik-heterojen gériintii veren dokulardan da,
ornekler alindi. Bunlar ise; hiperplazik doku olarak kodlandi (Ornegin 6LH; 6 nolu
hastanin sol lob hiperplazik dokusu). Aym zamanda nodiil etrafindaki normal
dokudan da 6rnek alindi ve normal doku olarak kodlandi (Omegin 6LN; 6 nolu
hastanin sol lob normal dokusu).

Hastadan operasyonda alinan nodiiliin yeri ve biiyiikliigii, sintigrafide mevcut
nodiillerin yerleri ile karsilagtinilarak; bu nodiillerin fonksiyonlar1 da belirlendi
(hipoaktif, hiperaktif ve normoaktif).

Toplam 105 hastanin tiroidektomi materyalinden, 293 &rnek alindi. Bu
Omeklerin icinde; nodiil ile beraber normal dokudan almman Ornekler de
bulunmaktadir. Nodiilde mevcut mutasyonun somatik veya germline oldugunu
belirtmek amaci ile, hastanin normal dokusundan alinan &rneklerde de mutasyon
caligmalar: yapildi. Ancak dokularin patolojik tanilarinin gogunun nodiiler hiperplazi
olmasi nedeni ile, hiperplazik dokularda da mutasyon saptama ihtimali goz oniine
ahnarak, gereginde kan drneklerinde de mutasyon ¢alismalan yapilda.

3.2 GEREG

3.2.1 Calismada Kullanilan Malzemeler

Calismada kullanilan aletler, Tablo 10°da gésterilmistir.
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Tablo 10. Caligmada kullamlan aletler

Agaroz Jel Elektroforez Gii¢ Kaynagi, ATTO
Japonya)

Agaroz Jel Tanki ve Diizenegi (Mini),
Biometra (ABD)

Dikey Elektroforez Tanki ve Diizenegi (Mini),
ATTO (Japonya)

Dikey Elektroforez Tank: ve Diizenegi (Midi),
Biolabs (Fransa)

uv Kaynagi, Vilber Lourmat (Fransa)
Kamera, Poloroid MP-4 (ABD)

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)
Sogutmali Santrifiij IEC, MP4R (ABD)

pH Metre, WTW (Almanya)

Manyetik Karistirici, Eletro-Mag (Tiirkiye)
Hassas Terazi, Mettler AT 261 (Isvigre)

Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (Isvigre)
Mikrosantrifiij, IEC Micro-MB (ABD)
Mikrosantrifiij, Heraeus Biofuge® B (Almanya)
Laminar Flow, Ozge A.T. (Tirkiye)
Otoklav, All American (ABD)

Pastor Etiiv, Elektro-Mag (Tiirkiye)
Spektrofotometre, Unicam 8625 (Ingiltere)
Kirik Buz Makinasi, Scotsman (ABD)
Derin Dondurucu -20 °C, Philco (Tiirkiye)
Is1 Dongii Cihazi, Biometra (ABD)

Su Banyosu, GFL 1083 (Almanya), Vakumlu
Mikrofiij, Savant (Ingiltere)

Caligmada kullanilan kimyasal maddeler, Tablo 11°de gosterilmistir.
Tablo 11. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler

onyum PerSulfat Sigma, (ABD)
isacrylamide Sigma, (ABD)

orik Asit Sigma, (ABD)

rom Fenol Mavisi Sigma, (ABD)
set Roche, (UK)

DTA Sigma, (ABD)

tanol Sigma, (ABD)

loroform Carlo Erba, (italya)
silen Siyanol Sigma, (ABD)
agnezyum Kloriir Sigma, (ABD)
7 etanol Merck, (Almanya)

Mineral Yag: Sigma, (ABD)

Nonidet P40 Sigma, (ABD)

Potasyum Kloriir Sigma, (ABD)

Polaroid 667, Kodak, (Almanya)

Proteinaz K Roche ( UK)

Sodyum Dedosil Siilfat Sigma, (ABD)

Sodyum Karbonat Merck, (Almanya)

Sodyum Kloriir Sigma, (ABD)

Sodyum Tiyo Sulfat Sigma, (ABD)

Taq DNA Polimeraz Enzim Seti MBI Fermantas
(Litvanya)

TEMED Sigma, (ABD)

Tris Sigma, (ABD)

Turuncu G Sigma, (ABD)

6 X Yiikleme Boyas: MBI Fermantas (Litvanya)

20 bp Step Ladder (Belirteg) Sigma, (ABD)

50 bp Step Ladder (Belirteg) MBI Fermantas,
(Litvanya)

100 bp Step Ladder (Belirteg) MBI Fermantas
(Litvanya)

ii;&‘:‘;«:- T




3.2.2 Primerler

Caliymada kullamlan primerler su sekildedir:

Gen: TSHR Birinci Bolge

Primer kodu ve yonii: TSHRIF (ileri), TSHRIR (geri)
Uriin: 412 baz ¢ifti

Niikleotid dizisi:

TSHRIF: 5°..TACAACCATGCCATCGACTG..3’
TSHRIR: 5°.TATCTTTGTCCCCTGGGTTG..3’

Gen: TSHR Ikinci Bolge

Primer kodu ve yonii: TSHRIIF (ileri), TSHRIIR (geri)
Uriin: 267 baz cifti

Niikleotid dizisi:

TSHRIIF: 5°.TGACGCTCAACATAGTTGCC..3’
TSHRIIR: 5°..AGAGGAATGGATTGGCACAG..3’

Gen: TSHR Ugiincii Bolge

Primer kodu ve yoniis TSHRIIIF ( ileri ), TSHRIIR ( geri )
Uriin: 177 baz cifti

Niikleotid dizisi:

TSHRIIIF: 5°..CATCACAGTCCGAAATCCG..3’
TSHRIIIR: 5°.TACCAGCAAGATTTTGGAGTTG..3’

Gen: Protein Kinaz A
Primer kodu ve yomii: PKAI (ileri ), PKA2 (geri)
Uriin: 99 baz cifti
Niikleotid dizisi:
PKA1: 5’..GTGACAGACTTCGGTTTCGC..3’
PKA2: 5. TTTGCTCAGGATAATCTCAG..3’
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GiIR:

G IIF :
G IIR:

Gen: ‘ Gsoa 1. Bolge

Primer kodu ve yénii: GslIF (ileri ), GsIR ( geri)

Uriin: 163 baz cifti

Niikleotid dizisi:
5’.TCGGTTGGCTTTGGTGAGATCCA..3’
5..AGAAACCATGATCTCTGTTATA..3’

Gen: Gsa 2.Bolge

Primer kodu ve yonii: GsIIF (ileri ), GsIIR ( geri)

Uriin: 170 baz cifti

Niikleotid dizisi:
5’..CCAGTCCCTCTGGAATAACCAG..3’
5°.AGCGACCCTGATCCCTAACAAC..3’

3.2.3 Kimyasal Gozeltiler

Caligmada kullamlan kimyasal ¢6zeltiler su sekildedir:

DNA Izolasyonu
Dokudans
Lizis Tamponu: % 10 SDS
10 mM Tris
5 mM EDTA
0.3 mg Proteinaz K
Kandan:
Soliisyon 1: 10 mM Tris-HCl (pH 7.6 )
10 mM KCl1
10 mM MgCl,
Soliisyon 2: 10 mM Tris-HCl (pH 7.6 )
10 mM KCl
10 mM MgCl,
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0.5mM NaCl

% 0.5 SDS
2 mM EDTA
TE Tamponu: 10 mM Tris-HCI (pH 7.4 )
1 mM EDTA (pH8.0)
PZR
10XReaksiyon Tamponu: 500 mM KCl
100 mM Tris-HCI (pH 9.0 )
%1 Triton® X-100
10 mM dNTPs: 100 mM niikleotidlerden (dATP, dCTP, dTTP,

dGTP) 10’ar pl almarak kanstirildi ve tizerine 60 ul steril dH,O eklenerek

hazirlandi.

Agaroz Jel Elektroforezi
SXTBE: 54 gr Tris baz
27 gr Borik asit
20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
Mavi/Turuncu 6X Yiikleme Boyasi:
%10 Fikol® 400
% 0.25 Bromofenol Mavisi
% 0.25 Ksilen siyanol
% 0.4 Turuncu G
10 mM Tris-HC1 (pH 7.5)
50 mM EDTA

SSCP Analizi ve Giimiis Boyama Soliisyonlari

Amonyum persulfat (% 10): 10 g Amonyum persulfat
100 ml dH,O
Glasiyal Asetik Asit ve Metanol Cozeltisi (% 7,5):
7,5 ml GAA
7,5 ml Metanol
85 ml dH,0
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Giimiiy Nitrat Soliisyonu: 150 mg Giimiis Nitrat
140 ul Formalin
100 ml ddH,0
Developman: 3 g NayCO3
140 pl formalin ( stok %37)
40 pl Sodyum tiyosulfat
100 m! ddH,0
Denatiire Edici Yiikleme Boyasi:
% 95 Formamide
% 0.05 Brom Fenol Mavisi
% 0.05 Xylene Cyanol
10 mM NaOH

3.3 YONTEM

Mutasyon saptanmasi amaci ile, sirasi ile su yontemler uygulandi:
1. DNA IZOLASYONU
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR)
AGAROZ GEL ELEKTROFOREZI
TEK SARMAL KONFORMASYON POLIMORFIZiM (SSCP)
DIZI ANALIZI

A T

3.3.1 DNA izolasyonu

Taze Dokudan DNA izolasyonu

Calismaya katilan bireylerden alinan doku &rneklerinin kiigiik bir parcast
temiz lam iizerine alnarak steril bir bistiiri bigag1 ile pargaland: ve daha sonra 1.5
ml’lik eppendorf tiiptine aktarildi. Uzerine 250 pl lizis tamponu eklendi. Doku
eriyene kadar 55 °C’lik su banyosunda ¢alkaland: ve 10’ar dakikalik araliklar ile
vortekslendi. Daha sonra 1 ml es hacimde 1 ml fenol / kloroform eklendi ve 6000
g’de 30 dakika gevirildi. Ust faz temiz bir 1,5 mI’lik Eppendorf tiipiine aktarild: ve
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bunu takiben {izerine 1 ml kloroform ilave edildi. Tekrar 6000 g’de 30 dakika
gevirildi. Ust faz temiz bir 2 m1’lik eppendorf tiipiine aktarild: ve tizerine 1 ml %100
sofuk etanol eklenerek DNA ¢oktiiriildi. ( Bu agamada DNA goriiniir hale
gelmektedir ). Elde edilen DNA Pasteur pipetinin kapatilmug bir yiizeyi ile 1 ml %70
etanol igeren bir eppendorf tiipline transfer edildi. lyice yikanmasi saglandi. Tiipler
15000 rpm’de 5 dakika santrifij edilerek DNA’min ¢okmesi saglandi. Etanol
ortamdan uzaklagtirildi. Ormekler 37 °C’lik etiivde birkag dakika bekletilerek
kurutuldu. Ardindan DNA TE tamponda ¢oziildii (266).

Elde edilen DNA’mn safligim ve konsantrasyonunu belirlemek amaciyla,
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda dlgtimleri yapilda.

Periferal Kan Dokularindan DNA'mn izolasyonu:

Caligmaya katilan bireylerden, 1/100 hacimde 0.5 mmol / L sodyum EDTA
igeren tiiplere 2 ml kan alindi. Daha sonra tiipiin hacmi soliisyon 1 kullanilarak 10
ml’ye tamamlandi. Buna ilaveten 120 plt nonidet P40, hiicrelerin lizis’i icin ortama
eklendi. Tiip birkag defa tersyiiz gevirilerek iyi bir sekilde kanstirildi. Niikleer peleti
gOktiirmek igin 2000 rpm’de 10 dakika gevirildi. Pelet oynatilmaksizin siipernatant
dokiildii. Pelet 800 ul soliisyon 2 ile hafif bir bicimde siispanse edildi ve 1.5 ml’lik
eppendorf tiipline aktarildi. Distile fenol 400 pl ilave edilerek, 12000 rpm’ de 1
dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir eppendorf tiipiine aktarildi ve iizerine 400
ult es hacimde fenol / kloroform / izoamilalkol (25:24:1) eklenerek iyice karistirilda.
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ust faz temiz bir eppendorf tiipiine aktarildi.
Uzerine 700 pl kloroform / izoamilalkol ( 24:1 ) eklenerek, tersyiiz edilip karistirildi.
Tekrar 12000 rpm’de santrifiij edildikten sonra, iist faz temiz bir eppendorf tiipiine
aktarild. Iki hacim % 100 etanol ilave edilerek, tiip tersyiiz edildi. (Bu asamada
DNA goriiniir hale gelmektedir). Elde edilen DNA Pasteur pipetinin kapatilmig bir
ylizeyi ile, 1 ml % 70 etanol igeren bir eppendorf tiipiine transfer edildi. Iyice
yikanmas1 saglandi. Tipler 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, DNA’nn
¢okmesi saglandi. Etanol ortamdan uzaklagtirildi. Ornekler 37 °C’lik etiivde birkag
dakika bekletilerek kurutuldu. Ardindan DNA TE tamponda ¢oziildii (268).

Elde edilen DNA’min safligim ve konsantrasyonunu belirlemek amactyla,
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda &lgiimleri yapildi.
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3.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) in vitro kosullarda belirli bir DNA bdlgesinin
amplifkasyonunu saglayan bir metoddur. Temel olarak PZR {i¢ basamak
icermektedir (269):

Hedef DNA’nin termal denatiirasyonu (= 94 °C ve civari).

17-35 niikleotidden olusan 6zgiil sentetik oligoniikleotid primerlerin hedef
boblgeye baglanmast (anneling). Bu basamakta primerleri olusturan bazlar esas
aliarak baglanma 1sis1 belirlenir.

Termostabil bir DNA polimeraz tarafindan hedef b&lgeye baglanan
primerlere, uygun niikleotidlerin takilmasi (sentez =~ 72 °C).

Bu {li¢ basamagin bitiminde bir dongii tamamlanir; 30 déngili sonunda
milyonlarca kopya tretilmis olur. Reaksiyona giren primer, dNTP, MgCl,
konsantrasyonu ve DNA miktar1 reaksiyonun etkinligini ve dogrulugunu direkt
etkiler.

Bu calismada; PZR yontemi ile mutasyon icerdigi diigiiniilen TSHR, Gsa, ve
PKA ilgili gen bolgelerinin amplifikasyonu amaglandi. Bunun igin PZR reaksiyon
karigimlar: hazirlands.

TSHRIL, I1. ve I11. bélge icin 50 1d'lik bir reaksiyon karigimu;

0,1-1 pg kalip DNA,

10XPZR tamponu,

10 pmol TSHRIF (ileri) ve TSHRIR (geri) veya TSHRIIF (ileri) ve TSHRIIR (geri)
veya TSHRIIF (ileri) ve TSHRIIR (geri) primerlerini

200 uM dNTP kansmm,

1,5 mM MgCl,,

1 iinite Taq polimeraz enzimi,

dH,0 ile hazirland1.

Bu iglem 0.5 ml'lik eppendorf tliplerinde ve buz lizerinde gergeklestirildi.
Ttiplerde bulunan reaksiyon karigimlarinn lizeri 1s1 déngiisii esnasinda buharlasmay1
onlemek amaci ile, 25 pl mineral yag: ile kapatildi. Is1 dongii cihazina yerlestirilerek,
belirlenen program uygulandi.
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TSHR mutasyonlarini igeren gen bélgesi (ekson 9-10) igin, PZR dongii

programi olarak;
94 °C’de 3 dakika 6n denaturasyon
95 °C’de 30 saniye................ (denatiirasyon)
56 °C’de 30 saniye................ (eslesme) 30 dongii

72 °C’de 1 dakika 30 saniye.(sentez)

72°C’ de 7 dakika final uzamasi uygulandi (15).

Kodon 196 gen mutasyonunu iceren PKA bolgesi icin 50 ud'lik bir
reaksiyon karigimi;

0,1-1 pg kalip DNA,

10XPZR tamponu,

10 pmol PKAI (ileri) ve PKA2 (geri) primerlerini
200 uM dNTP karigim,

1,5 mM MgCl,,

1 tinite Taq polimeraz enzimi,

dH,O ile hazirland:.

Bu islem 0.5 ml'lik eppendorf tiiplerinde ve buz iizerinde gergeklestirildi.
Tiiplerde bulunan reaksiyon karigimlarinin iizeri 1s1 dongiisii esnasinda buharlagmay1
onlemek amaci ile, 25 pl mineral yag ile kapatildi. Is1 déngii cihazina yerlestirilerek,
belirlenen program uygulandi.

PKA kodon 196 mutasyonunu igeren gen bolgesi i¢in, PZR dongii programi
olarak; 94 °C’de 2 dakika 6n denaturasyon

94 °C’de 30 saniye................ ( denatiirasyon )
54 °C’de 1 dakika ................ (eslesme ) 35 dongii
72 °C’de 30 saniye............ ( sentez )

72°C’ de 5 dakika final uzamas1 uygulandi (7).
Kodon 201 ve kodon 227 gen mutasyonlarini iceren Gsa bélgeleri icin 25
M'lik bir reaksiyon karigimi;
0,1-1 pg kalip DNA,
10XPZR tamponu,
10 pmol GsalF (ileri) ve GsalR (geri) veya GsollF (ileri) ve GsallR (geri)

primerlerini
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200 uM dNTP karigimi,

1,5 mM MgCl,,

1 iinite Taq polimeraz enzimi,
dH,O ile hazirlands.

Bu iglem 0.5 ml'lik eppendorf tiiplerinde ve buz iizerinde gerceklestirildi.
Tiiplerde bulunan reaksiyon karigimlarinin iizeri 1s1 dongiisii esnasinda buharlagmay1
Onlemek amaci ile, 25 pl mineral yag ile kapatildi. Is1 dongii cihazina yerlestirilerek,
belirlenen program uygulandi.

Kodon 201 ve kodon 227 mutasyonlarim iceren Gsa gen bélgeleri igin,
PZR dingii programi olarak;

94 °C’de 1 dakika................. ( denatiirasyon )
50 °C’de 1 dakika ............... (eslesme ) 35 dongii
72°C’de 2 dakika ............ ( sentez)

72°C’ de 7 dakika final uzamasi olarak uygulandi (9).

'3.3.3 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA pargalarinin ayrilmasi, tamimlanmasi, ve saflagtirilmas: igin standard bir metod
olarak agaroz jel elektroforezi kullanilmaktadir. Agaroz jel elektroforezi ile yaklagik
60-0.1 kb uvzunlugunda DNA pargalar1 ayirilabilmektedir. Jeldeki DNA bantlan,
jelin bir floresans boya olan etidyum bromiir ile boyanmasi ve ultraviolent 151k
altinda direkt olarak incelenmesi ile saptanabilir. Cogunlukla jel elektroforezinde
bilinen bityiikliikteki bir belirteg DNA kullanilarak, molekiiler biiyiikliigii bilinmeyen
DNA kolayca saptanabilir (270).

Bu ¢aligmada PZR ile amplifiye edilen iiriinlerin dogrulugunun ve kalitesinin
belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi. Kullanilan elektroforez
diizenegine uygun 40 ml’lik hacim; toz halindeki agarozun 0.5 X TBE tamponunda
kaynatilarak ¢oziilmesi ile olusturuldu. Ardindan kaynamig ¢ozelti 55-60 °C’ye
sogutularak, 0.25 pg / ml EtBr ilave edildi. Kuyular1 olusturacak olan tarak tabaga
yerlestirildikten sonra, hazirlanan jel hava kabarcigi -kalmayacak sekilde buraya
dokiildii. Jelin polimerizasyonu sonrast tarak dikkatlice ¢ikarilarak, jel platformu 0.5

80



X TBE tamponu ile dolu olan elektroforez tankma yerlestirildi. Olusan kuyulara
Ornekler ve belirteg DNA, tanka 6X yiikleme boyasi ile 5 : 1 oraminda kangtirilarak
yiikklendi. Gli¢ kaynag agilarak 5 - 10 V / cm olacak sekilde, 80 V’ a ayarlandi.
Yaklagik bir saat sonra gii¢ kaynagi kapatildi. Jel UV g1 altinda incelendikten
sonra fotografi ¢ekildi.

3.3.4 Tek Dizi Konformasyon Analizi (SSCP)

SSCP analizi, PZR ile ¢ogaltilmus DNA fragmanlarindaki kiigiik genetik
degisikliklerin saptanmasinda, nokta mutasyonlarnmn taranmasinda ve DNA
polimorfizmlerinin belirlenmesinde kullanilan bir yéntemdir (271, 272).

SSCP analizi hizli, basit ve ekonomik bir mutasyon tarama yoéntemidir.
Yontem, spesifik sekansa sahip tek iplikli DNA fragmanlarimin, nondenatiiran
poliakrilamid. jelde analiz edilmesi temeline dayanmaktadir. Tek iplikte meydana
gelen nokta mutasyonlari, ipligin konformasyonunu degistirerek, farkii bir bolgeye
gog¢ etmesine yol acar (271, 272, 273).

ik kez 1989 yilinda Orita ve arkadaglan tarafindan ortaya konmus olan
SSCP yontemi, 1991 yiinda kiigiik hiicreli akciger kanserlerinde ve beyin
timoérlerinde p53 gen mutasyonlarimin taranmasinda, PAH (phenylalanine
hydroxylase) gen lokusunda ve insiilin reseptér geninde yapilan g¢aliymalarda
kullamlmiglardir (274).

SSCP analizinin sensivitesini etkileyen en 6nemli faktor, incelenen DNA
fragmanlarimin vzunlugudur. Uzunluk arttikga sensivite azalir. 300-450 baz cifti
uzunlugundaki fragmanlarda mutasyon saptama oram % 67, 212 baz cifti
uzunlugundaki  fragmanlarda % 70, 175 baz iftlik fragmanlarda % 76 ve 155 baz
ciftlik fragmanlarda ise % 96 olarak rapor edilmistir (271, 272).

Tek iplik DNA’nin elektroforetik mobilitesini etkileyen diger parametreler
sunlardir (275, 276, 277) :

Sicaklik

Elektroforez tamponunun iyonik giicii

Poliakrilamid konsantrasyonu
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Jel igerigi (gliserollii veya gliserolsiiz olusu)

Kullanilan denattiranlar

Uygulanan akim

Dizi yapisi

Mutasyonun tipi.

SSCP tekniginin pek ¢ok parametreden etkileniyor olmasi, bunlarin her
denemede sabit tutulmasim1 ve her laboratuar i¢in ayr1 optimizasyon kosullarinin
saglanmasini gerektirmektedir (275).

SSCP analizin sematik goriintiisti, Sekil 17°de g6sterimigtir.

Normal R-Globin Sickle B-Globin
- —  CCTOTGGAG—
3zTeene ——— SRR —
hMutasyon bilgesini igeren gen
¢ hilgesinin PZR ile godaltimas
* CCTGTGGAD
g%&%ﬁ%g#g Milyonlarca kopya GGACACCTC
Denstlre edimiz PZR Urinlerinin PAGE ile
ayrimas
Mormal Tasmicl Orak Hicre
| T
| ——

Sekil 17. SSCP analizinin sematik goriintiisti (278).

Beta globulin genindeki bir mutasyonun SSCP ile analizi. Mutasyon dizide ve jel
fragmanlarinda mavi ile gosterilmigtir.  Sekilde termal denatiirasyon sonrasi
denatiire edici olmayan PAGE jelinde yirlitiilen normal bireye, heterozigot tagiyici
bireye ve homozigot hasta bireye ait jel fragmanlar1 goriilmektedir.

Bu caligmada PZR sonrasi mutasyonlarin saptanmasi amaciyla SSCP
analizi kullamldi. ilk dnce PZR {irlinlerinden 3 ul alindi ve 15 pl denatiire edici
yiikleme boyasi ile karistirilarak, 95 °C°de 10 dakika denatiire edildi. Daha sonra buz
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lizerine alindi ve daha once hazirlanan % 12’lik poliakrilamid jele yiiklendi.
Ornekler jelde 180 V 25 mA’de gece boyu yiiriitiildii. Bunu takiben jel ¢ikarild: ve
once % 7,5°lik GAA-metanol soliisyonunda (fiksatif) 10 dakika bekletildi. Daha
sonra jel 18mOhm’luk suda 10 dakika yikandi ve hazirlanan giimiis boyas: ile 30
dakika muamele edildi. Bunu takiben jel ultrasaf suda 5-20 saniye izl bir sekilde
yikand1. Uzerine developer eklenerek bantlar goriiniir hale gelene kadar ¢alkaland:.
Daha sonra baslangigta kullanilan fiksatif ¢6zeltisi ile bantlar sabitlendi. Ultrasaf su
ile fiksatif uzaklagtirildi.

3.3.5 Dizi Analizi

Dizi analizi, gen yapis1 ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda birgok bilgi
edinmemizi saglamistir. DNA baz kompozisyonunu 1940’li yillarda saptama
yontemleri bulunmasina kargin, ancak 1970°1i yillarda etkin ve dogrudan niikleotid
dizi analizine yonelik yontemler gelistirilmeye baglanmmgtir. Herhangi bir
organizmadan ¢ok miktarda saf DNA fragmanlari elde edilmesini saglayan
rekombinant DNA tekniklerinin geligmesine paralel olarak dizi analizi yontemleri de
geligtirilmeye baglanmigtir. Allan Maxam va Walter Gilbert‘in kimyasal yéntemi
DNA’nin belirli bazlardan kirilmasina dayanmaktadir. Fred Sanger ve arkadaglarinin
gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gergeklesmektedir. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya dort ayn
reaksiyon uygulanmaktadir (her baz igin bir tane). Bu dort reaksiyonun tirlinleri bir
niikleotid uzunlugunda kadar farkli, bir dizi DNA pargaciklandir. Dort reaksiyonun
tirlinleri bir jelde dort ayr1 kuyucukta yan yana elektroforez ile aynstirilmaktadir. Jel
hattindaki her bir bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve Jeldeki bantlardan
DNA pargaciginin dizisi okunabilmektedir (279, 280).

Enzimatik ve kimyasal yontemler olarak bilinen bu iki klasik y6ntemin
disinda biiyiik DNA bélgelerinin dizi analizi i¢in otomatik yontemler kullanilabilir.
Bilinen DNA sekans yontemlerinden farkli olarak otomatik islemlerde fotokrom
isaretli bazlar kullanilir. Her baz o baz i¢in 6zgiil olan bir renk egrisi ile gosterilir
(A, yesil; T, kirmizi; C; Mavi; G ise Siyah) (280).
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Calismamizda SSCP yontemi ile bulunan mutant 6rneklerin mutasyonunu
teyit etmek ve yerlerini belirlemek amaci ile otomatik DNA dizi analizi yapilds.
Caliymamizda Otomatik DNA dizi analizi yéntemi lontek AS. tarafindan yapilmistir.

Otomatik DNA dizi analizi sonucuna ait bir 6rnek, Sekil 18°da gosterilmistir.

300
< G [ T C A A
R 3 T

I

Sekil 18. TSHR 10. ekzona ait gen dizinin belirli bir bSliimiinii gdsteren otomatik

310
T
L

G T T c T & A [} a T A G
F * *

dizi analizi sonucu.

Istatistik Degerlendirme

Bu ¢alismada istatistiksel analizler GraphPad Prisma V.3 paket program ile
yapilmgtir.

Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin (ortalama,
standart sapma) yam sira, ikili gruplarin kargilagtirmasinda bagimsiz t testi, nitel
verilerin  kargilagtirmalarinda  ki-kare testi kullanilmugtir. Sonuglar, anlamlilik

p<0,05 diizeyinde, % 95°lik giiven aralifinda degerlendirilmigtir.
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4. BULGULAR

Hastalarimizin bulgulan ii¢ boliimde incelenmisgtir:
1. Hastalarin demografik bulgular1 ve klinik 6zellikleri.
2. Mutasyon sonuglari
3. Mutasyon stklif ile klinik parametrelerin karsilastirilmasi.

4.1 HASTALARIN DEMOGRAFIK BULGULARI VE
KLINIK OZELLIKLERI

Caligmaya nodiilef tiroid hastalif1 nedeni ile opere olan 105 hasta alinmigtir. Bu
hastalardan alinan 6rneklerin 75 (% 25.6)’1 normal, 218 (% 74.4)’i nodiilden veya
nodiil goriintimii veren heterojen tiroid dokusundan alimmustir. Caligmaya katilan
hastalarin 24’{inde ise normal doku alinamamigtir. Hastalarin demografik bulgular:
ve klinik 6zellikleri, Ek-1’de g6sterilmigtir.

Hastalarin yaglarn 18-81 yas arasi olup, ortalamast 45.07+13.81 olarak
saptandi. Hastalarin % 11.4°t erkek, % 88.6’s1 kadin olarak bulundu. Endemik
bolgede yasam Oykiisti % 54.2°sinde pozitif, % 45.8’inde negatif olarak saptandi.
Endemik bélgede yasayanlarin, burada bulunma siireleri ortalama 22.84+15.77 yil
idi. Guatr siireleri ise ortalama 7.4+8.35 yil olarak saptandi. Nodiil supresyon tedavi
Oykiisii hastalarin % 81’inde negatif, % 19’da pozitif olarak bulundu. Ailede guatr
Oykiisi % 47.6’sinda negatif, % 52.4’tinde pozitif olarak saptandi. Gegirilmis
tiroidektomi Sykiisti % 96.2’sinde negatif, % 3.8’inde ise pozitif olarak bulundu.

Hastalarin tiroid sintigrafilerinde; nodiiller hiperaktif, hipoaktif ve normaktif
olarak simmflandirnldi. Bu simiflandirmaya goére tiroid sintgrafisinde nodiillerin;
%?28.6’s1 hiperaktif, % 65.4°1 hipoaktif, % 3.2°si normoaktif ve % 2.8°i bilateral
difiiz hiperplazik-heterojen gériintii olarak saptanda.

Tiroid fonksiyon testlerine gore ise; hipertiroid, subklinik hipotiroid, sublinik
hipertiroid ve 6tiroid olarak gruplandirildi. Buna gore hastalarin % 38.1°1 hipertiroid,
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% 1.9’u subklinik hipotiroid, % 9.5°i subklinik hipertiroid ve % 50.5’i 6tiroid olarak
saptandi.

Klinik tanilarina gére; multinodiiler guatr, kronik otoimmiin tiroidit, mediiller
kanser, papiller kanser, toksik multinodiiler guatr ve adenom olmak iizere
gruplandirildi. Buna gore hastalarin % 46.3’li multinodiiler guatr, % 18.5°i kronik
otoimmiin tiroidit, % 1.9’u mediiller kanser, % 3.7’si papiller kanser, % 28.7 toksik
multinodiiler guatr, % 0.9°u folikiiler adenom olarak saptandi.

Hastalarin patolojik tanilarinda; % 75 nodiiler hiperplazi, % 9.3 hashimoto
tiroidit, % 9.3 lenfositik tiroidit, % 3.7 papiller kanser, % 1.9 mediiller kanser, % 0.9
folikiiler adenom saptandi. Ug hastada iki patolojik tan1 mevcut idi. 52 nolu hastada
sag lobda nodiiler hiperplazi, sol lobda lenfositik tiroidit; 63 nolu hastada sag lobda
lenfositik tiroidit, sol lobda nodiiler hiperplazi; 93 nolu hastada sag lobda nodiiler
hiperplazi, sol lobda folikiiler adenoma saptanda.
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4.2 MUTASYON SONUCLARI

4.2.1 DNA izolasyon Sonuglari

Kan ve dokudan izole edilen DNA’nin miktarinin ve safliginin  belirlenmesi, érnek
DNA’larin 260 nm (Aze) ve 280 nm (Ajg) dalga boyundaki absorbans degerleri
spektrofotometrik 6lgiim ile gergeklestirildi. Ayrica genomik DNA 6rnekleri % 2 lik

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi. Bu goriintiilere ait drnek bir

jel, Sekil 19°da gosterilmistir.

Sekil 19. Doku DNA izolasyon sonuglari:

Soldan saga: 1.sira: Belirteg, bos, 94R1, 81R1. 9112, 91R1, 8112, 84R1, 84L2,
841N, 5412, 54R1

2.sira: 85R2, 9511, 8511, 89R1, 891.2, 941.2, 9411, 94R2

4.2.2 PZR Sonuglari

Caligmaya alman DNA 6rneklerinin tiimii DNA izolasyonu sonrast TSHR geninin
ckson 10, Gy, geninin ekson 8-9 ve PKA’nin 196. kodonlarimi igeren bélgelerin
amplifikasyonu i¢in PZR’nuna sokuldu. Elde edilen PZR iiriinii % 2°lik agaroz jelde
yiritiiliip, gortintiilendi. Tiim bélgeler i¢in elde edilen bu goriintiilerden drnekler,

Sekil 20-25°de gosterilmistir.
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Sekil 20. TSHR I11. bolge PZR sonuglari (sol):

Soldan saga; 1.sira: Belirteg, bos, 37L3, 38R1, 38RN, 39LN, 39L1, 40RNH. 41R1,
41RN, 41R2, 42R2

2.sira: 42RN, 42R1, 4313, 43RN, 43R2, 43R 1, 44R2, 44R 1, 4413, 44RN. 45RN
Sekil 21. TSHR II. Bolge PZR sonuglar (sag):

Soldan saga; l.sira: Beliteg, bos, 6113, 62RN, 6213, 62R2, 62L4, 63RN, 63R2,
63R1, 63L3, 64L3

2.sira: 64RN, 64R1, 65RN, 65R1, 6512, 66R2, 66R1, 66RN, 67RNH, 68RN, 69RN,
69R2

Sekil 22. TSHR I. Bolge PZR sonuglari:

Soldan saga; 1. sira: Belirteg, 16R1, 1613, 16R2, 17R2, 1713, 17RN, 17R1, 18R1,
18RN., 19RNH, 20L4

2. sira: 20RN, 20R1, 20R2, 20R3, 21R1, 21R2, 21RN, 22RN, 22L3, 22R1, 23R1,
23RN
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Sekil 23 . G, a geni L. bolge (sol) PZR sonuglari:

Soldan saga; 1. sira: Belirteg, 30R1, 34RN, 34R1, 34R2, 3413, 29R1, 42R1, 312,
32LN, 32L1

Sekil 24. G, a geni I1. bolge (sag) PZR sonuglar:

Soldan saga; 1.sira: Belirteg, I0NL, 9NR, 4R2, 10L1, 4R3, 11RN, 9R1, 11R1, 9RN,
6RN, 6R1, 5RN, 5R1, 7L1, 8RN, 10L2, 7LN,

2. Sira: 8R1, 712, 8L.2

Sekil 25. PKA geni (kodon 196 gen mutasyonu igeren bolge) PZR sonuglari:

1. sira: Belirteg, bos, 10214, 103L1, 55L1, 8012, 80L1, 80LN, S9RN, 59R1, 7612,
104RN, 104R 1, 93R1, 93RN, 93R2, 9313, 105LN

2. sira: 105L1
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