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ÖZET 

 

 

 Günümüzde çok sık rastlanan tiroid nodüllerinin histopatolojik tanısının 

konulmasını sağlayan en güvenilir ve ucuz yöntem Ġnce Ġğne Aspirasyon 

Biyopsisi‘dir (ĠĠAB). Ancak, ayırıcı tanıda ayrım kriterlerinin yeterli olmayıĢı bazı 

nodüllerin histopatolojik tanısını zorlaĢtırmaktadır. Papiller Tiroid Kanseri (PTK) en 

yaygın endokrin malignitedir ve farklı histolojik varyantları mevcuttur. Özellikle, 

Foliküler Varyant Papiller Tiroid Kanseri‘nin (FV-PTK) ĠĠAB yöntemi ile 

histopatolojik olarak tanı konulmasında zorluklar yaĢanmaktadır. Bu nedenle, ayırıcı 

tanının ya da ayrım yapacak tekniklerin geliĢtirilmesi tiroid patolojisi için büyük 

önem arz etmektedir.  

 Bu çalıĢmada, klinikte en sık görülen varyantlardan klasik (CV-PTK) ve FV-

PTK taze dondurulmuĢ dokuları 2 boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS ile analiz 

edilmiĢ ve protein profilleri belirlenmiĢtir. Ayırıcı tanıya katkısı olabilecek proteinler 

imünohistokimya ile valide edilmiĢtir. Aynı zamanda, bu vakaların formaline 

sabitlenmiĢ parafine gömülü (FFPE) dokuları MALDI-Görüntüleme kütle 

spektrometresi ile analiz edilip ayırıcı tanıya katkı sağlayabilecek anlamlı farklı 

peptidler belirlenmiĢtir. ÇalıĢma grubundaki BRAF V600E mutasyonu FFPE 

örneklerin tümör bölgelerinden kesitler alınarak tespit edilmiĢtir.  

 BRAF V600E mutasyon taraması sonucunda mutasyon görülen vakaların 

çoğunluğunun (%69) CV-PTK vakası olduğu tespit edilmiĢtir. Protein profillerine 

göre, özellikle benign ve FV-PTK örneklerinin çok sayıda ortak protein içerdiği ve 

aktin iskelet proteinlerinin ve hücre iskeletinin düzenlenmesinde sorumlu olan 

proteinlerin tiroid patolojisinde önemli rol oynadığı gösterilmiĢtir.  

Anahtar Kelimeler: Tiroid, Papiller Tiroid Kanseri, Proteomik, LC-MS/MS, 

MALDI-Görüntüleme  
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SUMMARY 

 

 

Distingusihing Proteomic Profiles of Benign and Malignant Thyroid Nodules 

Nowadays, the most reliable and inexpensive method for establishing the 

histopathological diagnosis of thyroid nodules is Fine Needle Aspiration Biopsy 

(FNAB). However, the lack of discrimination criteria in differential diagnosis leads 

to the failure of the successful diagnosis of some nodules. Papillary Thyroid Cancer 

(PTC) is the most common endocrine malignancy and has different histological 

variants. Especially, Follicular Variant Papillary Thyroid Cancer (FV-PTC) is solely 

characterized by nuclear features and the diagnosis of these nodules can be 

challenging. For this reason, the development of differential diagnosis or 

differentiation techniques is of great importance in thyroid pathology. 

In our study, classical (CV-PTC) and FV-PTC fresh frozen tissues were 

analyzed by 2-D gel electrophoresis and LC-MS/MS in order to determine the 

protein profiles. Proteins that may be contributing to differential diagnosis have been 

validated by immunohistochemistry. Additionally, statistically significant peptides 

were identified by matrix-assisted laser desorption / ionization (MALDI) Mass 

spectrometry imaging from formalin fixed paraffin embedded (FFPE) tissues. The 

BRAF V600E mutation in the study group was determined by cross-sectioning the 

tumor regions of the FFPE samples. 

 It has been determined that CV-PTC is the majority (69%) of cases with 

BRAF V600E mutation. Especially benign and FV-PTC cases were found to contain 

a large number of common proteins according to their protein profiles. It has also 

been shown that actin cytoskeletal proteins and proteins responsible for the 

regulation of the cytoskeleton play an important role in thyroid pathology. 

Keywords: Thyroid, Papillary Thyroid Cancer, Proteomics, LC-MS/MS, MALDI-

Mass Spectrometry Imaging  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 

Klinikte en sık rastlanan endokrin malignite tiroid kanserleridir. Tiroid 

kanseri tüm malignitelerin yaklaĢık %2,1‘ini oluĢturur ve bu malignitenin yaklaĢık 

%77‘si kadınlarda görülmektedir (1). Özellikle son zamanlarda tiroid kanserinin 

insidansı diğer malignitelerden daha hızlı artmaktadır. Bu hızlı artıĢın geliĢtirilen tanı 

teknikleri ve sağlık hizmetlerinin insanlara daha rahat ulaĢması ile bağlantılı olduğu 

çeĢitli otoritelerce öne sürülmektedir. Ancak, Amerikan SEER Gözlem, 

Epidemiyoloji Sonuçları programı verilerine göre yalnızca tiroid kanseri insidansı 

değil aynı zamanda tiroid kanserine bağlı mortalite oranının da özellikle son yıllarda 

arttığı bildirilmektedir (2). Ülkemizde, gerek endemik iyot yetersizliğinin görülmesi 

gerekse iyot alımını engelleyen çevresel kontaminantlara maruziyetin fazla olması 

nedeniyle tiroide bağlı rahatsızlıklar sıklıkla görülmektedir (3). Nitekim Türkiye 

Halk Sağlığı Kurumu Kanser Daire BaĢkanlığı‘nın Türkiye‘de kanser kayıtçılığı 

verilerine bakıldığında tiroid kanserlerinin kadınlarda görülme sıklığı dünyada yüz 

binde 4-5 olduğu bildirilirken, bu oranın ülkemizde yüz binde 16 seviyesine çıktığı 

belirtilmektedir (4). Ülkemizde yaklaĢık 4 kat daha sık görülen tiroid kanserleri, bu 

alanda yapılacak ve ayırıcı tanıya katkı sağlayacak çalıĢmalar açısından önem arz 

etmektedir. 

Tiroid nodüllerinin histopatolojik tanısında kullanılan Ġnce Ġğne Aspirasyon 

Biyopsisi‘nde (ĠĠAB) ayırıcı tanı ya da ayrım teknikleri büyük önem taĢımaktadır. 

ĠĠAB sonucunda patologlar tarafından Ģüpheli kategorisine konulan tiroid 

nodüllerinin, benign ya da malign olarak karakterize edilmesi veya malign olarak 

tespit edilen nodülün doğru alt tipinin bulunması hasta sağlığı açısından önemlidir. 

Ancak bugüne kadar yapılan tüm çalıĢmalara rağmen özellikle ĠĠAB yöntemiyle tanı 

konulmasında zorluklar yaĢanılan papiller tiroid kanserinin (PTK) foliküler 

varyantının (FV-PTK) tanısını sağlayacak moleküllerin belirlenmesinde istenilen 

baĢarı yakalanamamıĢtır. Ayırıcı tanıya katkısı olabileceği düĢünülen genetik 

mutasyonların ya da hücre yüzey belirteçlerinin FV-PTK vakalarındaki prevelans 
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farklılıkları nedeniyle klinikte yaygın olarak kullanılamamaktadır. FV-PTK‘nın 

histopatolojik karakterizasyonu yalnızca çekirdek özelliklerine dayandığı için tiroid 

patolojisinde öznel ve tartıĢmalı tanıya neden olabilmektedir.  

FV-PTK‘nın tanısında yaĢanan zorluklar nedeniyle 2016 yılında Nikiforov ve 

arkadaĢları invazif olmayan enkapsüle FV-PTK vakalarını "papiller benzeri nükleer 

özellikleri olan noninvazif foliküler tiroid neoplazmı" (NIFTP) olarak adlandırmıĢ ve 

tanı ölçütlerinde değiĢiklikler yapmıĢlardır (5). Tanım olarak, NIFTP foliküler bir 

mimariye ve PTK‘nın bazı nükleer özelliklerini gösteren hücrelere sahiptir. Bu 

nükleer özellikler hem benign tiroid nodülleri ile hem de invazif FV-PTK ile 

örtüĢtüğü için, NIFTP‘lerin Bethesda sınıflandırmasına göre belirsiz kabul 

edilmesine ve sitolojik materyallerinden kesin teĢhisin engellenmesine neden 

oluyordu (6). Bu yeni tanımlamayla birlikte, NIFTP tanısı alan hastaların total 

tiroidektomi yerine lobektomi ile tedavi edilmesi önerilmektedir (7).  Ancak, 

Nikiforov ve arkadaĢları tarafından yapılan yeni tanımlamanın ileriki dönemde hasta 

sağlığı açısından herhangi bir problem çıkarıp çıkarmayacağı tam olarak 

bilinmemektedir (8). Literatürde, metastaza çeviren ender enkapsüle FV-PTK veya 

benign foliküler adenom vakaları mevcuttur (9). Bu nedenle, yanlıĢ tanıyı ve 

dolayısıyla yanlıĢ tedavi stratejilerini engellemek adına FV-PTK vakalarının ayırıcı 

tanısına destek olacak moleküllere ihtiyaç bulunmaktadır. 

Son yıllarda hızla geliĢmekte olan proteomik tekniklerin; nodüllerde belirli 

zamanda belirli yerde bulunan tüm proteinlerin yapısını, yerleĢimini, miktarını, 

translasyon sonrası modifikasyonunu ve protein-protein etkileĢimini 

aydınlatmasından dolayı, histopatolojik olarak karakterizasyonu kolay yapılamayan 

FV-PTK‘nın ayırıcı tanısına katkı sağlayacağı düĢünülmektedir. Literatürde, geniĢ 

örneklem büyüklüğünde farklı proteomik tekniklerin tiroid dokusuna uygulandığı bir 

biyobelirteç çalıĢması bulunmamaktadır. Bu amaçla, çalıĢmada tedavisi gereği 

Maslak Acıbadem Hastanesi‘nde ameliyat olan papiller tiroid kanseri hastalarının 

ameliyat esnasında çıkarılan dokuları hem taze dondurulmuĢ olarak hem de 

formaline sabitlenip parafine gömülü (FFPE) olarak kullanılmıĢtır.  Kanser dokuları 

ve bu dokulara komĢu benign dokular kullanılarak baĢta MALDI-Görüntüleme kütle 

spektrometresi yöntemi olmak üzere 2 boyutlu jel elektroforezi, likit kromatografisi-
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kütle spektrometresi (LC-MS) gibi çeĢitli proteomik teknikler ile çalıĢılmıĢtır. 

Böylece, klinikte en sık karĢılaĢılan papiller tiroid kanserinin klasik (CV-PTK) ve 

foliküler varyantının proteomik profillerinin incelenmesi ve ayırıcı tanıya katkı 

sağlayacak potansiyel biyobelirteçlerin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 
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2.GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1 Tarihçe 

Tiroid terimi Yunancada kalkan Ģekilli anlamına gelen ―thyreoides‖ 

kelimesinden köken almıĢtır. BüyümüĢ tiroid bezlerinden ilk kez M.Ö. 2700 

yıllarında Çin‘de bahsedilmiĢ ve Çinlilerin M.Ö 1600‘den bu yana büyümüĢ tiroid 

bezlerinin tedavisinde yanmıĢ sünger ve yosun kullandıkları bildirilmektedir (10). 

Ayrıca, antik Mısır Uygarlığı‘ndaki hiyeroglif yazıtlarında kadınlarda tiroid bezinin 

boyutu ile ilgili Ģekillerin olduğu belirtilmektedir. Ancak, tiroid bezi ile ilgili batı 

tıbbındaki ilk referans 1656 yılında tiroid bezinin ana görevinin ―trakeayı 

kayganlaĢtırmak‖ olduğu bildirilmiĢtir (11).  1800‘lü yılların baĢına gelindiğinde ise, 

tiroid bezinin kan akıĢını beyinden yönlendiren vasküler Ģant olarak görev aldığı 

düĢünülmekteydi. Tiroid bezi ile iliĢkili ilk hastalık, 1811 yılında Burns tarafından 

tanımlanan tiroid kanseridir (11).  

Tiroid cerrahisi ile ilgili bilinen ilk tiroidektomi operasyonu 1884 yılında 

toksik guatr tedavisinde uygulanmıĢtır. Özellikle, Ġsviçreli cerrah Theodore Kocher 

(1841-1917) 2000‘den fazla tiroidektomiyi baĢarı ile gerçekleĢtirmiĢtir (11). Ancak, 

tiroidektomi uygulanan hastalarda görülen zayıflık, solgunluk, anemi ve zihinsel 

bozukluk gibi ortak semptomlar tiroid bezinin beyinden kan akıĢını yönlendiren bir 

Ģant olmasından ziyade farklı görevlerinin olabileceğini düĢündürtmüĢtür. 1891 

yılında Murray‘in tiroidektomi uygulanan hastalara tiroid özütleri enjekte ederek iyi 

bir klinik yanıt oluĢturduğu bildirilmektedir. Tüm bu çalıĢmalarla birlikte; Theodore 

Kocher, 1909 yılında tiroid bezinin fizyolojisi, patolojisi ve ameliyatı üzerine yaptığı 

çalıĢmalar nedeniyle Nobel Ödülünü alan ilk cerrah olmuĢtur (12). 
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2.2 Tiroid Bezi ve Önemi 

Tiroid bezi kahverengi renkli, boynun ön tarafında ve strep kasların arkasında 

yer alan endokrin bir organdır. Tiroid bezinin ağırlığı yaklaĢık 20 gram olmakla 

beraber, vücut ağırlığı ve iyot alımına bağlı olarak tiroid bezinin ağırlığı değiĢiklik 

göstermektedir (13). Ġki lobdan oluĢan tiroid bezinin anatomik yerleĢimi ġekil 1‘de 

gösterilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Tiroid bezinin anatomik yerleĢimi (14) 

Tiroid bezi dıĢarıdan gıda ve su yoluyla alınan iyot mineralini kullanarak 

tiroid hormonları üreten, depolayan ve gerektiğinde kana veren endokrin bezdir. 

Tiroid bezi tarafından üretilen tiroid hormonları vücut için çok önemlidir ve çeĢitli 

eylemlere sahiptir. Tiroid bezi, doku metabolizması ve geliĢiminde önemli bir rol 

oynamakta ve bunu yaparken çeĢitli organ sistemlerini etkilemektedir. Genel olarak, 

memelilerde normal geliĢim, büyüme, sinirsel farklılaĢma ve metabolik düzenleme 

için önemlidir (13). 

 

2.3 Tiroid Bezi Üzerine Etkili Hormonlar 

Tiroid bezine etki eden hormonlardan tirotropin salgılatıcı hormon (TRH) 

hipotalamusun para-ventriküler nükleusundan salgılanmakta ve hipofiz bezine etki 

etmektedir. TRH, ön hipofiz bezindeki tirotrof hücreleri üzerindeki reseptörleri 
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aktive etmekte ve tiroid stimülan hormon (TSH) sentezini ve salınımını 

tetiklemektedir (15). 

Ön hipofiz bezinden salgılanan TSH ise tiroid bezi üzerine etki ederek tiroid 

bezi fonksiyonlarının düzenlenmesini sağlamaktadır. TSH, doğrudan tiroid foliküler 

hücrelerin bazolateral zarında ifade edilen TSH reseptörüne etki etmektedir. TSH, 

sodyum/iyodür simpatörü (NIS) tarafından aracılık edilen iyodür alımını 

düzenlemekte ve ardından normal tiroid hormonu sentezi ve sekresyonu için gerekli 

olan bir dizi adım takip edilmektedir (15). Bu sayede tiroid bezinde hormon üretimi, 

tiroid bezine iyot alımı ve tiroid bezinin büyümesi düzenlenmektedir. TSH 

salınımının azalması veya artması ile dolaĢımdaki tiroid hormon düzeylerindeki 

değiĢikliğe tepki verilmekte ve bazal tiroid hormon düzeylerinin korunması 

amaçlanmaktadır.   

 

2.4 Tiroid Bezi Tarafından Üretilen Hormonlar 

Tiroid bezinin ana iĢlevi, vücuttaki metabolik süreçlerin düzenlenmesi için 

gerekli olan tironamin olarak adlandırılan iki hormonu (L-tiroksin (tetraiyodotironin-

T4) ve L-triiyodotironin-T3) üretmektir. T4 hormonu, 1919 yılında Edward C. 

Kendall tarafından tanımlanmıĢ ve 1950 yılında bu alanda yaptığı çalıĢmalar 

sebebiyle Nobel ödülünü almıĢtır (16). T4 hormonunun tanımlanmasından yaklaĢık 

35 yıl sonra, tiroid bezindeki tiroglobulinin bir unsuru olarak T3 hormonu 

tanımlanmıĢtır. Bundan kısa bir süre sonra ise bu alanda çalıĢmalar yapan birkaç 

laboratuvar T3 hormonunun; bazal metabolik hız, amfibiyan metamorfozu, lipid 

metabolizması ve hipofiz fonksiyonu gibi fizyolojik deneylerde T4 hormonundan 

daha aktif olduğunu doğrulamıĢtır (17).   

Tiroid hormonlarını üretmek için gerekli olan en kritik hammadde iyottur.  

Vücutta normal fizyolojinin devamlılığı için gerekli olan günlük iyot alım miktarı 

yetiĢkinlerde 150 µg, gebelerde 220-250 µg ve emziren kadınlarda ise 250-290 µg 

olarak belirlenmiĢtir (18). Sağlıklı bir eriĢkinde, yaklaĢık 15-20 mg depolanmıĢ iyot 

bulunmaktadır (19).  Vücuda alınan iyot, ince bağırsak yoluyla absorbe edilmekte ve 

plazmada taĢınıp tiroid bezinde konsantre edilmektedir. Ġyot eksikliği durumunda 
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iyotun tiroid bezi tarafından tutunması %80‘lere ulaĢırken, yeterli iyot alımında bu 

oran %10 civarında seyretmektedir (19). Ġyotun tiroid folikül hücresi içerisine alınımı 

tiroid bezinin bazolateral membranında bulunan NIS taĢıyıcısı tarafından 

gerçekleĢtirilmektedir. NIS aracılı iyot translokasyonunda, Na
+
‘un elektrokimyasal 

gradyanına doğru hareketi sonucunda çıkan enerji eĢ zamanlı olarak iyotun 

elektrokimyasal gradyanının tersine doğru hareketi için kullanılmaktadır. Bazolateral 

membrandaki Na
+ 
gradyanı ise Na

+
-K

+
-ATPaz‘ının çalıĢması ile sağlanmaktadır 

(20). Levy tarafından önerilen modelde, Na
+ 
iyonunun öncelikle NIS‘e bağlandığı ve 

ardından Na
+
 ve NIS‘in iyot ile bir kompleks oluĢturup iyotla birlikte iki Na

+ 

iyonunun hücre içerisine alındığı belirtilmektedir (21).  

Tiroid folikül hücresinin içerisine alınan iyot, apikal membranda  bulunan 

pendirin isimli taĢıyıcı tarafından foliküler lümene verilmektedir (22). Tiroid hormon 

(TH) sentezinde öncü protein olarak görev alan tiroglobulin (Tg) apikal membrandan 

hücre içerisine alınmaktadır. Tg, tiroid bezinde bulunan en bol proteindir ve foliküler 

lümen içerisindeki konsantrasyonu 200-300 g/L‘ye eriĢebilmektedir. Temel iĢlevi 

tiroid hormonlarının sentezi ve depolanması için bir polipeptid omurgası sunmaktır, 

ayrıca  iyot alımının az ya da düzensiz olduğu durumlarda iyot depolamaktadır (23). 

Tiroid hormon sentezinin ilk basamaklarında Tg, iyot ile organifiye edilmektedir. 

Bunun sonucunda, monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT) olarak 

adlandırılan iyotlu tirozin türevleri oluĢmaktadır. Tiroid peroksidaz enzimi (TPO) 

tarafından hidrojen perkoksit varlığında katalizlenen reaksiyon sonucunda MIT ve 

DIT, T3 ve T4 hormonu oluĢturmak üzere birleĢmektedir (ġekil 2). Buna göre, 2 DIT 

T4 hormonunu, 1 DIT 1 MIT ise T3 hormonunu oluĢturmaktadır.  Tiroid hormonları 

belirli bir süre tiroid foliküllerinde depo edildikten sonra, Tg proteolize tabi 

tutulmaktadır. Tg‘nin endopeptidazlar baĢta olmak üzere çeĢitli proteazlar, 

glikohidrolazlar, fosfatazlar ve sülfatazlar için substrat olduğu bildirilmektedir.  Buna 

göre, öncelikli olarak T3 ve T4 hormonunu serbest bırakmak için erken ve seçici 

parçalanmalar gerçekleĢmekte ve ardından proteoliz tamamlanmaktadır.  Ardından, 

salınan hormonlar dolaĢıma katılmaktadır (24).  

Serbest kalan T3 ve T4 hormonlarının dolaĢıma katılabilmesi için ilk baĢta 

lizozomal kompartmanlardan sitoplazmaya, sitoplazmadan da hücre dıĢına taĢınması 
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gerekmektedir. Uzun yıllar boyunca, tiroid hormonlarının basit difüzyon yoluyla 

tiroidlerden salındığı öne sürülmüĢtür. Ancak bu görüĢ henüz tam olarak ispat 

edilmemiĢtir. T3 ve T4 hormonları yapısal olarak lipofilik bileĢikler olduğu için, 

bunların aminoasit yan zinciri ve fenolat kısımları üzerinde yükler bulunmaktadır. 

Dolayısıyla da, basit difüzyon ile tiroid hormonlarının salınması birçok görüĢe göre 

olası değildir, ancak tam olarak mekanizması da açıklığa kavuĢmamıĢtır (25).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.  Tiroid hormon sentezinin Ģematik gösterimi (26)  

 

TH dolaĢımda tiroksin bağlayıcı protein (TBG), transtiretin veya albumine 

bağlanarak taĢınmaktadır (26). Plazmada serbest olarak taĢınan T3 ve T4 miktarı son 

derece azdır. TBG ile taĢınan tiroid hormonları, dolaĢımda taĢınan tiroid 

hormonlarının %75‘ini oluĢturmaktadır. TBG‘nin T4‘e çok daha yüksek afinitesi 

vardır ve plazmada bulunan TBG miktarı yaĢa ve cinsiyete bağlı olarak 

değiĢmektedir. Tiroid hormonları, TBG, transtiretin ve albuminden rahatlıkla 

ayrılabilmekte ve difüzyon ya da membran reseptörlerinin yardımı ile hücrelere giriĢ 

yapmaktadır (26).  
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TH‘larının periferik dokulara alınması ve hedef hücrelere girmesinde, 

monokarboksilat taĢıyıcı 8 ve 10, organik anyon taĢıyıcı protein ve spesifik olmayan 

L-tipi aino asit taĢıyıcılarının görev yaptığı bilinmektedir. En iyi tanımlanmıĢ 

spesifik taĢıyıcı ise monokarboksilat taĢıyıcı 8 proteinidir ve yaygın Ģekilde ifade 

edilmektedir (27). Hatta, bu proteinde gözlenen mutasyonların Allan-Herndorn-

Dudley X bağlantılı psikomotor retardasyon sendromuna neden olduğu gösterilmiĢtir 

(28).  

 

2.5 Tiroid Hormon Üretimi ve Salınımının Düzenlenmesi 

 Tiroid hormon üretiminin düzenlenmesinde en önemli kontrol faktörü iyot 

bulunabilirliği ve TSH‘dır. Yetersiz miktarda iyot, tiroid hormonunun yetersiz 

üretimine ve dolayısıyla daha fazla TSH ile tiroid bezinin uyarılmasına neden 

olmaktadır. AĢırı miktarda iyot ise, akut olarak tiroid hormon sentezini inhibe 

etmektedir. Ġnhibisyon mekanizmasının tam olarak nasıl gerçekleĢtiği bilinmemesine 

rağmen, aĢırı miktarda iyotun TPO aktivitesini inhibe eden çeĢitli moleküllerin 

sentezini tetiklediği 1948 yılında Jan Wolff ve Lyon Chaikoff tarafından öne 

sürülmüĢtür  (29), (30). 

 TSH, tiroid hormonu sentezi ve salınımında birçok adımı etkilemektedir. 

TSH‘ın tiroid hormon sentezi üzerine etkisi Gq/fosfolipaz C ile gerçekleĢirken, tiroid 

hormon salınımı üzerine etkisi ise siklik adenozin monofosfat (cAMP) yolağından 

gerçekleĢmektedir. Buna göre TSH; NIS, TPO, Tg ve hidrojen peroksit üretimini 

uyarmakta, tirozin grupları arasında iyodinasyonun ve hormonogenezin önceliğini 

belirlemekte ve Tg‘nin tirositler tarafından içe alınımını düzenlemektedir. Ayrıca, T3 

ve T4 hormonları negatif geri bildirim mekanizması ile TRH ve TSH salınımı 

azaltmaktadır (ġekil 3).  
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Şekil 3: Tiroid hormon sentezinin düzenlenmesi (31) 

 

2.6 Tiroid Hormon Reseptörleri ve Sinyal Yolakları 

 Ġnsanlarda, nükleer reseptör süper ailesine ait iki alt tip tiroid hormon 

reseptörü (TRα ve TRβ) bulunmaktadır. Bu iki genin diferansiyel eklemesine bağlı 

olarak α1, α2, α3, β1, β2, β3 gibi çoklu TR‘lerin yanı sıra üç kesik form, Δa1, Δa2, 

Δβ‘da üretilmektedir. TRα1 ve TRβ1 neredeyse tüm dokularda ifade edilmektedir, 

ancak organizmanın geliĢim aĢamasına ve belirli doku türüne bağlı olarak ifade 

edilme oranı ve görevi değiĢmektedir (32). Böylelikle, çoğu T3 hedef dokusunun 

ağırlıklı olarak TRα1 veya TRβ1 reseptörlerine yanıt verici olduğu veya izoform 

özgünlüğünden yoksun olduğu bildirilmektedir (33). Bu süperailenin diğer üyeleri 

gibi, TRlerde, liganddan bağımsız transaktivasyon (AF1) için A/B bölgesi, DNA 

bağlanma alanı için bir C bölgesi, D etki alanı ve ligand bağlama, dimerizasyon ve 

ligand bağımlı transaktivasyon (AF2) için bir E bölgesi bulunmaktadır (ġekil 4) (34). 
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Şekil 4: Nükleer TR‘nin yapısı (34) 

 

Tiroid hormonu, prohormon olan T4‘den aktif form olan T3‘e aktive 

edildikten sonra geniĢ bir gen yelpazesinde düzenleme yapmaktadır. Tiroid 

hormonunun herbir hücrede tetiklediği sinyal yolakları komplekstir. Sinyal yolağı; 

hücre ve dokuya spesifik tiroid hormon taĢıyıcılar, çoklu TR izoformları, 

ekspressörler ve koaktivatörler ile etkileĢimler nedeniyle yüksek oranda 

düzenlenmektedir. T3 hormonunun baĢlıca sinyal yolu, ligand bağımlı transkripsiyon 

faktörleri olan nükleer TR'ler aracılığı ile oluĢmaktadır. TR'ler, hedef genlerdeki TH-

yanıt elemanlarına retinoid X reseptörleri ile bir homodimer veya heterodimer olarak 

bağlanmakta ve T3 direkt olarak gen ifadesini düzenlemektedir. Ligand bağlı 

olmayan TR‘ler DNA cevap elementleri için T3 bağlı TR‘ler ile rekabet etmektedir. 

Ligand bağlı olmayan TR‘lerin önemli transkripsiyon baskılayıcı oldukları ve 

geliĢim sırasında önemli role sahip oldukları bildirilmektedir (35). Buna göre, ligand 

bağlı olmayan TR‘lerin çeĢitli baskılayıcı proteinlerle etkileĢime girdiği, bunun 

sonucunda da histon deasetilazların gen ifadesini engellediği bildirilmektedir. Buna 

karĢılık, T3 bağlı TR‘lerin steroid reseptör koaktivatör 1 ve diğer koaktivatör 

proteinlerle hormon bağımlı Ģekilde etkileĢtiği ve bunun sonucunda hedef genin 

ifadesini aktifleĢtirildiği bildirilmektedir (27).  

Tiroid hormonlarının nongenomik etkileri, doğrudan gen ekspresyonunu 

etkilemeyen eylemleri içermektedir. Nükleer aktivasyon ile TH etkileri birkaç saat ile 

gün arasında ortaya çıkarken, membran reseptörleri vasıtasıyla biyolojik etkiler 

birkaç dakika içerisinde hızla uygulanmaktadır. Bu hızlı tepkiler; fosfolipaz C, 

inositol trifosfat, diaçilgliserol, protein kinaz C, hücre içi Ca
+2

 sinyal yolağı, adenil 

siklaz, protein kinaz A ve Ras/Raf1 serin-treonin kinaz/MAPK yolağına bağlı ikincil 

haberciler üzerinden gerçekleĢmektedir (36). Ayrıca, integrin αvβ3'ün hücre dıĢı 

bölgesi, T4 için bir membran reseptörü olarak görev yapmaktadır (37). Integrin αvβ3 

üzerindeki TH membran reseptörü, TRβ1, östrojen reseptör α, STAT1α, STAT3 ve 
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p53 gibi nükleer faktörlerin fosforile edildiği MAPK'yi (ERK1/2) harekete geçirdiği 

bildirilmektedir (38).  

 

2.7 Tiroid Hormonlarının Görevleri 

 Tiroid bezinden salgılanan tiroid hormonlarının çok çeĢitli görevleri 

mevcuttur. TH‘larının fizyolojik etkileri genel olarak, metabolik görevler ve büyüme 

ve geliĢme üzerine görevler olarak özetlenmektedir (Tablo 1). Örneğin, tiroid 

hormonları bazal metabolik hızı korumakta, adaptif termojenezi kolaylaĢtırmakta, 

iĢtah, besin alımını ve vücut ağırlığını düzenlemektedir. Bu etkilere özellikle iskelet 

kası ve yağ dokusu üzerindeki etkisiyle aracılık edilmektedir. Ayrıca; TH‘nun yağ 

asidi, kolestrol ve karbonhidrat homeostazı üzerindeki eylemleri de metabolizmanın 

düzenlenmesi için son derece önemlidir.  

Tablo 1: TH‘larının fizyolojik ve biyokimyasal etkileri (17) 

Büyüme ve Gelişme ile İlgili Görevler Metabolik Görevler 

 

Birçok memelinin doğum sonrası geliĢimi 

 

Endotermlerde bazal metabolik hız 

düzenlenmesi 

 

Fetal beyin ve kemiğin fonksiyonel ve 

biyokimyasal olgunlaĢması 

 

Su ve Na
+
 iyonlarının hücre 

membranlarından hareket ettirilmesi 

 

Mitokondriyal solunum enzimleri ve 

mitokondriyal zarların sentezinin 

düzenlenmesi 

 

Kalsiyum ve fosfor metabolizması 

  

Kolesterol ve diğer lipid metabolizmalarının 

düzenlenmesi 

 

Nitrojen (üre, kreatin) metabolizması 

 

Oksidatif fosforilasyon ve enerjı 

metabolizmasının kontrolü 
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2.7.1 Büyüme ve Gelişme ile İlgili Görevler 

 TH‘ları birçok memelinin fetal geliĢimi ve neonatal beyin geliĢimi için son 

derece önemlidir. Özellikle, miyelinasyon ve nöronal/glial hücre farklılaĢması ile 

iliĢkili genlerin TH tarafından düzenlendiği belirtilmektedir (39). Londra Klinik 

Topluluk Komitesi tarafından 1888 yılında tiroid fonksiyonu ve mental retardasyon 

arasındaki iliĢki ortaya konmuĢtur. Tiroid fonksiyonlarındaki bozulmaların, duygu ve 

kognisyon da dahil olmak üzere, zihinsel durumu önemli ölçüde etkilediği 

bildirilmektedir (40).  TH‘larının, iskelet geliĢiminde, kemik kütlesinin 

korunmasında ve etkili kırık iyileĢmesi için gerekli olduğu çok eski yıllardan beri 

bilinmektedir.  bilinmektedir. 1850 yılında Thomas Curling atireozis ile iliĢkili 

olarak kretenizmi tanımlamıĢ, 1873 yılında ise tiroid bezinin olmaması ile kretenizm 

arasında nedensel bağlantı saptanmıĢtır (27). Ayrıca, yetiĢkinlerde tirotoksikoz 

sekonder osteoporozun önemli bir nedenini oluĢturmaktadır.  

 Ayrıca, T3 hormonunun mitokondri üzerinde önemli etkileri olduğu 

bildirilmektedir. Örneğin, oksijen tüketiminin uyarılması, mitokondriyel genomunun 

ifadesi ve mitokondriyogenez üzerinde çeĢitli etkilerinin olduğu belirtilmektedir. 

1970‘lerde yapılan çalıĢmalarda hipotiroid farelere T3 hormonu enjeksiyonunun 

farelerin mitokondrisinde oksijen tüketiminin ve oksidatif fosforilasyonun arttığı 

gösterilmiĢtir (41). Yapılan çalıĢmalara göre, mitokondri iç zar üzerindeki proton 

sızıntısının önemli bir TH hedefi olduğu gösterilmiĢ ve bu sayede oksijen tüketiminin 

arttığı öne sürülmüĢtür (42).  

2.7.2 Metabolik Görevler 

TH‘nun enerji harcamalarını düzenlediği hipotezini destekleyen çok sayıda 

bilgi mevcuttur. Bu hipotezlerden ilki Magnus-Levy tarafından 1895 yılında ortaya 

atılmıĢ ve TH‘nun enerji harcamasının düzenlenmesine iliĢkin önemli hücresel 

süreçleri etkilediği belirtilmiĢtir (43). TH‘nın bazal metabolik hızla ilgili birçok 

metabolik yolun davranıĢını modüle ettiği gösterilmiĢtir.  

Termonötral bir ortamda vücut, zorunlu termojenez yoluyla sıcaklığını 

muhafaza edebilmektedir.  Örneğin metabolik süreçlere eĢlik eden ısı üretiminde 

olduğu gibi vücut zorunlu termojenez ile sıcaklığını korumaktadır. Ancak, ortam 
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sıcaklığı termonötral‘in (insanlarda 23
0
C) altına düĢtüğünde ısı koruma 

mekanizmalarının aktivasyonunu uyarabilmektedir. TH, hem kahverengi adipoz 

doku termojenezini hem de bazal metabolizma hızını arttırarak, zorunlu ve adaptif 

termojenezi düzenlenlemektedir (44). Bazal metabolik hız, insanlardaki enerji 

harcamalarının birincil kaynağıdır ve bazal metabolik hızdaki olası azalmalar, 

obezite ve kilo alımına neden olmaktadır. TH‘nun, bazal metabolik hızın ana 

düzenleyicisi olduğu bilinmekle birlikte, bunu hangi mekanizmalarla gerçekleĢtirdiği 

henüz net olarak bilinmemektedir (45). Genel olarak, TH metabolik süreçler için 

ATP üretimini arttırarak ve iyon gradyanları yaratarak bazal metabolik hızı 

uyarmaktadır. TH‘nu doğrudan ya da dolaylı yoldan uyaran iki iyon gradyanı, hücre 

zarı boyunca Na
+
/K

+
 gradyanı ve sitoplazma ve sarkoplazmik retikulum boyunca 

Ca
2+

 gradyanıdır. TH, hücredeki Na
+
 seviyesini ve hücre dıĢındaki K

+
 seviyelerini 

değiĢtirebilirmekte, böylece gradyan korumak için Na
+
-K

+
-ATPaz Ģeklinde ATP 

tüketimini gerektirmektedir (45).  

Özellkle iskelet kaslarında, TH mitokondriyal iç zardan proton sızıntısını 

arttırmaktadır. Böylece, ATP sentezi için gerekli proton güdü kuvveti azaldığı için 

daha fazla oksidasyon uyarılarak ATP sentezini muhafaza edtmektedir.  Klinik 

olarak bakıldığında, hipotiroidizmden ötiroidizme geçildiğinde TH ile indüklenen 

enerji harcamaları, ATP üretiminde belirgin bir artıĢ olmaksızın yalnızca ısı 

üretimine neden olmaktadır. Hipertiroidide ise; hem ATP sentezinde hem de ısı 

üretiminde bir artıĢ söz konusudur. ATP sentezinin arttırılmasına bir katkı da, T3 

hormonu tarafından sitoplazmada üretilen indirgeyici eĢdeğerleri mitokondriyel zar 

içerisine aktararak ATP oluĢumuna katkı sağlayan mitokondriyel gliserol-3-fosfat 

dehidrogenazın sentezinin indüksüyonunu düzenlemektedir. 

 Glukoz homeostazı, gıda alımı ile birlikte, insülin sekresyonunun 

düzenlenmesini ve hedef dokudaki etkisini içeren son derece karmaĢık bir 

mekanizma ile gerçekleĢtirilmektedir. TH, glukoz metabolizmasının özellikle hepatik 

glukoz çıkıĢı ve insülin duyarlılığı olmak üzere çeĢitli basamaklarını etkilemektedir 

(46). TH, farklı organlarda insülin agonistik ve antagonistik etkileri göstermektedir. 

Tüm bu etkiler, normal glukoz metabolizması için gerekli olan ince dengede 

gerçekleĢmektedir. TH‘nın eksikliği veya fazlası karbonhidrat metabolizmasında 
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değiĢikliklere neden olarak bu dengeyi bozabilmektedir.  Örneğin, klinik olarak, 

TH‘nun fazlalığı bozulmuĢ glukoz toleransı, hepatik insülin direnci ve artmıĢ hepatik 

glukoz üretimi ile iliĢkilidir (47). TH, gastrointestinal kanaldan glikoz 

absorbsiyonunu arttırmaktadır. Bunu insüline duyarlı glukoz taĢıyıcı-4 (GLUT-4) 

transkripsiyonunun pozitif regülasyonuna aracılık ederek gerçekleĢtirdiği 

bildirilmektedir. Yapılan çalıĢmalarda, GLUT-4 geninin promoter bölgesinde 

fonksiyonel bir tiroid hormon yanıt elementi tanımlanmıĢ ve karakterize edilmiĢtir 

(48). 

TH‘ları lipid metabolizmasının; lipid sentezi, mobilizasyonu ve degredasyonu 

dahil olmak üzere birçok basamağını etkilemektedir. Örneğin, TH‘ları yağ 

dokusunda depolanan trigliseridlerin mobilizasyonunu arttırdığı için lipid 

substratlarının kullanımını teĢvik etmektedir. Özellikle, plazma esterleĢmemiĢ yağ 

asitleri ve gliserolün konsantrasyonunun artması bu eylemi yansıtmaktadır (49). 

Genel olarak, nötral yağlar, fosfolipidler, lipoproteinler, bazı yağ asitlerinin 

miktarının TH ile ters orantılı olduğu bildirilmektedir. Ayrıca, TH her ne kadar yağ 

asitlerinin oksidasyonunu uyarsa da karaciğerde lipogenezi indüklediğine dair çok 

sayıda kanıt bulunmaktadır (50).  Bunun dıĢında, TH‘ları kolesterol sentezindeki 

önemli basamakları indüklemektedir.  

Kreatin ve kreatinin atılımının ise hipotiroidizm ve tirotoksikoz 

durumlarından etkilendiği literatürde belirtilmektedir. Genel olarak, TH fazlalığı 

kreatinüriyi tetiklediği ve buna bağlı olarak serum kreatinin konsantrasyonunun 

arttığı bildirilmektedir. TH‘larının protein metabolizmasındaki katabolik aksiyonu 

ise bilinmektedir. Ancak, hipotiroid kiĢilere TH verildiğinde bu hormonların 

anabolik aktiviteyi tetiklediği de bilinmektedir (51).  

Vitamin metabolizmasına bakıldığında; tiyamin, riboflavin, nikotinamid ve 

B12 vitaminine olan ihtiyacın özellikle hipertiroidizm durumunda arttığı, 

hipotiroidizm durumunda ise azaldığı belirtilmektedir. Vitamin metabolizmasındaki 

tüm bu değiĢimlerin, TH‘larının genel olarak metabolizmayı etkilemesine bağlı 

sekonder bir etkisinin olduğu öne sürülmektedir (52). 
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2.8 Tiroid Fonksiyon Testleri  

 Tiroid hastalığı olan kiĢiler genellikle tiroid büyümesi (diffüz ya da nodüler), 

TH eksikliği (hipotiroidi) semptomları ve TH fazlalığı (hipertiroidi) semptomları ile 

kliniklere baĢvurmaktadır. TH bozukluklarının belirlenmesi için tiroid fonksiyon 

testleri yapılmaktadır. Bu testlerin yorumlanmasında normal tiroid fizyolojisi ile 

patofizyoloji arasındaki farkın ve benzerliğin çok iyi bilinmesi gerekmektedir. 

Örneğin, normal değerler arasında çıkan TH seviyeleri her zaman tiroid hastalığının 

olmadığını göstermeyebilir (53). Ayrıca, hipotiroidi veye hipertiroidinin klinik 

semptomları özgül olmayabilir. Bu nedenle, Ģüphelenildiğinde tiroid fonksiyon 

testleri ile teyit önem arz etmektedir.  

Tiroid fonksiyonunun değerlendirildiği laboratuvar testleri alt kategorilerde 

incelenmektedir (54): 

1. TSH 

2. Serum T4 ve T3 konsantrasyonu 

3. Tiroid otoantikor testleri 

4. TH‘nın dokudaki etksini yansıtan testler 

 

2.8.1 TSH 

TSH, tiroid fonksiyonunun belirlenmesi için bir ilk tarama testi olarak 

önerilmektedir. Bunun nedeni, serum TH ile TSH arasında ters logaritmik-lineer bir 

iliĢki olmasından kaynaklı TSH‘ın serbest T3 ve serbest T4 düzeylerindeki 

değiĢikliklere dinamik olarak yanıt vermesindendir. Örneğin, hipertiroidi tanısında 

en hassas yöntem TSH düzeyinin ölçümüdür. Ayrıa, TSH düzeyinin belirlenmesiyle 

tiroid bezine bağlı primer hipotiroidi, tirotoksikoz, subklinik tiroid hastalıkları 

saptanabilmektedir. Bununla birlikte, yalnızca TSH ile yapılan taramalar bazı 

vakaların ya yanlıĢ tanı ile sonuçlanmasına neden olmakta ya da bazı hastalıkların 

gözden kaçmasına neden olmaktadır (55) (Tablo 2). Tüm bu nedenlerden dolayı, 

birçok laboratuvarda TSH ile TH‘larının (total veya serbest) ölçümü birlikte 

gerçekleĢmekte ve tiroid fonksiyonu yorumlanmaktadır.  
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Tablo 2: TSH ölçümünün tek baĢına yanıltıcı olabileceği durumlar (55) 

Yalnızca TSH Ölçümünün Yanıltıcı Olabileceği Klinik Durumlar 

Tirotoksikoz nedeniyle yakın zamanda tedavi almıĢ olmak (TH konsantrasyonları normale 

döndüğünde bile TSH bastırılmıĢ kalabilir) 

Tiroid dıĢı hastalıklar 

Santral hipotiroidizm (örneğin hipotalamik / pituiter bozukluklar) 

TSH salgılayan hipofiz adenomu  

TSH testinde interferans yapan faktörlerin bulunması 

Tiroid hormonuna direnç 

TH transportu veya TH metabolizması bozuklukları 

 

Laboratuvarlarda TSH ölçümü, immünoradyometrik veya 

immünokemilüminisans yöntemleri ile yapılmaktadır. Bu yöntemlerin analitik ve 

foksiyonel hassasiyetlerinin 0.01 mU/ml‘den daha az olduğu belirtilmektedir (19). 

Genel olarak laboratuvarlar TSH için normal değer sınırlarını 0.35-4.5 mU/mL 

olarak vermektedir (19). Ancak yaĢ, gebelik durumu gibi faktörler göz önünde 

bulundurularak TSH‘ın normal değer sınırlarıyla ilgili yorum yapılması gerektiği 

bildirilmektedir. Amerikan Klinik Endokrinologlar Derneği ve Amerikan Tiroid 

Birliği kılavuzları ise, serum TSH düzeylerinin ≥ 10 mIU/L‘den fazla olan ve 

saptanamayan serum TSH (<0.1 mIU/L) düzeyleri olan kiĢilerin tedavi edilmesini 

önermektedir (56). 

 

2.8.2 Serum T4 ve T3 Konsantrasyonu 

TSH ölçümü ile birlikte serum TH‘larının ölçülmesi tiroid fonksiyonu 

hakkında geniĢ bilgi sunmaktadır. Klinikte sıklıkla immünometrik yöntemlerle 

serbest T4 ölçümleri yapılmaktadır. Bunun nedeni, çeĢitli hastalıklar veya kullanılan 

ilaçlara bağlı olarak TH bağlayan proteinlerin düzeyleri değiĢtiğinde veya TH‘larının 

bu bağlayıcı proteinlere afiniteleri değiĢtiğinde, total hormon ölçümü yanıltıcı 

olabilmektedir. Her ne kadar immünometrik yöntemlerle serbest T4 ölçümü 

yapılabilse de, bu ölçümlerde kullanılan ticari malzemeler iyi standardize 
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edilmemiĢtir. Ayrıca, gebelik, böbrek yetmezliği, tiroid dıĢı hastalıklar ve genetik 

hastalıklar gibi durumlarda tiroid hormonlarında saptanan beklenmedik sapmaların 

daha rahat değerlendirilmesi için LC-MS yöntemleri de klinik laboratuvarlarda 

kullanılmaktadır. Yapılan çalıĢmalar, in vivo nedenler (anormal bağlayıcı proteinler, 

heterofil antikorlar, otoantikorlar) ve in vitro nedenlerden (serbest yağ asitleri, analiz 

antikorları, intrinsik seyreltme) dolayı kütle spektrometresi yaklaĢımlarının 

radyoimmün test ve immün teste kıyasla yüksek özgünlüğe sahip olduğunu ortaya 

koymuĢtur (57). T3 testleri ise, özellikle hipertiroidi teĢhisi veya hipertiroidinin 

düzeyini belirlemek için kullanılmaktadır. Hipertiroidi olan hastalarda T3 hormon 

düzeyinin yükseldiği, hatta TSH düzeyi düĢük bazı kiĢilerde serbest T4 düzeyinin 

normal olmasına rağmen T3 düzeyinin arttığı belirtilmektedir (58).  

 

2.8.3 Tg 

Tg normal tiroid hücreleri ve ayrıca tiroid kanseri hücreleri tarafından üretilen 

bir proteindir. Dolayısıyla nodül varlığında Tg ölçümünün malignite açısından 

tanısal değeri bulunmamaktadır. Kılavuzlara göre; Tg‘nin ölçümü eğer tiroidektomi 

uygulanmıĢsa ve radyoimmüno test tedavisi sonrası rekürren hastalığın 

saptanmasında önem arz etmektedir (19). Tüm bu nedenlerle, anti-Tg ölçümünün 

tiroid bezi fonksiyonunun  birincil ölçütü olmadığı bildirilmektedir. Günümüzde 

klinik laboratuvarlarda 0.1 ng/ml düzeyine kadar hassasiyetle Tg ölçülebilmektedir. 

Fakat, diferansiye tiroid kanserinin takibinde yüksek anti-Tg antikorlarının varlığında 

Tg sağlıklı bir Ģekilde ölçülememektedir. Bu nedenle, serum Tg düzeyi ile birlikte 

anti-Tg‘ye de bakılması gerektiği bildirilmektedir (19).  
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2.8.4 Tiroid Otoantikor Testleri 

Vücudun bağıĢıklık sistemi, lenfositler tarafından üretilen antikorlar aracılığı 

ile belirli antijenlere karĢı immün cevap oluĢturmaktadır. Hipotiroidizm veya 

hipertiroidizm bulunan birçok hastada, lenfositler tiroid bezine karĢı antikor 

üretmekte ve bunun sonucunda ya tiroid bezi daha çok uyarılmakta ya da hasar 

görmektedir. Tiroid bezinde probleme neden olan baĢlıca iki antikor; TPO ve Tg‘dir. 

Serum anti-TPO ölçümü özellikle otoimmün tiroid hastalıklarının araĢtırılmasında 

sıklıkla baĢvurulan bir yöntemdir. Genellikle; Hashimoto tiroiditi, post-partum 

tiroidit ve Graves hastalığında saptanmaktadır (19). Otoimmün tiroid rahatsızlığı 

bulunan ve anti-TPO düzeyi yüksek olan kiĢilerde anti-Tg‘de yüksek bulunmaktadır. 

Bu nedenle, anti-Tg antikorunun tanıya çok fazla katkısı olmadığı bildirilmektedir.  

Bir diğer antikor ise; farklı biyolojik aktiviteye sahip immünoglobulinlerden 

meydana gelen TSH reseptör antikorudur. Bu immünoglobulinlerin TSH‘ın kendi 

reseptörüne bağlanmasını engelleyen veya uyaran özellikleri olabilmektedir. 

Stimülan antikorların, cAMP üretimini arttırdığı, bloke edici antikorların ise cAMP 

üretimini engelledikleri belirtilmektedir (59). 

 

2.8.5 İyot Metabolizmasının Anlaşılmasına Yönelik Testler 

ÇeĢitli hastalıklarda tiroid bezine iyot alımı farklılaĢtığı için, radyoaktif iyot 

alımı (RAIU) ölçülerek özellikle hastaların tedavi kararı ve Ģekli belirlenmektedir. 

Örneğin, Graves‘ hastalığı, TSH üreten tümör ve toksik multinodüler guatrda yüksek 

RAIU gözlenirken; tiroiditler, hipotiroidiler ve bazı ilaçları (tiyonamidler, lityum, 

amidaron) kullanan hastalarda RAIU düĢüktür (60). Ġyot, iyodür formunda, tiroid 

hastalıklarında yaygın olarak kullanılan iki radyoaktif form haline getirilmektedir: I-

123 ve I-131. I-123 en ideal izotoptur ve tiroid hücrelerine zararsızdır. I-131 ise, I-

123‘e benzer Ģekilde davranmakta ancak tiroid hücrelerine zarar verebilmektedir. Bu 

radyoaktif iyot moleküllerinin her birinden salınan radyasyon; tiroid fonksiyonu, 

tiroid dokularının büyüklüğü ve konumu hakkında bilgi vermektedir. I-123 

kullanılarak yapılan tiroid taramasından sonra özel bir radyasyondan korunma 

önleminin alınmasına gerek olmadığı bildirilmektedir (61). Tiroid hücreleri 
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üzerindeki zararlı etkileri nedeniyle nadiren I-131 tiroid taraması için 

kullanılmaktadır (62). 

 

2.9 Tiroid Bezi Hastalıkları 

2.9.1 Subklinik Hipotiroidizm 

Subklinik hipotiroidizm, normal serum serbest TH düzeyine rağmen normalin 

üstünde TSH düzeyinin saptanması olarak tanımlanmaktadır. Subklinik 

hipotiroidizmde genellikle herhangi bir klinik semptoma rastlanmaz. Subklinik 

hipotiroidizmin bilinen bir tiroid hastalığı olmayan toplumdaki prevelansı %3-%8 

arasındadır (63). Ayrıca, prevelansın yaĢla birlikte arttığı ve kadınlarda daha yüksek 

olduğu da bildirilmektedir (64).  

Subklinik hipotiroidizm tanısının konulmasında üst sınırın üzerinde TSH (≥4-

5 mU/mL) ve normal serbest T4 düzeyleri aranmaktadır. Ancak, bazı durumlarda 

TSH düzeylerinin bir kısmı kendiliğinden normal sınırın içerisine düĢmektedir. Bu 

gibi durumlarda, tekrarlayan testlerle tanının teyit edilmesi gerekmektedir. Serum 

TSH düzeyi için kesin üst sınırın belirlenmesinde halen tartıĢmalar olduğu için serum 

TSH‘ın (<10 mIU/L) hafif yükselmesi durumunda tedavi sürecinin nasıl ilerleyeceği 

ile iliĢkili soru iĢaretleri mevcuttur (65). Ancak, TSH düzeyi 10 mIU/L‘nin üzerine 

çıktığı durumlarda, levotiroksin tedavisinin genellikle uygun olduğu kabul 

görmektedir (66).  

 

2.9.2 Hipotiroidizm 

Hipotiroidizm, TH hormon yetersizliği veya eksikliğinden kaynaklı bir 

rahatsızlıktır. Genel olarak, serum serbest T4 düzeyi düĢüktür, serum TSH yüksektir. 

Primer, sekonder ve tersiyer olmak üzere 3 alt tipi mevcuttur. Primer hipotiroidizm, 

tiroid bezinde görülen bozukluğun TH sentezinin ve salgılanmasının azalmasına 

neden olmasından kaynaklanmaktadır. Primer hipotiroidizmin en sık görülen 

nedenleri; otoimmün tiroidit (Hashimoto tiroidit), tiroidektomi veya RAI tedavisidir 
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(19). Sekonder hipotiroidizm, hipofiz bezindeki bir bozukluktan kaynaklanır ve buna 

bağlı olarak TH sentezi ve salınımı azalmaktadır. Tersiyer Hipotiroidizm ise 

hipotalamustaki bir bozukluktan kaynaklı TH sentezi ve salınımı azalmaktadır (67). 

Sekonder ve tersiyer hipotiroidizme, santral sinir sisteminden kaynaklandığı için 

santral hipotiroidizm de denilmektedir. Santral hipotiroidizm de; serum serbest T4 

düzeyinin düĢük olmasına karĢın, serum TSH düzeyi aynı oranda yükselmemiĢ 

olarak görülmektedir (67). 

Hipotiroidizm çoğu hastada kalıcıdır, bu nedenle hastaya tanı konulduktan 

sonra ömür boyu TH replasman tedavisi görmek zorundadır. Genel olarak TSH 

seviyeleri 10 mIU / L'den daha yüksek olan kiĢilerde sentetik levotiroksin tedavinin 

temel dayanığıdır ve sağlam bir hipotalamik-pitüiter-tiroid ekseni olması koĢuluyla 

doz her 4 ile 6 haftada bir normal TSH düzeyine göre titre edilmektedir (68).  

 

2.9.3 Subklinik Hipertiroidizm 

Subklinik hipertiroidizm, referans seviyesinin altında TSH ve normal serum 

TH seviyeleri ile karakterizedir. Subklinik hipertiroidizmin tanısı öncelikli olarak 

biyokimyasaldır ve ―normal‖ TSH düzeyinin tanımına bağlıdır (69). Subklinik 

hipertiroidizmin görülme sıklığının %0.5- %15 arasında değiĢtiği bildirilmektedir 

(69). Endojen subklinik hipertiroidizmin en yaygın nedeni, tiroid bezinin aĢırı TH 

salgılamasıdır. Ayrıca, tiroid hormon tedavisinde doz aĢımı ve Graves‘ hastalığı da 

önemli nedenler arasındadır. YaĢlı insanlarda ise toksik multinodüler guatr subklinik 

hipertiroidizmin en yaygın nedenidir (70).   

Subklinik hipertiroidizmin tanısı biyokimyasal olarak yapıldığı için, TSH‘ın 

baskılanmasına neden olacak herhangi bir neden yoksa geçici durumlardan ayırmak 

amacıyla belirli aralıklarla tiroid fonksiyon testlerinin yeniden talep edilmesi 

gerekmektedir (19).  Tedavide ise; subklinik hipertiroidizme sebep olan nedenlere 

bağlı olarak farklı yaklaĢımların uygulandığı belirtilmektedir.  Örneğin, TSH düzeyi 

<0.1 mU/L ise ve hastanın komplikasyon riski yüksek ise mutlaka tedavi süreci 

baĢlamalıdır. Ancak, riski olmayan geç hastalarda iyot kısıtlaması ile takip sürecinin 

gerçekleĢtirilebilceği belirtilmiĢtir (19) . 
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2.9.4 Hipertiroidizm/Tirotoksikoz 

Tirotoksikoz terimi, artmıĢ TH‘u ifade eden genel bir klinik durumdur. 

Tirotoksioz, çeĢitli etyolojilere sahip bir sendromdur. Klinik semptomlar veya 

biyokimyasal bulgular artmıĢ tiroid hormonu etkisini ortaya koyduğunda, tanı ve 

tedavi yöntemleri etiyolojiye bağlı olarak Ģekillendirilmelidir (71).  Hipertiroidizm 

ise, tiroid bezinden artmıĢ TH sentezinden kaynaklı TH fazlalığını ifade etmektedir.  

Tanı için, TSH ve serbest T4 düzeyleri kontrol edilmektedir. BaskılanmıĢ 

TSH ile birlikte yüksek serbest T4 ve/veya T3 klinik hipertiroidizme iĢaret 

etmektedir. Tanı konulduktan sonra, RAIU testleri ile etiyolojiye yönelik testler 

yapılması gerekmektedir. Bu sayede azalmıĢ RAIU (tiroidit, egzojen tiroid 

kullanımı) artmıĢ RAIU‘dan (Graves‘ hastalığı, toksik adenom) ayrılabileceği 

bildirilmektedir (19). Hastalığın etyolojisine bağlı olarak tedavi seçenekleri 

değerlendirilmektedir.  

 

2.9.5 Tiroiditler 

Tiroidit, tiroid bezinin iltihaplanması anlamına gelen genel bir terimdir. 

Tiroiditin en belirgin özellikleri inflamasyon, fibroz ve lenfositik infiltrasyonu 

kapsamaktadır. Her ne kadar farklı etiyolojilerle meydana gelse de folikül yıkımı 

tiroiditlerin karakteristik özellikleridir. Tiroiditlerin sınıflandırılması, semptomların 

baĢlangıcı, inflamasyon süreci veya hücresel infiltrasyona bağlıdır (72). Klinik 

olarak; akut tiroidit, subakut granülomatöz tiroidit, sessiz (post-partum) tiroidit, 

kronik (Hashimoto) tiroiditi ve diğer tiroiditler olarak sınıflandırılmaktadırlar (19). 

Subakut granülomatöz tiroiditi, genel olarak viral enfeksiyon sonucu oluĢmakta, üst 

solunum yolu enfeksiyonu görülmektedir ve ağrılı tiroid bezi hastalıklarının en çok 

görülen nedenidir. Akut tiroidit ise; viral etiyoloji dıĢında kalan enfeksiyöz ajanlarla 

oluĢmaktadır. Bu tip tiroiditte, tiroid bölgesinde ağrı ve hassasiyet görülmektedir. 

Hashimoto tiroiditi, en sık görülen kronik otoimmün tiroidittir. Hashimoto tiroiditli 

hastalarda genellikle guatr ve/veya hipotiroidi gözlenmektedir. Klasik Hashimoto 

tiroiditinin en belirleyici özelliği olan guatr genellikle aĢamalı olarak geliĢmekte ve 

rutin muayene veya ultrasonografi esnasında tespit edilmektedir (73). Sessiz (post-



   23 
 

partum tiroidit) tam nedeni bilinmemekle birlikte, Hashimoto tiroiditine çok benzer 

bir otoimmün hastalık olduğu düĢünülmektedir. Hashimoto tiroiditinde olduğu gibi 

post-partum tiroiditte de anti-tiroid antikorlarının (anti-TPO, anti-Tg) miktarı 

artmaktadır. Anti-tiroid antikorları pozitif olan kadınların post-partum tiroiditi 

geçirme olasılıklarının daha yüksek olduğu bildirilmektedir. Genellikle 

asemptomatik pozitif antikorları olan kadınların, gebelikle birlikte bağıĢıklık 

sisteminde görülen dalgalanmalardan dolayı post-partum tiroidit geçirdikleri öne 

sürülmektedir (74). Diğer tiroiditler ise; RAI tedavisi uygulandıktan sonra 

radyasyona bağlı olarak geliĢen tiroidit, tiroid bezinin sert palpasyonu veya kaza 

sonrası geliĢen travmaya bağlı tiroidit ve interferon-α, interlökin-2, amiodaron gibi 

ilaçlara bağlı olarak geliĢen ilaca bağlı tiroiditlerden oluĢmaktadır (19).   

 

2.9.6 İyot Eksikliği Nedeniyle Gelişen Hastalıklar 

Ġyot eksikliğinin görüldüğü durumlarda, T3 hormonu T4 hormonuna kıyasla 

daha fazla üretilmekte ve tiroid bezinin iyot yakalama kapasitesi artmaktadır. Bu 

sayede kısıtlı miktardaki iyot daha ekonomik olarak kullanılmaktadır. Ġyot 

yetersizliği ve buna bağlı olarak ortaya çıkan subklinik hipotiroidizm tüm dünyada 

önemli bir sorundur (75). Tablo 3‘de iyot eksikliğine bağlı olarak geliĢen ve iyot 

replasmanı ile önlenebilen hastalıklar özetlenmiĢtir (76). 
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Tablo 3: Ġyot eksikliğine bağlı olarak geliĢen hastalıklar 

İyot Eksikliğine Bağlı Gelişen Hastalıklar 

 

 

Diffüz ve Nodüler Guatr 

 

DüĢük iyot alımı T4 ve T3 üretimini düĢürmekte, bu da T4 ve T3 üretimini normale 

döndürmek için artmıĢ TSH salınımı ile sonuçlanmaktadır. TSH aynı zamanda tiroit 

büyümesini uyarmaktadır. Böylece, guatr iyot yetersizliğine cevabın bir parçası olarak 

ortaya çıkmaktadır. 

 

Hipertiroidizm 

 

Ġyot eksikliği diffüz ve nodüler guatr sıklığını arttırmaktadır. Zamanla, eğer iyot eksikliği 

çok Ģiddetli değilse tiroid büyümesi ve buna bağlı olarak fonksiyon artıĢı gözlenmektedir. 

Bu durum da toksik guatr ve hipertiroidi ile sonuçlanmaktadır. 

 

 

 

Hipotiroidizm 

 

Çok düĢük iyot alımına bağlı hipotiroidi artık çok nadir olarak görülmektedir. YetiĢkinlerde 

hipotioridin genel bulguları ve guatr görülmektedir. 

 

Kretenizm 

 

Çocuklarda, entellektüel geliĢimdeki problemlerin yanı sıra, diğer nörolojik ve somatik 

kusurlar birlikte görülmektedir. 

 

Yenidoğan ve Bebek Ölümleri 

 

ġiddetli iyot yetersizliği, yenidoğan ve bebek ölümlerini arttırmatkadır. Ġyot eksikliğinin 

giderilmesi ile bu oran %50‘ye kadar azaltılmaktadır. 

 

 

2.9.7 Türkiye’deki İyot Durumunun Belirlenmesi ve Çevresel Guatrojenler 

Ġyot eksikliğinin giderilmesi için dünyada önerilen en etkin, ucuz ve istikrarlı 

yöntem sofra tuzlarının iyotlanmasıdır. 1990 yılında, BirleĢmiĢ Milletler Çocuklar 

için Dünya Zirvesi‘nde dünya çapında iyot yetersizliğinin ortadan kaldırılması için 

hedefler ortaya konulmuĢtur (77). Çoğunlukla, Dünya Sağlık Örgütü‘nün (WHO) 

tavsiyeleri doğrultusunda çeĢitli ülkelerde tuz iyodinasyonu programları yürütülmeye 

baĢlanmıĢtır (78). Ülkemizde tüm sofra tuzlarının iyotlanması için yasal 

düzenlemeler 1999 yılında tamamlanmıĢ, ardından 2000‘li yıllardan itibaren de 
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iyotlu tuz kullanımı yaygınlaĢtırılmıĢtır. Ancak, idrar iyot düzeylerinin ölçüldüğü 

araĢtırmalar sonucunda ülkemizde halen kısmi iyot eksikliğinin olduğu 

belirtilmektedir (3).   

Ülkemizde iyotlu tuz kullanımı yaygınlaĢtırılmasına rağmen tiroid bezi 

hastalıklarının, özellikle de kadınlarda hipotiroidizmin arttığı gözlenmektedir (75). 

Bu artıĢın sebebi olarak çevresel guatrojenlere maruziyetin artması öne sürülmektedir 

(3).  Perklorik asit, nitrat, tiyosiyanat gibi çevresel kimyasallar iyotun tiroid bezine 

alımını engellemekte ve uzun süreli maruziyet sonucunda azalmıĢ tiroid hormon 

üretimi gözlenmekte ve sonuç olarak hipotiroidizm vakaları yaĢanmaktadır. Perklorik 

asit silah sanayisinde, havai fiĢeklerde, hava yastığı sistemlerinde kullanılmaktadır 

(79). Ayrıca, çeĢitli endüstriyel atıkların yer altı sularına karıĢması sonucunda 

perklorik asite maruziyet gıdalar ve içme suları ile gerçekleĢmektedir (80).  Bu 

çevresel guatrojenin iyotun tiroid bezine alınmasında görevli olan NIS‘e afinitesi ise 

iyottan 30 kat daha fazladır (81,82). Perklorik asitten sonra iyodun tiroid bezine 

alımını engelleyen diğer potansiyel NIS inhibitörü ise tiyosiyanattır. Özellikle, tütün 

dumanı insan vücudunda tiyosiyanata metabolize olan önemli miktarda siyanür 

içermektedir (83). Doğal olarak gıdalar ve süt ile de tiyosiyanat vücuda alınmaktadır 

(84).  ÇeĢitli gıdalarda ve suda saptanan nitrat da, perklorik asit ve tiyosiyanat ile 

benzer mekanizma ile tiroid bezine iyot alımını engellemektedir. Nitratın yarı ömrü 

çok kısa olduğu için, herhangi bir birikim bilinmemektedir (85). Ancak, diğer 

çevresel guatrojenlerle etkileĢimi neticesinde tiroid fonksiyonlarının etkilenebileceği 

öne sürülmektedir (75).  

 

2.10 Tiroid Nodülleri 

Tiroid nodülü terimi, tiroit bezinde bir yumru oluĢturan anormal büyüme 

anlamına gelmektedir (86). Tiroid nodüllerinin büyük çoğunluğu benign olmasına 

rağmen, küçük bir kısmı tiroid kanseri oluĢturabilmektedir. Erken evrede tiroid 

kanserini teĢhis edebilmek için, tiroid nodüllerinin uzmanlar tarafından 

değerlendirilmeleri gerekmektedir. Tiroid nodülleri sıklıkla görülmektedir, ayrıca 

hassas görüntüleme tekniklerinin artan kullanımı ile tesadüfen saptanan tiroid 



   26 
 

nodüllerinin oranı hızla artmaktadır. Tüm dünyada tiroid nodüllerinin görülme sıklığı 

iyot eksikliği ile doğru orantılıdır. Ġyot eksikliği olan alanlarda, yetiĢkinlerin 

%50‘sine kadar tiroid nodülleri görülmekteyken, iyot yeterli alanlarda yetiĢkinlerin 

%5‘inde tiroid nodülü görülmektedir  (87). Nodüller; kist, malign veya benign tümör, 

tiroidit, Graves hastalığı veya kolloid nodüler hastalığı gösterebilmektedir.  

 

2.11 Tiroid Kanserleri 

 Tiroid bezindeki kanserler endokrin organlarda saptanan malign tümörler 

içerisinde en sık görülen kanserlerdendir. Tiroid kanserleri, tüm kanserlerin %2,9 

‘unu oluĢturmaktadır (88,89). Normal tiroid bezi histolojik olarak iki ana parankimal 

hücre tipinden oluĢmaktadır. Foliküler hücreler, iyotu konsatre edip tiroid hormonu 

üretmektedirler. Bu hücre tipinden hem iyi diferansiye tipte kanserler ((PTK) ve 

foliküler (FTK)) hem de anaplastik tiroid kanserleri (ATK) köken almaktadır. Ġkinci 

hücre tipi olan C veya parafoliküler hücreler ise, kalsitonin hormonu üretmekte ve 

medüller tiroid kanseri (MTK) bu hücrelerden köken almaktadır (90).  

  Tiroid kanseri insidansı kadınlarda erkeklere göre 3 kat daha fazladır, ancak 

ölüm oranlarının kadın ve erkeklerde aynı olduğu belirtilmektedir (91). Tiroid 

kanserlerinin etyolojik faktörleri tam olarak belirlenmemiĢtir, ancak radyasyona 

maruz kalma tiroid kanserinin görülme sıklığını arttırmaktadır. Özellikle, II. Dünya 

SavaĢı sırasında HiroĢima ve Nagazaki‘de atom bombasına maruz kalındıktan sonra 

ve Çernobil kazası sonrasında tiroid kanserinde ciddi artıĢ meydana geldiği 

bildirilmektedir (92,93). Radyasyona maruz kaldıktan sonra tiroid kanseri görülme 

sıklığının daha fazla olmasına rağmen, hastalığın biyolojik davranıĢı hem radyasyona 

maruz bırakılmıĢ hem de radyasyona bağlı olmayan tiroid kanserlerinde benzer 

olduğu görülmektedir (94). Bu nedenle, radyasyona maruz kalmanın hastalığın 

tetiklenmesi için önemli olmasına rağmen, malignite agresifliğinin belirlenmesinde 

rol oynamadığı düĢünülmektedir (94).  
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2.12 Diferansiye Olmayan Tiroid Kanserleri 

Diferansiye olmayan tiroid kanserleri , foliküler tiroid epitelinden köken alan 

fakat tiroid bezinin tipik farklılaĢma özelliklerinden yoksun kanserlerdir. Buna göre, 

bu tipteki tiroid kanserlerinin iyot alımı, Tg sekresyonu, TSH‘a cevabı farklılaĢmıĢtır 

ve diferansiye olmayan tiroid kanserleri en agresif tiroid kanserlerini oluĢturmaktadır 

(95).  

 Diferansiye olmayan tiroid kanserleri aynı zamanda ATK olarak da 

bilinmektedir. ATK, tüm tiroid kanserlerinin %2‘sinden azını kapsamaktadır. Ancak 

agresifliği nedeniyle medyan sağ kalım süresi yaklaĢık 5 aydır (96).  ATK‘nın risk 

faktörleri tam olarak bilinmemekle beraber, hastalarda guatr öyküsü ve daha önceden 

geçirilmiĢ diferansiye tiroid kanseri öyküsü bulunabilmektedir. Tümörlerin 

diferansiyasyonu azaldıkça daha fazla mutasyon gösterme eğiliminde olmaktadırlar 

(97).  

 ATK çeĢitli Ģekillerde görülmektedir. Ancak genellikle boyunda bir yumru 

veya nodül olarak bulunmaktadır. Bazı vakalarda yutkunma, solunum güçlüğü veya 

ses kısıklığı gibi zorluklar da ortaya çıkmaktadır. Hastalığın teĢhisinde öncelikli 

olarak ĠĠAB yöntemi kullanılmaktadır. Ancak tanı konulduğuktan sonra, hasta 

durumunun tam olarak  değerlendirilmesi (kan testleri, kanserin yayılıp 

yayılmadığını ve kanserin tam olarak yerin, belirlemek için görüntüleme taramaları) 

gerekmektedir (98).  ATK, radyoaktif iyot tedavisine veya TSH baskılayıcı tedaviye 

yanıt vermemektedir. Bu nedenle, bu vakaların çok disiplini bir ekiple 

konsultasyonunun yapılıp, cerrahi yaklaĢım, radyoterapi ve kemoterapinin birlikte 

düĢünülmesi gerekmektedir (98). 

 

2.13 Diferansiye Tiroid Kanserleri 

Tiroid bezi, tiroid hormonu sentezleyen ve depolayan foliküler hücreler ve 

kalsitonin hormonu sentezleyen parafoliküler hücreler olmak üzere iki farklı hücre 

tipinden oluĢmaktadır. Tiroid kanserleri köken aldıkları doku tipine göre foliküler 

hücre kökenli tümörler, parafoliküler kökenli tümörler (MTK) ve diğerleri olarak 

sınıflandırılırlar. Foliküler hücrelerden köken alan tümörler TSH ile uyarılmaya 
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devam eder, dolayısıyla tiroid hormon sentezi ve tiroglobulin üretimini 

gerçekleĢtirirler. Tüm bu nedenlerle, bu tümörlere diferansiye tiroid kanserleri 

denilmektedir. Diferansiye tiroid kanserleri tiroid kanserlerinin yaklaĢık %90‘ını 

oluĢturur. WHO sınıflandırmasına göre diferansiye tiroid kanserleri papiller ve 

foliküler tiroid kanserleri olarak ikiye ayrılmaktadır (94). 

 

2.13.1 Tanı Yöntemleri 

Diferansiye tiroid kanserlerinin tanısında ĠĠAB baĢta olmak üzere fiziksel 

muayene, laboratuvar testleri, ultrasonografik ve sintigrafik bulgular 

kullanılmaktadır. Ancak tek baĢına tiroid fonksiyon testleri, sintigrafi ve 

ultrasonografi bulguları nodüllerin benign ya da malign ayrımına iliĢkin bilgi 

vermemektedir (99).  

ĠĠAB %95‘e yakın bir tanı duyarlılığı ve özgüllüğü ile tiroid nodüllerinin 

benign veya malign olarak karakterize edilmesinde altın standart yöntem olarak 

kabul edilmektedir. ĠĠAB, palpe edilebilen tek veya baskın nodüler için boyuttan 

bağımsız olarak önerilmektedir. Ancak, ĠĠAB yöntemi her ne kadar güvenilir ve 

uygun maliyetli bir yöntem olsa da, ayırıcı tanıda ayrım kriterlerinin yeterli olmayıĢı 

nedeniyle ĠĠAB sonucu ‗Ģüpheli‘ olan nodüller vardır. ĠĠAB sonucu Ģüpheli olgularda 

cerrahi müdahalenin kesin tanı konanlar kadar sıklıkla yapıldığı da belirtilmektedir 

(100). Hasta sağlığı ve ekonomik faktörler göz önünde bulundurulduğunda ayırıcı 

tanıda ayrım kriterlerinin varlığı önem arz etmektedir. 

 

2.13.2 Tedavi Yöntemleri 

Diferansiye tiroid kanserlerinin tedavisinde ilk adım cerrahi operasyondur. 

Genellikle total tiroidektomi ile tiroid bezi tamamen çıkarılmaktadır. Özellikle 

papiller tiroid kanserlerinde sıklıkla multifokalite görüldüğü için diğer odaklardan 

nüksün engellemnesinde tüm tiroid bezinin çıkarılması avantajlıdır. Ayrıca, subtotal 

tiroidektomi veya lobektomi radyoaktif iyot kullanımını zorlaĢtırmaktadır. Bir diğer 
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önemli nokta ise; hasta izleminde önemli bir belirteç olan tiroglobulini kullanabilmek 

için hastaya total tiroidektomi yapılmıĢ olması gerekmektedir.  

Her ne kadar tiroidektomi diferansiye tiroid kanserleri için sıklıkla baĢvurulan 

bir yöntem olsa da; rekürren laringeal sinir yaralanmaları karĢılaĢılan 

komplikasyonların baĢında gelmektedir (101). Bu nedenle de, tiroid patolojisinde 

ayırıcı tanı ve ayrım ölçütlerinin varlığı gereksiz cerrahi giriĢimleri önleyebilecektir. 

Diferansiye tiroid kanserlerinde cerrahi operasyondan sonra radyoaktif iyot tedavisi 

önerilmektedir. Yüksek dozda I-131 verilerek tiroid kanser hücrelerinin yok edilmesi 

sağlanmaktadır (61).  

2.14 Medüller Tiroid Kanseri 

 MTK, tüm tiroid kanserlerinin yaklaĢık %1-%2‘sini oluĢturmaktadır. MTK, 

tiroid bezinin parafoliküler hücrelerinden köken aldıkları için diğer tiroid 

kanserlerinden farklıdır. Bu hücreler tiroid hormonu sentezlemez, ancak bunun 

yerine kalsitonin hormonu üretmektedirler. MTK olgularının çoğunluğu sporadik 

olmasına rağmen, yaklaĢık %20 oranında kalıtsal nedenlerden dolayı da 

görülmektedir. Genellikle, RET onkogeninde mutasyonlar ve tip 2 çoklu endokrin 

neoplazi sendromunun bir parçası olarak görülmektedir (102).  

2.15 Foliküler Tiroid Kanseri 

 FTK, diferansiye tiroid kanserlerinin %10-%20‘sini oluĢturmaktadır. 

Özellikle iyot eksikliğinin görüldüğü alanlarda, FTK‘nın görülme sıklığınn arttığı 

bildirilmektedir (103).  WHO verilerine göre, FTK kapsüler ve/veya vasküler 

invazyon varlığı ve PTK‘ya özgü nükleer özelliklerin olmaması ile 

tanımlanmaktadır. FTK‘nın kan damarlarını istila etme eğilimi nedeniyle, bölgesel 

lenf düğümlerine değil de daha uzak organlara metastaz yapma özelliği olduğu 

bildirilmektedir (103). 
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2.16 Papiller Tiroid Kanseri  

PTK klinikte en sık görülen tiroid malignitesidir. PTK, endokrin kanserlerden 

kaynaklanan toplam endokrin kanserlerinin %96‘sını ve endokrin kanserler 

nedeniyle ölümlerin %66,8‘ini oluĢturmaktadır (91). 

 

  2.16.1 Histopatolojik Varyantlar ve Tanıda Karşılaşılan Problemler                                        

 PTK klinikte rastlanan en yaygın endokrin malignitedir (104). Papiller tiroid 

kanserinin histopatolojik varyantları mevcuttur. Bu varyantlardan CV-PTK papiller 

yapı göstermektedir. FV-PTK ise papiller yapı görülmez; tümör foliküllerden 

oluĢmuĢtur. Bu folikülleri oluĢturan hücrelerde papiller karsinom için tipik olan 

çekirdek değiĢiklikleri vardır. Ancak bu çekirdek değiĢiklikleri klasik varyanta 

oranla daha silik/belirsiz olabilmektedir (104). Gerek papiller yapıların bulunmaması 

gerekse papiller tiroid karsinomu çekirdek özelliklerinin silik/belirsiz olması 

foliküler varyantlarda sitolojik incelemede kesin bir tanı verilmesini 

engelleyebilmektedir. 

 FV-PTK‘nın histopatolojik karakterizasyonu yalnızca çekirdek özelliklerine 

dayandığı için tiroid patolojisinde tartıĢmalı tanıya neden olabilmektedir. 2016 

yılında bu alandaki tartıĢmalara son vermek amacıyla Nikiforov ve arkadaĢları 

tarafından invazif olmayan FV-PTK vakaları NIFTP olarak adlandırılmıĢ ve tanı 

kriterleri bu ölçüde yeniden düzenlenmiĢtir (5). Yapılan bu tanı değiĢikliği ile 

hastalara yapılacak gereksiz cerrahi müdahalenin ve operasyon maliyetinin 

engellenmesi planlanmıĢtır. Ancak bu yeni tanımlama ile NIFTP olgularının benign 

olarak adlandırılması patologlar arasındaki tartıĢmayı dindirmemiĢtir (105,106). 

Tiroid patolojisinde NIFTP‘lerin benign yerine düĢük-riskli tiroid kanserleri olarak 

adlandırılmaları birçok patolog tarafından talep edilmektedir (105). Tüm bu 

nedenlerle, PTK‘nın histopatolojik varyantlarından FV-PTK‘nın ayırıcı tanısı için 

yapılacak biyobelirteç çalıĢmaları önem arz etmektedir. 
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2.16.2 PTK’nın Ayırıcı Tanısında Kullanılan Genomik Teknikler ve 

Limitasyonları 

Tiroid karsinogenezine çeĢitli genetik değiĢiklikler katkıda bulunmaktadır. Bu 

genetik değiĢikliklerin farklı fonksiyonları vardır ve özellikle hücre yüzeyinde 

bulunan tirozin reseptörleri, sitoplazmik sinyal proteinleri ve nükleer transkripsiyon 

faktörlerin fonksiyonlarını etkilemektedir (107). Tiroid kanserlerinde yaygın olarak 

görülen genetik değiĢiklikler ġekil 5‘de verilmiĢtir.  

Şekil 5. MAPK ve PI3K-AKT yolakları tarafından yönlendirilen tiroid 

tümörigenezinin progresyon modeli (108) 

 

Tiroid kanserinin ayırıcı tanısına katkı sağlaması hedeflenen moleküllerden; 

BRAF V600E, RET/PTC, RAS, PAX8/PPAR gamma sporadik mutasyonları papiller 

tiroid kanserinin histopatolojik varyantları arasında farklılık göstermektedir (109). 

Örneğin, papiller tiroid kanserinin sıklıkla karĢılaĢılan histopatolojik varyantlarından 

klasik papiller tiroid kanserinde BRAF V600E mutasyonu %35-%70 arasında 

görülmesine rağmen, papiller tiroid kanserinin foliküler varyantında bu oran yalnızca 

%5 ile %20 arasındadır (110). Bir diğer moleküler biyobelirteç olan RET/PTC 

rearanjmanının papiller tiroid kanserinde görülme sıklığı da %5 ile %80 arasında 

değiĢmektedir (111).  Dolayısıyla, geliĢtirilen moleküler teknikler ve hedeflenen 

moleküller tiroid kanserinin ayırıcı tanısı için yeterli değildir. 
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2.16.3 Biyobelirteç Çalışmaları 

Tiroid kanserinin ayırıcı tanısı için sınırlı sayıda biobelirteç çalıĢması 

yapılmıĢtır (112). Bunun öncelikli nedeni tiroid bezinin benzersiz fizikokimyasal 

özelliklerinden kaynanlanan teknik sorunlardır. Tiroid bezinin yapısında bol 

miktarda bulunan Tg proteini, organın foliküller yapısı, stroma, kan damarları ve 

eritrositler genel olarak biyobelirteç çalıĢmalarını sınırlandırmaktadır. 

Tiroid malignitelerini tespit etmek amacıyla son 40 yıldan beri brçok 

moleküler teknik geliĢtirilmeye çalıĢılmıĢ ve birçok molekül hedeflenmiĢtir (109). 

Bu amaçla, biyobelirteç araĢtırmalarında ilk olarak serum analiz edilmiĢ, serumdan 

elde edilecek biyobelirteçlerin duyarlılığının yüksek ve spesifik olması 

hedeflenmiĢtir. En önemli serum biyobelirteçlerinden olan kalsitonin medüller tiroid 

kanserinin biyobelirtecidir, ancak kalsitonin analizi de kullanılan yöntemlere göre 

farklılık göstermektedir (113). PTK için geliĢtirilmeye çalıĢılan serum 

biyobelirtecleri ise malign ve benign tümör ayrımında baĢarılı olamamıĢtır.  Örneğin, 

Makki ve arkadaĢları tarafından serum proteinlerinin araĢtırıldığı çalıĢmada, PTK ve 

benign nodüller arasındaki protein farklılığı araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla literatürdeki 

diğer çalıĢmalarda tespit edilen proteinlerin miktarları serumda analiz edilmiĢtir. Bu 

çalıĢmanın sonucunda hasta serumunda araĢtırılan proteinlerin benign ve PTK 

hastalarında anlamlı farklı olmadığı gösterilmiĢtir  (114). 

 

2.17 Proteomik Çalışmalar 

 Proteom, genom tarafından kodlanan tüm proteinleri tanımlamaktadır. 

Proteomik, belirli koĢullar altında belirli bir zamanda bir hücre, doku veya tüm 

organizmadaki proteinlerin geniĢ çaplı analizidir. Proteomik tekniklerde, genetik kod 

veya mRNA bolluğu yerine iĢlevsel moleküller doğrudan ele alındıkları için genom 

tabanlı teknolijelere kıyasla birçok avantaj sunmaktadırlar (115). Proteom; 

transkripsiyon, translasyon, protein devri ve posttranlasyonal modifikasyonların 

kombinasyonunun sonucudur. Dolayısıyla, proteomik genomiğin aksine son derece 

dinamik bir kavramı ifade etmektedir.  
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 Proteomik kullanılarak tıbbın her alanında ve tıp dıĢı alanlarda da araĢtırmalar 

yapılmaktadır. Bu bağlamda; kanser teĢhis, tedavi ve prognoz tahmini, immün yanıt 

tayini, mikroorganizma tayini ve alt gruplara ayrılması, besin alerjisinin tespiti gibi 

farklı alanlarda araĢtırmalar yapılmaktadır  (116–118). Proteomik teknikler arasında, 

proteinlerin büyük ölçüde araĢtırılabilmesine imkan sağlayan kütle spektrometresi 

yöntemleri ön plana çıkmaktadır. Proteomik çalıĢmalarda, kütle spektrometresinin 

uygulandığı 3 temel yaklaĢım bulunmaktadır. Bunlar; protein ekspresyonunun 

belirlenmesi, protein etkileĢimlerinin tanımlanması ve protein modifikasyonlarının 

yerlerinin belirlenmesidir (119). 

 

2.18 Jel Bazlı Proteomik Çalışmalar          

 2.18.1 İki Boyutlu Jel Elektroforezi 

Ġki boyutlu jel elektroforezi, 1975 yılında geliĢtirilmiĢtir ve o tarihten itibaren 

daha fazla proteinin bu yöntem ile tanımlanabilmesi için metadolojik iyileĢtirmeler 

yapılmıĢtır (120). Bu yöntemde proteinler öncelikli olarak izoelektrik odaklamayla 

izoelektrik noktalarına göre ayrılmaktadır. Ardından, proteinler moleküler 

ağırlıklarına göre poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile ayrılmakta ve jelden 

kesilen protein spotları kütle spektrometresi ile analiz edilmektedir. Ġki boyutlu jel 

elektroforezi çalıĢmalarında karĢılaĢılan en büyük sorun protein çözünürlüğüdür. Bu 

nedenle denatüre edici koĢullar altında 2 boyutlu jel elektroforezi çalıĢmaları 

yapılmaktadır. Proteinlerin denatürasyonunu ve çözünürlüğünü sağlamak için iki tür 

reaktif kullanılmaktadır. Kullanılan üre ve tiyoüre sayesinde kovalent olmayan 

bağlar zayıflatılarak proteinler açılabilmektedir. Ayrıca, ikinci boyutun ayrımında 

kullanılan iyonik deterjanlar sayesinde —genellikle sodyum dodesil sülfat (SDS) —

amino asit deterjan etkileĢimi arttırılmaktadır. SDS‘de, uzun hidrokarbon zinciri ve 

buna bağlı iyonik polar bir baĢ bulunmaktadır. Hidrofobik hidrokarbon zinciri ile 

hidrofobik aminoasitlere bağlanan SDS, amino asit-deterjan etkileĢimini amino asit-

amino asit etkileĢimine kıyasla daha fazla arttırmaktadır ve böylece denatürasyonu 

sağlamaktadır. 
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Özellikle son yıllarda yapılan birkaç metadolojik iyileĢtirme, 2 boyutlu jel 

elektroforezi çalıĢmalarına katkı sağlamıĢtır. Örneğin, immobilize edilmiĢ izoelekrik 

fokuslama Ģeritleri, amfolit esaslı tamponlar, yüksek hassasiyetli boyalar ve jel 

görüntüleme yazılımlarının geliĢtirilmesi yöntemin iyileĢtirilmesine destek olmuĢtur 

(121). Ancak, 2 boyutlu jel elektroforezinin bir takım kısıtlamaları mevcuttur. 

Bunlardan bazıları, tekrarlanabilirlik ile ilgili yaĢanan sorunlar, düĢük miktardaki 

proteinlerin jelde zayıf gösterimi,  aĢırı asidik/bazik proteinlerin veya aĢırı büyük ve 

hidrofobik proteinlerin jelde gösterimlerinde problem yaĢanmaktadır (121).  

 

2.19 Jel İçermeyen Proteomik Çalışmalar  

 Her ne kadar 2 boyutlu jel elektroforezi çalıĢmaları proteomik araĢtırmalar 

için standart bir araç olmasına rağmen, bu yöntem karmaĢık protein sistemlerinin 

analizinde analitik kısıtlamalara sahiptir. Bu analitik kısıtlamaların önüne geçebilmek 

için bilinen en temel yöntem örneklerin mikro düzeyde ayrımının yapılıp kütle 

spektrometresinde analiz edilmesidir. Kütle spektrometresinde, bir molekülün 

kütle/yük (m/z) oranını ölçerek kütlesini belirlemektedir. Ġyonlar, nötr bir türe ait bir 

yükün kaybı veya kazanımı yaratılarak üretilmektedir. Ġyon oluĢumu gerçekleĢtikten 

sonra, iyonlar elektrostatik olarak bir kütle analizörüne yönlendirilmekte ve m/z 

değerlerine göre ayrılan iyonlar tespit edilmektedir. Moleküler iyonizasyon, iyon 

ayrımı ve iyon tesbitinin sonucunda bir spektrum ortaya çıkmaktadır ve bu sayede 

moleküler kütle ve hatta yapısal bilgi sağlanmaktadır.Spektrum, m/z‘ye karĢılık iyon 

bolluğunun bir grafiğidir ve birim yük baĢına Dalton (Da) cinsinden sunulmaktadır. 

 Genel olarak kütle spektrometrelerinde bulunan 4 temel bileĢen—örneğin 

giriĢ ağzı, iyonizasyon kaynağı, kütle analizörü, iyon dedektörü—ġekil 6‘da 

gösterilmiĢtir.   
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Şekil 6. Kütle spektrometresinde bulunan temel bileĢenler 

 

Ġyonlar kütle spektrometresinin vakumunda analiz edildiği için, kütle 

spektrometresindeki en önemli reaksiyonlardan bir tanesi ilgilenilen analitlerin gaz 

fazı iyonlarına dönüĢtürülmesidir (122). Özellikle son 20 yılda, büyük moleküler 

ağırlıklı, uçucu olmayan ve termal olarak kararsız bileĢiklerin gaz fazı iyonuna 

dünüĢmesini sağlayan iyonizasyon teknikleri geliĢtirilmiĢtir. Elektrosprey 

iyonizasyonu (ESI) ve matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) 

iyonizasyon tekniklerinin geliĢtirilmesi ile ilgili çabalar neticesinde 2002 yılında 

kimya dalında Nobel ödülünü John Fenn ve Koichi Tanaka almıĢtır (123).  ESI‘de 

iyonlar atmosferik basınç altında, çözelti bazlı bir numunenin +500V ve +4,500V 

arasındaki voltajdan potansiyel farkı olan karĢı elektrota küçük bir kılcaldan 

geçirilerek üretilmektedir. Protonasyon ve deprotonasyon ile ilgili analitlere yük 

kazandırılmakta veya yük kaybettirilmektedir ve böylece ekovalent olmayan 

biyomakromoleküler komplekslerin bozulmadan iyonize olması sağlanmaktadır 

(124).  

MALDI‘de, örnek spesifik bir dalga boyundaki lazerden gelen ıĢını 

absorblayan matriks içerisinde çözünmekte, iyonlaĢmakta ve kütle analizöründe 

analiz edilmektedir. MALDI‘de genellikle tekli protonlanmıĢ analitler oluĢmaktadır, 

ancak iyonların oluĢtuğu mekanizma tam olarak bilinmemektedir (122). MALDI‘nin 

sağladığı birçok avantaj mevcuttur. Öncelikle, lazerin titreĢimli doğası nedeniyle 

iyonlar farklı evrelerde oluĢmaktadır.  Kütle analizi iyon oluĢumu ile senkronize 

edilirse çok az numune harcanmaktadır. Bu nedenle, MALDI kullanılarak alt 

femtomol örneklerinden veri sağlanmaktadır. MALDI‘de genellikle tek yüklü iyonlar 

oluĢtuğu için uçuĢ zamanlı (TOF) kütle analizörleri ile birlikte bir veye birden fazla 

analit için moleküler ağırlık bilgisi hızlıca sağlanmaktadır. Ayrıca, MALDI tuzlara 

ve tamponlara nispeten yüksek toleranslıdır. ESI‘nin aksine, MALDI‘de iyonlar 

fizyolojik seviyelerde tuz içeren numunelerden üretilebilmektedir (122). 
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Kütle spektrometresinde farklı kütle analizörleri sayesinde iyonlar farklı 

Ģekillerde ölçülmektedir. Ancak tüm analitik ölçüm Ģekillerinde, doğruluk ve 

hassasiyet önem arz etmektedir. Kavramsal olarak, en basit kütle analizörü TOF 

kütle spektrometresidir. TOF kütle spektrometresinde, iyonlar hızlarına bağlı olarak 

ayrılmaktadır ve iyonların dedektöre ulaĢıncaya kadar geçen süresi bir yarıĢ olarak 

düĢünülmektedir (125).  Teorik olarak, iyonların hepsi iyon kaynağında aynı 

zamanda ve aynı yerde oluĢturulmakta ve daha sonra sabit bir potansiyel yardımıyla 

TOF sürüklenme tüpünde hızlandırılmaktadır. Aynı yüke sahip olan tüm iyonlar 

hızlandıktan sonra aynı kinetik enerjiyi elde ettiğinden, düĢük m/z iyonları yüksek 

m/z iyonlarından daha yüksek hızlara ulaĢmaktadır. Manyetik sektör analizörlerinde 

ise, iyonizasyon kaynağından hızlanan iyonlar manyetik alanla eğilmekte ve alanın 

merkezi çevresinde sabit bir yarıçapı benimsemektedir. Bu tip analizörlerde kütle 

spektrumu, manyetik alanın kuvveti taranarak elde edilmektedir (126). Kuadrupol 

analizörlerinde kütle ayrımı iyonların dinamik bir elektrik alandaki hareketinin 

sonucudur ve doğrudan iyonun m/z değerine bağlıdır. Kuadrupollerde kütle analizi, 

silindirik dört çubuğa uygulanan radyo frekansı voltajlarının ve doğru akımın bir 

fonksiyonudur. Doğru akım/radyo frekansı kuadrupol voltajları değiĢtirilerek iyonlar 

taranmaktadır. Kuadrupol kütle analizöründe iki boyutta (x ve y) elektrik alanları 

bulunmaktadır ve iyonlar alana dik (z yönünde) hareket ederken, kuadrupol iyon 

kapanı kütle analizörlerinde ise üç boyutta da elektrik alan mevcuttur. Bu nedenle bu 

tip kütle analizörlerinde iyon sahada hapsolmuĢtur (127). Fourier-Transform iyon 

siklotron rezonans kütle analizöründe ise; iyonların siklotron frekansından 

faydalanılarak analiz yapılmaktadır. Burada, iyonlar sabit manyetik ve elektrik alanın 

olduğu bir kapanda tutulmakta ve manyetik alana dik bir elektrik alan tarafından 

uyarıldıktan sonra daha büyük bir siklotron çapına uyarılmaktadırlar.  
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2.19.1 LC-MS Çalışmaları 

Jel içermeyen proteomik çalıĢmaların en baĢında likit kromatogafisinin kütle 

spektrometresi ile birlikte kullanıldığı LC-MS yaklaĢımı gelmektedir. LC-MS tabanlı 

proteomik tekniklerde, karmaĢık protein karıĢımları öncelikle enzimatik olarak 

kesilmeye tabi tutulur, daha sonra ortaya çıkan peptid ürünleri ise bir kütle 

spektrometresi kullanılarak analiz edilmektedir (128).  

 

2.19.2 MALDI-Görüntüleme Çalışmaları 

 Kütle spektrometresinin analitik kabiliyeti ile mikroskobik bilginin birleĢimi, 

bir doku içerisindeki spesifik hücre tiplerinde meydana gelen moleküler iĢlemleri 

araĢtırıp anlamaya yardımcı olmaktadır. MALDI-Görüntüleme kütle 

spektrometresinde, dokuların üzeri bir matriks ile kaplanmakta ve kütle 

spektrometresinde ileri analiz için desorpsiyon/iyonizasyona yardımcı olmaktadır. 

Ġyonizasyon sürecinde, lazer sadece matriks tabakasına vururken, alttaki doku sağlam 

kalmaktadır ve aynı doku kesitinde ölçüm sonrası histolojik analiz 

gerçekleĢebilmektedir. Temel prensip olarak, matriks lazer enerjisini emmekte ve 

analitleri gaz faza aktarmaktadır. Tüm bu proses iyonlaĢmayı teĢvik etmektedir, 

iyonlaĢan analitler dedektör tarafından tespit edilmektedir. MALDI-Görüntüleme 

kütle spektrometresi yöntemi ile peptid, protein, protein modifikasyonu, lipid, ilaç ve 

ilaç metaboliti gibi çok geniĢ spektrumda analit analiz edilmektedir (129). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

 

 

3.1 Çalışma Planı   

Bu tez çalıĢmasında, tedavisi gereği Maslak Acıbadem Hastanesi‘nde 

ameliyat olan PTK hastalarının ameliyat esnasında çıkarılan tiroid dokuları 

kullanılmıĢtır. Tiroid dokuları patologlar tarafından histopatolojik olarak incelenmiĢ 

ve doku takibinin ardından karakterize edilmiĢtir. 

ÇalıĢmada toplanan dokulara iliĢkin iĢ akıĢ planı ġekil 7‘de verilmiĢtir. Buna 

göre ameliyat esnasında çıkarılan herbir tiroid dokusunun yaklaĢık 35 mg kadarı 

kesilip eppendorf tüplere konulmuĢ, tüplerin üzerine en az 3 belirteç içeren hasta 

protokol numarası, doku cinsi ve tarihi yazılmıĢtır. Tüpler hızlı bir Ģekilde -180 
0
C 

azot tankında Ģok dondurulup ardından -80 
0
C soğutucuda saklanmıĢtır. Taze 

dokudan histopatolojik karakterizasyon rahatlıkla yapılamadığı için, Maslak 

Acıbadem Hastanesi Patoloji Laboratuvarı Tiroid Ġnceleme Protokolleri‘ne göre 

patoloji uzmanları tarafından dokuların histopatolojik karakterizasyonu yapılmıĢtır. 

Tanısı CV-PTK ve FV-PTK olan dokular kaydedilmiĢ ve bu tanıya uyan taze dokular 

-80
0
C soğutucu da analiz zamanına kadar saklanmaya devam edilmiĢtir. 
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Şekil 7. ĠĢ akıĢ planı. ġekilde belirtilen FV-PTK dokularının bir kısmı 2016 yılında 

yayınlanan ve tanı FV-PTK‘nın tanı kriterinin değiĢmesine neden olan yayından (5) 

sonra iki ayrı patalog tarafından bu dokular gözden geçirilmiĢ ve bir kısmı yeni 

tanımlamaya göre NIFTP olarak adlandırılmıĢtır. 
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ÇalıĢmada uygulanan deneysel basamaklar ise ġekil 8‘de özetlenmiĢtir. Buna 

göre, -80 
0
C soğutucuda saklanan örnekler 2 boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS 

çalıĢmalarında, aynı dokuların FFPE blokları ise MALDI-Görüntüleme, BRAF 

V600E mutasyon analizi ve immünohistokimya çalıĢmalarında kullanılmıĢtır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 8. AraĢtırmada uygulanan deneysel yöntemler. Taze dondurulmuĢ CV-PTK ve 

FV-PTK dokuları 2 boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS için kullanılmıĢtır. FFPE 

CV-PTK ve FV-PTK dokuları ise MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresi, BRAF 

V600E mutasyon taraması ve immünohistokimya için kullanılmıĢtır. ġekilde 

belirtilen FV-PTK dokularının bir kısmı 2016 yılında yayınlanan ve tanı FV-

PTK‘nın tanı kriterinin değiĢmesine neden olan yayından (5) sonra iki ayrı patalog 

tarafından bu dokular gözden geçirilmiĢ ve bir kısmı yeni tanımlamaya göre NIFTP 

olarak adlandırılmıĢtır. 
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3.2 Gereçler  

Bu tez çalıĢmasında kullanılan cihazlar, laboratuvar gereçleri, malzemeler ve 

kimyasallar Tablo 4 ve Tablo 5‘de verilmiĢtir. 

 

Tablo 4. ÇalıĢmada kullanılan cihazların ve laboratuvar malzemelerinin özellikleri 

Kullanılan Cihaz, Alet ve Malzeme                                         Marka/Model 

MALDI TOF/TOF Kütle Spektrometresi RapifleX MALDI Tissuetyper Bruker 

Daltonics 

LC-MS/MS Kütle Spektrometresi  Thermo Fischer Scientific Q-Exactive Plus 

Orbitrap 

Matriks ve Tripsin Uygulama Ġstasyonu SunCollect SunChrom GmbH 

Ġnkübasyon Kutusu SunDigest SunChrom GmbH 

ITO Kapli Lam Bruker Daltonics 

Santrifüj MicroL17 Thermo Fischer Scientific 

Derin Donduruculu Buzdolabı (+4
0
C ve -

20
0
C) 

Kirsch Medical 

Derin dondurucu (-80
0
C) Haier Biomedical 

Hassas Analitik Terazi Kern ABJ 

Etüv (37
0
C) Hera Term Oven Thermo Scientific 

Otoklav Nüve SteamArt  

pH Metre Thermo Scientific 

Vorteks VWR VV3 

Mikro Hacimli Spektrofotometre Hitachi U-1900 

Real Time PCR Cihazı CFX Connect Real-Time PCR Biorad 

ÇeĢitli Hacimlerde Otomatik Pipetler Thermo Scientific 

Mikrosantrifüj Combi-Spin Biosan 

Çalkalıyıcılı Isı Bloğu Witeg Wisd Laboratory Instruments 

Azot Tankı Thermo 30 Thermo Scientific 

Homojenizatör Retsch MM400 

Izoeletrik Fokuslama Cihazı Protean i12 IEF Cell Biorad  

Ġkinci Boyutta Ayrım Cihazı Serva Electrophoresis GmbH 

Floresans Jel Görüntüleme Cihazı Typhoon FLA 9500 GE Healthcare 

Jel Görüntüleme Cihazı Chemidoc Imaging System Biorad 
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Tablo 4: ÇalıĢmada kullanılan cihazların ve laboratuvar malzemelerinin özellikleri 

(Devamı) 

Kullanılan Cihaz, Alet ve Malzeme                                          Marka/Model 

0.5, 1.5 ve 5 mL Hacimli kapakli Tüpler Axygen ve Eppendorf 

ÇeĢitli Hacimlerde Pipet Uçları (0.1-1000 

µL) 

Axygen 

5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik 

Pipetler 

Isolab 

 

15 ve 50 mL hacimli Steril Falkon Tüpler 

 

Isolab 

ÇeĢitli Cam Malzemeler Isolab 

Mikrotom Leica Biosystems 

Ġmmünohistokimya Cihazı Benchmark XT Ventana Medical Systems 

Spot Kesme Aleti 2D Spot Picker Gel Company 

Dijital Patoloji Lam Tarayıcısı Panoromic 250 Flash III 3D Histech Digital 

Pathology Company 

 

Tablo 5: ÇalıĢmada kullanılan kimyasal maddeler ve satın alındıkları firmalar 

                Kullanılan Kimyasal Maddeler                                               Firma/Kodu 

Sodyum klorür (NaCl) Sigma, 433209 

(Hidroksimetil)aminometan (Tris)  Sigma, 252859 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma, 862010 

Üre (CH4N2O) SERVA Electrophoresis, 24525.01 

Tiyoüre (CH4N2S) Merck, 107979 

3-((3-kolamidopropil) dimetilamonyo)-1-

propansülfonat (CHAPS) 

 

SERVA Electrophoresis, 17038.03 

Bromofenol mavisi Sigma, B0126 

pH 3-10 Amfolit SERVA Electrophoresis, 43368.01 

DL-Dithiothreitol (DTT) (C4H10O2S2) GE Healthcare, 17-1318-02 

Gliserol Sigma, G5516 

Benzonase Merck, 70746-3  

Metanol (CH3OH) Sigma, 322415 
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Tablo 5: ÇalıĢmada kullanılan kimyasal maddeler ve satın alındıkları firmalar 

(Devamı) 

Kullanılan Kimyasal Maddeler Firma/Kodu 

Kloroform (CHCL3) Sigma, 288306 

2D Quant Kit GE Healthcare, 80648356 

Lightning Red Floresans Boya SERVA Electrophoresis, 43400.01 

Ġyodoasetamit (C2H4INO) GE Healthcare, RPN6302 

Asetonitril (C2H3N) Merck, 100029 

Amonyum bikarbonat (NH4HCO3) Merck, 5.33005  

Tripsin Promega, V5111 

Trifloro asetik asit (TFA) (C2HF3O2) Sigma, T6508 

A-siyano-4-hidroksisinamik asit (α-CHCA) Proteochem, p9100  

Bovin serum albumin (BSA) Bruker Daltonics, 8217498 

Peptid Standartı Bruker Daltonics, 8222570 

4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-ethansülfonik 

asit, (HEPES) 

Sigma, H3375 

Lysl Endopeptidaz-C  Wako Chemicals, 125-05061 

Formik Asit (HCOOH) Sigma, 106526 

Ksilen Sigma, 214736 

Etanol (C2H6O) Merck, 111727 

Tripsin Gold Promega, V5280 

Trisodyum sitrat (Na3C6H5O7) Merck, 567446 

FFPE DNA Kiti Amoy Diagnostics Co., ADx FF03 

BRAF V600 Mutasyon Kiti Amoy Diagnostics Co., ADx BR04 

IQGAP1 Rabbit Poliklonal antikoru Novus Biologicals, NBP1-06529 

IQGAP2 Rabbit Poliklonal antikoru Novus Biologicals, NBP2-37885 

OptiView DAB IHC Kiti Ventana Medical Systems, 760-700 

 

3.3 Yöntem   

3.3.1 Cerrahi Operasyonlar 

          Bu tez çalıĢmasında, tedavisi gereği Maslak Acıbadem Hastanesi‘nde ameliyat 

olan PTK hastalarının ameliyat esnasında çıkarılan tiroid dokuları kullanılmıĢtır. 

Buna göre; 50 adet papiller tiroid karsinomunun klasik CV-PTK, 50 adet ise FV-
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PTK. Ayrıca, kontrol amaçlı olarak tiroidektomi yapılan ancak kanser tanısı almayan 

hastaların benign dokuları toplanmıĢtır (n=50).  

Bu tez çalıĢması Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Tıbbi 

AraĢtırmalar Değerlendirme Kurulu tarafından 25 Mart 2014 tarihinde incelenmiĢ ve 

etik açıdan uygun bulunmuĢtur (ATADEK 2014-621) (EK 1). Tez çalıĢması 

kapsamında tedavisi gereği ameliyat olan PTK hastalarının ameliyat esinasında 

çıkarılan tiroid dokularının tez çalıĢmasında kullanımı için katılımcılardan 

aydınlatılmıĢ onam formları alınmıĢtır. 

 

3.3.2 Dokuların Histopatolojik Karakterizasyonu 

   ÇalıĢmaya alınan papiller tiroid karsinomu dokusunun, foliküler ve klasik varyant 

ayrımı uluslararası histopatolojik tanı kriterlerine göre belirlenmiĢtir. Bu kriterler; 

WHO Tümör Sınıflandırılması; ‗Pathology and Genetics‘; ‗Tumors of Endocrine 

Organs‘ fasikülünde ve ‗College of American Pathologists‘ organizasyonunun tiroid 

karsinomu protokollerinde tanımlanmıĢtır. 

          2016 yılında Nikiforov ve arkadaĢlarının invazif olmayan FV-PTK vakalarını 

NIFTP olarak adlandırmalarından sonra, çalıĢmaya dahil edilen tüm FV-PTK 

vakaları ayrı ayrı değerlendirilmiĢ ve tanı kesinleĢtirilmiĢtir (5). Buna göre, 13 FV-

PTK vakasının tanısı NIFTP olarak değiĢtirilmiĢtir. 

 

3.3.3 İki Boyutlu Jel Elektroforezi 

 

Öncelikle, 2 Boyutlu Jel Elektroforezi çalıĢmalarının tiroid dokusuna adapte 

edilmesi için optimizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu optimizasyon çalıĢmalarında; 

striplere yüklenecek örnek miktarı, izoelektrik fokuslama protokolü, örneklerin 

floresans boya ile boyanması, ikinci boyutun optimizasyonu gibi çeĢitli parametreler 

üzerinde çalıĢılmıĢtır. Jellerin tekrarlanabilirlik çalıĢmalarının da sonuçlarını aldıktan 

sonra aĢağıda belirtilen Ģekilde iki boyutlu jel elektroforezi çalıĢmaları 

yürütülmüĢtür. 
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Çalışma Dokularının Homojenizasyonu 

ÇalıĢma dokularının homojenizasyonu için optimizasyon çalıĢmaları baĢarı ile 

tamamlanmıĢtır.  

Tablo 6‘da verilen tampon çözeltiler 2 boyutlu jel elektroforezi çalıĢmalarnda 

kullanılmıĢtır. 

Tablo 6. Kullanılan tampon çözeltiler 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buna göre;  

1. 80 
0
C soğutucuda eppendorflar içerisinde saklanan tiroid dokuları teker teker 

soğutucudan çıkarılıp tartılmıĢtır. 

2. Ardından eppendorf tüplere 1M önceden soğutulmuĢ NaCl eklenerek dokular 

yıkanmıĢtır. 

3. Kandan arınan dokulara 1 ml liziz tamponu eklenmiĢ ve dokular teker teker 

homojenize edilmiĢtir. 

4. Retsch Mixer Mill MM 400 (Retsch GmbH, Haan, Almanya) homojenizatör 

kullanılarak paslanmaz 2 mm‘lik çelik bilyeler yardımı ile örnekler 

homojenize edilmiĢtir. Homojenizasyon 10 siklus, 30 mHZ de 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Her bir siklus arasında örneği içeren mikrosantrifüj tüpü 

Lizis Tamponu Rehidrasyon 

Tamponu 

Dengeleme 

Tamponu 

150 mM NaCl 7M Üre 6M Üre 

50 mM Tris-HCl, 

pH 7.5 

2M Tiyoüre 100 mM Tris-

HCl, pH 8.8 

%0.3 SDS %4 CHAPS %30 gliserol 

 Bromofenolblue %2 SDS 

 %2 Amfolit  

 %2 DTT  
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sıvı nitrojene temas ettirilerek örneklerin ısınması engellenmiĢtir. 

5. Homojenizasyonun ardından örnekler yukarıda belirtilen liziz tamponu 

içerisinde çözülmüĢtür.  

6. Eravcı ve arkadaĢlarının (130) önerdiği Ģekilde, 150u/ml Benzonase örneğe 

ilave edilmiĢtir.  

Benzonase, DNA ve RNA‘nın tüm formlarını (tek zincir, çift zincir, linear, dairesel) 

parçalayan ve bu iĢlemi düĢük sıcaklıkta gerçekleĢtirebilen bir endonükleazdır. 

Yüksek sıcaklık ürenin karbamilasyonunu tetiklediği için, örneğe eklenen 

endonükleazın düĢük sıcaklıkta çalıĢabilmesi özellikle 2 Boyutlu jel elektroforezi 

çalıĢmaları için önem teĢkil etmektedir (131).  

7. Tüpler 15 dakika boyunca oda sıcaklığında ajitasyona bırakılmıĢ ardından ise 

Metanol/Kloroform çöktürmesi ile örnek temizlenmiĢtir. 

8. Metanol/Kloroform çöktürmesinin ardından örnekler rehidrasyon 

tamponunda çözülmüĢ ve gece boyunca +4
0
 C soğuk odada ajitasyona 

bırakılmıĢtır.  

9. Örneklere, 10 mM DTT eklenmiĢ ve 30 dakika boyunca oda sıcaklığında 

inkübasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. 

10. 16000 G‘de 15 dakika boyunca santrifüj edilen örneklerin supernatantları 

toplanarak örnekler 2 Boyutlu jel elektroforezi uygulamalarına hazır hale 

getirilmiĢtir.  

Doku homojenizasyonunun ardından, Brown ve arkadaĢları (2006) ve Netea-Maier 

(2008) ‘in kullandığı protokol baz alınmıĢtır (132,133). 

Çalışma Dokularının Gruplandırılması 

Her bir dokudan elde edilen proteinlerin konsantrasyonu Bradford Yöntemi ile 

ölçülmüĢtür. Her bir örnekten eĢit miktarda protein (100 ug) alınarak; CV-PTK, FV-

PTK ve Benign grupların havuzları oluĢturulmuĢtur (134,135). Her bir havuzda n=6 

örnek olacak Ģekilde havuzlar oluĢturulmuĢtur. OluĢturulan havuzların protein 

konsantrasyonları, iki boyutlu jel elektroforezi için geliĢtirilen 2D Quant Kit (GE 

Healthcare) ile tayin edilmiĢtir. 2D Quant Kit ile belirlenen protein 
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konsantrasyonlarına bağlı kalınarak 2 boyutlu jel elektroforezleri yapılmıĢtır. Örnek 

havuzlarının oluĢturulmasına iliĢkin iĢ akıĢ Ģeması ġekil 9‘da verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 9. Örnek havuzlarının oluĢturulmasına yönelik iĢ akıĢ Ģeması 

 

2D Quant kit ile protein konsantrasyonu ölçülen havuzların, 2 Boyutlu jel 

elektroforezi deneylerine baĢlamadan önce SDS-PAGE ile ölçümlerinin doğru 

yapıldığı tespit edilmiĢtir. Böylece, çok adımlı 2 boyutlu jel elektroforezi deneylerine 

baĢlamadan önce, örneklerin kalite kontrolu yapılmıĢtır. 
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Striplerin Rehidrasyonu 

ÇalıĢmada, 17 cm pH 3-10, pH 4-7 ve pH 6-10 stripler (Serva Electrophoresis 

GmbH, Almanya) kullanılmıĢtır. Üretici talimatlarına uyarak pH 3-10 ve pH 6-10 

striplere 100 µg protein, pH 4-7 striplere 200 µg protein yüklenmiĢtir. 

i. pH 3-10 ve pH 4-7 Striplerin Rehidrasyonu 

pH 3-10 striplere 100 µg, pH 4-7 striplere 200 µg protein yüklenecek kadar örnek 

ile birlikte toplam hacim 300 µl olacak Ģekilde rehidrasyon tamponu eklenmiĢtir. 

Örneklere, Lightning Red (Serva Electrophoresis GmbH) floresans boyası eklenmiĢ 

ve üretici protokolüne göre boyama iĢlemi yapılmıĢtır. 

ii. pH 6-10 Striplerin Rehidrasyonu 

pH 6-10 striplere 100 µg protein yüklenmiĢtir. Striplerin rehidrasyonu bazik 

proteinlerin rehidrasyonuna uygun olarak Kane ve arkadaĢlarının (2006) protokolüne 

göre yapılmıĢtır (136).  

İzoelektrik Fokuslama 

Striplere yüklenen proteinlerin birinci boyutlarında izoelektrik noktalarına 

göre ayrım gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġzoelektrik fokuslama IEF PROTEAN i12 IEF CELL 

(Biorad) cihazı kullanılarak, Tablo 7 ve Tablo 8‘de verilen izoelektrik fokuslama 

parametreleri ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Tablo 7. pH 3-10 ve pH 4-7 stripler için IEF parametreleri 

Adım Volt Gradyen µAmp Değer 

1 250  Rapid 50 00:30 saat 

2 10000 Gradyen 50 2:00 saat 

3 10000 Rapid 50 60000 Volt-saat 

4 1000 Hold 50  
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Tablo 8. pH 6-10 stripler için IEF parametreleri 

Adım Volt Gradyen µAmp Değer 

1 300  Gradyen 50 00:01 saat 

2 300  Rapid 50 3:00 saat 

3 1400  Gradyen 50 06:00 saat 

4 1400 Rapid 50 10:00 saat 

5 3500 Gradyen 50 3:00 saat 

6 3500 Rapid 50 2:00 saat 

 

Dengeleme 

Birinci boyutta ayrılan proteinler ikinci boyutta ayırma öncesi rotatör 

üzerinde dengeleme tamponuna %2 DTT eklenerek oda sıcaklığında 15 dk 

bekletilmiĢtir. Ardından aynı tampona %4.5 oranında iodoasetamit eklenerek tampon 

tazelenmiĢ ve oda sıcaklığında 15 dk boyunca tekrar rotatör üzerinde bekletilmiĢtir. 

Bu Ģekilde dengeleme iĢlemi tamamlanmıĢ ve stripler ikinci boyutta yürütmeye 

uygun hale gelmiĢtir. 

İkinci Boyutta Ayrım 

Yatay elektroforez sistemi (Serva Electrophoresis GmbH), sabit sıcaklıkta 

(15
0
C) jellerin ikinci boyutta ayrılması ve küçük moleküler ağırlıklı proteinlerin 

difüzyonunu engellemesi gibi avantajları nedeniyle dikey elektroforez (BioRad 

Laboratories) sistemi yerine kullanılmıĢtır. Üreticinin talimatlarına göre yatay 

elektroforez sisteminde proteinlerin ikinci boyutta ayrımları gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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Jellerin Taranması 

Elde edilen jeller, Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) kullanılarak scan 

edilmiĢtir. Görüntüleme 100µm çözünürlük derecesinde uyarım için 488 nm ve 

emisyon için 520 nm dalgaboyları kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Scan edildikten 

sonra; jeller gece boyu fikse edilip ardından spot kesimine kadar %20 EtOH 

içerisinde +4
0
C de saklanmıĢtır.  

Jellerin İstatistiksel Analizi 

Jellerden kesilecek spotların belirlenmesi için PDQuest Advanced 2D 

Analysis Software V8.0.1 (Biorad, USA) kullanılmıĢtır. Tüm jellere ait görüntüler 

yazılıma aktarılmıĢ, ardından jellerde spot seçimi duyarlılık, spot büyüklüğü, 

Gaussian dağılım seçilerek yapılmıĢtır. Jellerden master jel oluĢturulmuĢ, ardından 

tüm jellerde ortak olan spotlar belirlenmiĢtir. Farklı spotların belirlenmesi için 

spotlara Student t-test uygulanmıĢ ve p değeri p<0.005 olanlar anlamlı kabul 

edilmiĢtir. CV-PTK-FV-PTK, CV-PTK-Benign, FV-PTK-Benign jeller arasında 2 

kat üzerinde anlamlı farklılık gösteren spotlar lineer regresyon ile gösterilmiĢtir.  

Protein Tanımlaması 

Ġki boyutlu jellerden kesilecek spotlar belirlendikten sonra, spot kesme kalemi 

(2D Spot Picker, GelCompany) kullanılarak spotlar kesilmiĢ ve Lobind tüplere 

(Eppendorf) aktarılmıĢtır. Ayrıca, her bir jelin boĢ kısmından jel kesilerek pozitif 

kontrol olarak analiz edilmiĢtir. Spotlar aĢağıdaki protokole göre hazırlanmıĢtır.  

1. Spotlar yıkama tamponu ile yıkanmıĢtır (% 50 asetonitril, %50 50 mM 

amonyum bikarbonat tamponu).  

2. Yıkama iĢleminin ardından, %100 asetonitril ile spotların dehidrasyonu 

sağlanmıĢtır.  

3. Spotlar, 10 mM DTT ile muamele edilerek redüksiyon yapılmıĢtır. 

4. Ardından, 55 mM iyodoasetamit ile muamale edilerek alkillenmiĢtir. 

5. Spotlar tekrardan yıkama tamponu ile yıkanmıĢtır. 

6. %100 asetonitril ile dehidrasyon yapılmıĢtır.  

7. Spotlar oda sıcaklığında kurumaya bırakılmıĢtır. 
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8. Her bir spota 125 ng tripsin eklenerek, 37
o
C‘de gece boyunca inkübasyon 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

9. Tripsin ile kesim iĢlemini durdurmak için, her bir örneğe %50 formik asit 

eklenmiĢtir. 

10. Peptidler yeni lobind tüplere aktarılmıĢtır. 

11. Geride kalan tüm peptidleri toplamak için, ilk olarak %50 asetonitril ve 

%1 formik asit içeren solüsyon ile yıkama yapılmıĢtır. 

12. Ardından, ikinci ekstraksiyon %100 asetonitril ile yapılarak tüm peptidler 

toplanmıĢtır. 

13. Örnekler, vakum konsantratör kullanılarak kurutulmuĢtur. 

14. Tuzlardan ve diğer kontaminant maddelerden temizleme iĢlemi Stage-

Tip‘ler ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Stage-Tip pürifikasyonu için Rappsilber ve 

arkadaĢlarının makalesindeki basamaklar takip edilmiĢtir (137) 

15. Stage-Tip ile tuzlardan arındırıldıktan sonra örnekler %60 asetonitril ve 

0.1% TFA içerisinde çözülerek MALDI TOF MS ile analiz için 

hazırlanmıĢtır. 

16. Doygun α-CHCA MALDI matriks çözeltisi (20 mg/ml α-CHCA, %33 

asetonitril, %0.1 TFA) hazırlanmıĢtır. 

17. Örnekten ve α-CHCA MALDI matriks çözeltisinden 1:1 oranında 

alınarak Ground Steel Target  (Bruker Daltonics) üzerine 1 µl karıĢım 

eklenmiĢ ve kurumaya bırakılmıĢtır. 

 

Ġki boyutlu jellerden spot kesilip tanımlama yapılmadan önce, farklı miktarlarda 

Bovin Serum Albumin (BSA) 1 boyutlu SDS page jel elektroforezi ile yürütülmüĢ ve 

yukarıda yazılı protokol öncelikle BSA için uygulanmıĢtır. BSA kullanılarak yapılan 

protokol optimizasyon çalıĢması sonucunda 1 µg BSA, 400 ng BSA ve 100 ng BSA 

baĢarı ile tanımlanmıĢtır.  Tanımlamada herhangi bir keratin kontaminasyonuna 

rastlanmamıĢtır.  

Jellerden kesilen spotların tanımlaması RapifleX MALDI Tissue Typer (Bruker 

Daltonics) kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 700-2600 Da kütle aralığında, lazer gücü 

tüm çalıĢma süresince sabit kalacak biçimde (%35-40 arasında), lazer vuruĢu 300 
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olacak Ģekilde tamamlanmıĢtır. Her bir çalıĢma öncesinde, metod kurulmadan önce 

üretici talimatına göre hazırlanmıĢ peptid standartları (Peptid Std II, Bruker 

Daltonics, Bremen, Almanya) kullanılarak kalibrasyon yapılmıĢtır. Elde edilen pik 

listeleri FlexAnalysis yazılımı (Bruker Daltonics) kullanılarak MASCOT 

veritabanında (Matrix Science) tanımlanabilir formata dönüĢtürülmüĢ ve Uniprot 

insan referans proteom veritabanı kullanılarak tanımlama yapılmıĢtır. 

 

3.3.4 LC-MS/MS ile Protein Tanımlaması 

Ġki boyutlu jel elektroforezi çalıĢmaları, proteomik tekniklerin en temelini 

oluĢturmaktadır. Ancak, özellikle membran proteinleri, bazik proteinler ve organel 

proteinlerinin 2 boyutlu jel elektroforezi ile görüntülenmesi kolaylıkla 

yapılamamaktadır (138,139). Ġki boyutlu jel elektroforezinin eksik kaldığı bu 

noktaları tamamlamak amacıyla ‗label free quantification‘ ile bir adet çalıĢma seti 

(CV (n=6), FV (n=6) ve benign (n=6)) havuz oluĢturmadan Q-Exactive Plus Orbitrap 

(Thermo Fischer Scientific) cihazı ile analiz edilmiĢtir.  

AĢağıdaki basamaklarda, örneklerin hazırlanması ve analizine iliĢkin detaylar 

sunulmaktadır: 

Örneklerin Hazırlanması 

Örnekler, 2 Boyutlu jel elektroforezi için uygulanan aynı örnek hazırlama 

yöntemi ile hazırlanmıĢtır.  

1. Her bir örneğe denatürasyon tamponu ( 6M Ure, 2M tiyoüre in 10 mM 

HEPES (pH 8.0)) eklenmiĢ ve yaklaĢık 3 saat oda sıcaklığında protein 

pelletleri çözülmüĢtür. 

2. Ġnkübasyonun ardından, örneklere 350 mM DTT eklenmiĢ ve yarım saat 

oda sıcaklığında inkübe edilmiĢtir. 

3. Ardından, 55 mM iyodoasetamit eklenmiĢ ve yarım saat oda sıcaklığında 

inkübe edilmiĢtir.  

4. Daha sonra, 0.5 ug/ul Lysl Endopeptidaz-C enzimi eklenmiĢ ve gece boyu 

inkübasyona bırakılmıĢtır. 

5. 0.5 ug/ul  tripsin enzimi eklenmiĢ ve gece boyu inkübasyona bırakılmıĢtır. 
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Örneklerin tuzlardan ve diğer kontaminant maddelerden temizleme iĢlemi son 

derece uygun bütçeli ve proje bursiyerleri tarafından yapılan Stage-Tip‘ler ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Stage-Tip pürifikasyonu için Rappsilber ve arkadaĢlarının 

makalesindeki basamaklar takip edilmiĢtir (137).  

LC-MS/MS ile Örneklerin Analizi 

Hazırlanan peptidler, 5%–45% asetonitril gradienti ve 0.1% formik asit ile 

240 dk boyunca, 200 nL/min akıĢ hızında EASY-nLC II (Thermo Fisher Scientific) 

sisteminden geçirilmiĢtir. Q Exactive plus cihazında tam tarama ve ardından daha 

yüksek enerji çarpıĢma ayrıĢtırması kullanılarak en iyi 10 MS/MS taraması ile veri 

bağımlı modda çalıĢtırılmıĢtır. Tam taramalar 70.000 çözünürlük, 3x106 iyon hedef 

değeri ve maksimum 20 ms enjeksiyon süresi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. MS / MS 

taramaları 17.500 çözünürlük, 1x106 hedef değer ve maksimum 60 ms enjeksiyon 

süresi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Protein Tanımlaması  

Elde edilen pik listeleri, MaxQuant yazılımının (v 1.5.1.2) standard iĢ akıĢı 

izlenerek ham veri dosyalarından üretilmiĢtir (140). Protein tanımlaması ise; Uniprot 

insan referans proteom veritabanı ile karĢılaĢtırılarak tanımlanmıĢtır.  

İstatistiksel Analiz ve Varyantlar Arası Farklı İfade Edilen Proteinlerin 

Belirlenmesi 

Veri analizi, internetten ücretsiz olarak indirilebilen Perseus (V. 1.5.8.2) 

yazılımı kullanılarak yapılmıĢtır. MaxQuant analizinden proteinlerin ‗label-free 

quantification‘ sinyal yoğunlukları alınmıĢ ve logaritma 2 tabanına göre transforme 

edilmiĢtir.  Ölçülen değerlerin geçerli sayılabilmesi için, bir sette bulunan 6 örneğin 

en az 4‘ünde ölçümün yapılmıĢ olması kabul edilmiĢtir. Eksik değerler, tüm veri 

kümesindeki en düĢük ‗label-free quantification‘ sinyal yoğunluğunun değeri ile 

değiĢtirilmiĢtir.  
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Protein kantifikasyonu ve istatistiksel önem Welch‘s Testi ile yapılmıĢtır ve 

alfa-hatasının düzeltimesi Benjamini-Hochberg tarafından tarif edilen yanlıĢ bulgu 

oranı (False Discovery Rate (FDR)) kullanılarak yapılmıĢtır. 

 

3.3.5 MALDI-Görüntüleme Kütle Spektrometresi 

MALDI-Görüntüleme çalıĢmalarının tiroid dokusuna göre optimizasyonu ilk 

olarak Autoflex III MALDI-TOF kütle spektrometresi‘nde (Bruker Daltonics, 

Almanya) baĢarı ile yapılmıĢtır. Ardından, MALDI-Görüntüleme çalıĢmaları için 

özellikle geliĢtirilmiĢ olan yeni nesil RapifleX MALDI-Tissue Typer (Bruker 

Daltonics, Almanya) kütle spektrometresi cihazı alındığı için, tiroid dokusunda 

yapılan tüm optimizasyon çalıĢmaları yeniden yapılmıĢtır. Optimizasyon 

çalıĢmalarının ardından, MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresi çalıĢmaları 

aĢağıdaki basamaklar takip edilerek yapılmıĢtır. 

Örnek Hazırlama 

Tiroid dokularından 3 µm‘lik kesitler MALDI-Görüntüleme çalıĢması için 

Indiyum Kalay Oksit (ITO) kaplı lamlara (Bruker Daltonics, Almanya) alınmıĢtır. 

CV-PTK ve FV-PTK‘ya ait dokulara aynı deneysel prosedürün uygulanması ve olası 

biasın engellenmesi adına ITO lamın üzerine 1 adet CV-PTK ve 1 adet FV-PTK yan 

yana incelenmek üzere yerleĢtirilmiĢtir. Böylece, 2 dokuya aynı anda tüm iĢlemler 

uygulanmıĢ ve ardından aynı anda klasik ve folliküler varyant örneklerinin MALDI-

TOF/TOF (RapifleX MALDI-Tissue Typer) cihazında analizi karĢılaĢtırmalı olarak 

aynı koĢullar altında analiz edilmiĢtir. FV-PTK dokularının bazıları 2016 yılında 

yapılan yeni tanımlamayla NIFTP olarak adlandırılmıĢ ve elde edilen peptid 

profilleri bu çerçevede değerlendirilmiĢtir (5). 

Dokuların ön hazırlığı, aĢağıda yazılan protokole göre yapılmıĢtır. Buna göre; 

1. 1 saat boyunca 60
0
Clik fırında lamların fiziksel deparafinasyonu 

2. Kimyasal deparafinasyon için 2x 5 dk boyunca ksilen ile muamele 

3. Rehidrasyon: 

2x 3 dk 100% EtOH 

3 dk 70% EtOH 
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3 dk 30% EtOH 

2x3 dk dH2O 

4. 10 mM Sitrat Çözeltisi ile antijen geri kazanımı yapılmıĢtır. 

Tripsin Uygulama 

Tiroid dokularında MALDI-Görüntüleme ile peptid analizinin yapılabilmesi 

için, proteinlerin doku üzerinde tripsin enzimi ile kesilmesi gerçekleĢtirilmiĢtir. 10 

mM NH4HCO3 içerisinde 0.025 µg/µl tripsin hazırlanmıĢ ve ardından, 5 µl/dk 

hızında ve 45.30 mm uzaklıktan (Z=45.3mm) 5 katman olacak Ģekilde tripsin ile 

SunCollect Örnek Hazırlama Ġstasyonu (SunChrom Wissenschaftliche Gerate 

GmbH, Almanya) kullanılarak kaplanmıĢtır. 

Tripsin ile kaplama iĢleminin ardından, 50
0
C ve yüksek nem derecesinde 

lamlar 2 saat boyunca kontrollü bir Ģekilde SunDigest Ġnkübasyon Ġstasyonu 

(SunChrom Wissenschaftliche Gerate GmbH, Almanya) kullanılarak inkübe 

edilmiĢtir. 

Matris Kaplama 

Tiroid Dokularının MALDI-Görüntüleme ile analiz edilebilmesi için 

dokuların öncelikli olarak matris ile kaplanması gerekmektedir. Bunun amacı, 

dokuları direk lazer atıĢının yaratacağı tahribattan korumak ve aynı zamanda tripsin 

ile kesimi gerçekleĢen peptidlerin iyonlaĢmasını kolaylaĢtırmaktır (141).  

MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresi ile analiz etmek istediğimiz tiroid 

dokusu peptidlerinin moleküler ağırlıkları düĢünüldüğünde bunları en iyi 

iyonlaĢtıracak matrisin  α-CHCA olduğuna karar verilmiĢ ve çalıĢmalarda 7 mg/ml 

α-CHCA matris %50 Asetonitril ve %0,3 TFA içerisinde hazırlanmıĢtır. Lamlara 

matris uygulanması SunCollect Örnek Hazırlama Ġstasyonu (SunChrom 

Wissenschaftliche Gerate GmbH, Almanya) kullanılarak, 7 kat boyunca 10 µl/min, 

20 µl/min, 30 µl/min ve 40 µl/min (4kere) akıĢ hızlarında yapılmıĢtır. 

MALDI-Görüntüleme Kütle Spektrometresi Çalışması 

MALDI-Görüntüleme çalıĢmaları RapifleX MALDI-Tissue Typer kütle 

spektrometresi kullanılarak, 700-2600 Da kütle aralığında, lazer gücü tüm çalıĢma 
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süresince sabit kalacak biçimde (%35-40 arasında), tarama aralığı 50 µm ve lazer 

vuruĢu 300 olacak Ģekilde tamamlanmıĢtır. 

Her bir çalıĢma öncesinde, metod kurulmadan önce üretici talimatına göre 

hazırlanmıĢ peptid standartları (Peptid Std II, Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) 

kullanılarak kalibrasyon yapılmıĢtır. Her çalıĢma sonrasında cihaz vakumdan 

kesilerek iyon kaynağın firma tarafından gösterildiği Ģekilde temizlenmiĢtir. 

İstatistiksel Analiz 

Veri analizi MALDI-Görütüleme çalıĢmaları için özel olarak geliĢtirilmiĢ 

olan Scils Lab (Bruker Daltonics) yazılımı kullanılarak yapılmıĢtır. Analiz için 

öncelikle, tek peptidlerin lokalizasyonları kontrol edilmiĢtir, ardından Scils Lab 

tarafından sunulan segmentasyon analizi ile birlikte hiyerarĢik sınıflandırma 

yapılmıĢtır. Tümör ve tümöre komĢu doku arasında farklılık gösteren peptidler Alıcı 

ĠĢlem Karakteristikleri (ROC) analizi ile tespit edilmiĢtir (AUC değer 0.7‘nin 

üzerinde olanlar dikkate değer alınmıĢtır). Varyantlar arasındaki istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık gösteren peptidler ise parametrik olmayan Friedman testi ve Dunn‘s 

Multiple Comparison testi ile tespit edilmiĢtir (p<0.05 anlamlı kabul edilmiĢtir). 

Dokularda tesit edilen monoisotopik peptidlerin sayısı ise internetten ücretsiz 

olarak indirilen mMass yazılımı kullanılarak tespit edilmiĢtir.  

 

3.3.6 BRAF Mutasyon Analizi 

BRAF V600E mutasyon analizinde, FFPE dokuların tümör odakları 

kullanılmıĢtır ve aĢağıda belirtilen çalıĢma planı izlenmiĢtir:  

 

FFPE Dokuların Tümör Odaklarının Belirlenmesi  

FFPE dokulardan 3 µm‘lik kesitler alınarak Hematoksilen & Eosin (H&E) 

boyaması yapılmıĢtır. Genetik çalıĢma yapılacak tümör odakları seçilmiĢtir. 

AĢağıdaki Ģekilde görüldüğü üzere BRAF mutasyon analizi yapılacak kısım 

iĢaretlenmiĢ ve doku üzerinde bu kısım çizilerek kesit alınmıĢtır (ġekil 10). 
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Şekil 10. FFPE Dokuların tümör odaklarının belirlenmesi  

 

Tümör Odaklarından Kesit Alınması  

FFPE tiroid dokularından 4µm‘lik 5 adet tümör odağına ait kesit alınarak 

mikrosantrifüj tüpüne konulmuĢtur.  

Tümör odaklarının kesitleri alındıktan sonra; AmoyDx FFPE DNA kiti 

(Amoy Diagnostics Co., Ltd) kullanılarak üretici talimatlarına göre DNA izolasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir (AmoyDx ® FFPE DNA/RNA Kit 2016). AĢağıdaki basamaklar 

takip edilerek DNA izolasyonu ve miktar tayini yapılmıĢtır.  

Parafinin Uzaklaştırılması  

Etanol ile Rehidrasyon  

Doku Parçalanması  

DNA İzolasyonu  

DNA Miktar Tayini  

DNA Konsantrasyonlarının tayini Meriton SMA 1000 UV spektrometre 

kullanılarak ölçülmüĢtür. 2 µl‘lik DNA ölçüm için alınıp, herbir örnek için ikiĢer 

tekrarlı DNA konsantrasyonları ölçülmüĢ ve 260nm/280nm optik yoğunluk değerleri 

not alınmıĢtır. DNA kalitesi için 260nm/280nm OD değeri yaklaĢık 1.8 olan 

DNA‘lar polimeraz zincir reaksiyonuna alınmıĢtır.  
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Yüksek kalitede DNA elde edilemeyen örneklerden tekrar izolasyon yapılmıĢ 

ve konsantrasyonları yeniden ölçülmüĢtür.  

Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

Polimeraz zincir reaksiyonu; CFX Connect Real-Time PCR Detection System 

(BioRad, USA) kullanılarak yapılmıĢtır. BRAF V600E mutasyon analizi için tüm 

örnekler 2 ng/ul olacak Ģekilde dilüsyon yapılmıĢ ve AmoyDx Braf V600 Mutations 

Detection Kit (Amoy Diagnostics Co., Ltd) kullanılmıĢtır. Kitin içerisinden çıkan 

pozitif kontrol ve saf su kullanılarak oluĢturulan negatif kontrol her bir polimeraz 

zincir reaksiyonunda örneklerle birlikte yüklenmiĢtir. Master karıĢım, Taq polimeraz 

enzimi ve örnekten alınan karıĢım herbir örnek için üç kuyucuk olacak Ģekilde beyaz 

96 kuyucuklu pleyte dağıtılmıĢtır.  

Kullanılan BRAF V600 polimeraz zincir reaksiyonunun parametreleri 

aĢağıdaki Ģekilde verilmiĢtir (Tablo 9). Örnekler, CFX Manager Software (BioRad, 

USA) kullanılarak analiz edilmiĢtir.  

 

Tablo 9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Parametreleri  

 

Hedef Sıcaklık 
0
C Süre 

Ön İnkübasyon  

95 
0
C 5 dakika 

Amplifikasyon  

95 
0
C 25 saniye 

64 
0
C 20 saniye 

72 
0
C 20 saniye 

Soğutma  

40 
0
C 30 saniye 
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3.3.7 İmmünohistokimya 

LC-MS/MS çalıĢmasının sonuçlarına göre FDR düzeltmesinden sonra 

anlamlı farklılık gösteren IQGAP1 ve IQGAP2 proteinleri CV-PTK (n=13), FV-PTK 

(n=13) ve NIFTP (n=13) vakalarında immünohistokimya yöntemi ile incelenmiĢtir. 

FFPE dokulardan 3 µm‘lik kesitler alınarak immünohistokimya yapılmıĢtır. AĢağıda 

yazılan protokol takip edilerek Ventana Benchmark XT (Ventana Medical Systems) 

cihazında boyama iĢlemi yapılmıĢtır.  

IQGAP 1 Antikoru (Rabbit Polyclonal, Novus Biologicals) için Protokol: 

1. Fiziksel deparafinasyon için 80
0
C‘de 20 dakika boyunca örnekler 

bekletilmiĢtir. 

2. Deparafinasyon iĢleminin devamı Ventana Benchmark XT cihazında EX 

prep solüsyonu kullanılarak yapılmıĢtır. 

3. Antijen geri kazanımı ısı ile indüklenmiĢ epitop geri kazanımı yapılarak 

Tris-EDTA tampon (pH 7.8) ile 95
0
C‘de 16 dakika boyunca standart CC1 

(cell conditioning solution 1) solüsyonu kullanılarak yapılmıĢtır.  

4. Ardından IQGAP1 antikoru (1:300 dilüsyon) ile 44 dakika boyunca 

muamele gerçekleĢmiĢtir. 

 

IQGAP 2 Antikoru (Rabbit Polyclonal, Novus Biologicals) için Protokol: 

1. Fiziksel deparafinasyon için 800
C‘de 20 dakika boyunca örnekler 

bekletilmiĢtir. 

2. Deparafinasyon iĢleminin devamı Ventana Benchmark XT cihazında EX 

prep solüsyonu kullanılarak yapılmıĢtır. 

3. Antijen geri kazanımı ısı ile indüklenmiĢ epitop geri kazanımı yapılarak 

Tris-EDTA tampon (pH 7.8) ile 95
0
C‘de 24 dakika boyunca standart CC1 

(cell conditioning solution 1) solüsyonu kullanılarak yapılmıĢtır.  

4. Ardından IQGAP1 antikoru (1:300 dilüsyon) ile 40 dakika boyunca 

muamele gerçekleĢmiĢtir. 
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Her iki antikor öncelikli olarak, antikorların çalıĢma prospektüsünde belirtilen 

kontrol dokularında çalıĢılmıĢtır. Buna göre, IQGAP1 için meme kanseri dokusu, 

IQGAP2 için ise safra kesesi dokusu optimizasyon için kullanılmıĢtır. Optimizasyon 

için kullanılan dokulardan elde edilen sonuçlara göre her iki antikor için antijen geri 

kazanımı süreleri, antikor dilüsyonu ve antikor ile muamele süreleri optimize 

edilmiĢtir. Her iki antikor için OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical 

Systems) kullanılmıĢtır. 

Ayrıca, ĠHK için kullanılan vakaların yedek kesitleri alınmıĢtır. Bu yedek 

kesitlerden H&E boyaması yapılmıĢ, böylece tümör odaklarındaki antikor 

boyamaları detaylı olarak belirlenmiĢtir. Tüm lamlar Panoromic 250 Flash III (3D 

Histech Digital Pathology Company) kullanılarak taranmıĢtır.  
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4. BULGULAR 

 

 

4.1 İki Boyutlu Jel Elektroforezi Sonuçları 

 CV-PTK, FV-PTK ve benign dokulara ait tüm proteomik profili görmek 

adına pH 3-10 arasında jeller yürütülmüĢtür. Bu amaçla; CV-PTK, FV-PTK ve 

benign dokularından oluĢturulan örnek havuzlarından 100ug protein alınarak, pH 3-

10 NL aralığında 17 cm‘lik jeller kullanılarak 3‘er teknik tekrar ile 2 boyutlu jel 

elektroforezi yapılmıĢtır. CV-PTK, FV-PTK ve benign örnek havuzlarının pH 3-10 

NL aralğındaki örnek jel görüntüleri aĢağıda verilmiĢtir (ġekil 11, 12, 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 11. Benign dokuya ait havuzun (100 ug protein örneği) 2 Boyutlu Jel 

elektroforezi görüntüsü (pH 3-10NL, 17 cm) 

 

 

 

PI 3 10 

Mw 
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Şekil 12.  FV-PTK dokuya ait havuzun (100 ug protein örneği) 2 Boyutlu Jel 

elektroforezi görüntüsü (pH 3-10NL, 17 cm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 13. CV-PTK dokuya ait havuzun (100 ug protein örneği) 2 Boyutlu Jel 

elektroforezi görüntüsü (pH 3-10NL, 17 cm) 

PI 3 10 

Mw 

PI 3 10 

Mw 
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Ayrıca, MALDI-kütle spektrometresinde protein tanımlamasının rahat 

yapılabilmesi için, örnek havuzları en az 3 tekrarlı olacak Ģekilde pH 4-7 aralığında 

ve pH 6-10 aralığında 17 cm‘lik jellerde yürütülmüĢtür. pH 4-7 aralığında yürütülen 

örnek jellere ait görüntü ġekil 14‗de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 14. CV-PTK, FV-PTK ve Benign dokuya ait havuzun (200 ug protein örneği) 2 

Boyutlu Jel elektroforezi görüntüsü (pH 4-7, 17 cm) 
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Elde edilen pH 4-7 jellerden Pdquest yazılımı ile master jel görüntüsü 

oluĢturulmuĢtur (ġekil 15). Yapılan analiz sonucunda örnek olarak 4 farklı spotun 

her 3 gruptaki görüntüsü detaylı olarak ġekil 16‘da verilmiĢtir. 

 

Şekil 15.  pH 4-7 jellerden elde edilen master jel görüntüsü 
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Şekil 16. Farklı spotların Benign, CV-PTK ve FV-PTK jellerindeki görüntüsü ve 

master jel ile karĢılaĢtırılması 

 

Lineer regresyon analizi sonucunda; FV-CV, FV-Benign ve CV-Benign 

arasında farklılık (fc>2) gösteren spotlar belirlenmiĢtir (ġekil 17). Ancak, lineer 

regresyon sonucunda 3 grup arasında istatistiksel anlamlı olarak farklılık gösteren 

spotlar bulunamamıĢtır (p<0.05).   
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Şekil 17. CV-PTK-Benign, FV-PTK-Benign, CV-PTK-FV-PTK jellerinin lineer 

regresyon sonuçları. Her 3 grafikte de mavi çizginin üzerinde kalan ve kırmızı 

çizginin altında kalan spotlar 2 kat değiĢiklik gösteren spotlardır. Ancak bu spotların 

hiçbiri istatistiksel olarak anlamlı değiĢiklik göstermemiĢtir. 
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Bazik bölgedeki proteinlerin araĢtırılmasında, pH 6-10 aralığında stripler 

kullanılarak en az 3 tekrarlı olacak Ģekilde örnekler yürütülmüĢtür. Bu aralıktaki 

örnek 3 jel görüntüsü ġekil 18‘de verilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 18. CV-PTK, FV-PTK ve Benign dokuya ait havuzun (100 ug protein örneği) 2 

Boyutlu Jel elektroforezi görüntüsü (pH 6-10, 17 cm) 

 



   68 
 

Elde edilen pH 6-10 jellerden Pdquest yazılımı ile master jel görüntüsü 

oluĢturulmuĢtur (ġekil 19). Gruplar arasında farklılık gösteren bazik proteinlerin 

analizinde lineer regresyon grafikleri kullanılarak FV-CV, FV-Benign, CV-Benign 

arasındaki olası farklılıklar incelenmiĢtir. Ancak, gruplar arasında farklılık gösteren 

spotlar görülse de anlamlı farklılık gösteren (p<0.005) spotlar bulunmamıĢtır (ġekil 

20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 19. pH 6-10 jellerden elde edilen master jel görüntüsü 
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Şekil 20. CV-PTK-Benign, FV-PTK-Benign, CV-PTK-FV-PTK jellerinin lineer 

regresyon sonuçları. Her 3 grafikte de mavi çizginin üzerinde kalan ve kırmızı 

çizginin altında kalan spotlar 2 kat değiĢiklik gösteren spotlardır. Ancak bu spotların 

hiçbiri istatistiksel olarak anlamlı değiĢiklik göstermemiĢtir. 
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Ġki boyutlu jel elektroforezi sonrası PDQuest yazılımı kullanılarak yapılan 

spot analizi sonucunda hiçbir protein istatistiksel olarak anlamlı farklı görülmediği 

için, jellerden bazı spotlar kesilmiĢtir ve tanımlanıĢtır. Kesilecek spotlar seçilirken 

bol bulunan (high abundant) protein kümelerinden uzak durulmuĢtur. Bu spotlardan 

MASCOT skoru 56‘nın üzerinde olan (p<0.005) 9 protein tanımlanmıĢtır (Tablo 10).  

 

Tablo 10. Ġki boyutlu jellerden elde edilen protein tanımlamaları (p<0.05) 

Protein Name Entry Name 

(UniProt) 

Gene 

Name 

Accession 

Number 

Mascot 

Score 

Vimentin VIME_HUMAN VIM P08670 58 

ATP synthase subunit beta, 

mitochondrial 

ATPB_HUMAN ATP5B P06576 109 

Heat shock protein beta-1 HSPB1_HUMAN HSPB1 P04792 58 

Actin, cytoplasmic 1 ACTB_HUMAN ACTB1 P60709 64 

Actin, cytoplasmic 2 ACTG_HUMAN ACTG

1 

P63261 64 

Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3_HUMAN PDIA3 P30101 84 

Protein disulfide-isomerase A6 PDIA6_HUMAN PDIA6 Q15084 58 

Serotransferrin TRFE_HUMAN TF P02787 88 

Apolipoprotein A-I APOA1_HUMA

N 

APOA

1 

P02647 117 
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4.2 LC-MS/MS ile Protein Tanımlaması 

LC-MS/MS analizi sonucunda proteinlerin LFQ sinyal yoğunlukları alınıp, 

logaritma 2 ‗ye göre transforme edilmiĢtir. Buna göre, toplam 18 dokuda (n=6 CV, 

n=6 FV, n=6 Benign) 5100 protein tanımlaması yapılmıĢtır. Bu proteinlerin 2560‘ı 

yöntemde belirtilen ölçülen değerin geçerli sayılabilmesi Ģartını yerine getirerek 

istatistiksel teste tabi tutulmuĢtur. 

 

4.2.1 FV-PTK ve CV-PTK Kanserleri Arasındaki Protein Farklılıkları

 ġekil 21‘de gösterilen Venn diyagramı, her 3 grupta tanımlanan proteinlerin 

kesiĢimini göstermektedir. Benign ile FV-PTK arasındaki ortak proteinler (n=2252), 

benign ile CV-PTK arasındaki ortak proteinlerden (n=1671) belirgin derecede 

fazladır. Tüm örneklem gruplarında protein ekspresyonlarının hiyerarĢik kümeleme 

analizi, benign dokulardan CV-PTK‘nın net bir ayrımını gösterirken, FV-PTK 

vakaları CV-PTK ve benign dokular arasında belirgin bir fark göstermemiĢtir (ġekil 

22). Buna göre, FV-PTK ve benign olgularda tanımlanan daha fazla sayıdaki ortak 

proteinin hiyerarĢik kümeleme analizi ile uyumlu olduğu gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 21. Her üç grupta da tanımlanan proteinlerin Venn diyagramları. Her üç grubun 

da proteom profillemesi, 2.560 protein tanımlamasına katkıda bulundu (p <0.05). 

Proteinlerin% 65'inin benign ve CV-PTK'de ortak olduğu, proteinlerin % 88'inin 

benign ve FV-PTK'de ortak olduğu bulunmuĢtur 
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Şekil 22. CV-PTK, FV-PTK ve benign örneklerdeki proteinlerin hiyerarĢik 

kümeleme analizi 

 

Ayrıca, CV-PTK ve benign dokuların proteomlarının karĢılaĢtırılması 

sonucunda 296 proteinin miktarlarının farklı olduğu gösterilmiĢtir (fc ≥ 2, FDR p 

değeri <0.0005). FV-PTK ve CV-PTK dokularının proteomları karĢılaĢtırıldığında 

ise, 27 proteinin miktarının farklı Ģekilde değiĢtiği gösterilmiĢtir (FDR p-değeri 

<0.0005) (Tablo 11 ve ġekil 23). ġekil 18‘de FDR-p <0.0005'in üzerindeki noktalar, 

FV-PTK ve CV-PTK'de önemli ve farklı Ģekilde değiĢen proteinleri göstermektedir. 

Bu 27 proteinden yalnızca iki tanesi FV-PTK‘de artmıĢken, 25 tanesi CV-PTK 

vakalarında artıĢ göstermiĢtir. 
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Şekil 23. Volcano grafiği ile CV-PTK ve FV-PTK'deki farklı proteinlerin 

gösterilmesi. Grafik, log2'ye (fold change) karĢı -log10 (p değeri) kullanılarak 

oluĢturulmuĢtur. Eksenel olmayan dikey çizgiler ± 1 kat değiĢikliği göstermektedir. 

Aksiyal olmayan yatay çizgiler p=0.05 ve p=0.0005 (Benjamini-Hochberg 

düzeltilmiĢ p değeri) göstermektedir. 
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Tablo 11. FDR düzeltmesinden sonra klasik varyant ve foliküler varyant arasında 

ifade değiĢikliği gösteren proteinler 
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4.2.2 CV-PTK ve FV-PTK Dokularında IQGAP Proteinlerinin Miktar 

Değişiklikleri 

CV-PTK ve FV-PTK örneklerinde, evrimsel olarak korunmuĢ Ras GTPaz 

aktive edici benzeri proteinlerin (IQGAPs) farklılıkları bulunmuĢtur (ġekil 24). 

IQGAP1, CV-PTK (fc ≥ 2) örneklerinde artmıĢ bulunurken, benign ve FV-PTK 

örneklerinde bu proteinin miktarı farklı olarak bulunmamıĢtır. Öte yandan, IQGAP2 

proteini, FV-PTK örneklerinde (fc ≥ 2) artmıĢ olarak bulunmasına rağmen, CV-PTK 

örneklerinde ise anlamlı azalma göstermiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 24. IQGAP1 ve IQGAP2 proteinlerinin miktar değiĢiklikleri 
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4.2.3 CV-PTK örneklerinde Moleküler Yolak Analizine Bağlı Hücre İskelet 

Proteinlerinin Değişiklikleri 

CV-PTK örneklerinde anlamlı farklılık gösteren proteinlerin (n=25, FDR p 

değeri<0.0005), bilinen ve öngörülen protein etkileĢimlerinin oluĢturulması için 

STRING veritabanı kullanılmıĢtır. Bu etkileĢimlere göre aktin iskelet proteinleri ve 

ayrıca aktin iskelet proteinlerini düzenleyen Rho ile iliĢkili proteinlerin (fc≥2) artıĢı 

gösterilmiĢtir. Örneğin, aktinle iliĢkili protein 2/3 (Arp2/3), filamin-a, koronin-1a ve 

pektinin birkaç üyesinin, CV-PTK örneklerinde değiĢtiği gösterilmiĢtir (ġekil 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 25. Papiller tiroid karsinomunda bilinen ve ön görülen protein etkileĢimleri  
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4.3 MALDI-Görüntüleme Kütle Spektrometresi ile Peptid Analizi 

4.3.1 MALDI-Görüntüleme Çalışmalarının Tiroid Dokusu için Optimizasyonu 

Yapılan optimizasyon çalıĢmasının sonuçlarına göre, MALDI matriksinde 

amonyum tuzlarının kullanılmasına karar verilmiĢtir. Matriksde kullanılan amonyum 

tuzları sayesinde, matriksden gelen sinyal seviyesi azaltılmıĢ aynı zamanda dokudan 

gelen peptid sinyallerinin kalitesi arttırılmıĢtır. Bu amaçla, 10 mM amonyum fosfat 

monobazik (AmP), 20 mM AmP ve amonyum tuzu içermeyen kontrol matriksinden 

gelen sinyaller karĢılaĢtırılmıĢtır. 10 mM ve 20 mM AmP içeren matriksden gelen 

matriks sinyallerine bakıldığında, matriks sinyallerinin bu örneklerde anlamlı 

azaldığı tespit edilmiĢtir (ġekil 26 A-D).  

Ardından, AmP eklenen matriks ile tiroid doku örnekleri kaplanmıĢ ve 

MALDI-Görüntüleme yöntemi ile analiz edilmiĢtir. Dokudan gelen peptid sinyalleri 

karĢılaĢtırıldığında 10 mM AmP ile hazırlanan tiroid dokusundan daha fazla peptid 

sinyali gelmiĢtir. Seçilen peptidlerin görüntüleri ġekil 27 B‘de verilmiĢtir. Analiz 

edilen doku örneğinin hiyerarĢik sınıflandırma sonuçlarına göre, AmP içeren matriks 

ile kaplanan dokudan gelen sinyalin kalitesi arttırıldığı için peptidlerin kümelenmesi 

doku histolojisi ile daha uyumlu bir Ģekilde gerçekleĢmiĢtir (ġekil 27E). 

Şekil 26.  Farklı konsantrasyonlarda AmP içeren matriksin spektrumunda 

gözlemlenen α-CHCA matriks pikleri. (A) Bir dizi α-CHCA pikleri üç bağımsız 

kontrol matriks deneyinde belirgin olarak artmaktadır (p <0.005). (B) A-CHCA'da 

AmP olmadan elde edilen MALDI-TOF spektrumu. Kontrol matriksi: 10 mM ve 20 

mM AmP olmadan hazırlanan α-CHCA matriksidir.  
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Şekil 26.  Farklı konsantrasyonlarda AmP içeren matriksin spektrumunda 

gözlemlenen α-CHCA matriks pikleri. (C) A-CHCA içerisine 10 mM AmP 

eklenmesiyle elde edilen MALDI-TOF spektrumu. (D) A-CHCA içerisine 20 mM 

AmP eklenmesiyle elde edilen MALDI-TOF spektrumu. 

 

Şekil 27. FFPE tiroid karsinom dokusunda peptitlerin MALDI-Görüntüleme Kütle 

Spektrometresi. (A) Tek baĢına α-CHCA, α-CHCA+10 mM AmP veya α-CHCA+20 

mM AmP ile kaplanan doku kesitlerinin MALDI-TOF kütle spektrumunun 

karĢılaĢtırılması.  
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Şekil 27. FFPE tiroid karsinom dokusunda peptitlerin MALDI-Görüntüleme Kütle 

Spektrometresi. (B) ROC analizinden sonra α-CHCA ile AmP ile kaplanan dokuların 

tümör bölgesinde daha yüksek sinyal yoğunluğuna sahip temsili m / z görüntüleri 

(AUC> 0.640) (C) Ġlgili doku kesitinin optik görüntüsü. (D) H & E Boyalı doku 

kesiti. (E) α-CHCA'da 10 mM AmP ile kaplanan doku kesitinin hiyerarĢik kümeleme 

analizi. (F) Sadece α-CHCA ile kaplanan doku kesitinin hiyerarĢik kümeleme analizi. 

Her iki kümede renkler dendrogramda bulunan farklı kümelere karĢılık gelmektedir. 

 



   80 
 

4.3.2 MALDI-Görüntüleme Kütle Spektrometresi Yönteminin Tiroid Dokusuna 

Uygulanması 

Optimizasyon çalıĢmaları baĢarı ile tamamlandıktan sonra, ITO kaplı lamlara 

alınan tiroid dokuları MALDI-Görüntüleme Kütle Spektrometresi yöntemi ile analiz 

edilmiĢtir.  Buna göre, her bir doku için tek tek segmentasyon analizi yapılmıĢ ve 

tümör bölgesinde ve tümöre komĢu bölgelerde lokalize olan peptidler belirlenmiĢtir. 

Analiz edilen CV-PTK dokularından bir tanesine ait tümör ve tümöre komĢu 

bölgenin spektrumu ve bu spektrumlardan seçilen iki peptidin iyon görüntüsü ġekil 

28‘de verilmiĢtir.  Daha sonra, tümör bölgesinde ve tümöre komĢu bölgelerde 

lokalize olan peptidlerin tümör bölgesinin ayrımında kullanılıp kullanılamayacağı 

ROC analizi ile belirlenmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 28.  CV-PTK dokusunun tümör ve tümöre komĢu bölgelerine ait spektrum ve 

bu bölgelerdeki iyon görüntüleri (Tümör: m/z 936.962, Tümöre komĢu: m/z 

2307.098) 
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ROC analizine göre; tümör bölgesinde 15 adet peptidin (threshold >0.97), 

tümöre komĢu bölgede ise 10 adet peptidin (threshold <0.05) duyarlılığı ve seçiciliği 

yüksek olarak bulunduğu tespit edilmiĢtir. Bu peptidlerden bazıları ġekil 29‘da ROC 

grafikleri ve AUC değerleri ile birlikte verilmiĢtir. 

 

Şekil 29.  ROC analizi sonucunda tümör ve tümöre komĢu bölgelerden seçilen ayırıcı 

peptidler. (A-B) Tümör bölgesinde yüksek olarak peptidler (m/z 1293, m/z 994) (C-

D) Tümöre komĢu bölgede yüksek olan peptidler (m/z 2307, m/z 1434) 
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4.3.3 MALDI-Görüntüleme Kütle Spektrometresi Yöntemi ile CV-PTK, FV-

PTK ve NIFTP Dokularının Peptid Farklılıklarının Belirlenmesi  

 Tüm dokular MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresi ile analiz edildikten 

sonra elde edilen spektrumlar detaylı olarak incelenmiĢtir. CV-PTK, FV-PTK ve 

NIFTP dokularına ait 3 adet örnek spektrum ġekil 30‘da verilmiĢtir.  

 

Şekil 30. CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP vakalarına ait örnek 3 adet spektrumun 

görüntüsü 

 

Yapılan analiz sonucunda varyantlar arasında farklı peptidlere 

rastlanmamıĢtır, ancak tespit edilen m/z değerlerinde varyantlar arasında sinyal 

yoğunluklarının farklı olduğu belirlenmiĢtir. AĢağıdaki tabloda gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanan peptidler ortalama sinyal yoğunlukları 

ile birlikte sunulmuĢtur (p<0.005) (Tablo 12). Ayrıca, ġekil 31‘de varyantlar arasında 
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anlamlı farklılık gösteren örnek m/z değerlerinin grafikleri gösterilmiĢtir. Gruplar 

arasındaki ortalama sinyal yoğunluluğu farkının istatistiksel olarak yorumlanmasında 

Friedman testi ve Dunn‘s Multiple Comparison testi kullanılmıĢtır.  

Tablo 12. Varyantlar arasında anlamlı farklılık gösteren m/z değerleri 

m/z (± 500 ppm) Average Relative 

Intensity 

CV-PTC (%) 

Average Relative 

Intensity 

FV-PTC (%) 

Average Relative 

Intensity 

NIFTP (%) 

859 20,52 9,63 31,01 

868 51,53 42,34 75,42 

873 13,67 7,99 27,24 

886 36,64 29,46 57,29 

911 13,73 8,37 28,23 

920 24,74 14,11 31,98 

933 14,08 6,94 25,60 

945 29,25 19,71 47,87 

950 29,55 18,81 56,89 

972 24,92 16,59 43,16 

974 16,00 9,42 34,22 

987 13,49 11,01 25,92 

988 20,40 10,80 29,71 

994 20,02 11,24 32,83 

1094 24,19 21,41 39,40 

1095 40,19 28,99 60,76 

1106 36,86 23,06 50,79 

1116 31,85 27,23 53,17 

1125 10,00 3,23 16,03 

1204 3,99 1,94 10,38 

1280 18,16 6,49 21,92 

1289 8,15 5,62 14,71 

1297 15,06 6,90 22,01 

1302 8,65 2,74 11,97 

1319 7,68 1,77 11,85 

1325 9,78 6,79 29,09 

1512 9,68 1,21 8,51 

1581 3,79 1,64 7,83 

1586 9,29 1,67 7,92 

1628 2,09 1,36 5,11 
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Şekil 31. Varyantlar arasında anlamlı farklılık gösteren m/z değerleri (p<0.05).  
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4.4 BRAF V600E Mutasyon Taraması  

Örnekler, CFX Manager Software (BioRad, USA) kullanılarak analiz 

edilmiĢtir. AĢağıdaki figürde; BRAFV600E pozitif ve negatif iki hastaya ait 

amplifikasyon grafiği pozitif ve negatif kontrollerle birlikte örnek olarak verilmiĢtir 

(ġekil 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 32. BRAF V600E mutasyonu pozitif ve negatif olan iki hastaya ait 

amplifikasyon grafiği 
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Tüm hasta sonuçlarına histopatolojik karakterizasyon göz önüne alınmadan 

bakıldığında, çalıĢma popülasyonunun yaklaĢık %51‘inde BRAF V600E mutasyonu 

görülürken, %49‘unda mutasyon tespit edilmemiĢtir (ġekil 33). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 33. ÇalıĢma grubunda BRAF V600E mutasyon görülme sıklığı 

 

Ayrıca; CV-PTK tanısı alan örneklerin %67,9‘u BRAF V600E mutasyonu 

gösterirken, FV-PTK ve NIFTP tanısı alan örneklerin %15,4‘ünde BRAF V600E 

mutasyonu tespit edilmiĢtir (ġekil 34). 

 

Şekil 34.  BRAF V600E mutasyonu tespit edilen ve edilmeyen örneklerin 

varyantlara göre dağılımı  
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4.5 İmmünohistokimya ile Validasyon 

4.5.1 IQGAP1 ve IQGAP2 Antikorlarının Optimizasyonu 

IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarını CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP dokularında 

incelemeden önce optimizasyon için çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu optimizasyon 

çalıĢmalarına göre, her iki antikor için antijen geri kazanımı süreleri, antikor 

dilüsyonu ve antikor ile muamele süreleri optimize edilmiĢtir. Optimizasyon için 

yöntemde belirtildiği üzere IQGAP1 antikoru için meme kanseri dokusu, IQGAP2 

antikor için ise safra kesesi dokusu kullanılmıĢtır. Optimizasyon sonucunda IQGAP1 

ve IQGAP2 antikoru optimizasyon için seçilen meme kanseri ve safra kesesi 

dokularını homojen bir Ģekilde boyamıĢtır (ġekil 35).  

4.5.2 IQGAP1 ve IQGAP2 Antikorlarının Tiroid Dokularına Uygulanması 

IQGAP1 ve IQGAP2 antikorları CV-PTK (n=13), FV-PTK (n=13) ve NIFTP 

(n=13) dokularında çalıĢılmıĢtır. IQGAP1 antikoru özellikle CV-PTK vakalarında 

belirgin ve homojen sitoplazmik boyama göstermiĢtir. IQGAP1 antikoru, FV-PTK ve 

NIFTP vakalarında da boyama göstermiĢtir. Tüm vakalarda ortak olarak ise özellikle 

kolloidin boyandığı gözlenmiĢtir. IQGAP2 antikorunun ise CV-PTK, FV-PTK ve 

NIFTP vakalarında boyama yapmadığı gözlenmiĢtir. ġekil 36‘da örnek olarak 

seçilmiĢ CV-PTK dokusunda IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarının boyaması detaylı 

olarak gösterilmiĢtir. ġekil 37‘de CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP vakalarına ait ikiĢer 

örnek H&E boyalı görüntüleri ile birlikte verilmiĢtir.  
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Şekil 35. IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarının ĠHK optimizasyonu (A,C) IQGAP1 

antikorunun (1:300) meme kanseri dokusundaki görüntüsü (B,D) IQGAP2 

antikorunun (1:300) safra kesesi dokusundaki görüntüsü  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 36. CV-PTK dokusunun tümör odağında IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarının 

immünohistokimyasal boyaması 
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Şekil 37.  IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarının CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP 

vakalarında immünohistokimya boyaması 

 

 



   90 
 

5. TARTIŞMA/SONUÇ 

 

 

PTK, klinikte en sık rastlanan (%80) tiroid kanseridir. PTK‘nın tanısında altın 

standard yöntem ĠĠAB olmasına rağmen bazı alt varyantların tanısı kolaylıkla 

yapılamamaktadır. Özellikle, FV-PTK‘nın çekirdek özellikleri diğer varyantlara 

kıyasla daha silik/belirsiz olduğu için tiroid patolojisinde öznel ve tartıĢmalı tanıya 

neden olmaktadır. Ancak 2016 yılında, tiroid patolojisindeki tartıĢmaların sonucunda 

Nikiforov ve arkadaĢları invazif olmayan enkapsüle FV-PTK vakalarını NIFTP 

olarak adlandırmıĢ ve tanı ölçütlerinde değiĢiklikler yapmıĢlardır (5). Tanıdaki bu 

değiĢiklikten sonra, toplanan tüm FV-PTK vakaları iki ayrı patalog tarafından yeni 

kriterlere göre yeniden değerlendirilmiĢ ve bazı vakalar NIFTP olarak 

sınıflandırılmıĢtır. Ancak, FV-PTK ve NIFTP ile ilgili tartıĢmalar halen devam 

etmektedir (142). FV-PTK hakkında devam eden tartıĢmalar ve noninvazif FV-

PTK'nin "NIFTP" olarak yeniden sınıflandırılması FV-PTK‘nın doğru tanısının tiroid 

patolojisinde ne kadar önemli olduğunu vurgulamaktadır. Bu çalıĢmada, 

histopatolojik olarak karakterizasyonu zor olan FV-PTK‘nın ayırıcı tanısına katkı 

sağlayacak potansiyel protein/peptid biyobelirteçlerinin bulunması amaçlanmıĢtır.  

Yöntemde belirtildiği üzere hem taze dondurulmuĢ doku, hem de aynı 

hastaların FFPE blokları kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada taze dondurulmuĢ dokulardan, 2 

boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS yöntemi kullanılarak çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

2 Boyutlu jel elektroforezi çalıĢmaları, proteomik tekniklerin en temelini 

oluĢturmaktadır. Ancak, özellikle membran proteinleri, bazik proteinler ve organel 

proteinlerinin 2 boyutlu jel elektroforezi ile görüntülenmesi kolaylıkla 

yapılamamaktadır (138,139). Ayrıca, tiroid proteomunda bulunan ve miktarı 75 

mg/ml‘ye kadar çıkabilen tiroglobulin proteini, hastalıkların ayırıcı tanısında önemli 

olan ve daha az miktarda bulunan birçok proteini maskelemektedir (143). Bunun 

dıĢında, tiroid hormonu sentezinin gerçekleĢtiği kolloid yapısının tiroid dokusunda 

bol bulunması ve tiroid hücrelerinin sitoplazmasının az olması özellikle 2 boyutlu jel 

elektroforezi çalıĢmaları için sorun teĢkil etmektedir. Ġki boyutlu jel elektroforezinin 
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eksik kaldığı bu noktaları tamamlamak amacıyla, ‗label free quantification‘ ile bir 

çalıĢma seti (CV-PTK (n=6), FV-PTK (n=6) ve benign (n=6)) havuz oluĢturmadan 

Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fischer Scientific) cihazı ile analiz edilmiĢtir. Bu 

sayede, 2 boyutlu jel elektroforezi ile belirlenemeyen proteinler hakkında daha 

detaylı bilgi edinilmiĢtir. LC-MS/MS çalıĢmasından elde edilen ve ayırıcı tanıya 

katkısı olabileceği düĢünülen iki proteinin, IQGAP1 ve IQGAP2, immünohistokimya 

ile validasyonu CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP dokularında yapılmıĢtır. Ayrıca, FFPE 

bloklar kullanılarak MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresi analizi yapılmıĢ ve 

varyantlar arasındaki anlamlı farklı m/z değerleri belirlenmiĢtir. Aynı zamanda, 

MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresi yardımı ile tümör ve tümör çevresinden 

gelen farklı peptid sinyalleri belirlenmiĢ ve tümör, çevre dokulardan baĢarılı bir 

Ģekilde peptid profilleri kullanılarak ayrılmıĢtır. Ayrıca, FFPE dokular kullanarak 

çalıĢma dokularında BRAF V600E mutasyonunun görülme sıklığına bakılmıĢtır. 

Literatürde, CV-PTK‘da BRAF V600E mutasyonu %35-%70 arasında görüldüğü, 

FV-PTK‘da ise bu oranın yalnızca %5 ile %20 arasında olduğu belirtilmektedir 

(110). Projede BRAF V600E mutasyon taraması yapılarak, çalıĢma grubunda bu 

mutasyonun görülme oranını tespit etmek amaçlanmıĢtır.  

Tiroid patolojisinde biyobelirteç arayıĢında ilk kullanılan yöntemlerden biri 2 

boyutlu jel elektroforezidir. Ancak, tiroid dokusunda limitli sayıda 2 boyutlu jel 

elektroforezi çalıĢmaları mevcuttur. Literatürde var olan çalıĢmalar, genellikle 

benign ve malign tiroid tümörlerinin protein profillerinin az sayıda örneklemde 

karĢılaĢtırıldığı çalıĢmalardır (132,133). Örneğin, Brown ve arkadaĢları tarafından 

2006 yılında yapılan çalıĢmada 5 PTK dokusundan havuz oluĢturulup 2 boyutlu jel 

elektroforezi yöntemi ile normal tiroid dokusu ile karĢılaĢtırılmıĢtır (132). ÇalıĢma 

sonuçlarına göre papiller tiroid kanserinde S100 kalsiyum-bağlayan protein A6, 

katepsin B, galectin-3, aneksin 1 proteinlerinin daha yüksek seviyede bulunduğu 

gösterilmiĢtir. Aynı grup tarafından 2008 yılında yapılan bir diğer çalıĢmada, FTK ve 

foliküler adenoma arasındaki diferansiyel protein ekspresyonuna odaklanılmıĢtır 

(133).  Bu çalıĢmada da 5 FTK ve 6 FA dokusu analiz edilmiĢtir. Her bir FTK 

örneği, havuz oluĢturulmuĢ FA protein ekstreleri ile karĢılaĢtırılıp, protein disülfid 

izomeraz, kalretikulin, katepsin B ve aneksin A3‘ün farklı Ģekilde düzenlendiğini 

belirtmiĢlerdir. Literatürdeki bir diğer çalıĢmada ise 20 soğuk nodülün protein 
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profilleri normal tiroid dokusu ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Soğuk nodüllerde daha bol 

miktarda bulunan proteinler 3 fonksiyonel gruba ayrılmıĢtır. Buna göre genellikle 

hücre proliferasyonu, tiroglobulin sentezi ve düzenlenmesi, hidrojen perkoksit-

detoksifikasyon sisteminde görevli olan proteinlerin soğuk nodüllerde daha bol 

miktarda bulunduğu belirtilmiĢtir (144). Literatürde, PTK‘nın histolojik 

varyantlarının protein profillerinin 2 boyutlu jel elektroforezi yöntemi kullanılarak 

karĢılaĢtırıldığı bir çalıĢma mevcut değildir. ÇalıĢmanın 2 Boyutlu jel elektroforezi 

sonucunda elde edilen jellerden yapılan spot analizinde FV-PTK, CV-PTK ve benign 

dokularda istatistiksel olarak anlamlı spot farklılıklarına rastlanmamıĢtır. Ancak, bazı 

spotlar bu jellerden kesilmiĢ ve tanımlamaları yapılmıĢtır. Bu tanımlamalar 

sonucunda, ara flamanlar (intermediate filament) ve yapısal proteinler, endoplazmik 

retikulum ve mitokondri ile iliĢkili proteinler ve proteinlerin katlanmasında görevli 

Ģaperon proteinler tanımlanmıĢtır.  

Ġki boyutlu jel elektroforezi çalıĢmasında varyantlar arası istatistiksel anlamlı 

farklı proteinler tespit edilemediği için FV-PTK, CV-PTK ve benign dokuların 

protein profillerinin daha detaylıca LC-MS/MS yöntemi kullanılarak araĢtırılmıĢtır. 

Literatürde, tiroid kanserinde potansiyel biyobelirteçlerin bulunmasına yönelik 

yapılan proteomik çalıĢmalar arasında LC-MS/MS yönteminin kullanıldığı pek fazla 

çalıĢma yoktur. Bu alanda yapılan tek çalıĢma, 2016 yılında Martinez-Aguilar ve 

arkadaĢları tarafından veri-bağımsız kazanç modu kullanılarak foliküler adenoma, 

foliküler karsinoma ve papiller karsinoma dokularının protein profilleri incelendiği 

çalıĢmadır (145). ÇalıĢmanın sonuçlarına göre papiller tiroid kanserinde aktin iskelet 

proteinleri, hücre kontakt proteinleri ve hücre farklılaĢmasında görevli proteinlerde 

anlamlı değiĢiklikler olduğu gösterilmiĢtir. ÇalıĢma bu alanda yapılan öncü bir 

çalıĢma olmasına rağmen papiller tiroid kanserinin alt varyantlarıyla iliĢkili herhangi 

bir bilgi sunmamaktadır. 

Tez çalıĢmasının LC-MS/MS analiz sonuçlarına göre 2500 protein 

tanımlanmıĢtır. Bu analizin dikkat çekici bir sonucu, benign ve FV-PTK arasındaki 

proteom benzerliği nedeniyle hiyerarĢik kümeleme sonucunda FV-PTK‘nın doğru bir 

Ģekilde kümelendirilemediğini ortaya koymuĢtur. Ayrıca, FV-PTK-Benign ve CV-

PTK-benign grupları arasındaki ortak proteinler incelendiğinde; FV-PTK ve benign 

arasında %88 kadar ortak protein olduğu, CV-PTK ve benign arasında ise %65 kadar 
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ortak protein olduğu gösterilmiĢtir. FV-PTK ve benign dokular arasındaki ortak 

proteinlerin sayıca fazlalığı hiyerarĢik kümeleme sonucunda FV-PTK‘nın benign 

dokulardan ayrı olarak kümelendirilememesini destekler niteliktedir. Bu sonuç, 

Nikiforov ve arkadaĢları tarafından yayınlanan ve noninvazif PTK‘nın düĢük nüks 

riski nedeniyle ‗kanser dıĢı‘ olarak yeniden sınıflandırıldığı temel yayın ile tutarlıdır 

(5). 

Ġlginç olarak, enerji metabolizmasını düzenleyen bazı proteinler benign 

dokuya kıyasla FV-PTK vakalarında artmıĢtır (fc ≥10). Ancak bu proteinlerin hiçbiri 

FDR düzeltmesi yapıldıktan sonra FV-PTK ve benign arasında anlamlı farklılık 

göstermemiĢtir. FDR düzeltmesi yapıldıktan sonra, CV-PTK ve FV-PTK vakaları 

arasındaki proteom karĢılaĢtırması, tüm FV-PTK örneklerinde özellikle 2 proteinin 

anlamlı Ģekilde farklılaĢtığını göstermiĢtir (fc≥2, FDR-düzeltilmiĢ p değeri<0.0005). 

Kanser hücresi metabolizmasının ve gen transkripsiyonunun tümörigenez 

düzenlenmesinde ikili role sahip olan önemli bir glikolitik enzim olan fosfogliserat 

kinaz-1 (PGK1), FV-PTC örneklerinde upregüle olduğu belirlenmiĢtir. Literatürde, 

artmıĢ PGK1 ifadesi gastrik, kolon ve pankreas kanserinde bildirilmiĢtir (146,147).  

Yakın bir zamanda Ralhan ve arkadaĢları, PGK1 de dahil olmak üzere 7 farklı 

proteinin tiroid kanserini benign dokudan ayırt etmedeki potansiyel rolünü 

incelemiĢtir (148). ÇalıĢma sonuçlarına göre PGK1‘in tiroid kanserinde arttığı 

belirtilmiĢtir. Ancak çalıĢma setlerinde 33 FV-PTK olgusu bulunsa da, PGK1 

ifadesinin FV-PTK‘de nasıl değiĢtiğine iliĢkin spesifik bir bilgi bu literatürde mevcut 

değildir. Bununla birlikte, bu tez çalıĢmasında PGK1'in FV-PTK'da artması ve bu 

proteinin CV-PTK'de azalması Ralhan ve arkadaĢlarının bulguları ile tutarlıdır (148).  

FV-PTK vakalarında artıĢ gösteren bir baĢka protein de IQGAP2 proteinidir. 

Literatürde, IQGAP2 ile ilgili yapısal ve iĢlevsel bilgiler çok sınırlıdır (149). Ancak 

bilindiği kadarıyla, IQGAP1 ve IQGAP3 homologları gibi IQ motif içeren GTPase-

aktive edici proteinlerdendir. Genel olarak, Rho-GTPase ve Ca
+2

/Kalmodulin 

sinyallerini birleĢtirerek hücre adezyonu ve hücre iskeleti organizasyonunu 

düzenlemektedir (150). FV-PTK'nin özellikleri ve noninvazif FV-PTK'nin NIFTP 

lezyonları olarak yeniden sınıflandırılması ile birlikte ele alındığında, bu proteinin bu 

örneklerde daha yüksek oranda bulunması potansiyel bir koruyucu role iĢaret 

edebilir. Özellikle, mide kanseri hücre hatları ve primer mide kanseri dokularında 



   94 
 

IQGAP2‘nin potansiyel tümor supresör özellikler gösterdiği belirtilmiĢtir. Örneğin, 

Jin ve arkadaĢları metilasyon yoluyla IQGAP2‘nin susturulmasını sağlamıĢ ve 

IQGAP2 ekspresyonu ile gastrik kanser progresyonu arasında ters iliĢki 

göstermiĢlerdir (151).  

Hücre iskeletinin düzenlenmesinde ve modülasyonunda önemli rol oynayan 

ve spesifik moleküllere bağlanarak hücre adezyonuna katılan IQGAP1'in bazı kanser 

türlerinde ifade edildiği iyi bilinmektedir (152,153). Ayrıca, çeĢitli raporlar 

IQGAP1'in tiroid tümörogenezinde rol oynadığını belirtmektedir (153–155). Örneğin 

Liu ve arkadaĢları farklı tiroid kanseri türlerinde IQGAP1 kopya sayısı kazanımını 

değerlendirerek, IQGAP1 kopya kazanımının tiroid tümörigenezinde önemli bir role 

sahip olduğunu öne sürmüĢlerdir (156). ÇalıĢma bulgularımızda, IQGAP1‘in CV-

PTK‘da artmıĢ seviyede bulunmasına karĢılık, benign ve FV-PTK örneklerinde bu 

proteinin miktarının değiĢmediği gösterilmiĢtir. Genel olarak; CV-PTK‘da artmıĢ 

IQGAP1 proteini seviyesi onkojeniteyi desteklerken, FV-PTK‘daki IQGAP2 

proteininin daha yüksek seviyesi tümor baskılayıcı özellikleri desteklemektedir.  

IQGAP1 ve IQGAP2 proteinlerinin FFPE CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP dokularında 

validasyonu ise immünohistokimya yöntemi ile yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlara 

göre, proteomik verileriyle uyumlu olarak IQGAP1 antikoru özellikle CV-PTK 

vakalarında belirgin ve homojen sitoplazmik boyama göstermiĢtir. Ancak, IQGAP2 

antikoru tiroid dokusunda boyama yapmamıĢtır. Antikorun çalıĢmasında bir problem 

olmadığı safra kesesinde yapılan optimizasyon çalıĢmasıyla gösterilmiĢtir. Tiroid 

dokusunda yapılan immünohistokimya çalıĢmasındaki bir diğer önemli nokta ise, 

tiroid hormon sentezinin yapıldığı kolloid yapısının nonspesifik olarak antikorlarla 

boyandığı gösterilmiĢtir.  

String veritabanı kullanılarak yapılan ve bilinen ve öngörülen protein 

etkileĢimlerine göre, CV-PTK (n = 25, FDR p değeri <0.0005) örneklerindeki 

proteinlerin (n = 25, FDR p değeri <0.0005) özellikle aktin ve hücre iskeleti 

düzenleyici proteinlerden zenginleĢtiğini göstermiĢtir. Özellikle, CV-PTK‘de birkaç 

ARP 2/3 kompleks üyesinin farklılaĢtığı gösterilmiĢtir. ARP 2/3 kompleksi aktin 

polimerizasyonunun önemli bir düzenleyicisidir ve ARP 2/3 üyelerinin artmıĢ 

ekspresyonu çeĢitli kanser türlerinde saptanmıĢtır (157). Bu bulgu, Martinez-Aguilar 
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ve arkadaĢlarının (2016) çok yakın tarihli bir yayını tarafından desteklenmektedir 

(145). Yazarlar, hücre-hücre temasını düzenleyen ve hücre iskelet dinamiğini aktive 

eden proteinlerin—özellikle ARP 2/3 kompleksinin üyeleri—papiller tiroid 

karsinomasında değiĢime uğradığını göstermiĢlerdir (145).  

MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresi, özellikle son yıllarda 

biyomedikal araĢtırmalarda kullanılmakta ve farklı hastalık türlerinin çalıĢılmasında 

güçlü bir araç haline gelmektedir. MALDI-Görüntüleme kütle spektrometresinin en 

önemli avantajı, moleküler ve morfolojik bilgileri bir araya getirmesidir. Bu sayede, 

farklı moleküler türler –proteinler, peptidler, lipidler, ilaçlar ve bunların 

metabolitleri- ilgili doku üzerinde görüntülenebilmektedir (158–160). Tiroid 

kanserinde yapılan MALDI-Görüntüleme çalıĢmaları özellikle son yıllarda ivme 

kazanmasına rağmen literatürde sınırlı sayıda çalıĢma bulunmaktadır (161,162). Bu 

çalıĢmalar yöntemin uygulanabilirliğinin gösterilmesi açısından önem teĢkil etse de 

geniĢ örneklem büyüklüğünde, yeteri kadar biyolojik ve teknik tekrarın olduğu 

histopatolojik varyantların detaylıca incelendiği bir çalıĢma halen mevcut değildir. 

Tiroid patolojisinde yapılan ilk MALDI-Görüntüleme çalıĢmasında lenf nodu 

metastazı olan ve olmayan papiller tiroid kanseri vakalarının protein profilleri 

incelenmiĢtir (161). Bu çalıĢma sonucunda tiredoksin ve kalsiyum kanal 

proteinlerinin tiroid kanserinin metastatik karakterinin belirlenmesinde rol oynadığı 

gösterilmiĢtir. Bir diğer çalıĢmada ise doku mikro arrayi kullanılarak benign ve 

malignant tiroid dokuları arasındaki protein profilleri incelenmiĢtir (162). Bu 

çalıĢmada özellikle yapısal proteinlerin ifadelerinin malignite ile değiĢtiği 

gösterilmiĢtir. Tiroid patolojisinde potansiyel biyobelirteçleri belirlemek için 

MALDI-Görüntüleme tekniği kullanılarak yapılan literatürdeki çalıĢmalar son derece 

değerli olmakla birlikte ĠĠAB sonucu Ģüpheli olan nodüllerin belirlenmesi için yeterli 

değildir. Bu tez çalıĢmasında olduğu gibi papiller tiroid kanserinin alt varyantlarının 

peptid profillerinin incelendiği bir çalıĢma literatürde bulunmamaktadır. Yapılan 

çalıĢma sonucunda, her bir tümör dokusu için tümör ve tümöre komĢu bölgeler 

yüksek AUC değerleriyle birbirinden ayrılmıĢtır. MALDI-Görüntüleme kütle 

spektrometresi sonuçlarına göre, histopatolojik olarak birbirine yakın olan 

varyantların peptid profilleri karĢılaĢtırıldığında ise, varyantlar hsitopatolojik olarak 

birbirine çok yakın olduğu için farklı m/z değerlerine rastlanmamıĢtır. Ancak tespit 
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edilen m/z değerleri arasında 30 adet anlamlı farklı sinyal yoğunluğuna sahip peptid 

belirlenmiĢtir.  

Projenin son basamağında, çalıĢma grubundaki dokularda BRAF V600E 

mutasyonunun görülme sıklığı belirlenmiĢtir. Literatürde, CV-PTK vakalarında 

BRAF V600E mutasyonunun görlme sıklığı %35-%70 arasında verilmektedir (110). 

FV-PTK vakalarında ise bu oranın yalnızca %5-%20 arasında görüldüğü 

belirtilmektedir (110). Örneğin, Kebebew ve arkadaĢları tarafından yapılan bir 

çalıĢmada, 245 CV-PTK ve 29 FV-PTK vakasındaki BRAF V600E mutasyonunun 

görülme sıklığı araĢtırılmıĢtır. Buna göre, CV-PTK vakalarının %51‘ininin bu 

mutasyonu taĢıdığı, FV-PTK vakalarının ise %24‘unun bu mutasyonu taĢıdığı 

saptanmıĢtır (163). Bu tez çalıĢmasında ise, CV-PTK tanısı alan örneklerin 

%67,9‘unda BRAF V600E mutasyonu saptanmıĢtır. 2016 yılında FV-PTK 

vakalarınındaki tanı değiĢikliğinden sonra, çalıĢma grubumuzda tanısı NIFTP olarak 

değiĢtirilen vakaların %15,4‘ünde BRAF V600E mutasyonu tespit edilmiĢtir. Aynı 

oranda (%15,4) BRAF V600E mutasyonu tanısı FV-PTK olarak kalan örneklerde de 

tespit edilmiĢtir.  NIFTP tanısı ile tiroid pataolojisinde baĢlayan süreç son derece 

yeni olduğu için bu vakalarda yapılan BRAF V600E mutasyon taraması önem arz 

etmektedir.  

Sonuç olarak, tiroid patolojisinde hala gri bir alan olan FV-PTK ve yeniden 

tanımlanarak NIFTP adını alan vakaların ayırıcı tanısına katkıda bulunmak üzere 

yapılan proje sonucunda özellikle aktin iskelet proteinlerinin oldukça değiĢtiği ve 

PTK‘nın progresyonunda hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesinin baskın bir rol 

oynadığı gözlemlenmiĢtir. Projedeki proteomik tekniklerin ve genomik yaklaĢımın 

bu alanda var olan soru iĢaretlerinin giderilmesine destek olduğu düĢünülmektedir. 

Tiroid bezinin doğası gereği—az sitoplazmalı küçük hücreler, tiroid hormonlarının 

sentezinin gerçekleĢtiği kolloid yapısı, bol miktarda bulunan (high abundant) 

tiroglobulin proteini—özellikle bazı tekniklerin uygulanmasını zorlaĢtırmıĢtır. Ancak 

kullanılan en ileri proteomik teknikler sayesinde hem ayırıcı tanıya katkısı olabilecek 

proteinler LC-MS/MS yöntemi ile detaylıca araĢtırılmıĢtır, hem de kütle 

spektrometresinin analitik gücü ve histoloji ile birleĢtirilerek uygulanan MALDI-

Görüntüleme tekniği sayesinde ayırıcı tanıya katkısı olabilecek anlamlı farklı 

peptidler belirlenmiĢtir. FV-PTK vakalarında IQGAP2 antikorunun 
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immünohistokimya sonuçlarında istenilen hedeflere ulaĢılamamıĢ olsa da, ilerleyen 

çalıĢmalarda bu proteinin mRNA düzeyinde olası epigenetik düzenlemeler ile birlikte 

araĢtırılması düĢünülmektedir. 
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EK 2 AYDINLATILMIŞ ONAM FORMU  

 

Bilimsel Çalışma:  

 

Benign ve Malign Tiroid Nodüllerinin Proteomik Profil Farklılıklarının Belirlenmesi 

 

HASTA AYDINLATILMIŞ ONAM FORMU 

 

Sayın Hasta/ Hasta yakını, 

Bu belge, Acıbadem Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyokimya ve Patoloji 

Anabilim dallarının katılımıyla yürütülmekte olan bilimsel çalıĢma ile ilgilidir. 

ÇalıĢmanın ismi ―Benign ve Malign Tiroid Nodüllerinin Proteomik Profil 

Farklılıklarının Belirlenmesi‖dir. Bu bilimsel bir çalıĢmadır. Adı geçen çalıĢmanın 

amacı, Ġnce Ġğne Aspirasyon Biyopsisi ile tanısı rahatlıkla konulamayan tiroid 

nodüllerinin ayırıcı tanısına katkı sağlamak amacıyla bening ve malign tiroid nodül 

dokularının protein farklılıklarını incelemektir. Bunun için ameliyat esnasında 

çıkarılan ve patolojik inceleme için gerekli olan tiroid nodül dokunuzun patolojik 

incelemenin ardından kalan küçük bir kısmı çalıĢmamız için incelenecektir. ÇalıĢma 

için sizden herhangi baĢka bir tetkik istenmeyecektir. 

Elde edilen sonuçlar sadece bilimsel amaçlı olarak kullanılacaktır. Dünyadaki diğer 

doktorları ve araĢtırmacıları bilgilendirmek amacıyla, çalıĢma sonuçlarının 

ulusal/uluslararası toplantılar ve bilimsel dergilerde yayınlanması planlanmaktadır.  

ÇalıĢma sırasında ya da daha sonra sonuçlar bilimsel olarak sunulurken çalıĢmaya 

dahil olan bireylerin adları hiçbir bilimsel yayın ya da sunumda kullanılmayacak, 

örnek alınması sonrasında bireylerin isim ya da kimliklerine dair tüm bilgiler ve kim 

olduğunu belli edebilecek özellikler gizlenecektir.  

Bu araĢtırmaya katılım gönüllülük esasına dayanmaktadır ve araĢtırmaya katılmayı 

reddetme hakkına sahipsiniz. Onam vermiĢ olsanız bile araĢtırmanın herhangi bir 

safhasında araĢtırmadan çekilebilme hakkına sahipsiniz. Hiçbir durumda tedaviniz 

olumsuz etkilenmeyecektir.  

AraĢtırmaya katılımınız size bir mali külfet getirmeyecektir. Hastalar çalıĢmanın 

sonuçlarına her zaman ulaĢım hakkına sahiptir.  
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HASTA ONAMI  

 

Hasta bilgilendirme formunda çalıĢma hakkında anlatılanları okudum ya da bizzat 

ilgili doktor tarafından bilgilendirildim. Tedavi kayıtlarımın ve patolojik örneklerin 

bu çalıĢmada kullanılmasını, çıkacak olan sonuçların değerlendirilmesini ve bilimsel 

amaçlı milletlerarası ya da ulusal yayın yapılmasını kabul ediyorum. ÇalıĢma 

sonucunda elde edilen tüm bilgilere ulaĢma hakkımın ve istediğim takdirde ve 

istediğim zamanda çalıĢmadan ayrılma hakkımın saklı kaldığını biliyorum. 

 

Tarih: 

 

Hastanın Adı Soyadı:        Ġmza 

 

Hastanın Vekilinin Adı Soyadı      Ġmza  

 

Bilgilendiren doktorun Adı ve soyadı:     Ġmza 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   115 
 

8. ÖZGEÇMİŞ 

 

 

Kişisel Bilgiler 

Adı Yasemin Soyadı Uçal 

Doğum Yeri Ġstanbul Doğum Tarihi 06 Ocak 1990 

Uyruğu T.C Telefon 0535 6636187 

E-mail    

 

Eğitim Düzeyi 

 Mezun Olduğu Kurumun Adı Mezuniyet Yılı 

Doktora/Uzmanlık Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi 2018 

Yüksek Lisans University of Nottingham 2012 

Lisans Ġstanbul Teknik Üniversitesi 2011 

Lise Özel Eyüboğlu Fen Lisesi 2007 

 

İş Deneyimi (Sondan geçmişe doğru sıralayın) 

 Görevi  Kurum   Süre (Yıl - Yıl) 

1. AraĢtırma Görevlisi 
Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar 

Üniversitesi 
 2014- Günümüze 

 

Yabancı Dilleri Okuduğunu Anlama* Konuşma* Yazma* 

Ġngilizce Çok iyi Çok iyi Çok iyi 

Almanca Zayıf Zayıf Zayıf 
* Çok iyi, iyi, orta, zayıf olarak değerlendirin 
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