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OZET

Giliniimiizde c¢ok sik rastlanan tiroid nodiillerinin histopatolojik tanisinin
konulmasmi saglayan en giivenilir ve ucuz ydntem Ince Igne Aspirasyon
Biyopsisi’dir (IIAB). Ancak, ayiric1 tanida ayrim kriterlerinin yeterli olmayisi1 bazi
nodiillerin histopatolojik tanisini zorlastirmaktadir. Papiller Tiroid Kanseri (PTK) en
yaygin endokrin malignitedir ve farkli histolojik varyantlar1 mevcuttur. Ozellikle,
Folikiller Varyant Papiller Tiroid Kanseri’nin (FV-PTK) IIAB yontemi ile
histopatolojik olarak tani konulmasinda zorluklar yasanmaktadir. Bu nedenle, ayirici
taninin ya da ayrim yapacak tekniklerin gelistirilmesi tiroid patolojisi igin biiyiik

Onem arz etmektedir.

Bu ¢alismada, klinikte en sik goriilen varyantlardan klasik (CV-PTK) ve FV-
PTK taze dondurulmus dokular1 2 boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS ile analiz
edilmis ve protein profilleri belirlenmistir. Ayirici tantya katkisi olabilecek proteinler
imiinohistokimya ile valide edilmistir. Ayni1 zamanda, bu vakalarin formaline
sabitlenmis parafine gomiilii (FFPE) dokulart MALDI-Gériintiileme  kiitle
spektrometresi ile analiz edilip ayirict taniya katki saglayabilecek anlamli farkli
peptidler belirlenmistir. Calisma grubundaki BRAF V600E mutasyonu FFPE

orneklerin tiimor bolgelerinden kesitler alinarak tespit edilmistir.

BRAF V600E mutasyon taramasi sonucunda mutasyon goriilen vakalarin
cogunlugunun (%69) CV-PTK vakasi oldugu tespit edilmistir. Protein profillerine
gore, Ozellikle benign ve FV-PTK o6rneklerinin ¢ok sayida ortak protein icerdigi ve
aktin iskelet proteinlerinin ve hiicre iskeletinin diizenlenmesinde sorumlu olan

proteinlerin tiroid patolojisinde dnemli rol oynadig1 gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tiroid, Papiller Tiroid Kanseri, Proteomik, LC-MS/MS,
MALDI-Goériintiileme
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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. GIRIS VE AMAC

Klinikte en sik rastlanan endokrin malignite tiroid kanserleridir. Tiroid
kanseri tiim malignitelerin yaklasik %2,1’ini olusturur ve bu malignitenin yaklasik
%77’si kadnlarda goriilmektedir (1). Ozellikle son zamanlarda tiroid kanserinin
insidansi diger malignitelerden daha hizli artmaktadir. Bu hizli artisin gelistirilen tani
teknikleri ve saglik hizmetlerinin insanlara daha rahat ulasmasi ile baglantili oldugu
gesitli otoritelerce One siriilmektedir. Ancak, Amerikan SEER Gozlem,
Epidemiyoloji Sonuglart programi verilerine gore yalnizca tiroid kanseri insidansi
degil ayn1 zamanda tiroid kanserine bagli mortalite oraninin da 6zellikle son yillarda
arttig1 bildirilmektedir (2). Ulkemizde, gerek endemik iyot yetersizliginin goriilmesi
gerekse iyot alimini engelleyen c¢evresel kontaminantlara maruziyetin fazla olmasi
nedeniyle tiroide bagli rahatsizliklar siklikla goriilmektedir (3). Nitekim Tiirkiye
Halk Sagligi Kurumu Kanser Daire Baskanligi’nin Tiirkiye’de kanser kayit¢ilig
verilerine bakildiginda tiroid kanserlerinin kadinlarda goriilme siklig1 diinyada yiiz
binde 4-5 oldugu bildirilirken, bu oranin iilkemizde yiiz binde 16 seviyesine ¢iktig1
belirtilmektedir (4). Ulkemizde yaklasik 4 kat daha sik goriilen tiroid kanserleri, bu
alanda yapilacak ve ayirict taniya katki saglayacak ¢alismalar agisindan 6nem arz

etmektedir.

Tiroid nodiillerinin histopatolojik tanisinda kullanilan ince igne Aspirasyon
Biyopsisi’nde (IIAB) ayiric1 tan1 ya da ayrim teknikleri bilyiik énem tasimaktadir.
[IAB sonucunda patologlar tarafindan siipheli kategorisine konulan tiroid
nodiillerinin, benign ya da malign olarak karakterize edilmesi veya malign olarak
tespit edilen nodiiliin dogru alt tipinin bulunmasi hasta sagligi agisindan dnemlidir.
Ancak bugiine kadar yapilan tiim ¢alismalara ragmen 6zellikle [IAB ydntemiyle tan1
konulmasinda zorluklar yasanilan papiller tiroid kanserinin (PTK) folikiiler
varyantinin (FV-PTK) tanisim1 saglayacak molekiillerin belirlenmesinde istenilen
basar1 yakalanamamigstir. Ayirict taniya katkisi olabilecegi diislinlilen genetik

mutasyonlarin ya da hiicre yiizey belirteglerinin FV-PTK vakalarindaki prevelans



farkliliklar1 nedeniyle klinikte yaygin olarak kullanilamamaktadir. FV-PTK’nin
histopatolojik karakterizasyonu yalnizca ¢ekirdek 6zelliklerine dayandig i¢in tiroid

patolojisinde 6znel ve tartismal1 taniya neden olabilmektedir.

FV-PTK’nin taniSinda yasanan zorluklar nedeniyle 2016 yilinda Nikiforov ve
arkadaslar1 invazif olmayan enkapsiile FV-PTK vakalarmi "papiller benzeri niikleer
ozellikleri olan noninvazif folikiiler tiroid neoplazm1" (NIFTP) olarak adlandirmis ve
tan1 Ol¢iitlerinde degisiklikler yapmiglardir (5). Tanim olarak, NIFTP folikiiler bir
mimariye ve PTK’nin bazi niikleer 6zelliklerini gosteren hiicrelere sahiptir. Bu
niikleer Ozellikler hem benign tiroid nodiilleri ile hem de invazif FV-PTK ile
ortiistiigii  icin, NIFTP’lerin Bethesda simiflandirmasina goére belirsiz kabul
edilmesine ve sitolojik materyallerinden kesin teshisin engellenmesine neden
oluyordu (6). Bu yeni tanimlamayla birlikte, NIFTP tanis1 alan hastalarin total
tiroidektomi yerine lobektomi ile tedavi edilmesi Onerilmektedir (7). Ancak,
Nikiforov ve arkadaslari tarafindan yapilan yeni tanimlamanin ileriki donemde hasta
sagligi acgisindan herhangi bir problem ¢ikarip ¢ikarmayacagi tam olarak
bilinmemektedir (8). Literatiirde, metastaza ¢eviren ender enkapsiile FV-PTK veya
benign folikiiler adenom vakalart mevcuttur (9). Bu nedenle, yanlis taniyr ve
dolayistyla yanlis tedavi stratejilerini engellemek adina FV-PTK vakalarinin ayiric

tanisina destek olacak molekiillere ihtiya¢ bulunmaktadir.

Son yillarda hizla gelismekte olan proteomik tekniklerin; nodiillerde belirli
zamanda belirli yerde bulunan tiim proteinlerin yapisini, yerlesimini, miktarini,
translasyon  sonrast  modifikasyonunu  ve  protein-protein  etkilesimini
aydinlatmasindan dolayi, histopatolojik olarak karakterizasyonu kolay yapilamayan
FV-PTK’nin ayirict tanisina katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Literatiirde, genis
orneklem biiyiikliigiinde farkli proteomik tekniklerin tiroid dokusuna uygulandig: bir
biyobelirteg c¢alismasi bulunmamaktadir. Bu amagla, ¢alismada tedavisi geregi
Maslak Acibadem Hastanesi’nde ameliyat olan papiller tiroid kanseri hastalarinin
ameliyat esnasinda cikarilan dokular1 hem taze dondurulmus olarak hem de
formaline sabitlenip parafine gomiilii (FFPE) olarak kullanilmistir. Kanser dokulari
ve bu dokulara komsu benign dokular kullanilarak basta MALDI-Gorlintiileme kiitle

spektrometresi yontemi olmak iizere 2 boyutlu jel elektroforezi, likit kromatografisi-



kiitle spektrometresi (LC-MS) gibi ¢esitli proteomik teknikler ile c¢aligilmistir.
Boylece, klinikte en sik karsilasilan papiller tiroid kanserinin klasik (CV-PTK) ve
folikiiler varyantinin proteomik profillerinin incelenmesi ve ayirici taniya katki

saglayacak potansiyel biyobelirteclerin belirlenmesi amaglanmastir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Tarihce

Tiroid terimi Yunancada kalkan sekilli anlamina gelen “thyreoides”
kelimesinden koken almustir. Biiyiimiis tiroid bezlerinden ilk kez M.O. 2700
yillarinda Cin’de bahsedilmis ve Cinlilerin M.O 1600’den bu yana biiyiimiis tiroid
bezlerinin tedavisinde yanmis siinger ve yosun kullandiklart bildirilmektedir (10).
Ayrica, antik Misir Uygarligi’ndaki hiyeroglif yazitlarinda kadinlarda tiroid bezinin
boyutu ile ilgili sekillerin oldugu belirtilmektedir. Ancak, tiroid bezi ile ilgili batt
tibbindaki ilk referans 1656 yilinda tiroid bezinin ana goérevinin “trakeayi
kayganlastirmak” oldugu bildirilmistir (11). 1800’li yillarin basina gelindiginde ise,
tiroid bezinin kan akisini beyinden yonlendiren vaskiiler sant olarak gorev aldig
disiiniilmekteydi. Tiroid bezi ile iliskili ilk hastalik, 1811 yilinda Burns tarafindan

tanimlanan tiroid kanseridir (11).

Tiroid cerrahisi ile ilgili bilinen ilk tiroidektomi operasyonu 1884 yilinda
toksik guatr tedavisinde uygulanmistir. Ozellikle, Isvigreli cerrah Theodore Kocher
(1841-1917) 2000°den fazla tiroidektomiyi basari ile ger¢eklestirmistir (11). Ancak,
tiroidektomi uygulanan hastalarda goriilen zayiflik, solgunluk, anemi ve zihinsel
bozukluk gibi ortak semptomlar tiroid bezinin beyinden kan akisini1 yonlendiren bir
sant olmasindan ziyade farkli gorevlerinin olabilecegini diisiindiirtmiistiir. 1891
yilinda Murray’in tiroidektomi uygulanan hastalara tiroid ozitleri enjekte ederek iyi
bir klinik yanit olusturdugu bildirilmektedir. Tiim bu ¢aligsmalarla birlikte; Theodore
Kocher, 1909 yilinda tiroid bezinin fizyolojisi, patolojisi ve ameliyati {izerine yaptigi

calismalar nedeniyle Nobel Odiiliinii alan ilk cerrah olmustur (12).



2.2 Tiroid Bezi ve Onemi

Tiroid bezi kahverengi renkli, boynun 6n tarafinda ve strep kaslarin arkasinda
yer alan endokrin bir organdir. Tiroid bezinin agirligi yaklagik 20 gram olmakla
beraber, viicut agirlig1 ve iyot alimina bagli olarak tiroid bezinin agirhigi degisiklik
gostermektedir (13). Iki lobdan olusan tiroid bezinin anatomik yerlesimi Sekil 1°de

gosterilmistir.

Sekil 1. Tiroid bezinin anatomik yerlesimi (14)

Tiroid bezi digsaridan gida ve su yoluyla alinan iyot mineralini kullanarak
tiroid hormonlari lireten, depolayan ve gerektiginde kana veren endokrin bezdir.
Tiroid bezi tarafindan iiretilen tiroid hormonlar1 viicut i¢in ¢ok onemlidir ve ¢esitli
eylemlere sahiptir. Tiroid bezi, doku metabolizmasi ve gelisiminde 6nemli bir rol
oynamakta ve bunu yaparken gesitli organ sistemlerini etkilemektedir. Genel olarak,
memelilerde normal gelisim, biiylime, sinirsel farklilasma ve metabolik diizenleme

icin 6nemlidir (13).

2.3 Tiroid Bezi Uzerine Etkili Hormonlar

Tiroid bezine etki eden hormonlardan tirotropin salgilatici hormon (TRH)
hipotalamusun para-ventrikiiler niikleusundan salgilanmakta ve hipofiz bezine etki

etmektedir. TRH, 6n hipofiz bezindeki tirotrof hiicreleri tizerindeki reseptorleri



aktive etmekte ve tiroid stimilan hormon (TSH) sentezini ve salmimini

tetiklemektedir (15).

On hipofiz bezinden salgilanan TSH ise tiroid bezi iizerine etki ederek tiroid
bezi fonksiyonlarinin diizenlenmesini saglamaktadir. TSH, dogrudan tiroid folikiiler
hiicrelerin bazolateral zarinda ifade edilen TSH reseptoriine etki etmektedir. TSH,
sodyum/iyodiir simpatorii  (NIS) tarafindan aracilik edilen iyodiir alimim
diizenlemekte ve ardindan normal tiroid hormonu sentezi ve sekresyonu igin gerekli
olan bir dizi adim takip edilmektedir (15). Bu sayede tiroid bezinde hormon iiretimi,
tiroid bezine iyot alimi ve tiroid bezinin biiylimesi diizenlenmektedir. TSH
saliniminin azalmasi veya artmasi ile dolagimdaki tiroid hormon diizeylerindeki
degisiklige tepki verilmekte ve bazal tiroid hormon diizeylerinin korunmasi

amaclanmaktadir.

2.4 Tiroid Bezi Tarafindan Uretilen Hormonlar

Tiroid bezinin ana islevi, viicuttaki metabolik siireclerin diizenlenmesi igin
gerekli olan tironamin olarak adlandirilan iki hormonu (L-tiroksin (tetraiyodotironin-
T4) ve L-trityodotironin-T3) iretmektir. T4 hormonu, 1919 yilinda Edward C.
Kendall tarafindan tanimlanmis ve 1950 yilinda bu alanda yaptigi caligmalar
sebebiyle Nobel odiiliinti almistir (16). T4 hormonunun tanimlanmasindan yaklagik
35 wyil sonra, tiroid bezindeki tiroglobulinin bir unsuru olarak T3 hormonu
tanimlanmistir. Bundan kisa bir siire sonra ise bu alanda calismalar yapan birkag
laboratuvar T3 hormonunun; bazal metabolik hiz, amfibiyan metamorfozu, lipid
metabolizmast ve hipofiz fonksiyonu gibi fizyolojik deneylerde T4 hormonundan

daha aktif oldugunu dogrulamistir (17).

Tiroid hormonlarini iiretmek igin gerekli olan en kritik hammadde iyottur.
Viicutta normal fizyolojinin devamlilig: i¢in gerekli olan giinliikk iyot alim miktar
yetiskinlerde 150 ng, gebelerde 220-250 pg ve emziren kadinlarda ise 250-290 pg
olarak belirlenmistir (18). Saglikli bir eriskinde, yaklasik 15-20 mg depolanmis iyot
bulunmaktadir (19). Viicuda alinan iyot, ince bagirsak yoluyla absorbe edilmekte ve
plazmada tasmip tiroid bezinde konsantre edilmektedir. iyot eksikligi durumunda



iyotun tiroid bezi tarafindan tutunmasi %80’lere ulasirken, yeterli iyot aliminda bu
oran %10 civarinda seyretmektedir (19). Iyotun tiroid folikiil hiicresi igerisine almimi
tiroid bezinin bazolateral membraninda bulunan NIS tasiyicisi tarafindan
gergeklestirilmektedir. NIS aracili iyot translokasyonunda, Na"un elektrokimyasal
gradyanina dogru hareketi sonucunda ¢ikan enerji es zamanli olarak iyotun
elektrokimyasal gradyaninin tersine dogru hareketi i¢in kullanilmaktadir. Bazolateral
membrandaki Na* gradyam: ise Na'-K'-ATPaz’mnin ¢alismasi ile saglanmaktadir
(20). Levy tarafindan 6nerilen modelde, Na* iyonunun oncelikle NIS’e baglandig1 ve
ardindan Na® ve NIS’in iyot ile bir kompleks olusturup iyotla birlikte iki Na*

iyonunun hiicre igerisine alindig1 belirtilmektedir (21).

Tiroid folikiil hiicresinin igerisine alinan iyot, apikal membranda bulunan
pendirin isimli tasiyici tarafindan folikiiler limene verilmektedir (22). Tiroid hormon
(TH) sentezinde oncii protein olarak gorev alan tiroglobulin (Tg) apikal membrandan
hiicre icerisine alinmaktadir. Tg, tiroid bezinde bulunan en bol proteindir ve folikiiler
liimen igerisindeki konsantrasyonu 200-300 g/L’ye erisebilmektedir. Temel islevi
tiroid hormonlarinin sentezi ve depolanmasi icin bir polipeptid omurgas1 sunmaktir,
ayrica iyot aliminin az ya da diizensiz oldugu durumlarda iyot depolamaktadir (23).
Tiroid hormon sentezinin ilk basamaklarinda Tg, iyot ile organifiye edilmektedir.
Bunun sonucunda, monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT) olarak
adlandirilan iyotlu tirozin tiirevleri olusmaktadir. Tiroid peroksidaz enzimi (TPO)
tarafindan hidrojen perkoksit varliginda katalizlenen reaksiyon sonucunda MIT ve
DIT, T3 ve T4 hormonu olusturmak iizere birlesmektedir (Sekil 2). Buna gore, 2 DIT
T, hormonunu, 1 DIT 1 MIT ise Tz hormonunu olusturmaktadir. Tiroid hormonlari
belirli bir siire tiroid folikiillerinde depo edildikten sonra, Tg proteolize tabi
tutulmaktadir. Tg’nin endopeptidazlar basta olmak iizere g¢esitli proteazlar,
glikohidrolazlar, fosfatazlar ve siilfatazlar i¢in substrat oldugu bildirilmektedir. Buna
gore, oncelikli olarak T3 ve T, hormonunu serbest birakmak i¢in erken ve segici
parcalanmalar gerceklesmekte ve ardindan proteoliz tamamlanmaktadir. Ardindan,

salinan hormonlar dolagima katilmaktadir (24).

Serbest kalan T3 ve T4 hormonlarmin dolasima katilabilmesi igin ilk basta

lizozomal kompartmanlardan sitoplazmaya, sitoplazmadan da hiicre digina taginmasi



gerekmektedir. Uzun yillar boyunca, tiroid hormonlarmin basit diflizyon yoluyla
tiroidlerden salindigi 6ne siiriilmiistiir. Ancak bu goriis heniiz tam olarak ispat
edilmemistir. T3 ve T4 hormonlar1 yapisal olarak lipofilik bilesikler oldugu igin,
bunlarin aminoasit yan zinciri ve fenolat kisimlari tizerinde yiikler bulunmaktadir.
Dolayistyla da, basit difiizyon ile tiroid hormonlarinin salinmasi birgok goriise gore

olas1 degildir, ancak tam olarak mekanizmasi da agikliga kavusmamuistir (25).

OH
0 1. Organification (TG }—T,

@ 2. Coupling -»

/

'~
D

Sekil 2. Tiroid hormon sentezinin sematik gosterimi (26)

TH dolasimda tiroksin baglayici protein (TBG), transtiretin veya albumine
baglanarak taginmaktadir (26). Plazmada serbest olarak tasinan T3 ve T, miktar1 son
derece azdir. TBG ile tasinan tiroid hormonlari, dolasimda tasman tiroid
hormonlarinin %75’ini olusturmaktadir. TBG’nin T4’e ¢ok daha yiiksek afinitesi
vardir ve plazmada bulunan TBG miktar1 yasa ve cinsiyete bagli olarak
degismektedir. Tiroid hormonlari, TBG, transtiretin ve albuminden rahatlikla
ayrilabilmekte ve difiizyon ya da membran reseptorlerinin yardimu ile hiicrelere giris

yapmaktadir (26).



TH’larinin periferik dokulara alinmasi ve hedef hiicrelere girmesinde,
monokarboksilat tagiyict 8 ve 10, organik anyon tasiyici protein ve spesifik olmayan
L-tipi aino asit tasiyicilarinin gorev yaptigi bilinmektedir. En iyl tanimlanmis
spesifik tasiyici ise monokarboksilat tasiyic1 8 proteinidir ve yaygin sekilde ifade
edilmektedir (27). Hatta, bu proteinde gozlenen mutasyonlarin Allan-Herndorn-
Dudley X baglantili psikomotor retardasyon sendromuna neden oldugu gosterilmistir
(28).

2.5 Tiroid Hormon Uretimi ve Saliniminin Diizenlenmesi

Tiroid hormon {tiretiminin diizenlenmesinde en 6nemli kontrol faktori iyot
bulunabilirligi ve TSH’dir. Yetersiz miktarda iyot, tiroid hormonunun yetersiz
tiretimine ve dolayisiyla daha fazla TSH ile tiroid bezinin uyarilmasina neden
olmaktadir. Asir1 miktarda iyot ise, akut olarak tiroid hormon sentezini inhibe
etmektedir. Inhibisyon mekanizmasimin tam olarak nasil gerceklestigi bilinmemesine
ragmen, asirt miktarda iyotun TPO aktivitesini inhibe eden g¢esitli molekiillerin
sentezini tetikledigi 1948 yilinda Jan Wolff ve Lyon Chaikoff tarafindan one
stirilmistiir (29), (30).

TSH, tiroid hormonu sentezi ve saliniminda birgok adimi etkilemektedir.
TSH’1n tiroid hormon sentezi iizerine etkisi Gq/fosfolipaz C ile gergeklesirken, tiroid
hormon salinimi tizerine etkisi ise siklik adenozin monofosfat (CAMP) yolagindan
gerceklesmektedir. Buna gore TSH; NIS, TPO, Tg ve hidrojen peroksit tiretimini
uyarmakta, tirozin gruplari arasinda iyodinasyonun ve hormonogenezin 6nceligini
belirlemekte ve Tg’nin tirositler tarafindan i¢e alinimini diizenlemektedir. Ayrica, T3
ve T4 hormonlar1 negatif geri bildirim mekanizmasi ile TRH ve TSH salinimi

azaltmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3: Tiroid hormon sentezinin diizenlenmesi (31)

2.6 Tiroid Hormon Reseptorleri ve Sinyal Yolaklar:

Insanlarda, niikleer reseptdr siiper ailesine ait iki alt tip tiroid hormon
reseptorii (TRa ve TRP) bulunmaktadir. Bu iki genin diferansiyel eklemesine bagl
olarak al, a2, a3, B1, B2, B3 gibi ¢oklu TR’lerin yani sira li¢ kesik form, Aal, Aa2,
AP’da iiretilmektedir. TRal ve TRB1 neredeyse tiim dokularda ifade edilmektedir,
ancak organizmanin gelisim asamasmna ve belirli doku tiirline bagli olarak ifade
edilme orani ve gorevi degismektedir (32). Boylelikle, ¢ogu T3 hedef dokusunun
agirlikli olarak TRal veya TRP1 reseptorlerine yanit verici oldugu veya izoform
Ozgiinliigiinden yoksun oldugu bildirilmektedir (33). Bu siiperailenin diger tiyeleri
gibi, TRlerde, liganddan bagimsiz transaktivasyon (AF1) icin A/B bolgesi, DNA
baglanma alani i¢in bir C bolgesi, D etki alan1 ve ligand baglama, dimerizasyon ve

ligand bagimli transaktivasyon (AF2) i¢in bir E bolgesi bulunmaktadir (Sekil 4) (34).
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Sekil 4: Niikleer TR’nin yapisi (34)

Tiroid hormonu, prohormon olan T4’den aktif form olan T3’e aktive
edildikten sonra genis bir gen yelpazesinde diizenleme yapmaktadir. Tiroid
hormonunun herbir hiicrede tetikledigi sinyal yolaklar1 komplekstir. Sinyal yolagi;
hiicre ve dokuya spesifik tiroid hormon tasiyicilar, c¢oklu TR izoformlari,
ekspressorler ve koaktivatorler ile etkilesimler nedeniyle yiiksek oranda
diizenlenmektedir. T3 hormonunun baslica sinyal yolu, ligand bagimli transkripsiyon
faktorleri olan niikleer TR'ler araciligi ile olusmaktadir. TR'ler, hedef genlerdeki TH-
yanit elemanlarina retinoid X reseptorleri ile bir homodimer veya heterodimer olarak
baglanmakta ve T3 direkt olarak gen ifadesini diizenlemektedir. Ligand bagh
olmayan TR’ler DNA cevap elementleri icin T3 bagli TR’ler ile rekabet etmektedir.
Ligand bagli olmayan TR’lerin 6nemli transkripsiyon baskilayici olduklar1 ve
gelisim sirasinda 6nemli role sahip olduklart bildirilmektedir (35). Buna gore, ligand
bagli olmayan TR’lerin ¢esitli baskilayic1 proteinlerle etkilesime girdigi, bunun
sonucunda da histon deasetilazlarin gen ifadesini engelledigi bildirilmektedir. Buna
karsilik, T3 bagli TR’lerin steroid reseptor koaktivator 1 ve diger koaktivator
proteinlerle hormon bagimli sekilde etkilestigi ve bunun sonucunda hedef genin
ifadesini aktiflestirildigi bildirilmektedir (27).

Tiroid hormonlarinin nongenomik etkileri, dogrudan gen ekspresyonunu
etkilemeyen eylemleri icermektedir. Niikleer aktivasyon ile TH etkileri birkag saat ile
giin arasinda ortaya cikarken, membran reseptorleri vasitasiyla biyolojik etkiler
birka¢ dakika igerisinde hizla uygulanmaktadir. Bu hizli tepkiler; fosfolipaz C,
inositol trifosfat, diacilgliserol, protein kinaz C, hiicre i¢i Ca*? sinyal yolag1, adenil
siklaz, protein kinaz A ve Ras/Rafl serin-treonin kinaz/MAPK yolagina bagl ikincil
haberciler ilizerinden gerceklesmektedir (36). Ayrica, integrin ovp3'in hiicre dist
bolgesi, T4 i¢in bir membran reseptorii olarak goérev yapmaktadir (37). Integrin avf33

tizerindeki TH membran reseptorii, TRB1, dstrojen reseptor o, STAT1a, STAT3 ve
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pS3 gibi niikleer faktorlerin fosforile edildigi MAPK'yi (ERK1/2) harekete gegirdigi
bildirilmektedir (38).

2.7 Tiroid Hormonlarmin Gorevleri

Tiroid bezinden salgilanan tiroid hormonlarimin ¢ok ¢esitli gorevleri
mevcuttur. TH’larmin fizyolojik etkileri genel olarak, metabolik gdrevler ve biiyiime
ve gelisme iizerine gorevler olarak &zetlenmektedir (Tablo 1). Ornegin, tiroid
hormonlar1 bazal metabolik hizi korumakta, adaptif termojenezi kolaylastirmakta,
istah, besin alimin1 ve viicut agirligint diizenlemektedir. Bu etkilere 6zellikle iskelet
kas1 ve yag dokusu tizerindeki etkisiyle aracilik edilmektedir. Ayrica; TH’nun yag
asidi, kolestrol ve karbonhidrat homeostazi tizerindeki eylemleri de metabolizmanin

diizenlenmesi i¢in son derece onemlidir.

Tablo 1: TH’larmin fizyolojik ve biyokimyasal etkileri (17)

Biiyiime ve Gelisme ile flgili Gorevler Metabolik Gorevler
Bir¢ok memelinin dogum sonrasi gelisimi Endotermlerde bazal metabolik hiz
diizenlenmesi
Fetal beyin ve kemigin fonksiyonel ve Su ve Na* iyonlarinin hiicre
biyokimyasal olgunlagmasi membranlarindan hareket ettirilmesi
Mitokondriyal solunum enzimleri ve Kalsiyum ve fosfor metabolizmasi
mitokondriyal zarlarin sentezinin
diizenlenmesi

Kolesterol ve diger lipid metabolizmalarinin
diizenlenmesi

Nitrojen (iire, kreatin) metabolizmasi

Oksidatif fosforilasyon ve enerj1
metabolizmasinin kontrolii
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2.7.1 Biiyiime ve Gelisme ile Tlgili Gorevler

TH’lar1 birgok memelinin fetal gelisimi ve neonatal beyin gelisimi i¢in son
derece 6nemlidir. Ozellikle, miyelinasyon ve noronal/glial hiicre farklilasmas: ile
iligkili genlerin TH tarafindan diizenlendigi belirtilmektedir (39). Londra Klinik
Topluluk Komitesi tarafindan 1888 yilinda tiroid fonksiyonu ve mental retardasyon
arasindaki iliski ortaya konmustur. Tiroid fonksiyonlarindaki bozulmalarin, duygu ve
kognisyon da dahil olmak tizere, zihinsel durumu o6nemli o&lgiide etkiledigi
bildirilmektedir  (40). TH’larmin, iskelet gelisiminde, kemik kiitlesinin
korunmasinda ve etkili kirik iyilesmesi i¢in gerekli oldugu c¢ok eski yillardan beri
bilinmektedir. bilinmektedir. 1850 yilinda Thomas Curling atireozis ile iliskili
olarak kretenizmi tanimlamis, 1873 yilinda ise tiroid bezinin olmamasi ile kretenizm
arasinda nedensel baglanti saptanmistir (27). Ayrica, yetiskinlerde tirotoksikoz

sekonder osteoporozun 6nemli bir nedenini olusturmaktadir.

Ayrica, T3 hormonunun mitokondri iizerinde ©nemli etkileri oldugu
bildirilmektedir. Ornegin, oksijen tiiketiminin uyarilmasi, mitokondriyel genomunun
ifadesi ve mitokondriyogenez iizerinde ¢esitli etkilerinin oldugu belirtilmektedir.
1970’lerde yapilan calismalarda hipotiroid farelere T3 hormonu enjeksiyonunun
farelerin mitokondrisinde oksijen tiikketiminin ve oksidatif fosforilasyonun arttigi
gosterilmistir (41). Yapilan ¢alismalara gore, mitokondri i¢ zar iizerindeki proton
sizintisinin 6nemli bir TH hedefi oldugu gosterilmis ve bu sayede oksijen tiikketiminin

arttig1 6ne siiriilmiistiir (42).
2.7.2 Metabolik Gorevler

TH’nun enerji harcamalarini diizenledigi hipotezini destekleyen ¢ok sayida
bilgi mevcuttur. Bu hipotezlerden ilki Magnus-Levy tarafindan 1895 yilinda ortaya
atilmis ve TH’nun enerji harcamasinin diizenlenmesine iligkin 6nemli hiicresel
stiregleri etkiledigi belirtilmistir (43). TH’nin bazal metabolik hizla ilgili birgok

metabolik yolun davranisini modiile ettigi gosterilmistir.

Termonoétral bir ortamda viicut, zorunlu termojenez yoluyla sicakligini
muhafaza edebilmektedir. Ornegin metabolik siireclere eslik eden 1s1 iiretiminde

oldugu gibi viicut zorunlu termojenez ile sicakligini korumaktadir. Ancak, ortam
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sicakligt  termonédtral’in  (insanlarda 23°C) altina distiginde 1s1  koruma
mekanizmalarinin aktivasyonunu uyarabilmektedir. TH, hem kahverengi adipoz
doku termojenezini hem de bazal metabolizma hizini arttirarak, zorunlu ve adaptif
termojenezi diizenlenlemektedir (44). Bazal metabolik hiz, insanlardaki enerji
harcamalariin birincil kaynagidir ve bazal metabolik hizdaki olasi azalmalar,
obezite ve kilo alimina neden olmaktadir. TH’nun, bazal metabolik hizin ana
diizenleyicisi oldugu bilinmekle birlikte, bunu hangi mekanizmalarla gerceklestirdigi
heniiz net olarak bilinmemektedir (45). Genel olarak, TH metabolik siiregler i¢in
ATP {iretimini arttirarak ve iyon gradyanlart yaratarak bazal metabolik hizi
uyarmaktadir. TH nu dogrudan ya da dolayli yoldan uyaran iki iyon gradyani, hiicre
zar1 boyunca Na'/K" gradyam ve sitoplazma ve sarkoplazmik retikulum boyunca
Ca?* gradyamdir. TH, hiicredeki Na* seviyesini ve hiicre disindaki K* seviyelerini
degistirebilirmekte, boylece gradyan korumak igin Na'-K'-ATPaz seklinde ATP
tiiketimini gerektirmektedir (45).

Ozellkle iskelet kaslarinda, TH mitokondriyal i¢ zardan proton sizintisini
arttirmaktadir. Boylece, ATP sentezi i¢cin gerekli proton giidii kuvveti azaldig1 igin
daha fazla oksidasyon uyarilarak ATP sentezini muhafaza edtmektedir. Klinik
olarak bakildiginda, hipotiroidizmden otiroidizme gecildiginde TH ile indiiklenen
enerji harcamalari, ATP iiretiminde belirgin bir artis olmaksizin yalmzca 1s1
iiretimine neden olmaktadir. Hipertiroidide ise; hem ATP sentezinde hem de 1s1
tiretiminde bir artis s6z konusudur. ATP sentezinin arttirllmasina bir katki da, T3
hormonu tarafindan sitoplazmada iiretilen indirgeyici esdegerleri mitokondriyel zar
igerisine aktararak ATP olusumuna katki saglayan mitokondriyel gliserol-3-fosfat

dehidrogenazin sentezinin indiiksiiyonunu diizenlemektedir.

Glukoz homeostazi, gida alimi ile birlikte, insiilin sekresyonunun
diizenlenmesini ve hedef dokudaki etkisini igeren son derece karmagik bir
mekanizma ile gerceklestirilmektedir. TH, glukoz metabolizmasinin 6zellikle hepatik
glukoz ¢ikist ve insiilin duyarliligi olmak iizere gesitli basamaklarini etkilemektedir
(46). TH, farkli organlarda insiilin agonistik ve antagonistik etkileri géstermektedir.
Tim bu etkiler, normal glukoz metabolizmasi i¢in gerekli olan ince dengede

gerceklesmektedir. TH nin eksikligi veya fazlasi karbonhidrat metabolizmasinda
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degisikliklere neden olarak bu dengeyi bozabilmektedir. Ornegin, klinik olarak,
TH’nun fazlalig1 bozulmus glukoz toleransi, hepatik instilin direnci ve artmig hepatik
glukoz dretimi ile iliskilidir (47). TH, gastrointestinal kanaldan glikoz
absorbsiyonunu arttirmaktadir. Bunu insiiline duyarhi glukoz tasiyici-4 (GLUT-4)
transkripsiyonunun  pozitif —regiilasyonuna aracilik ederek  gergeklestirdigi
bildirilmektedir. Yapilan c¢alismalarda, GLUT-4 geninin promoter bdlgesinde
fonksiyonel bir tiroid hormon yanit elementi tanimlanmis ve karakterize edilmistir
(48).

TH’lar1 lipid metabolizmasinin; lipid sentezi, mobilizasyonu ve degredasyonu
dahil olmak {izere birgok basamagmi etkilemektedir. Ornegin, TH’lar1 yag
dokusunda depolanan trigliseridlerin mobilizasyonunu arttirdigr icin lipid
substratlarinin kullanimini tesvik etmektedir. Ozellikle, plazma esterlesmemis yag
asitleri ve gliseroliin konsantrasyonunun artmasi bu eylemi yansitmaktadir (49).
Genel olarak, noétral yaglar, fosfolipidler, lipoproteinler, bazi yag asitlerinin
miktarinin TH ile ters orantili oldugu bildirilmektedir. Ayrica, TH her ne kadar yag
asitlerinin oksidasyonunu uyarsa da karacigerde lipogenezi indiikledigine dair ¢ok
sayida kanit bulunmaktadir (50). Bunun disinda, TH’lar1 kolesterol sentezindeki

onemli basamaklar1 indiiklemektedir.

Kreatin ve kreatinin attmmin ise hipotiroidizm ve tirotoksikoz
durumlarindan etkilendigi literatiirde belirtilmektedir. Genel olarak, TH fazlalig
kreatiniiriyi tetikledigi ve buna bagl olarak serum kreatinin konsantrasyonunun
arttigr bildirilmektedir. TH’larmin protein metabolizmasindaki katabolik aksiyonu
ise bilinmektedir. Ancak, hipotiroid kisilere TH verildiginde bu hormonlarin

anabolik aktiviteyi tetikledigi de bilinmektedir (51).

Vitamin metabolizmasina bakildiginda; tiyamin, riboflavin, nikotinamid ve
B12 vitaminine olan ihtiyacin o&zellikle hipertiroidizm durumunda arttigi,
hipotiroidizm durumunda ise azaldig1 belirtilmektedir. Vitamin metabolizmasindaki
tim bu degisimlerin, TH’larinin genel olarak metabolizmay1 etkilemesine bagl

sekonder bir etkisinin oldugu 6ne siiriilmektedir (52).
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2.8 Tiroid Fonksiyon Testleri

Tiroid hastalig1 olan kisiler genellikle tiroid biiyiimesi (diffiiz ya da nodiiler),
TH eksikligi (hipotiroidi) semptomlar1 ve TH fazlalig1 (hipertiroidi) semptomlari ile
kliniklere bagvurmaktadir. TH bozukluklarinin belirlenmesi i¢in tiroid fonksiyon
testleri yapilmaktadir. Bu testlerin yorumlanmasinda normal tiroid fizyolojisi ile
patofizyoloji arasindaki farkin ve benzerligin c¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.
Ornegin, normal degerler arasinda ¢ikan TH seviyeleri her zaman tiroid hastaligmin
olmadigimi gostermeyebilir (53). Ayrica, hipotiroidi veye hipertiroidinin klinik
semptomlar1 6zgiill olmayabilir. Bu nedenle, siiphelenildiginde tiroid fonksiyon

testleri ile teyit onem arz etmektedir.

Tiroid fonksiyonunun degerlendirildigi laboratuvar testleri alt kategorilerde

incelenmektedir (54):

1. TSH

2. Serum T4 ve T3 konsantrasyonu
3. Tiroid otoantikor testleri
4

TH’nin dokudaki etksini yansitan testler

28.1TSH

TSH, tiroid fonksiyonunun belirlenmesi ic¢in bir ilk tarama testi olarak
onerilmektedir. Bunun nedeni, serum TH ile TSH arasinda ters logaritmik-lineer bir
ilisgki olmasindan kaynakli TSH’in serbest T3 ve serbest T4 diizeylerindeki
degisikliklere dinamik olarak yanit vermesindendir. Ornegin, hipertiroidi tanisinda
en hassas yontem TSH diizeyinin dl¢timiidiir. Ayria, TSH diizeyinin belirlenmesiyle
tiroid bezine bagli primer hipotiroidi, tirotoksikoz, subklinik tiroid hastaliklari
saptanabilmektedir. Bununla birlikte, yalnizca TSH ile yapilan taramalar bazi
vakalarin ya yanlis tani ile sonuglanmasina neden olmakta ya da bazi hastaliklarin
gozden kagmasina neden olmaktadir (55) (Tablo 2). Tiim bu nedenlerden dolayzi,
bircok laboratuvarda TSH ile TH’larinin (total veya serbest) Olglimii birlikte

gerceklesmekte ve tiroid fonksiyonu yorumlanmaktadir.
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Tablo 2: TSH 6l¢iimiiniin tek basina yaniltict olabilecegi durumlar (55)

Yalmzea TSH Ol¢iimiiniin Yamltici Olabilecegi Klinik Durumlar

Tirotoksikoz nedeniyle yakin zamanda tedavi almis olmak (TH konsantrasyonlart normale
dondiigiinde bile TSH bastirilmig kalabilir)

Tiroid dis1 hastaliklar

Santral hipotiroidizm (6rnegin hipotalamik / pituiter bozukluklar)

TSH salgilayan hipofiz adenomu

TSH testinde interferans yapan faktdrlerin bulunmasi

Tiroid hormonuna direng

TH transportu veya TH metabolizmasi bozukluklari

Laboratuvarlarda TSH ol¢lim, immiinoradyometrik veya
immiinokemiliiminisans yontemleri ile yapilmaktadir. Bu yontemlerin analitik ve
foksiyonel hassasiyetlerinin 0.01 mU/ml’den daha az oldugu belirtilmektedir (19).
Genel olarak laboratuvarlar TSH i¢in normal deger sinirlarimi 0.35-4.5 mU/mL
olarak vermektedir (19). Ancak yas, gebelik durumu gibi faktorler géz Oniinde
bulundurularak TSH’1in normal deger sinirlariyla ilgili yorum yapilmasi gerektigi
bildirilmektedir. Amerikan Klinik Endokrinologlar Dernegi ve Amerikan Tiroid
Birligi kilavuzlar ise, serum TSH diizeylerinin > 10 mIU/L’den fazla olan ve
saptanamayan serum TSH (<0.1 mIU/L) diizeyleri olan kisilerin tedavi edilmesini
onermektedir (56).

2.8.2 Serum T4 ve T3 Konsantrasyonu

TSH olctimii ile birlikte serum TH’larmin oOlgiilmesi tiroid fonksiyonu
hakkinda genis bilgi sunmaktadir. Klinikte siklikla immiinometrik yontemlerle
serbest T4 Slgiimleri yapilmaktadir. Bunun nedeni, ¢esitli hastaliklar veya kullanilan
ilaglara bagl olarak TH baglayan proteinlerin diizeyleri degistiginde veya TH’larinin
bu baglayict proteinlere afiniteleri degistiginde, total hormon Ol¢iimii yaniltic
olabilmektedir. Her ne kadar immiinometrik yontemlerle serbest T4 ol¢limi

yapilabilse de, bu oOlgiimlerde kullanilan ticari malzemeler iyi standardize
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edilmemistir. Ayrica, gebelik, bobrek yetmezligi, tiroid dis1 hastaliklar ve genetik
hastaliklar gibi durumlarda tiroid hormonlarinda saptanan beklenmedik sapmalarin
daha rahat degerlendirilmesi i¢in LC-MS yontemleri de klinik laboratuvarlarda
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar, in vivo nedenler (anormal baglayict proteinler,
heterofil antikorlar, otoantikorlar) ve in vitro nedenlerden (serbest yag asitleri, analiz
antikorlari, intrinsik seyreltme) dolayr kiitle spektrometresi yaklagimlarinin
radyoimmiin test ve immiin teste kiyasla yiiksek 6zgilinliige sahip oldugunu ortaya
koymustur (57). T3 testleri ise, Ozellikle hipertiroidi teshisi veya hipertiroidinin
diizeyini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Hipertiroidi olan hastalarda T3 hormon
diizeyinin yiikseldigi, hatta TSH diizeyi diisiik baz1 kisilerde serbest T4 diizeyinin

normal olmasina ragmen T3 diizeyinin arttig1 belirtilmektedir (58).

2.8.3Tg

Tg normal tiroid hiicreleri ve ayrica tiroid kanseri hiicreleri tarafindan tiretilen
bir proteindir. Dolayistyla nodiil varliginda Tg Ol¢limiiniin malignite acisindan
tanisal degeri bulunmamaktadir. Kilavuzlara gore; Tg’nin dl¢iimii eger tiroidektomi
uygulanmigsa ve radyoimmiino test tedavisi sonrasi rekiirren hastaligin
saptanmasinda 6nem arz etmektedir (19). Tiim bu nedenlerle, anti-Tg Slglimiiniin
tiroid bezi fonksiyonunun birincil 6lgiitii olmadigr bildirilmektedir. Giiniimiizde
klinik laboratuvarlarda 0.1 ng/ml diizeyine kadar hassasiyetle Tg ol¢iilebilmektedir.
Fakat, diferansiye tiroid kanserinin takibinde yiiksek anti-Tg antikorlarinin varliginda
Tg saglikli bir sekilde dlgiilememektedir. Bu nedenle, serum Tg diizeyi ile birlikte
anti-Tg’ye de bakilmasi gerektigi bildirilmektedir (19).
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2.8.4 Tiroid Otoantikor Testleri

Viicudun bagisiklik sistemi, lenfositler tarafindan iiretilen antikorlar aracilig
ile belirli antijenlere karsi immiin cevap olusturmaktadir. Hipotiroidizm veya
hipertiroidizm bulunan bir¢cok hastada, lenfositler tiroid bezine kars1 antikor
tiretmekte ve bunun sonucunda ya tiroid bezi daha ¢ok uyarilmakta ya da hasar
gormektedir. Tiroid bezinde probleme neden olan baslica iki antikor; TPO ve Tg’dir.
Serum anti-TPO ol¢timii 6zellikle otoimmiin tiroid hastaliklarinin arastirilmasinda
siklikla bagvurulan bir yontemdir. Genellikle; Hashimoto tiroiditi, post-partum
tiroidit ve Graves hastaliginda saptanmaktadir (19). Otoimmiin tiroid rahatsizlig
bulunan ve anti-TPO diizeyi yiiksek olan kisilerde anti-Tg’de yiiksek bulunmaktadir.

Bu nedenle, anti-Tg antikorunun taniya ¢ok fazla katkisi olmadigi bildirilmektedir.

Bir diger antikor ise; farkli biyolojik aktiviteye sahip immiinoglobulinlerden
meydana gelen TSH reseptor antikorudur. Bu immiinoglobulinlerin TSH’in kendi
reseptoriine baglanmasini engelleyen veya wuyaran Ozellikleri olabilmektedir.
Stimiilan antikorlarin, cAMP {iretimini arttirdigi, bloke edici antikorlarin ise cAMP

tiretimini engelledikleri belirtilmektedir (59).

2.8.5 Iyot Metabolizmasinin Anlagilmasina Yénelik Testler

Cesitli hastaliklarda tiroid bezine iyot alimi farklilastig1 i¢in, radyoaktif iyot
alimi (RAIU) olgiilerek 6zellikle hastalarin tedavi karar1 ve sekli belirlenmektedir.
Ornegin, Graves’ hastaligi, TSH iireten tiimor ve toksik multinodiiler guatrda yiiksek
RAIU gozlenirken; tiroiditler, hipotiroidiler ve bazi ilaglar1 (tiyonamidler, lityum,
amidaron) kullanan hastalarda RAIU diisiiktiir (60). Iyot, iyodiir formunda, tiroid
hastaliklarinda yaygin olarak kullanilan iki radyoaktif form haline getirilmektedir: I-
123 ve 1-131. 1-123 en ideal izotoptur ve tiroid hiicrelerine zararsizdir. 1-131 ise, I-
123’e benzer sekilde davranmakta ancak tiroid hiicrelerine zarar verebilmektedir. Bu
radyoaktif iyot molekiillerinin her birinden salinan radyasyon; tiroid fonksiyonu,
tiroid dokularmin biiyiikligii ve konumu hakkinda bilgi vermektedir. 1-123
kullanilarak yapilan tiroid taramasindan sonra Ozel bir radyasyondan korunma

Oonleminin alimmasina gerek olmadigi bildirilmektedir (61). Tiroid hiicreleri
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tizerindeki zararli etkileri nedeniyle nadiren 1-131 tiroid taramasi ig¢in

kullanilmaktadir (62).

2.9 Tiroid Bezi Hastalhklar1
2.9.1 Subklinik Hipotiroidizm

Subklinik hipotiroidizm, normal serum serbest TH diizeyine ragmen normalin
iistinde TSH diizeyinin saptanmasi olarak tanimlanmaktadir. Subklinik
hipotiroidizmde genellikle herhangi bir klinik semptoma rastlanmaz. Subklinik
hipotiroidizmin bilinen bir tiroid hastaligi olmayan toplumdaki prevelansi %3-%8
arasindadir (63). Ayrica, prevelansin yasla birlikte arttigi ve kadinlarda daha yiiksek
oldugu da bildirilmektedir (64).

Subklinik hipotiroidizm tanisinin konulmasinda iist sinirin tizerinde TSH (>4-
5 mU/mL) ve normal serbest T4 diizeyleri aranmaktadir. Ancak, baz1 durumlarda
TSH diizeylerinin bir kism1 kendiliginden normal smirin igerisine diismektedir. Bu
gibi durumlarda, tekrarlayan testlerle taninin teyit edilmesi gerekmektedir. Serum
TSH diizeyi i¢in kesin list sinirin belirlenmesinde halen tartismalar oldugu i¢in serum
TSH’1n (<10 mIU/L) hafif yiikselmesi durumunda tedavi siirecinin nasil ilerleyecegi
ile iligkili soru isaretleri mevcuttur (65). Ancak, TSH diizeyi 10 mIU/L’nin iizerine
ciktigt durumlarda, levotiroksin tedavisinin genellikle uygun oldugu kabul

gormektedir (66).

2.9.2 Hipotiroidizm

Hipotiroidizm, TH hormon yetersizligi veya eksikliginden kaynakli bir
rahatsizliktir. Genel olarak, serum serbest T4 diizeyi diisiiktiir, serum TSH yiiksektir.
Primer, sekonder ve tersiyer olmak iizere 3 alt tipi mevcuttur. Primer hipotiroidizm,
tiroid bezinde goriilen bozuklugun TH sentezinin ve salgilanmasinin azalmasina
neden olmasindan kaynaklanmaktadir. Primer hipotiroidizmin en sik goriilen

nedenleri; otoimmiin tiroidit (Hashimoto tiroidit), tiroidektomi veya RAI tedavisidir
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(19). Sekonder hipotiroidizm, hipofiz bezindeki bir bozukluktan kaynaklanir ve buna
bagli olarak TH sentezi ve salinimi azalmaktadir. Tersiyer Hipotiroidizm ise
hipotalamustaki bir bozukluktan kaynakli TH sentezi ve salinimi1 azalmaktadir (67).
Sekonder ve tersiyer hipotiroidizme, santral sinir sisteminden kaynaklandigi igin
santral hipotiroidizm de denilmektedir. Santral hipotiroidizm de; serum serbest T4
diizeyinin diisiik olmasina karsin, serum TSH diizeyi ayni1 oranda yiikselmemis

olarak goriilmektedir (67).

Hipotiroidizm ¢ogu hastada kalicidir, bu nedenle hastaya tan1 konulduktan
sonra Omiir boyu TH replasman tedavisi géormek zorundadir. Genel olarak TSH
seviyeleri 10 mIU / L'den daha yiiksek olan kisilerde sentetik levotiroksin tedavinin
temel dayanmigidir ve saglam bir hipotalamik-pitiiiter-tiroid ekseni olmasi kosuluyla

doz her 4 ile 6 haftada bir normal TSH diizeyine gore titre edilmektedir (68).

2.9.3 Subklinik Hipertiroidizm

Subklinik hipertiroidizm, referans seviyesinin altinda TSH ve normal serum
TH seviyeleri ile karakterizedir. Subklinik hipertiroidizmin tanis1 oncelikli olarak
biyokimyasaldir ve “normal” TSH diizeyinin tanimina baghdir (69). Subklinik
hipertiroidizmin goriilme sikligimnin %0.5- %15 arasinda degistigi bildirilmektedir
(69). Endojen subklinik hipertiroidizmin en yaygin nedeni, tiroid bezinin asirt TH
salgilamasidir. Ayrica, tiroid hormon tedavisinde doz asimi1 ve Graves’ hastaligi da

onemli nedenler arasindadir. Yash insanlarda ise toksik multinodiiler guatr subklinik

hipertiroidizmin en yaygin nedenidir (70).

Subklinik hipertiroidizmin tanis1 biyokimyasal olarak yapildig: i¢in, TSH’n
baskilanmasina neden olacak herhangi bir neden yoksa gecici durumlardan ayirmak
amactyla belirli araliklarla tiroid fonksiyon testlerinin yeniden talep edilmesi
gerekmektedir (19). Tedavide ise; subklinik hipertiroidizme sebep olan nedenlere
bagl olarak farkli yaklasimlarin uygulandig: belirtilmektedir. Ornegin, TSH diizeyi
<0.1 mU/L ise ve hastanin komplikasyon riski yiiksek ise mutlaka tedavi siireci
baglamalidir. Ancak, riski olmayan ge¢ hastalarda iyot kisitlamasi ile takip siirecinin

gerceklestirilebilcegi belirtilmistir (19) .
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2.9.4 Hipertiroidizm/Tirotoksikoz

Tirotoksikoz terimi, artmig TH’u ifade eden genel bir klinik durumdur.
Tirotoksioz, cesitli etyolojilere sahip bir sendromdur. Klinik semptomlar veya
biyokimyasal bulgular artmis tiroid hormonu etkisini ortaya koydugunda, tan1 ve
tedavi yontemleri etiyolojiye bagl olarak sekillendirilmelidir (71). Hipertiroidizm

ise, tiroid bezinden artmis TH sentezinden kaynakli TH fazlaligini ifade etmektedir.

Tam i¢in, TSH ve serbest T4 diizeyleri kontrol edilmektedir. Baskilanmis
TSH ile birlikte yliksek serbest T4 ve/veya T3 klinik hipertiroidizme isaret
etmektedir. Tan1 konulduktan sonra, RAIU testleri ile etiyolojiye yonelik testler
yapilmasi gerekmektedir. Bu sayede azalmis RAIU (tiroidit, egzojen tiroid
kullanim1) artmis RAIU’dan (Graves’ hastaligi, toksik adenom) ayrilabilecegi
bildirilmektedir (19). Hastaligin etyolojisine bagli olarak tedavi segenekleri

degerlendirilmektedir.

2.9.5 Tiroiditler

Tiroidit, tiroid bezinin iltthaplanmasi anlamina gelen genel bir terimdir.
Tiroiditin en belirgin ozellikleri inflamasyon, fibroz ve lenfositik infiltrasyonu
kapsamaktadir. Her ne kadar farkli etiyolojilerle meydana gelse de folikiil yikimi
tiroiditlerin karakteristik 6zellikleridir. Tiroiditlerin siniflandirilmasi, semptomlarin
baglangici, inflamasyon siireci veya hiicresel infiltrasyona baglidir (72). Klinik
olarak; akut tiroidit, subakut graniilomatdz tiroidit, sessiz (post-partum) tiroidit,
kronik (Hashimoto) tiroiditi ve diger tiroiditler olarak siniflandirilmaktadirlar (19).
Subakut graniilomatoz tiroiditi, genel olarak viral enfeksiyon sonucu olugmakta, {ist
solunum yolu enfeksiyonu goriilmektedir ve agrili tiroid bezi hastaliklarinin en ¢ok
goriilen nedenidir. Akut tiroidit ise; viral etiyoloji disinda kalan enfeksiydz ajanlarla
olusmaktadir. Bu tip tiroiditte, tiroid bolgesinde agr1 ve hassasiyet goriillmektedir.
Hashimoto tiroiditi, en sik goriilen kronik otoimmiin tiroidittir. Hashimoto tiroiditli
hastalarda genellikle guatr ve/veya hipotiroidi gozlenmektedir. Klasik Hashimoto
tiroiditinin en belirleyici 6zelligi olan guatr genellikle asamali olarak gelismekte ve

rutin muayene veya ultrasonografi esnasinda tespit edilmektedir (73). Sessiz (post-
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partum tiroidit) tam nedeni bilinmemekle birlikte, Hashimoto tiroiditine ¢ok benzer
bir otoimmiin hastalik oldugu diisiiniilmektedir. Hashimoto tiroiditinde oldugu gibi
post-partum tiroiditte de anti-tiroid antikorlarmin (anti-TPO, anti-Tg) miktar
artmaktadir. Anti-tiroid antikorlar1 pozitif olan kadinlarin post-partum tiroiditi
gecirme  olasiliklariin  daha  yiiksek  oldugu  bildirilmektedir.  Genellikle
asemptomatik pozitif antikorlar1 olan kadinlarin, gebelikle birlikte bagisiklik
sisteminde goriilen dalgalanmalardan dolay1r post-partum tiroidit gegirdikleri One
strilmektedir (74). Diger tiroiditler ise; RAI tedavisi uygulandiktan sonra
radyasyona bagli olarak gelisen tiroidit, tiroid bezinin sert palpasyonu veya kaza
sonrast gelisen travmaya bagl tiroidit ve interferon-a, interlokin-2, amiodaron gibi

ilaglara bagli olarak gelisen ilaca bagl tiroiditlerden olusmaktadir (19).

2.9.6 Iyot Eksikligi Nedeniyle Gelisen Hastaliklar

Iyot eksikliginin goriildiigii durumlarda, T3 hormonu T4 hormonuna kiyasla
daha fazla iiretilmekte ve tiroid bezinin iyot yakalama kapasitesi artmaktadir. Bu
sayede kisith miktardaki iyot daha ekonomik olarak kullanilmaktadir. Iyot
yetersizligi ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan subklinik hipotiroidizm tiim diinyada
onemli bir sorundur (75). Tablo 3’de iyot eksikligine bagl olarak gelisen ve iyot

replasmant ile 6nlenebilen hastaliklar 6zetlenmistir (76).
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Tablo 3: Iyot eksikligine bagli olarak gelisen hastaliklar

Iyot Eksikligine Bagh Gelisen Hastaliklar

Diffiiz ve Nodiiler Guatr
Diisiik iyot alim1 T4 ve T3 {iretimini diisiirmekte, bu da T4 ve T3 {iretimini normale
dondiirmek i¢in artmis TSH salinimu ile sonuclanmaktadir. TSH ayn1 zamanda tiroit
biiylimesini uyarmaktadir. Béylece, guatr iyot yetersizligine cevabin bir pargasi olarak
ortaya ¢ikmaktadir.
Hipertiroidizm
Iyot eksikligi diffiiz ve nodiiler guatr sikligi arttirmaktadir. Zamanla, eger iyot eksikligi

cok siddetli degilse tiroid biiylimesi ve buna bagli olarak fonksiyon artis1 gézlenmektedir.
Bu durum da toksik guatr ve hipertiroidi ile sonuglanmaktadir.

Hipotiroidizm

Cok diisiik iyot alimina bagli hipotiroidi artik ¢ok nadir olarak goriilmektedir. Yetiskinlerde
hipotioridin genel bulgular ve guatr goriilmektedir.

Kretenizm

Cocuklarda, entellektiiel gelisimdeki problemlerin yani sira, diger nérolojik ve somatik
kusurlar birlikte goriilmektedir.

Yenidogan ve Bebek Oliimleri

Siddetli iyot yetersizligi, yenidogan ve bebek dliimlerini arttirmatkadir. Iyot eksikliginin
giderilmesi ile bu oran %50’ye kadar azaltilmaktadir.

2.9.7 Tiirkiye’deki Iyot Durumunun Belirlenmesi ve Cevresel Guatrojenler

Iyot eksikliginin giderilmesi i¢in diinyada onerilen en etkin, ucuz ve istikrarl
yontem sofra tuzlarmin iyotlanmasidir. 1990 yilinda, Birlesmis Milletler Cocuklar
icin Diinya Zirvesi’nde diinya ¢apinda iyot yetersizliginin ortadan kaldirilmasi icin
hedefler ortaya konulmustur (77). Cogunlukla, Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)
tavsiyeleri dogrultusunda cesitli iilkelerde tuz iyodinasyonu programlari yliriitiilmeye
baslanmistir  (78). Ulkemizde tiim sofra tuzlarmm iyotlanmasi igin yasal

diizenlemeler 1999 yilinda tamamlanmis, ardindan 2000°li yillardan itibaren de
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iyotlu tuz kullanimi yayginlastiritlmistir. Ancak, idrar iyot diizeylerinin 6lgtildiigii
arastirmalar sonucunda iilkemizde halen kismi iyot eksikliginin oldugu

belirtilmektedir (3).

Ulkemizde iyotlu tuz kullanmi yaygmlastirilmasina ragmen tiroid bezi
hastaliklarinin, 6zellikle de kadinlarda hipotiroidizmin arttigi gozlenmektedir (75).
Bu artisin sebebi olarak ¢evresel guatrojenlere maruziyetin artmasi one siiriilmektedir
(3). Perklorik asit, nitrat, tiyosiyanat gibi ¢evresel kimyasallar iyotun tiroid bezine
alimin1 engellemekte ve uzun siireli maruziyet sonucunda azalmig tiroid hormon
iretimi gozlenmekte ve sonug olarak hipotiroidizm vakalar1 yasanmaktadir. Perklorik
asit silah sanayisinde, havai figeklerde, hava yastigi sistemlerinde kullanilmaktadir
(79). Ayrica, cesitli endiistriyel atiklarin yer alti sularina karigsmasi sonucunda
perklorik asite maruziyet gidalar ve igme sulari ile gergeklesmektedir (80). Bu
cevresel guatrojenin iyotun tiroid bezine alinmasinda gorevli olan NIS’e afinitesi ise
iyottan 30 kat daha fazladir (81,82). Perklorik asitten sonra iyodun tiroid bezine
alimim engelleyen diger potansiyel NIS inhibitorii ise tiyosiyanattir. Ozellikle, tiitiin
dumani insan viicudunda tiyosiyanata metabolize olan Onemli miktarda siyaniir
icermektedir (83). Dogal olarak gidalar ve siit ile de tiyosiyanat viicuda alinmaktadir
(84). Cesitli gidalarda ve suda saptanan nitrat da, perklorik asit ve tiyosiyanat ile
benzer mekanizma ile tiroid bezine iyot alimini engellemektedir. Nitratin yar1 dmrii
cok kisa oldugu i¢in, herhangi bir birikim bilinmemektedir (85). Ancak, diger
cevresel guatrojenlerle etkilesimi neticesinde tiroid fonksiyonlariin etkilenebilecegi

one siirtilmektedir (75).

2.10 Tiroid Nodiilleri

Tiroid nodiilii terimi, tiroit bezinde bir yumru olusturan anormal biiyiime
anlamma gelmektedir (86). Tiroid nodiillerinin biiyiik ¢ogunlugu benign olmasina
ragmen, kiigiik bir kismi tiroid kanseri olusturabilmektedir. Erken evrede tiroid
kanserini teshis edebilmek i¢in, tiroid nodiillerinin uzmanlar tarafindan
degerlendirilmeleri gerekmektedir. Tiroid nodiilleri siklikla goriilmektedir, ayrica

hassas goriintiileme tekniklerinin artan kullanimi ile tesadiifen saptanan tiroid
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nodiillerinin orani hizla artmaktadir. Tiim diinyada tiroid nodiillerinin goriilme siklig1
iyot eksikligi ile dogru orantilidir. Iyot eksikligi olan alanlarda, yetiskinlerin
%50’sine kadar tiroid nodiilleri goriilmekteyken, iyot yeterli alanlarda yetiskinlerin
%S5’inde tiroid nodiilii goriilmektedir (87). Nodiiller; kist, malign veya benign timdr,

tiroidit, Graves hastalig1 veya kolloid nodiiler hastalig1 gosterebilmektedir.

2.11 Tiroid Kanserleri

Tiroid bezindeki kanserler endokrin organlarda saptanan malign tiimorler
igerisinde en sik goriilen kanserlerdendir. Tiroid kanserleri, tiim kanserlerin %2,9
“unu olusturmaktadir (88,89). Normal tiroid bezi histolojik olarak iki ana parankimal
hiicre tipinden olusmaktadir. Folikiiler hiicreler, iyotu konsatre edip tiroid hormonu
tiretmektedirler. Bu hiicre tipinden hem iyi diferansiye tipte kanserler (PTK) ve
folikiiler (FTK)) hem de anaplastik tiroid kanserleri (ATK) kéken almaktadir. Ikinci
hiicre tipi olan C veya parafolikiiler hiicreler ise, kalsitonin hormonu iiretmekte ve

mediiller tiroid kanseri (MTK) bu hiicrelerden koken almaktadir (90).

Tiroid kanseri insidansi kadinlarda erkeklere gore 3 kat daha fazladir, ancak
Olim oranlarinin kadin ve erkeklerde ayni oldugu belirtilmektedir (91). Tiroid
kanserlerinin etyolojik faktorleri tam olarak belirlenmemistir, ancak radyasyona
maruz kalma tiroid kanserinin goriilme sikligin1 arttirmaktadir. Ozellikle, II. Diinya
Savasi sirasinda Hirogsima ve Nagazaki’de atom bombasina maruz kalindiktan sonra
ve Cernobil kazasi sonrasinda tiroid kanserinde ciddi artis meydana geldigi
bildirilmektedir (92,93). Radyasyona maruz kaldiktan sonra tiroid kanseri goriilme
sikliginin daha fazla olmasina ragmen, hastaligin biyolojik davranisi hem radyasyona
maruz birakilmis hem de radyasyona bagli olmayan tiroid kanserlerinde benzer
oldugu goriilmektedir (94). Bu nedenle, radyasyona maruz kalmanin hastaligin
tetiklenmesi i¢in dnemli olmasina ragmen, malignite agresifliginin belirlenmesinde

rol oynamadigi diistiniilmektedir (94).
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2.12 Diferansiye Olmayan Tiroid Kanserleri

Diferansiye olmayan tiroid kanserleri , folikiiler tiroid epitelinden koken alan
fakat tiroid bezinin tipik farklilagsma 6zelliklerinden yoksun kanserlerdir. Buna gore,
bu tipteki tiroid kanserlerinin iyot alimi, Tg sekresyonu, TSH’a cevabi farklilagmistir
ve diferansiye olmayan tiroid kanserleri en agresif tiroid kanserlerini olusturmaktadir
(95).

Diferansiye olmayan tiroid kanserleri aymi zamanda ATK olarak da
bilinmektedir. ATK, tiim tiroid kanserlerinin %2’sinden azin1 kapsamaktadir. Ancak
agresifligi nedeniyle medyan sag kalim siiresi yaklasik 5 aydir (96). ATK’nin risk
faktorleri tam olarak bilinmemekle beraber, hastalarda guatr dykiisii ve daha dnceden
gecirilmis diferansiye tiroid kanseri Oykiisii bulunabilmektedir. Tiimorlerin
diferansiyasyonu azaldik¢a daha fazla mutasyon gdsterme egiliminde olmaktadirlar

(97).

ATK cesitli sekillerde goriilmektedir. Ancak genellikle boyunda bir yumru
veya nodiil olarak bulunmaktadir. Baz1 vakalarda yutkunma, solunum gii¢liigii veya
ses kisikligr gibi zorluklar da ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin teshisinde oncelikli
olarak [IAB yontemi kullamlmaktadir. Ancak tani konulduguktan sonra, hasta
durumunun tam olarak degerlendirilmesi (kan testleri, kanserin yayilip
yayilmadigimi ve kanserin tam olarak yerin, belirlemek i¢in goriintiileme taramalari)
gerekmektedir (98). ATK, radyoaktif iyot tedavisine veya TSH baskilayici tedaviye
yanit vermemektedir. Bu nedenle, bu vakalarin ¢ok disiplini bir ekiple
konsultasyonunun yapilip, cerrahi yaklasim, radyoterapi ve kemoterapinin birlikte
diistiniilmesi gerekmektedir (98).

2.13 Diferansiye Tiroid Kanserleri

Tiroid bezi, tiroid hormonu sentezleyen ve depolayan folikiiler hiicreler ve
kalsitonin hormonu sentezleyen parafolikiiler hiicreler olmak iizere iki farkli hiicre
tipinden olusmaktadir. Tiroid kanserleri kdken aldiklar1 doku tipine gore folikiiler
hiicre kokenli tlimorler, parafolikiiler kokenli timorler (MTK) ve digerleri olarak

simiflandirilirlar. Folikiiler hiicrelerden kdken alan timorler TSH ile uyarilmaya
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devam eder, dolayisiyla tiroid hormon sentezi ve tiroglobulin {iretimini
gerceklestirirler. Tim bu nedenlerle, bu tiimorlere diferansiye tiroid kanserleri
denilmektedir. Diferansiye tiroid kanserleri tiroid kanserlerinin yaklasik %9011
olusturur. WHO siniflandirmasina gore diferansiye tiroid kanserleri papiller ve

folikiiler tiroid kanserleri olarak ikiye ayrilmaktadir (94).

2.13.1 Tam Yontemleri

Diferansiye tiroid kanserlerinin tanisinda IIAB basta olmak iizere fiziksel
muayene, laboratuvar testleri, ultrasonografik ve sintigrafik  bulgular
kullanilmaktadir. Ancak tek basma tiroid fonksiyon testleri, sintigrafi ve
ultrasonografi bulgular1 nodiillerin benign ya da malign ayrimina iliskin bilgi

vermemektedir (99).

[IAB %95°e yakin bir tam1 duyarhlign ve 6zgiilliigii ile tiroid nodiillerinin
benign veya malign olarak karakterize edilmesinde altin standart yontem olarak
kabul edilmektedir. IIAB, palpe edilebilen tek veya baskin nodiiler i¢in boyuttan
bagimsiz olarak onerilmektedir. Ancak, [IAB yontemi her ne kadar giivenilir ve
uygun maliyetli bir yontem olsa da, ayirici tanida ayrim kriterlerinin yeterli olmayisi
nedeniyle IIAB sonucu ‘siipheli’ olan nodiiller vardir. IIAB sonucu siipheli olgularda
cerrahi miidahalenin kesin tan1 konanlar kadar siklikla yapildigi da belirtilmektedir
(100). Hasta saglig1 ve ekonomik faktorler goz oniinde bulunduruldugunda ayirici

tanida ayrim kriterlerinin varlig1 6nem arz etmektedir.

2.13.2 Tedavi Yontemleri

Diferansiye tiroid kanserlerinin tedavisinde ilk adim cerrahi operasyondur.
Genellikle total tiroidektomi ile tiroid bezi tamamen c¢ikarilmaktadir. Ozellikle
papiller tiroid kanserlerinde siklikla multifokalite goriildiigli i¢cin diger odaklardan
niikslin engellemnesinde tiim tiroid bezinin ¢ikarilmasi avantajlidir. Ayrica, subtotal

tiroidektomi veya lobektomi radyoaktif iyot kullanimini1 zorlastirmaktadir. Bir diger
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onemli nokta ise; hasta izleminde 6nemli bir belirteg olan tiroglobulini kullanabilmek

icin hastaya total tiroidektomi yapilmig olmas1 gerekmektedir.

Her ne kadar tiroidektomi diferansiye tiroid kanserleri i¢in siklikla bagvurulan
bir yontem olsa da; reklirren laringeal sinir yaralanmalar1 karsilasilan
komplikasyonlarin basinda gelmektedir (101). Bu nedenle de, tiroid patolojisinde
ayirici tan1 ve ayrim Olgiitlerinin varligr gereksiz cerrahi girisimleri dnleyebilecektir.
Diferansiye tiroid kanserlerinde cerrahi operasyondan sonra radyoaktif iyot tedavisi
onerilmektedir. Yiiksek dozda I-131 verilerek tiroid kanser hiicrelerinin yok edilmesi

saglanmaktadir (61).
2.14 Mediiller Tiroid Kanseri

MTK, tiim tiroid kanserlerinin yaklasik %1-%2’sini olusturmaktadir. MTK,
tiroid bezinin parafolikiiler hiicrelerinden koken aldiklar1 ic¢in diger tiroid
kanserlerinden farklidir. Bu hiicreler tiroid hormonu sentezlemez, ancak bunun
yerine kalsitonin hormonu tiretmektedirler. MTK olgularinin ¢ogunlugu sporadik
olmasma ragmen, yaklastk %20 oraninda kalitsal nedenlerden dolayr da
goriilmektedir. Genellikle, RET onkogeninde mutasyonlar ve tip 2 ¢oklu endokrin

neoplazi sendromunun bir pargasi olarak goriilmektedir (102).
2.15 Folikiiler Tiroid Kanseri

FTK, diferansiye tiroid kanserlerinin  %210-%20’sini olusturmaktadir.
Ozellikle iyot eksikliginin goriildiigii alanlarda, FTK'nin goriilme sikliginn arttig
bildirilmektedir (103). WHO verilerine gore, FTK kapsiiler ve/veya vaskiiler
invazyon varhigt ve PTK’ya 0zgii niikleer Ozelliklerin olmamasi ile
tanimlanmaktadir. FTK’nin kan damarlarini istila etme egilimi nedeniyle, bolgesel

lenf diigiimlerine degil de daha uzak organlara metastaz yapma o6zelligi oldugu
bildirilmektedir (103).
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2.16 Papiller Tiroid Kanseri

PTK Kklinikte en sik goriilen tiroid malignitesidir. PTK, endokrin kanserlerden
kaynaklanan toplam endokrin kanserlerinin %96’sin1 ve endokrin kanserler

nedeniyle 6liimlerin %66,8’ini olusturmaktadir (91).

2.16.1 Histopatolojik Varyantlar ve Tamda Karsilasilan Problemler

PTK klinikte rastlanan en yaygin endokrin malignitedir (104). Papiller tiroid
kanserinin histopatolojik varyantlart mevcuttur. Bu varyantlardan CV-PTK papiller
yap1 gostermektedir. FV-PTK ise papiller yap1 goriilmez; tiimor folikiillerden
olusmustur. Bu folikiilleri olusturan hiicrelerde papiller karsinom igin tipik olan
cekirdek degisiklikleri vardir. Ancak bu cekirdek degisiklikleri klasik varyanta
oranla daha silik/belirsiz olabilmektedir (104). Gerek papiller yapilarin bulunmamasi
gerekse papiller tiroid karsinomu ¢ekirdek o6zelliklerinin silik/belirsiz olmasi
folikiiler ~ varyantlarda sitolojik incelemede kesin bir tam1 verilmesini

engelleyebilmektedir.

FV-PTK’nin histopatolojik karakterizasyonu yalnizca g¢ekirdek ozelliklerine
dayandigi i¢in tiroid patolojisinde tartigmali taniya neden olabilmektedir. 2016
yilinda bu alandaki tartigmalara son vermek amaciyla Nikiforov ve arkadaslar
tarafindan invazif olmayan FV-PTK vakalari NIFTP olarak adlandirilmis ve tani
kriterleri bu Olglide yeniden diizenlenmistir (5). Yapilan bu tami degisikligi ile
hastalara yapilacak gereksiz cerrahi miidahalenin ve operasyon maliyetinin
engellenmesi planlanmistir. Ancak bu yeni tanimlama ile NIFTP olgulariin benign
olarak adlandirilmasi patologlar arasindaki tartismayr dindirmemistir (105,106).
Tiroid patolojisinde NIFTP’lerin benign yerine diistik-riskli tiroid kanserleri olarak
adlandirilmalar1  bir¢ok patolog tarafindan talep edilmektedir (105). Tim bu
nedenlerle, PTK’nin histopatolojik varyantlarindan FV-PTK’nin ayirici tanist igin

yapilacak biyobelirte¢ ¢aligmalar1 onem arz etmektedir.
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2.16.2 PTK’min Ayirict Tanisinda Kullanilan Genomik Teknikler ve
Limitasyonlar

Tiroid karsinogenezine ¢esitli genetik degisiklikler katkida bulunmaktadir. Bu
genetik degisikliklerin farkli fonksiyonlar1 vardir ve Ozellikle hiicre yilizeyinde
bulunan tirozin reseptorleri, sitoplazmik sinyal proteinleri ve niikleer transkripsiyon
faktorlerin fonksiyonlarii etkilemektedir (107). Tiroid kanserlerinde yaygin olarak

goriilen genetik degisiklikler Sekil 5°de verilmistir.

?ggpfapgfggrﬁg MAPK pathway T7T
MAPK
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Sekil 5. MAPK ve PI3K-AKT yolaklar1 tarafindan yonlendirilen tiroid

tiimorigenezinin progresyon modeli (108)

Tiroid kanserinin ayiric tanisina katki saglamasi hedeflenen molekiillerden;
BRAF V600E, RET/PTC, RAS, PAX8/PPAR gamma sporadik mutasyonlar1 papiller
tiroid kanserinin histopatolojik varyantlar1 arasinda farklilik gostermektedir (109).
Ornegin, papiller tiroid kanserinin siklikla karsilasilan histopatolojik varyantlarindan
Klasik papiller tiroid kanserinde BRAF V600E mutasyonu %35-%70 arasinda
goriilmesine ragmen, papiller tiroid kanserinin folikiiler varyantinda bu oran yalnizca
%S5 ile %20 arasindadir (110). Bir diger molekiiler biyobelirte¢ olan RET/PTC
rearanjmaninin papiller tiroid kanserinde goriilme siklig1 da %5 ile %80 arasinda
degigsmektedir (111). Dolayisiyla, gelistirilen molekiiler teknikler ve hedeflenen

molekiiller tiroid kanserinin ayirici tanisi i¢in yeterli degildir.
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2.16.3 Biyobelirte¢c Calismalari

Tiroid kanserinin ayirici tanist i¢in sinirli sayida biobelirteg calismasi
yapilmistir (112). Bunun 6ncelikli nedeni tiroid bezinin benzersiz fizikokimyasal
Ozelliklerinden kaynanlanan teknik sorunlardir. Tiroid bezinin yapisinda bol
miktarda bulunan Tg proteini, organin folikiiller yapisi, stroma, kan damarlar1 ve

eritrositler genel olarak biyobelirteg ¢alismalarini sinirlandirmaktadir.

Tiroid malignitelerini tespit etmek amaciyla son 40 yildan beri brgok
molekiiler teknik gelistirilmeye g¢alisilmis ve birgok molekiil hedeflenmistir (109).
Bu amagla, biyobelirteg¢ arastirmalarinda ilk olarak serum analiz edilmis, serumdan
elde edilecek biyobelirteclerin  duyarliliginin  yiiksek ve spesifik olmasi
hedeflenmistir. En 6nemli serum biyobelirteclerinden olan kalsitonin mediiller tiroid
kanserinin biyobelirtecidir, ancak kalsitonin analizi de kullanilan yontemlere gore
farklillk  gostermektedir (113). PTK i¢in gelistirilmeye c¢alisilan serum
biyobelirtecleri ise malign ve benign tiimdr ayriminda basarili olamamistir. Ornegin,
Makki ve arkadaslar tarafindan serum proteinlerinin arastirildig: ¢alismada, PTK ve
benign nodiiller arasindaki protein farkliligi aragtirilmistir. Bu amacla literatiirdeki
diger ¢aligmalarda tespit edilen proteinlerin miktarlari serumda analiz edilmistir. Bu
calismanin sonucunda hasta serumunda arastirilan proteinlerin benign ve PTK

hastalarinda anlamli farkli olmadigi gosterilmistir (114).

2.17 Proteomik Calismalar

Proteom, genom tarafindan kodlanan tiim proteinleri tanimlamaktadir.
Proteomik, belirli kosullar altinda belirli bir zamanda bir hiicre, doku veya tiim
organizmadaki proteinlerin genis ¢apli analizidir. Proteomik tekniklerde, genetik kod
veya mRNA bollugu yerine islevsel molekiiller dogrudan ele alindiklar1 i¢in genom
tabanli teknolijelere kiyasla birgok avantaj sunmaktadirlar (115). Proteom;
transkripsiyon, translasyon, protein devri ve posttranlasyonal modifikasyonlarin
kombinasyonunun sonucudur. Dolayisiyla, proteomik genomigin aksine son derece

dinamik bir kavrami ifade etmektedir.
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Proteomik kullanilarak tibbin her alaninda ve tip dist alanlarda da aragtirmalar
yapilmaktadir. Bu baglamda; kanser teshis, tedavi ve prognoz tahmini, immiin yanit
tayini, mikroorganizma tayini ve alt gruplara ayrilmasi, besin alerjisinin tespiti gibi
farkli alanlarda arastirmalar yapilmaktadir (116-118). Proteomik teknikler arasinda,
proteinlerin biiyiik 6l¢iide arastirilabilmesine imkan saglayan kiitle spektrometresi
yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir. Proteomik caligmalarda, kiitle spektrometresinin
uygulandigr 3 temel yaklasim bulunmaktadir. Bunlar; protein ekspresyonunun
belirlenmesi, protein etkilesimlerinin tanimlanmasi ve protein modifikasyonlarinin

yerlerinin belirlenmesidir (119).

2.18 Jel Bazh Proteomik Calismalar
2.18.1 iki Boyutlu Jel Elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezi, 1975 yilinda gelistirilmistir ve o tarihten itibaren
daha fazla proteinin bu yontem ile tanimlanabilmesi i¢in metadolojik iyilestirmeler
yapilmustir (120). Bu yontemde proteinler oncelikli olarak izoelektrik odaklamayla
izoelektrik noktalarna gore ayrilmaktadir. Ardindan, proteinler molekiiler
agirliklarina gore poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile ayrilmakta ve jelden
kesilen protein spotlar1 kiitle spektrometresi ile analiz edilmektedir. iki boyutlu jel
elektroforezi ¢alismalarinda karsilasilan en biiylik sorun protein ¢oziiniirliigiidiir. Bu
nedenle denatiire edici kosullar altinda 2 boyutlu jel elektroforezi calismalar
yapilmaktadir. Proteinlerin denatiirasyonunu ve ¢oziiniirliiglinii saglamak i¢in iki tiir
reaktif kullanilmaktadir. Kullanilan {ire ve tiyolire sayesinde kovalent olmayan
baglar zayiflatilarak proteinler agilabilmektedir. Ayrica, ikinci boyutun ayriminda
kullanilan iyonik deterjanlar sayesinde —genellikle sodyum dodesil siilfat (SDS) —
amino asit deterjan etkilesimi arttirilmaktadir. SDS’de, uzun hidrokarbon zinciri ve
buna bagli iyonik polar bir bag bulunmaktadir. Hidrofobik hidrokarbon zinciri ile
hidrofobik aminoasitlere baglanan SDS, amino asit-deterjan etkilesimini amino asit-
amino asit etkilesimine kiyasla daha fazla arttirmaktadir ve boylece denatiirasyonu

saglamaktadir.
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Ozellikle son yillarda yapilan birka¢ metadolojik iyilestirme, 2 boyutlu jel
elektroforezi calismalarina katki saglamistir. Ornegin, immobilize edilmis izoelekrik
fokuslama seritleri, amfolit esasli tamponlar, yiiksek hassasiyetli boyalar ve jel
gorlntiileme yazilimlariin gelistirilmesi yontemin iyilestirilmesine destek olmustur
(121). Ancak, 2 boyutlu jel elektroforezinin bir takim kisitlamalart mevcuttur.
Bunlardan bazilari, tekrarlanabilirlik ile ilgili yasanan sorunlar, diisiik miktardaki
proteinlerin jelde zayif gosterimi, asir1 asidik/bazik proteinlerin veya asir1 biiyiik ve

hidrofobik proteinlerin jelde gosterimlerinde problem yasanmaktadir (121).

2.19 Jel icermeyen Proteomik Calismalar

Her ne kadar 2 boyutlu jel elektroforezi galismalar1 proteomik arastirmalar
icin standart bir ara¢ olmasina ragmen, bu yontem karmagsik protein sistemlerinin
analizinde analitik kisitlamalara sahiptir. Bu analitik kisitlamalarin 6niine gecebilmek
icin bilinen en temel yontem Orneklerin mikro diizeyde ayriminin yapilip kiitle
spektrometresinde analiz edilmesidir. Kiitle spektrometresinde, bir molekiiliin
kiitle/yiik (m/z) oranin1 dlgerek kiitlesini belirlemektedir. Iyonlar, nétr bir tiire ait bir
yiikiin kayb1 veya kazanimi yaratilarak iiretilmektedir. Iyon olusumu gerceklestikten
sonra, iyonlar elektrostatik olarak bir kiitle analizoriine yonlendirilmekte ve m/z
degerlerine gore ayrilan iyonlar tespit edilmektedir. Molekiiler iyonizasyon, iyon
ayrimi ve iyon tesbitinin sonucunda bir spektrum ortaya ¢ikmaktadir ve bu sayede
molekiiler kiitle ve hatta yapisal bilgi saglanmaktadir.Spektrum, m/z’ye karsilik iyon

bollugunun bir grafigidir ve birim ylik basina Dalton (Da) cinsinden sunulmaktadir.

Genel olarak kiitle spektrometrelerinde bulunan 4 temel bilesen—Ornegin
giris agzi, iyonizasyon kaynagi, kiitle analizorii, iyon dedektori—Sekil 6’da

gosterilmistir.
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Sekil 6. Kiitle spektrometresinde bulunan temel bilesenler

Iyonlar kiitle spektrometresinin vakumunda analiz edildigi igin, kiitle
spektrometresindeki en 6nemli reaksiyonlardan bir tanesi ilgilenilen analitlerin gaz
faz1 iyonlarina doniistiiriilmesidir (122). Ozellikle son 20 yilda, biiyiik molekiiler
agirlikli, ugucu olmayan ve termal olarak kararsiz bilesiklerin gaz fazi iyonuna
diinligmesini  saglayan iyonizasyon teknikleri  gelistirilmistir.  Elektrosprey
iyonizasyonu (ESI) ve matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI)
iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesi ile ilgili ¢abalar neticesinde 2002 yilinda
kimya dalinda Nobel 6diiliinii John Fenn ve Koichi Tanaka almistir (123). ESI’de
iyonlar atmosferik basing altinda, ¢dzelti bazli bir numunenin +500V ve +4,500V
arasindaki voltajdan potansiyel farki olan karsi elektrota kiigiik bir kilcaldan
gecirilerek tretilmektedir. Protonasyon ve deprotonasyon ile ilgili analitlere yiik
kazandirilmakta veya yiik kaybettirilmektedir ve bdylece ekovalent olmayan
biyomakromolekiiler komplekslerin bozulmadan iyonize olmasi saglanmaktadir

(124).

MALDI’de, oOrnek spesifik bir dalga boyundaki lazerden gelen 1s1m1
absorblayan matriks icerisinde ¢oziinmekte, iyonlasmakta ve kiitle analizoriinde
analiz edilmektedir. MALDI’de genellikle tekli protonlanmis analitler olusmaktadir,
ancak iyonlarin olustugu mekanizma tam olarak bilinmemektedir (122). MALDI nin
sagladig1 bir¢ok avantaj mevcuttur. Oncelikle, lazerin titresimli dogasi nedeniyle
iyonlar farkli evrelerde olugmaktadir. Kiitle analizi iyon olusumu ile senkronize
edilirse ¢ok az numune harcanmaktadir. Bu nedenle, MALDI kullanilarak alt
femtomol 6rneklerinden veri saglanmaktadir. MALDI’de genellikle tek yiiklii iyonlar
olustugu icin ucus zamanl (TOF) kiitle analizorleri ile birlikte bir veye birden fazla
analit i¢in molekiiler agirlik bilgisi hizlica saglanmaktadir. Ayrica, MALDI tuzlara
ve tamponlara nispeten yiiksek toleranshidir. ESI'nin aksine, MALDI’de iyonlar

fizyolojik seviyelerde tuz igeren numunelerden tiretilebilmektedir (122).
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Kiitle spektrometresinde farkli kiitle analizorleri sayesinde iyonlar farkli
sekillerde Olglilmektedir. Ancak tiim analitik Olglim sekillerinde, dogruluk ve
hassasiyet 6nem arz etmektedir. Kavramsal olarak, en basit kiitle analizorii TOF
kiitle spektrometresidir. TOF kiitle spektrometresinde, iyonlar hizlarina bagl olarak
ayrilmaktadir ve iyonlarin dedektore ulasincaya kadar gecen siiresi bir yaris olarak
diistinilmektedir (125). Teorik olarak, iyonlarmn hepsi iyon kaynaginda ayni
zamanda ve ayn1 yerde olusturulmakta ve daha sonra sabit bir potansiyel yardimiyla
TOF siiriiklenme tiiptinde hizlandirilmaktadir. Ayni1 yiike sahip olan tiim iyonlar
hizlandiktan sonra ayni kinetik enerjiyi elde ettiginden, diisiik m/z iyonlar1 yiliksek
m/z iyonlarindan daha yiiksek hizlara ulasmaktadir. Manyetik sektdr analizorlerinde
ise, iyonizasyon kaynagindan hizlanan iyonlar manyetik alanla egilmekte ve alanin
merkezi ¢evresinde sabit bir yarigapt benimsemektedir. Bu tip analizoérlerde kiitle
spektrumu, manyetik alanin kuvveti taranarak elde edilmektedir (126). Kuadrupol
analizorlerinde kiitle ayrimi iyonlarin dinamik bir elektrik alandaki hareketinin
sonucudur ve dogrudan iyonun m/z degerine baglidir. Kuadrupollerde kiitle analizi,
silindirik dort ¢cubuga uygulanan radyo frekansi voltajlarinin ve dogru akimin bir
fonksiyonudur. Dogru akim/radyo frekansi kuadrupol voltajlar1 degistirilerek iyonlar
taranmaktadir. Kuadrupol kiitle analizoriinde iki boyutta (x ve y) elektrik alanlari
bulunmaktadir ve iyonlar alana dik (z yoniinde) hareket ederken, kuadrupol iyon
kapani kiitle analizorlerinde ise ii¢ boyutta da elektrik alan mevcuttur. Bu nedenle bu
tip kiitle analizorlerinde iyon sahada hapsolmustur (127). Fourier-Transform iyon
siklotron rezonans kiitle analizoriinde ise; iyonlarin siklotron frekansindan
faydalanilarak analiz yapilmaktadir. Burada, iyonlar sabit manyetik ve elektrik alanin
oldugu bir kapanda tutulmakta ve manyetik alana dik bir elektrik alan tarafindan

uyarildiktan sonra daha biiyiik bir siklotron ¢apina uyarilmaktadirlar.
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2.19.1 LC-MS Cahismalari

Jel icermeyen proteomik calismalarin en basinda likit kromatogafisinin kiitle
spektrometresi ile birlikte kullanildigi LC-MS yaklagimi gelmektedir. LC-MS tabanl
proteomik tekniklerde, karmasik protein karigimlart Oncelikle enzimatik olarak
kesilmeye tabi tutulur, daha sonra ortaya ¢ikan peptid Uriinleri ise bir kiitle

spektrometresi kullanilarak analiz edilmektedir (128).

2.19.2 MALDI-Goriintiileme Calismalari

Kiitle spektrometresinin analitik kabiliyeti ile mikroskobik bilginin birlesimi,
bir doku icerisindeki spesifik hiicre tiplerinde meydana gelen molekiiler islemleri
aragtirtpp  anlamaya  yardimci  olmaktadir.  MALDI-Goériintilleme  kiitle
spektrometresinde, dokularin {izeri bir matriks ile kaplanmakta ve kiitle
spektrometresinde ileri analiz i¢in desorpsiyon/iyonizasyona yardimci olmaktadir.
Iyonizasyon siirecinde, lazer sadece matriks tabakasina vururken, alttaki doku saglam
kalmaktadir ve aym1 doku kesitinde Olglim sonrasi histolojik analiz
gerceklesebilmektedir. Temel prensip olarak, matriks lazer enerjisini emmekte ve
analitleri gaz faza aktarmaktadir. Tiim bu proses iyonlasmayr tesvik etmektedir,
iyonlagan analitler dedektor tarafindan tespit edilmektedir. MALDI-Goriintiileme
kiitle spektrometresi yontemi ile peptid, protein, protein modifikasyonu, lipid, ilag ve

ila¢ metaboliti gibi ¢ok genis spektrumda analit analiz edilmektedir (129).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Calisma Plam

Bu tez c¢alismasinda, tedavisi geregi Maslak Acibadem Hastanesi’nde
ameliyat olan PTK hastalarinin ameliyat esnasinda ¢ikarilan tiroid dokulari
kullanilmistir. Tiroid dokular1 patologlar tarafindan histopatolojik olarak incelenmis

ve doku takibinin ardindan karakterize edilmistir.

Calismada toplanan dokulara iliskin is akis plan1 Sekil 7°de verilmistir. Buna
gore ameliyat esnasinda ¢ikarilan herbir tiroid dokusunun yaklasik 35 mg kadar
kesilip eppendorf tiiplere konulmus, tiiplerin iizerine en az 3 belirteg¢ iceren hasta
protokol numarasi, doku cinsi ve tarihi yazilmistir. Tiipler hizli bir sekilde -180 °c
azot tankinda sok dondurulup ardindan -80 o°c sogutucuda saklanmistir. Taze
dokudan histopatolojik karakterizasyon rahatlikla yapilamadigi i¢in, Maslak
Acibadem Hastanesi Patoloji Laboratuvari Tiroid Inceleme Protokolleri’ne gére
patoloji uzmanlan tarafindan dokularin histopatolojik karakterizasyonu yapilmistir.
Tanis1 CV-PTK ve FV-PTK olan dokular kaydedilmis ve bu tantya uyan taze dokular

-80°C sogutucu da analiz zamanina kadar saklanmaya devam edilmistir.
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Ameliyat esnasinda
cikarilan tiroid dokusu - FFPE Bloklarin

Olusturulmasi

3 mg .doku Histopatolojik
kesilir _
Karakterizasyon
-180°C azot
tankinda sok CV-PTK FV-PTK
dondurulur

FFPE Bloklardan gelen histopatolojik karakterizasyona gore CV-PTK ve
FV-PTK tanisi alan taze dokular calisma icin saklanmaya devam eder:

‘ CV-PTK /
-80°C
sogutucuda ‘ FV—PTK\x\/

saklanir
) o X

Sekil 7. Is akis plani. Sekilde belirtilen FV-PTK dokularinin bir kismi 2016 yilinda
yayinlanan ve tant FV-PTK’nin tan1 kriterinin degismesine neden olan yayindan (5)
sonra iki ayr patalog tarafindan bu dokular gozden gegirilmis ve bir kism1 yeni
tanimlamaya gore NIFTP olarak adlandirilmigtir.
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Calismada uygulanan deneysel basamaklar ise Sekil 8’de 6zetlenmistir. Buna
gore, -80 °C sogutucuda saklanan Grnekler 2 boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS
caligmalarinda, ayni1 dokularin FFPE bloklar1 ise MALDI-Gorilintiileme, BRAF

V600E mutasyon analizi ve immiinohistokimya ¢alismalarinda kullanilmistir.

Taze Dondurulmus FFPE

CV-PTK ve FV-PTK CV-PTK ve FV-PTK
Dokulari Dokulari
2 Boyutlu Jel | MALDI-
Elektroforezi Gorintuleme

BRAF V600E
= LC-MS/MS Mutasyon Taramasi
L Immiinohistokimya

Sekil 8. Arastirmada uygulanan deneysel yontemler. Taze dondurulmus CV-PTK ve
FV-PTK dokular1 2 boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS i¢in kullanilmistir. FFPE
CV-PTK ve FV-PTK dokular1 ise MALDI-Goriintiileme kiitle spektrometresi, BRAF
V600E mutasyon taramasi ve immiinohistokimya ig¢in kullanilmistir. Sekilde
belirtilen FV-PTK dokularmin bir kismi 2016 yilinda yaymlanan ve tani FV-
PTK’nin tanmi kriterinin degismesine neden olan yayindan (5) sonra iki ayr1 patalog
tarafindan bu dokular gézden geg¢irilmis ve bir kism1 yeni tanimlamaya gére NIFTP
olarak adlandirilmstir.
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3.2 Geregler

Bu tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri, malzemeler ve
kimyasallar Tablo 4 ve Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin 6zellikleri

Kullanmilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka/Model

MALDI TOF/TOF Kiitle Spektrometresi

LC-MS/MS Kiitle Spektrometresi

Matriks ve Tripsin Uygulama Istasyonu
Inkiibasyon Kutusu

ITO Kapli Lam

Santrifiij

Derin Donduruculu Buzdolabi (+4°C ve -
20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Hassas Analitik Terazi

Etiiv (37°C)

Otoklav

pH Metre

Vorteks

Mikro Hacimli Spektrofotometre
Real Time PCR Cihazi

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler
Mikrosantrifiij

Calkaliyicili Is1 Blogu

Azot Tank1

Homojenizator

Izoeletrik Fokuslama Cihazi

Ikinci Boyutta Ayrim Cihaz
Floresans Jel Goriintiileme Cihazi

Jel Gortintiileme Cihazi

RapifleX MALDI Bruker

Daltonics

Tissuetyper

Thermo Fischer Scientific Q-Exactive Plus
Orbitrap

SunCollect SunChrom GmbH

SunDigest SunChrom GmbH

Bruker Daltonics

MicroL17 Thermo Fischer Scientific

Kirsch Medical

Haier Biomedical

Kern ABJ

Hera Term Oven Thermo Scientific
Niive SteamArt

Thermo Scientific

VWR VV3

Hitachi U-1900

CFX Connect Real-Time PCR Biorad
Thermo Scientific

Combi-Spin Biosan

Witeg Wisd Laboratory Instruments
Thermo 30 Thermo Scientific
Retsch MM400

Protean i12 IEF Cell Biorad

Serva Electrophoresis GmbH
Typhoon FLA 9500 GE Healthcare

Chemidoc Imaging System Biorad
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Tablo 4: Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin 6zellikleri

(Devami)

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka/Model

0.5, 1.5 ve 5 mL Hacimli kapakli Tiipler
Cesitli Hacimlerde Pipet Uglar1 (0.1-1000
pL)

5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik
Pipetler

15 ve 50 mL hacimli Steril Falkon Tiipler
Cesitli Cam Malzemeler

Mikrotom

Immiinohistokimya Cihaz1

Spot Kesme Aleti

Dijital Patoloji Lam Tarayicisi

Axygen ve Eppendorf
Axygen

Isolab

Isolab

Isolab

Leica Biosystems

Benchmark XT Ventana Medical Systems
2D Spot Picker Gel Company

Panoromic 250 Flash Il 3D Histech Digital
Pathology Company

Tablo 5: Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Firma/Kodu

Sodyum kloriir (NaCl)
(Hidroksimetil)aminometan (Tris)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Ure (CH4N,0)

Tiyotire (CH4N,S)

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

propansiilfonat (CHAPS)
Bromofenol mavisi

pH 3-10 Amfolit

DL-Dithiothreitol (DTT) (C4H100,S,)
Gliserol

Benzonase

Metanol (CH;OH)

Sigma, 433209
Sigma, 252859
Sigma, 862010
SERVA Electrophoresis, 24525.01
Merck, 107979

SERVA Electrophoresis, 17038.03

Sigma, B0126

SERVA Electrophoresis, 43368.01
GE Healthcare, 17-1318-02
Sigma, G5516

Merck, 70746-3

Sigma, 322415
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Tablo 5: Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklari firmalar

(Devami)

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Firma/Kodu

Kloroform (CHCL,;)

2D Quant Kit

Lightning Red Floresans Boya
Iyodoasetamit (C,H;INO)
Asetonitril (C,H3N)

Amonyum bikarbonat (NH4HCO3)
Tripsin

Trifloro asetik asit (TFA) (C,HF;0,)
A-siyano-4-hidroksisinamik asit (a-CHCA)
Bovin serum albumin (BSA)

Peptid Standarti
4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-ethansiilfonik
asit, (HEPES)

Lysl Endopeptidaz-C

Formik Asit (HCOOH)

Ksilen

Etanol (C,HsO)

Tripsin Gold

Trisodyum sitrat (NasCgHs05)

FFPE DNA Kiti

BRAF V600 Mutasyon Kiti
IQGAP1 Rabbit Poliklonal antikoru
IQGAP2 Rabbit Poliklonal antikoru
OptiView DAB IHC Kiti

Sigma, 288306

GE Healthcare, 80648356
SERVA Electrophoresis, 43400.01
GE Healthcare, RPN6302
Merck, 100029

Merck, 5.33005

Promega, V5111

Sigma, T6508
Proteochem, p9100

Bruker Daltonics, 8217498
Bruker Daltonics, 8222570
Sigma, H3375

Wako Chemicals, 125-05061

Sigma, 106526

Sigma, 214736

Merck, 111727

Promega, V5280

Merck, 567446

Amoy Diagnostics Co., ADx FF03
Amoy Diagnostics Co., ADx BR04
Novus Biologicals, NBP1-06529
Novus Biologicals, NBP2-37885
Ventana Medical Systems, 760-700

3.3 Yontem

3.3.1 Cerrahi Operasyonlar

Bu tez calismasinda, tedavisi geregi Maslak Acibadem Hastanesi’nde ameliyat

olan PTK hastalarinin ameliyat esnasinda cikarilan tiroid dokular1 kullanilmistir.

Buna gore; 50 adet papiller tiroid karsinomunun klasik CV-PTK, 50 adet ise FV-
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PTK. Ayrica, kontrol amagl olarak tiroidektomi yapilan ancak kanser tanist almayan

hastalarin benign dokular1 toplanmistir (n=50).

Bu tez c¢alismasi Acibadem Mehmet Ali Aydmlar Universitesi Tibbi
Arastirmalar Degerlendirme Kurulu tarafindan 25 Mart 2014 tarihinde incelenmis ve
etik ag¢idan uygun bulunmustur (ATADEK 2014-621) (EK 1). Tez ¢alismasi
kapsaminda tedavisi geregi ameliyat olan PTK hastalarinin ameliyat esinasinda
cikarilan tiroid dokularinin tez c¢alismasinda kullanimi i¢in katilimcilardan

aydinlatilmis onam formlari alinmistir.

3.3.2 Dokularin Histopatolojik Karakterizasyonu

Calismaya alinan papiller tiroid karsinomu dokusunun, folikiiler ve klasik varyant
ayrimi uluslararasi histopatolojik tani kriterlerine gore belirlenmistir. Bu kriterler;
WHO Tiimoér Siniflandirilmasi; ‘Pathology and Genetics’; ‘Tumors of Endocrine
Organs’ fasikiilinde ve ‘College of American Pathologists’ organizasyonunun tiroid

karsinomu protokollerinde tanimlanmastir.

2016 yilinda Nikiforov ve arkadaglarinin invazif olmayan FV-PTK vakalarini
NIFTP olarak adlandirmalarindan sonra, g¢alismaya dahil edilen tim FV-PTK
vakalart ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve tani kesinlestirilmistir (5). Buna gore, 13 FV-

PTK vakasinin tanist NIFTP olarak degistirilmistir.

3.3.3 iki Boyutlu Jel Elektroforezi

Oncelikle, 2 Boyutlu Jel Elektroforezi galismalarmin tiroid dokusuna adapte
edilmesi i¢in optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu optimizasyon ¢alismalarinda;
striplere yiiklenecek Ornek miktari, izoelektrik fokuslama protokolii, 6rneklerin
floresans boya ile boyanmasi, ikinci boyutun optimizasyonu gibi ¢esitli parametreler
tizerinde ¢alisilmistir. Jellerin tekrarlanabilirlik ¢alismalarinin da sonuglarini aldiktan
sonra asagida belirtilen sekilde iki boyutlu jel elektroforezi ¢alismalari

yiirtitilmistiir.
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Calisma Dokularinin Homojenizasyonu

Calisma dokularinin homojenizasyonu i¢in optimizasyon c¢aligmalar1 basart ile

tamamlanmaistir.

Tablo 6’da verilen tampon ¢dzeltiler 2 boyutlu jel elektroforezi calismalarnda

kullanilmistir.

Tablo 6. Kullanilan tampon ¢ozeltiler

Lizis Tamponu Rehidrasyon Dengeleme
Tamponu Tamponu
150 mM NaCl M Ure 6M Ure
50 mM Tris-HCI, 2M Tiyotire 100 mM Tris-
pH 7.5 HCI, pH 8.8
%0.3 SDS %4 CHAPS %30 gliserol
Bromofenolblue %2 SDS
%2 Amfolit
%2 DTT

Buna gore;

1. 80°C sogutucuda eppendorflar igerisinde saklanan tiroid dokular teker teker
sogutucudan ¢ikarilip tartilmistir.

2. Ardindan eppendorf tiiplere 1M 6nceden sogutulmus NaCl eklenerek dokular
yikanmustir.

3. Kandan arinan dokulara 1 ml liziz tamponu eklenmis ve dokular teker teker
homojenize edilmistir.

4. Retsch Mixer Mill MM 400 (Retsch GmbH, Haan, Almanya) homojenizator
kullanilarak paslanmaz 2 mm’lik celik bilyeler yardimi ile ornekler
homojenize edilmistir. Homojenizasyon 10 siklus, 30 mHZ de

gergeklestirilmistir. Her bir siklus arasinda 6rnegi iceren mikrosantrifiij tiipii
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stv1 nitrojene temas ettirilerek drneklerin 1sinmasi engellenmistir.

5. Homojenizasyonun ardindan ornekler yukarida belirtilen liziz tamponu
i¢erisinde ¢Oziilmiistiir.

6. Eravci ve arkadaslarimin (130) onerdigi sekilde, 150u/ml Benzonase Ornege

ilave edilmistir.

Benzonase, DNA ve RNA’nin tiim formlarini (tek zincir, ¢ift zincir, linear, dairesel)
parcalayan ve bu islemi diisiik sicaklikta gergeklestirebilen bir endontikleazdir.
Yiiksek sicaklik {tirenin karbamilasyonunu tetikledigi ig¢in, Ornege eklenen
endoniikleazin diisiik sicaklikta ¢aligabilmesi 6zellikle 2 Boyutlu jel elektroforezi

caligmalari i¢in 6nem teskil etmektedir (131).

7. Tipler 15 dakika boyunca oda sicaklifinda ajitasyona birakilmis ardindan ise
Metanol/Kloroform ¢oktiirmesi ile 6rnek temizlenmistir.

8. Metanol/Kloroform  ¢oktiirmesinin  ardindan  &rnekler  rehidrasyon
tamponunda ¢oziilmils ve gece boyunca +4° C soguk odada ajitasyona
brrakilmistir.

9. Orneklere, 10 mM DTT eklenmis ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibasyon gerceklestirilmistir.

10. 16000 G’de 15 dakika boyunca santrifiij edilen Orneklerin supernatantlar
toplanarak o6rnekler 2 Boyutlu jel elektroforezi uygulamalarina hazir hale

getirilmistir.

Doku homojenizasyonunun ardindan, Brown ve arkadaslar1 (2006) ve Netea-Maier

(2008) ’in kullandig1 protokol baz alinmistir (132,133).

Calisma Dokularinin Gruplandirilmasi

Her bir dokudan elde edilen proteinlerin konsantrasyonu Bradford Yontemi ile
Olciilmiistiir. Her bir 6rnekten esit miktarda protein (100 ug) alinarak; CV-PTK, FV-
PTK ve Benign gruplarin havuzlart olusturulmustur (134,135). Her bir havuzda n=6
ornek olacak sekilde havuzlar olusturulmustur. Olusturulan havuzlarin protein
konsantrasyonlari, iki boyutlu jel elektroforezi igin gelistirilen 2D Quant Kit (GE

Healthcare) ile tayin edilmistir. 2D Quant Kit ile belirlenen protein
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konsantrasyonlarma bagl kalinarak 2 boyutlu jel elektroforezleri yapilmistir. Ornek

havuzlarinin olusturulmasina iliskin is akis semasi Sekil 9°da verilmistir.

# w ' W S

o | | e | | Benign

%, 4

|

Homojenizasyon

i

Homojenizasyon

Homojenizasyon
-

-«

¥
Bradford Yontemi ile Protein
Konsantrasyon Tayini

N=6& N=b =3

100 ug/CV doku 100 ug/FV doku 100 ug/benign doku

Havuzlarnn Olusturulmas:

2D Quant Kit ile Havuzlarin protein
Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Sekil 9. Ornek havuzlarinin olusturulmasia yonelik is akis semasi

2D Quant kit ile protein konsantrasyonu Olgiilen havuzlarin, 2 Boyutlu jel

elektroforezi deneylerine baslamadan once SDS-PAGE ile ol¢limlerinin dogru

yapildig1 tespit edilmistir. Boylece, ¢ok adimli 2 boyutlu jel elektroforezi deneylerine

baslamadan 6nce, 6rneklerin kalite kontrolu yapilmistir.
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Striplerin Rehidrasyonu

Calismada, 17 cm pH 3-10, pH 4-7 ve pH 6-10 stripler (Serva Electrophoresis
GmbH, Almanya) kullanilmustir. Uretici talimatlarina uyarak pH 3-10 ve pH 6-10
striplere 100 pg protein, pH 4-7 striplere 200 ug protein yiiklenmistir.

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

pH 3-10 striplere 100 ug, pH 4-7 striplere 200 pg protein yiiklenecek kadar 6rnek
ile birlikte toplam hacim 300 pl olacak sekilde rehidrasyon tamponu eklenmistir.
Orneklere, Lightning Red (Serva Electrophoresis GmbH) floresans boyasi eklenmis

ve iiretici protokoliine gére boyama islemi yapilmistir.

ii. pH 6-10 Striplerin Rehidrasyonu
pH 6-10 striplere 100 pg protein yiiklenmistir. Striplerin rehidrasyonu bazik
proteinlerin rehidrasyonuna uygun olarak Kane ve arkadaslarinin (2006) protokoliine

gore yapilmistir (136).
Izoelektrik Fokuslama

Striplere yiiklenen proteinlerin birinci boyutlarinda izoelektrik noktalarina
gore ayrim gerceklestirilmistir. Izoelektrik fokuslama IEF PROTEAN i12 IEF CELL
(Biorad) cihazi kullanilarak, Tablo 7 ve Tablo 8’de verilen izoelektrik fokuslama

parametreleri ile gergeklestirilmistir.

Tablo 7. pH 3-10 ve pH 4-7 stripler i¢in IEF parametreleri

Adim Volt Gradyen pAmp Deger
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 i¢in IEF parametreleri

Adim Volt Gradyen LAmp Deger
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 ayrilan proteinler ikinci boyutta ayirma Oncesi rotator
tizerinde dengeleme tamponuna %2 DTT eklenerek oda sicakliginda 15 dk
bekletilmistir. Ardindan ayni tampona %4.5 oraninda iodoasetamit eklenerek tampon
tazelenmis ve oda sicakliginda 15 dk boyunca tekrar rotator lizerinde bekletilmistir.
Bu sekilde dengeleme islemi tamamlanmis ve stripler ikinci boyutta yiirlitmeye

uygun hale gelmistir.
ikinci Boyutta Ayrim

Yatay elektroforez sistemi (Serva Electrophoresis GmbH), sabit sicaklikta
(150C) jellerin ikinci boyutta ayrilmasi ve kiigiik molekiiler agirlikli proteinlerin
diflizyonunu engellemesi gibi avantajlar1 nedeniyle dikey elektroforez (BioRad
Laboratories) sistemi yerine kullamilmugstir. Ureticinin talimatlarma gore yatay

elektroforez sisteminde proteinlerin ikinci boyutta ayrimlari gergeklestirilmistir.
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Jellerin Taranmasi

Elde edilen jeller, Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) kullanilarak scan
edilmistir. Goriintiileme 100pum ¢oziliniirliik derecesinde uyarim igin 488 nm ve
emisyon i¢in 520 nm dalgaboylar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Scan edildikten
sonra; jeller gece boyu fikse edilip ardindan spot kesimine kadar %20 EtOH

icerisinde +4°C de saklanmustir.
Jellerin Istatistiksel Analizi

Jellerden kesilecek spotlarin belirlenmesi igin PDQuest Advanced 2D
Analysis Software V8.0.1 (Biorad, USA) kullanilmistir. Tiim jellere ait goriintiiler
yazilima aktarilmis, ardindan jellerde spot se¢imi duyarlilik, spot biiyiikligi,
Gaussian dagilim secilerek yapilmistir. Jellerden master jel olusturulmus, ardindan
tim jellerde ortak olan spotlar belirlenmistir. Farkli spotlarin belirlenmesi i¢in
spotlara Student t-test uygulanmis ve p degeri p<0.005 olanlar anlamli kabul
edilmistir. CV-PTK-FV-PTK, CV-PTK-Benign, FV-PTK-Benign jeller arasinda 2

kat iizerinde anlaml farklilik gosteren spotlar lineer regresyon ile gosterilmistir.
Protein Tanimlamasi

Iki boyutlu jellerden kesilecek spotlar belirlendikten sonra, spot kesme kalemi
(2D Spot Picker, GelCompany) kullanilarak spotlar kesilmis ve Lobind tiiplere
(Eppendorf) aktarilmistir. Ayrica, her bir jelin bos kismindan jel kesilerek pozitif

kontrol olarak analiz edilmistir. Spotlar asagidaki protokole gére hazirlanmistir.

1. Spotlar yikama tamponu ile yikanmigtir (% 50 asetonitril, %50 50 mM
amonyum bikarbonat tamponu).

2. Yikama igleminin ardindan, %100 asetonitril ile spotlarin dehidrasyonu

saglanmistir.

Spotlar, 10 mM DTT ile muamele edilerek rediiksiyon yapilmaistir.

Ardindan, 55 mM iyodoasetamit ile muamale edilerek alkillenmistir.

Spotlar tekrardan yikama tamponu ile yikanmustir.

%100 asetonitril ile dehidrasyon yapilmigstir.

N g &~ W

Spotlar oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Her bir spota 125 ng tripsin eklenerek, 37°C’de gece boyunca inkiibasyon
gerceklestirilmistir.

Tripsin ile kesim islemini durdurmak igin, her bir 6rnege %50 formik asit
eklenmistir.

Peptidler yeni lobind tiiplere aktarilmistir.

Geride kalan tiim peptidleri toplamak ig¢in, ilk olarak %50 asetonitril ve
%1 formik asit iceren soliisyon ile yikama yapilmistir.

Ardindan, ikinci ekstraksiyon %100 asetonitril ile yapilarak tiim peptidler
toplanmustir.

Ornekler, vakum konsantrator kullanilarak kurutulmustur.

Tuzlardan ve diger kontaminant maddelerden temizleme islemi Stage-
Tip’ler ile gerceklestirilmistir. Stage-Tip piirifikasyonu igin Rappsilber ve
arkadaslarinin makalesindeki basamaklar takip edilmistir (137)

Stage-Tip ile tuzlardan arindirildiktan sonra 6rnekler %60 asetonitril ve
0.1% TFA igerisinde ¢ozillereck MALDI TOF MS ile analiz igin
hazirlanmustir.

Doygun a-CHCA MALDI matriks ¢ozeltisi (20 mg/ml a-CHCA, %33
asetonitril, %0.1 TFA) hazirlanmustir.

Omekten ve a-CHCA MALDI matriks ¢ozeltisinden 1:1 oraninda
alinarak Ground Steel Target (Bruker Daltonics) tlizerine 1 pl karigim

eklenmis ve kurumaya birakilmigtir.

Iki boyutlu jellerden spot kesilip tanimlama yapilmadan 6nce, farkli miktarlarda

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

yukarida yazili protokol oncelikle BSA i¢in uygulanmigtir. BSA kullanilarak yapilan

protokol optimizasyon g¢aligmast sonucunda 1 ug BSA, 400 ng BSA ve 100 ng BSA

bagar1 ile tanimlanmigtir. Tanimlamada herhangi bir keratin kontaminasyonuna

rastlanmamuistir.

Jellerden kesilen spotlarin tanimlamasi RapifleX MALDI Tissue Typer (Bruker

Daltonics) kullanilarak gergeklestirilmistir. 700-2600 Da kiitle araliginda, lazer giicii

tiim calisma siiresince sabit kalacak bi¢cimde (%35-40 arasinda), lazer vurusu 300
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olacak sekilde tamamlanmistir. Her bir ¢alisma oncesinde, metod kurulmadan dnce
iretici talimatina gore hazirlanmis peptid standartlar1 (Peptid Std II, Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak kalibrasyon yapilmistir. Elde edilen pik
listeleri FlexAnalysis yazilimi (Bruker Daltonics) kullanilarak MASCOT
veritabaninda (Matrix Science) tanimlanabilir formata doniistiiriilmiis ve Uniprot

insan referans proteom veritabani kullanilarak tanimlama yapilmistir.

3.3.4 LC-MS/MS ile Protein Tanimlamasi

Iki boyutlu jel elektroforezi caligmalari, proteomik tekniklerin en temelini
olusturmaktadir. Ancak, 6zellikle membran proteinleri, bazik proteinler ve organel
proteinlerinin 2 boyutlu jel elektroforezi ile goriintiillenmesi kolaylikla
yapilamamaktadir (138,139). iki boyutlu jel elektroforezinin eksik kaldigi bu
noktalar1 tamamlamak amaciyla ‘label free quantification’ ile bir adet calisma seti
(CV (n=6), FV (n=6) ve benign (n=6)) havuz olusturmadan Q-Exactive Plus Orbitrap

(Thermo Fischer Scientific) cihazi ile analiz edilmistir.

Asagidaki basamaklarda, orneklerin hazirlanmast ve analizine iliskin detaylar
sunulmaktadir:

Orneklerin Hazirlanmasi

Ornekler, 2 Boyutlu jel elektroforezi i¢in uygulanan aym o6rnek hazirlama

yontemi ile hazirlanmastir.

1. Her bir 6rnege denatiirasyon tamponu ( 6M Ure, 2M tiyoiire in 10 mM
HEPES (pH 8.0)) eklenmis ve yaklasik 3 saat oda sicakliginda protein
pelletleri ¢ozlilmiistiir.

2. Inkiibasyonun ardindan, érneklere 350 mM DTT eklenmis ve yarim saat
oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

3. Ardindan, 55 mM iyodoasetamit eklenmis ve yarim saat oda sicakliginda
inkiibe edilmistir.

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

5. 0.5 ug/ul tripsin enzimi eklenmis ve gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
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Orneklerin tuzlardan ve diger kontaminant maddelerden temizleme islemi son
derece uygun biitgeli ve proje bursiyerleri tarafindan yapilan Stage-Tip’ler ile
gerceklestirilmistir. Stage-Tip pirifikasyonu igin Rappsilber ve arkadaslarinin
makalesindeki basamaklar takip edilmistir (137).

LC-MS/MS ile Orneklerin Analizi

Hazirlanan peptidler, 5%—45% asetonitril gradienti ve 0.1% formik asit ile
240 dk boyunca, 200 nL/min akis hizinda EASY-nLC Il (Thermo Fisher Scientific)
sisteminden gecirilmistir. Q Exactive plus cihazinda tam tarama ve ardindan daha
yiiksek enerji carpisma ayristirmast kullanilarak en iyi 10 MS/MS taramasi ile veri
bagimli modda calistirilmistir. Tam taramalar 70.000 ¢oziiniirliikk, 3x106 iyon hedef
degeri ve maksimum 20 ms enjeksiyon siiresi ile gergeklestirilmistir. MS / MS
taramalar1 17.500 ¢oziintirliikk, 1x106 hedef deger ve maksimum 60 ms enjeksiyon

stiresi ile gergeklestirilmistir.
Protein Tanimlamasi

Elde edilen pik listeleri, MaxQuant yazilimimin (v 1.5.1.2) standard is akis1
izlenerek ham veri dosyalarindan tiretilmistir (140). Protein tanimlamasi ise; Uniprot

insan referans proteom veritabani ile karsilastirilarak tanimlanmastir.

Istatistiksel Analiz ve Varyantlar Arasi Farkh ifade Edilen Proteinlerin
Belirlenmesi

Veri analizi, internetten {icretsiz olarak indirilebilen Perseus (V. 1.5.8.2)
yazilimi kullanilarak yapilmistir. MaxQuant analizinden proteinlerin ‘label-free
quantification’ sinyal yogunluklar1 alinmig ve logaritma 2 tabanina gore transforme
edilmistir. Olgiilen degerlerin gegerli sayilabilmesi igin, bir sette bulunan 6 érnegin
en az 4’linde Ol¢limiin yapilmis olmasi kabul edilmistir. Eksik degerler, tiim veri
kiimesindeki en diisiik ‘label-free quantification’ sinyal yogunlugunun degeri ile

degistirilmistir.
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Protein kantifikasyonu ve istatistiksel oGnem Welch’s Testi ile yapilmistir ve
alfa-hatasinin diizeltimesi Benjamini-Hochberg tarafindan tarif edilen yanlis bulgu

orani (False Discovery Rate (FDR)) kullanilarak yapilmustir.

3.3.5 MALDI-Goriintiileme Kiitle Spektrometresi

MALDI-Gériintiileme ¢alismalarinin tiroid dokusuna gore optimizasyonu ilk
olarak Autoflex 1l MALDI-TOF kiitle spektrometresi’nde (Bruker Daltonics,
Almanya) basar1 ile yapilmistir. Ardindan, MALDI-Goérlintiileme c¢aligsmalar1 igin
ozellikle gelistirilmis olan yeni nesil RapifleX MALDI-Tissue Typer (Bruker
Daltonics, Almanya) kiitle spektrometresi cihazi alindigi igin, tiroid dokusunda
yapilan tiim optimizasyon c¢alismalar1 yeniden yapilmistir. Optimizasyon
caligmalarinin ardindan, MALDI-Goriintiileme kiitle spektrometresi caligmalari

asagidaki basamaklar takip edilerek yapilmistir.
Ornek Hazirlama

Tiroid dokularindan 3 pm’lik kesitler MALDI-Goérlintiileme ¢alismasi igin
Indiyum Kalay Oksit (ITO) kapli lamlara (Bruker Daltonics, Almanya) alinmistir.
CV-PTK ve FV-PTK ya ait dokulara ayni1 deneysel prosediiriin uygulanmasi ve olasi
biasin engellenmesi adina ITO lamin iizerine 1 adet CV-PTK ve 1 adet FV-PTK yan
yana incelenmek tizere yerlestirilmistir. Boylece, 2 dokuya ayni anda tiim islemler
uygulanmis ve ardindan ayn1 anda klasik ve follikiiler varyant 6érneklerinin MALDI-
TOF/TOF (RapifleX MALDI-Tissue Typer) cihazinda analizi karsilastirmali olarak
ayni kosullar altinda analiz edilmistir. FV-PTK dokularinin bazilar1 2016 yilinda
yapilan yeni tanimlamayla NIFTP olarak adlandirilmis ve elde edilen peptid

profilleri bu ¢ercevede degerlendirilmistir (5).

Dokularin 6n hazirligi, asagida yazilan protokole gore yapilmistir. Buna gore;
1. 1 saat boyunca 60°Clik firinda lamlarin fiziksel deparafinasyonu
2. Kimyasal deparafinasyon i¢in 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 dH20
4. 10 mM Sitrat Cozeltisi ile antijen geri kazanimi yapilmistir.

Tripsin Uygulama

Tiroid dokularinda MALDI-Goriintlileme ile peptid analizinin yapilabilmesi
icin, proteinlerin doku iizerinde tripsin enzimi ile kesilmesi gerceklestirilmigtir. 10
mM NH4HCOj; igerisinde 0.025 pg/pl tripsin hazirlanmis ve ardindan, 5 pl/dk
hizinda ve 45.30 mm uzakliktan (Z=45.3mm) 5 katman olacak sekilde tripsin ile
SunCollect Ornek Hazirlama Istasyonu (SunChrom Wissenschaftliche Gerate

GmbH, Almanya) kullanilarak kaplanmistir.

Tripsin ile kaplama isleminin ardindan, 50°C ve yiiksek nem derecesinde
lamlar 2 saat boyunca kontrollii bir sekilde SunDigest Inkiibasyon Istasyonu
(SunChrom Wissenschaftliche Gerate GmbH, Almanya) kullanilarak inkiibe

edilmistir.
Matris Kaplama

Tiroid Dokulariin MALDI-Goriintiileme ile analiz edilebilmesi igin
dokularin 6ncelikli olarak matris ile kaplanmasi gerekmektedir. Bunun amaci,
dokular1 direk lazer atiginin yaratacagi tahribattan korumak ve ayni zamanda tripsin

ile kesimi gergeklesen peptidlerin iyonlagsmasini kolaylagtirmaktir (141).

MALDI-Gériintiileme kiitle spektrometresi ile analiz etmek istedigimiz tiroid
dokusu peptidlerinin molekiiler agirliklar1  diisliniildiiglinde bunlar1t en iyi
iyonlastiracak matrisin a-CHCA olduguna karar verilmis ve calismalarda 7 mg/ml
a-CHCA matris %50 Asetonitril ve %0,3 TFA igerisinde hazirlanmistir. Lamlara
matris uygulanmasi  SunCollect Ornek Hazirlama Istasyonu (SunChrom
Wissenschaftliche Gerate GmbH, Almanya) kullanilarak, 7 kat boyunca 10 pl/min,
20 pl/min, 30 pl/min ve 40 pl/min (4kere) akis hizlarinda yapilmistir.

MALDI-Gériintiileme Kiitle Spektrometresi Calismasi

MALDI-Goériintiilleme ¢aligsmalar1 RapifleX MALDI-Tissue Typer kiitle

spektrometresi kullanilarak, 700-2600 Da kiitle araliginda, lazer giicli tiim ¢alisma
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stiresince sabit kalacak bicimde (%35-40 arasinda), tarama araligi 50 um ve lazer

vurusu 300 olacak sekilde tamamlanmustir.

Her bir c¢alisma Oncesinde, metod kurulmadan oOnce iiretici talimatina gore
hazirlanmis peptid standartlar1 (Peptid Std II, Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)
kullanilarak kalibrasyon yapilmistir. Her c¢alisma sonrasinda cihaz vakumdan

kesilerek iyon kaynagin firma tarafindan gosterildigi sekilde temizlenmistir.
Istatistiksel Analiz

Veri analizi MALDI-Gériitiileme galismalar1 i¢in 6zel olarak gelistirilmis
olan Scils Lab (Bruker Daltonics) yazilimi kullanilarak yapilmistir. Analiz igin
oncelikle, tek peptidlerin lokalizasyonlar1 kontrol edilmistir, ardindan Scils Lab
tarafindan sunulan segmentasyon analizi ile birlikte hiyerarsik siniflandirma
yapilmistir. Tiimor ve tlimore komsu doku arasinda farklilik gésteren peptidler Alici
Islem Karakteristikleri (ROC) analizi ile tespit edilmistir (AUC deger 0.7’nin
tizerinde olanlar dikkate deger alinmistir). Varyantlar arasindaki istatistiksel olarak
anlamli farklilik gosteren peptidler ise parametrik olmayan Friedman testi ve Dunn’s

Multiple Comparison testi ile tespit edilmistir (p<0.05 anlamli kabul edilmistir).

Dokularda tesit edilen monoisotopik peptidlerin sayisi ise internetten iicretsiz

olarak indirilen mMass yazilimi kullanilarak tespit edilmistir.

3.3.6 BRAF Mutasyon Analizi

BRAF V600E mutasyon analizinde, FFPE dokularin timor odaklar

kullanilmistir ve asagida belirtilen ¢calisma plani izlenmistir:

FFPE Dokularin Tiimor Odaklarinin Belirlenmesi

FFPE dokulardan 3 um’lik kesitler alinarak Hematoksilen & Eosin (H&E)
boyamasi yapilmistir. Genetik calisma yapilacak tiimor odaklart secilmistir.
Asagidaki sekilde goriildiigii lizere BRAF mutasyon analizi yapilacak kisim

isaretlenmis ve doku {izerinde bu kisim ¢izilerek kesit alinmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. FFPE Dokularin tiimoér odaklarinin belirlenmesi

Tiimor Odaklarindan Kesit Alinmasi

FFPE tiroid dokularindan 4pm’lik 5 adet tiimor odagina ait kesit alinarak

mikrosantrifiij tiiptine konulmustur.

Timor odaklarinin kesitleri alindiktan sonra; AmoyDx FFPE DNA Kiti
(Amoy Diagnostics Co., Ltd) kullanilarak {iretici talimatlarina gére DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir (AmoyDx ® FFPE DNA/RNA Kit 2016). Asagidaki basamaklar
takip edilerek DNA izolasyonu ve miktar tayini yapilmistir.

Parafinin Uzaklastirilmasi
Etanol ile Rehidrasyon
Doku Parc¢alanmasi

DNA izolasyonu

DNA Miktar Tayini

DNA Konsantrasyonlarin tayini Meriton SMA 1000 UV spektrometre
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. 2 pl’lik DNA 6l¢iim i¢in alinip, herbir 6rnek i¢in ikiser
tekrarli DNA konsantrasyonlar 6l¢iilmiis ve 260nm/280nm optik yogunluk degerleri
not almmistir. DNA Kkalitesi i¢in 260nm/280nm OD degeri yaklasik 1.8 olan

DNA’lar polimeraz zincir reaksiyonuna alinmistir.
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Yiiksek kalitede DNA elde edilemeyen 6rneklerden tekrar izolasyon yapilmis

ve konsantrasyonlari yeniden Ol¢lilmiistiir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu; CFX Connect Real-Time PCR Detection System
(BioRad, USA) kullanilarak yapilmistir. BRAF V600E mutasyon analizi i¢in tiim
ornekler 2 ng/ul olacak sekilde diliisyon yapilmis ve AmoyDx Braf V600 Mutations
Detection Kit (Amoy Diagnostics Co., Ltd) kullanmilmistir. Kitin igerisinden ¢ikan
pozitif kontrol ve saf su kullanilarak olusturulan negatif kontrol her bir polimeraz
zincir reaksiyonunda orneklerle birlikte yiiklenmistir. Master karisim, Taq polimeraz
enzimi ve Ornekten alinan karisim herbir 6rnek i¢in {i¢ kuyucuk olacak sekilde beyaz

96 kuyucuklu pleyte dagitilmistir.

Kullanilan BRAF V600 polimeraz zincir reaksiyonunun parametreleri
asagidaki sekilde verilmistir (Tablo 9). Ornekler, CFX Manager Software (BioRad,
USA) kullanilarak analiz edilmistir.

Tablo 9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Parametreleri

Hedef Sicaklik °C Siire
On Inkiibasyon
95 °C 5 dakika

Amplifikasyon

95 °C 25 saniye

64 °C 20 saniye

72°C 20 saniye
Sogutma

40°C 30 saniye
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3.3.7 immiinohistokimya

LC-MS/MS c¢alismasinin sonuglarima goére FDR diizeltmesinden sonra
anlamli farklilik gosteren IQGAP1 ve IQGAP2 proteinleri CV-PTK (n=13), FV-PTK
(n=13) ve NIFTP (n=13) vakalarinda immiinohistokimya ydntemi ile incelenmistir.
FFPE dokulardan 3 pm’lik kesitler alinarak immiinohistokimya yapilmistir. Asagida
yazilan protokol takip edilerek Ventana Benchmark XT (Ventana Medical Systems)

cihazinda boyama iglemi yapilmistir.
IQGAP 1 Antikoru (Rabbit Polyclonal, Novus Biologicals) i¢in Protokol:

1. Fiziksel deparafinasyon icin 80°C’de 20 dakika boyunca o6rnekler
bekletilmistir.

2. Deparafinasyon isleminin devami Ventana Benchmark XT cihazinda EX
prep soliisyonu kullanilarak yapilmastir.

3. Antijen geri kazanimi 1s1 ile indiiklenmis epitop geri kazanimi yapilarak
Tris-EDTA tampon (pH 7.8) ile 95°C’de 16 dakika boyunca standart CC1
(cell conditioning solution 1) soliisyonu kullanilarak yapilmistir.

4. Ardindan IQGAPI antikoru (1:300 diliisyon) ile 44 dakika boyunca

muamele gerceklesmistir.

IQGAP 2 Antikoru (Rabbit Polyclonal, Novus Biologicals) i¢in Protokol:

1. Fiziksel deparafinasyon i¢in 80°C’de 20 dakika boyunca 6rnekler
bekletilmistir.

2. Deparafinasyon isleminin devami Ventana Benchmark XT cihazinda EX
prep soliisyonu kullanilarak yapilmastir.

3. Antijen geri kazanimi 1s1 ile indiiklenmis epitop geri kazanimi yapilarak
Tris-EDTA tampon (pH 7.8) ile 95°C’de 24 dakika boyunca standart CC1
(cell conditioning solution 1) soliisyonu kullanilarak yapilmigtir.

4. Ardindan IQGAPI antikoru (1:300 diliisyon) ile 40 dakika boyunca

muamele gerceklesmistir.
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Her iki antikor dncelikli olarak, antikorlarin ¢aligma prospektiisiinde belirtilen
kontrol dokularinda galigilmistir. Buna gore, IQGAPI i¢in meme kanseri dokusu,
IQGAP?2 icin ise safra kesesi dokusu optimizasyon i¢in kullanilmistir. Optimizasyon
i¢cin kullanilan dokulardan elde edilen sonuglara gore her iki antikor i¢in antijen geri
kazanimi siireleri, antikor diliisyonu ve antikor ile muamele siireleri optimize
edilmistir. Her iki antikor i¢in OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical

Systems) kullanilmistir.

Ayrica, IHK igin kullanilan vakalarm yedek kesitleri almmustir. Bu yedek
kesitlerden H&E boyamasi yapilmig, boylece timoér odaklarindaki antikor
boyamalar1 detayli olarak belirlenmistir. Tiim lamlar Panoromic 250 Flash III (3D

Histech Digital Pathology Company) kullanilarak taranmistir.
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4. BULGULAR

4.1 iki Boyutlu Jel Elektroforezi Sonuclari

CV-PTK, FV-PTK ve benign dokulara ait tiim proteomik profili gérmek
adina pH 3-10 arasinda jeller yliriitilmiistiir. Bu amagla; CV-PTK, FV-PTK ve
benign dokularindan olusturulan 6rnek havuzlarindan 100ug protein alinarak, pH 3-
10 NL araliginda 17 cm’lik jeller kullanilarak 3’er teknik tekrar ile 2 boyutlu jel
elektroforezi yapilmistir. CV-PTK, FV-PTK ve benign 6rnek havuzlarinin pH 3-10
NL aralgindaki 6rnek jel gorintiileri asagida verilmistir (Sekil 11, 12, 13).
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Sekil 11. Benign dokuya ait havuzun (100 ug protein Ornegi) 2 Boyutlu Jel
elektroforezi goriintiisii (pH 3-10NL, 17 cm)
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Sekil 12. FV-PTK dokuya ait havuzun (100 ug protein 6rnegi) 2 Boyutlu Jel
elektroforezi goriintiisii (pH 3-10NL, 17 cm)
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Sekil 13. CV-PTK dokuya ait havuzun (100 ug protein 6rnegi) 2 Boyutlu Jel
elektroforezi goriintiisii (pH 3-10NL, 17 cm)
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Ayrica, MALDI-kiitle spektrometresinde protein tanimlamasinin rahat
yapilabilmesi i¢in, 6rnek havuzlari en az 3 tekrarli olacak sekilde pH 4-7 araliginda
ve pH 6-10 araliginda 17 cm’lik jellerde yiiriitiilmiistiir. pH 4-7 aralifinda yiiriitiilen

ornek jellere ait goriintii Sekil 14°de verilmistir.
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Sekil 14. CV-PTK, FV-PTK ve Benign dokuya ait havuzun (200 ug protein 6rnegi) 2
Boyutlu Jel elektroforezi goriintiisii (pH 4-7, 17 cm)
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Elde edilen pH 4-7 jellerden Pdquest yazilimi ile master jel goriintiisii

olusturulmustur (Sekil 15). Yapilan analiz sonucunda Ornek olarak 4 farkli spotun

her 3 gruptaki goriintiisii detayli olarak Sekil 16’da verilmistir.
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Sekil 15. pH 4-7 jellerden elde edilen master jel goriintiisii
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Sekil 16. Farkli spotlarin Benign, CV-PTK ve FV-PTK jellerindeki goriintiisii ve

master jel ile karsilastirilmasi

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

arasinda farklilik (fc>2) gosteren spotlar belirlenmistir (Sekil 17). Ancak, lineer

regresyon sonucunda 3 grup arasinda istatistiksel anlamli olarak farklilik gdsteren

spotlar bulunamamaistir (p<0.05).
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Sekil 17. CV-PTK-Benign, FV-PTK-Benign, CV-PTK-FV-PTK jellerinin lineer
regresyon sonuglari. Her 3 grafikte de mavi ¢izginin lizerinde kalan ve kirmizi
¢izginin altinda kalan spotlar 2 kat degisiklik gosteren spotlardir. Ancak bu spotlarin
hicbiri istatistiksel olarak anlamli degisiklik gdstermemistir.
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Bazik bolgedeki proteinlerin arastirilmasinda, pH 6-10 araliginda stripler
kullanilarak en az 3 tekrarli olacak sekilde ornekler yiiritiilmistiir. Bu araliktaki

ornek 3 jel goriintiisti Sekil 18°de verilmistir.
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Sekil 18. CV-PTK, FV-PTK ve Benign dokuya ait havuzun (100 ug protein 6rnegi) 2
Boyutlu Jel elektroforezi goriintiisii (pH 6-10, 17 cm)
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Elde edilen pH 6-10 jellerden Pdquest yazilimi ile master jel goriintiisii
olusturulmustur (Sekil 19). Gruplar arasinda farklilik gosteren bazik proteinlerin
analizinde lineer regresyon grafikleri kullanilarak FV-CV, FV-Benign, CV-Benign
arasindaki olas1 farkliliklar incelenmistir. Ancak, gruplar arasinda farklilik gosteren

spotlar goriilse de anlamli farklilik gosteren (p<0.005) spotlar bulunmamistir (Sekil
20).
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Sekil 19. pH 6-10 jellerden elde edilen master jel goriintiisii
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Sekil 20. CV-PTK-Benign, FV-PTK-Benign, CV-PTK-FV-PTK jellerinin lineer
regresyon sonuglart. Her 3 grafikte de mavi ¢izginin iizerinde kalan ve kirmizi
¢izginin altinda kalan spotlar 2 kat degisiklik gosteren spotlardir. Ancak bu spotlarin
hicbiri istatistiksel olarak anlamli degisiklik gdstermemistir.
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Iki boyutlu jel elektroforezi sonrast PDQuest yazilimi kullamilarak yapilan
spot analizi sonucunda higbir protein istatistiksel olarak anlamli farkli goriillmedigi
icin, jellerden bazi spotlar kesilmistir ve tanimlanistir. Kesilecek spotlar segilirken
bol bulunan (high abundant) protein kiimelerinden uzak durulmustur. Bu spotlardan

MASCOT skoru 56’nin iizerinde olan (p<0.005) 9 protein tanimlanmustir (Tablo 10).

Tablo 10. iki boyutlu jellerden elde edilen protein tanimlamalar1 (p<0.05)

Protein Name Entry Name Gene Accession Mascot
(UniProt) Name Number Score
Vimentin VIME_HUMAN VIM P08670 58
ATP synthase subunit beta, ATPB_ HUMAN ATP5B P06576 109

mitochondrial

Heat shock protein beta-1 HSPB1 HUMAN HSPB1 P04792 58
Actin, cytoplasmic 1 ACTB_HUMAN ACTB1 P60709 64
Actin, cytoplasmic 2 ACTG_HUMAN ACTG P63261 64

1
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  APOA P02647 117

N 1
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4.2 LC-MS/MS ile Protein Tanimlamasi

LC-MS/MS analizi sonucunda proteinlerin LFQ sinyal yogunluklar1 alinip,
logaritma 2 ‘ye gore transforme edilmistir. Buna gore, toplam 18 dokuda (n=6 CV,
n=6 FV, n=6 Benign) 5100 protein tanimlamas1 yapilmistir. Bu proteinlerin 2560’1
yontemde belirtilen dlgiilen degerin gecerli sayilabilmesi sartini yerine getirerek

istatistiksel teste tabi tutulmustur.

421 FV-PTK ve CV-PTK Kanserleri Arasindaki Protein Farkhhiklar:

Sekil 21°de gosterilen Venn diyagrami, her 3 grupta tanimlanan proteinlerin
kesigimini gostermektedir. Benign ile FV-PTK arasindaki ortak proteinler (n=2252),
benign ile CV-PTK arasindaki ortak proteinlerden (n=1671) belirgin derecede
fazladir. Tiim 6rneklem gruplarinda protein ekspresyonlarinin hiyerarsik kiimeleme
analizi, benign dokulardan CV-PTK’nin net bir ayrimini gosterirken, FV-PTK
vakalart CV-PTK ve benign dokular arasinda belirgin bir fark gostermemistir (Sekil
22). Buna gore, FV-PTK ve benign olgularda tanimlanan daha fazla sayidaki ortak

proteinin hiyerarsik kiimeleme analizi ile uyumlu oldugu gosterilmistir.

Benign cv

Benign FV

Sekil 21. Her ii¢ grupta da tanimlanan proteinlerin Venn diyagramlari. Her {i¢ grubun
da proteom profillemesi, 2.560 protein tanimlamasina katkida bulundu (p <0.05).
Proteinlerin% 65'inin benign ve CV-PTK'de ortak oldugu, proteinlerin % 88'inin
benign ve FV-PTK'de ortak oldugu bulunmustur
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Sekil 22. CV-PTK, FV-PTK ve benign oOrneklerdeki proteinlerin hiyerarsik
kiimeleme analizi

Ayrica, CV-PTK ve benign dokularin proteomlarinin karsilagtirilmasi
sonucunda 296 proteinin miktarlariin farkli oldugu gosterilmistir (fc > 2, FDR p
degeri <0.0005). FV-PTK ve CV-PTK dokularinin proteomlar1 karsilastirildiginda
ise, 27 proteinin miktarinin farkli sekilde degistigi gosterilmistir (FDR p-degeri
<0.0005) (Tablo 11 ve Sekil 23). Sekil 18’de FDR-p <0.0005'in iizerindeki noktalar,
FV-PTK ve CV-PTK'de 6nemli ve farkli sekilde degisen proteinleri gostermektedir.
Bu 27 proteinden yalnizca iki tanesi FV-PTK’de artmisken, 25 tanesi CV-PTK

vakalarinda artis gostermistir.
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*  CV-PTC Welch's t-test <0.05

FV-PTC Welch'’s t-test <0.05
5 o CV-PTC Significant after FDR Correction
® FV-PTC Significant after FDR Correction
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Sekil 23. Volcano grafigi ile CV-PTK ve FV-PTK'deki farkli proteinlerin
gosterilmesi. Grafik, log2'ye (fold change) karsi -loglO (p degeri) kullanilarak
olusturulmustur. Eksenel olmayan dikey ¢izgiler + 1 kat degisikligi gdstermektedir.
Aksiyal olmayan yatay c¢izgiler p=0.05 ve p=0.0005 (Benjamini-Hochberg
diizeltilmis p degeri) gostermektedir.
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Tablo 11. FDR diizeltmesinden sonra klasik varyant ve folikiiler varyant arasinda

ifade degisikligi gosteren proteinler

Accession Protein Name FDR log2 Fold
Number Corrected Change
P-Value
015145 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 0,00007 1,07
P04083 Annexin Al 0,0005 2,15
P23381 Tryptophan-—-tRNA ligase, cytoplasmic;T1- 0,0003 1,64
TrpRS;T2-TrpRS
P42224 STAT 1-alpha/beta; Signal transducer and 0,00003 4,01
activator of transcription
P61158 Actin-related protein 3 0,0002 1,12
P61160 Actin-related protein 2 0,000003 1,08
Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 0,00002 0,82
Ql4764 Major vault protein 0,0002 2,68
Q15149 Plectin 0,0003 0,76
015143 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B 0,0002 1,39
015144 Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 0,00007 0,89
P19971 Thymidine phosphorylase 0,0003 3,12
P21333 Filamin-A 0,0005 0,68
X5D2R7 Proteasome subunit beta type-8 0,0002 1,56
P30740 Leukocyte elastase inhibitor 0,0005 0,73
P31146 Coronin-1A 0,0003 4,02
P46063 ATP-dependent DNA helicase Q1 0,0004 0,98
P50995 Annexin A1l 0,00004 0,91
P52566 Rho GDP-dissociationinhibitor 2 0,0002 1,48
P60903 Protein S100-A10 0,0005 1,76
013492 Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly 0,00007 1,40
protein
Q86UX7 Fermitin family homolog 3 0,00008 4,95
Q8WU39 Marginal zone B- and B1-cell-specific protein 0,00008 7,09
Q9UKK3 Poly [ADP-ribose] polymerase 4 0,0003 4,78
Q9Y3Z3 Deoxynucleoside triphosphate 0,0001 1,70
triphosphohydrolase SAMHD1
F5H7S7 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 0,0004 1,47
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 0,0005 0,41

Trend
FV

cv
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4.2.2 CV-PTK ve FV-PTK Dokularinda IQGAP Proteinlerinin Miktar

Degisiklikleri

CV-PTK ve FV-PTK o6rneklerinde, evrimsel olarak korunmus Ras GTPaz
aktive edici benzeri proteinlerin (IQGAPs) farkliliklar1 bulunmustur (Sekil 24).
IQGAPL, CV-PTK (fc > 2) orneklerinde artmis bulunurken, benign ve FV-PTK

orneklerinde bu proteinin miktar1 farkli olarak bulunmamistir. Ote yandan, IQGAP2

proteini, FV-PTK o&rneklerinde (fc > 2) artmis olarak bulunmasina ragmen, CV-PTK

orneklerinde ise anlamli azalma gostermistir.
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Sekil 24. IQGAP1 ve IQGAP2 proteinlerinin miktar degisiklikleri
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4.2.3 CV-PTK érneklerinde Molekiiler Yolak Analizine Bagh Hiicre Iskelet

Proteinlerinin Degisiklikleri

CV-PTK orneklerinde anlamli farklilik gdsteren proteinlerin (n=25, FDR p
degeri<0.0005), bilinen ve Ongoriilen protein etkilesimlerinin olusturulmasi i¢in
STRING veritaban1 kullanilmistir. Bu etkilesimlere gore aktin iskelet proteinleri ve
ayrica aktin iskelet proteinlerini diizenleyen Rho ile iligkili proteinlerin (fc>2) artist
gosterilmistir. Ornegin, aktinle iliskili protein 2/3 (Arp2/3), filamin-a, koronin-1a ve

PR

pektinin birkag iiyesinin, CV-PTK &rneklerinde degistigi gosterilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. Papiller tiroid karsinomunda bilinen ve 6n goriilen protein etkilesimleri
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4.3 MALDI-Gériintiileme Kiitle Spektrometresi ile Peptid Analizi

4.3.1 MALDI-Goériintiileme Calismalarimin Tiroid Dokusu icin Optimizasyonu

Yapilan optimizasyon c¢alismasinin sonuglarina gére, MALDI matriksinde
amonyum tuzlarinin kullanilmasina karar verilmistir. Matriksde kullanilan amonyum
tuzlar1 sayesinde, matriksden gelen sinyal seviyesi azaltilmis ayn1 zamanda dokudan
gelen peptid sinyallerinin kalitesi arttirilmistir. Bu amagla, 10 mM amonyum fosfat
monobazik (AmP), 20 mM AmP ve amonyum tuzu igermeyen kontrol matriksinden
gelen sinyaller karsilagtirilmistir. 10 mM ve 20 mM AmP iceren matriksden gelen
matriks sinyallerine bakildiginda, matriks sinyallerinin bu &rneklerde anlamli
azaldig tespit edilmistir (Sekil 26 A-D).

Ardindan, AmP eklenen matriks ile tiroid doku ornekleri kaplanmis ve
MALDI-Gériintiileme yontemi ile analiz edilmistir. Dokudan gelen peptid sinyalleri
karsilastirildiginda 10 mM AmP ile hazirlanan tiroid dokusundan daha fazla peptid
sinyali gelmistir. Sec¢ilen peptidlerin goriintiileri Sekil 27 B’de verilmistir. Analiz
edilen doku 6rneginin hiyerarsik siniflandirma sonuglarina gére, AmP i¢eren matriks
ile kaplanan dokudan gelen sinyalin kalitesi arttirildig1 i¢in peptidlerin kiimelenmesi

doku histolojisi ile daha uyumlu bir sekilde gergeklesmistir (Sekil 27E).
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10 mM AmP 20 mM AmP Control Matrix

Sekil 26.  Farkli konsantrasyonlarda AmP igeren matriksin spektrumunda
gozlemlenen a-CHCA matriks pikleri. (A) Bir dizi a-CHCA pikleri ii¢ bagimsiz
kontrol matriks deneyinde belirgin olarak artmaktadir (p <0.005). (B) A-CHCA'da
AmP olmadan elde edilen MALDI-TOF spektrumu. Kontrol matriksi: 10 mM ve 20
mM AmP olmadan hazirlanan a-CHCA matriksidir.
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Sekil 26.  Farkli konsantrasyonlarda AmP iceren matriksin spektrumunda
gozlemlenen o-CHCA matriks pikleri. (C) A-CHCA igerisine 10 mM AmP
eklenmesiyle elde edilen MALDI-TOF spektrumu. (D) A-CHCA igerisine 20 mM
AmP eklenmesiyle elde edilen MALDI-TOF spektrumu.
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Sekil 27. FFPE tiroid karsinom dokusunda peptitlerin MALDI-Gériintiileme Kiitle
Spektrometresi. (A) Tek basina a-CHCA, a-CHCA+10 mM AmP veya a-CHCA+20
mM AmP ile kaplanan doku kesitlerinin MALDI-TOF kiitle spektrumunun
karsilastirilmasi.
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Sekil 27. FFPE tiroid karsinom dokusunda peptitlerin MALDI-Gériintiileme Kiitle
Spektrometresi. (B) ROC analizinden sonra a-CHCA ile AmP ile kaplanan dokularin
tiimor bolgesinde daha yiiksek sinyal yogunluguna sahip temsili m / z goriintiileri
(AUC> 0.640) (C) llgili doku kesitinin optik goriintiisii. (D) H & E Boyali doku
kesiti. (E) a-CHCA'da 10 mM AmP ile kaplanan doku kesitinin hiyerarsik kiimeleme
analizi. (F) Sadece a-CHCA ile kaplanan doku kesitinin hiyerarsik kiimeleme analizi.
Her iki kiimede renkler dendrogramda bulunan farkli kiimelere karsilik gelmektedir.
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Absolute Intensity

Absolute Intensity

4.3.2 MALDI-Goriintiileme Kiitle Spektrometresi Yonteminin Tiroid Dokusuna

Uygulanmasi

Optimizasyon ¢alismalar1 basar1 ile tamamlandiktan sonra, ITO kapli lamlara
alian tiroid dokular1t MALDI-Gériintiileme Kiitle Spektrometresi yontemi ile analiz
edilmistir. Buna gore, her bir doku i¢in tek tek segmentasyon analizi yapilmis ve
tiimdr bolgesinde ve tiimore komsu bolgelerde lokalize olan peptidler belirlenmistir.
Analiz edilen CV-PTK dokularindan bir tanesine ait timor ve timore komsu
bolgenin spektrumu ve bu spektrumlardan secilen iki peptidin iyon goriintiisi Sekil
28’de verilmistir. Daha sonra, timor bolgesinde ve tiimore komsu bolgelerde
lokalize olan peptidlerin tiimoér bolgesinin ayriminda kullanilip kullanilamayacagi

ROC analizi ile belirlenmistir.

m/z 936.962
m/z 2307.098
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Sekil 28. CV-PTK dokusunun tiimdr ve tiimore komsu bolgelerine ait spektrum ve
bu bolgelerdeki iyon goriintiileri (Timor: m/z 936.962, Tiimoére komsu: m/z
2307.098)
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ROC analizine gore; tiimor bolgesinde 15 adet peptidin (threshold >0.97),
tiimdre komsu bolgede ise 10 adet peptidin (threshold <0.05) duyarlilig1 ve segiciligi
yiiksek olarak bulundugu tespit edilmistir. Bu peptidlerden bazilar1 Sekil 29°da ROC
grafikleri ve AUC degerleri ile birlikte verilmistir.
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Sekil 29. ROC analizi sonucunda tiimor ve tlimore komsu bolgelerden secilen ayiric
peptidler. (A-B) Tiiméor bolgesinde yiiksek olarak peptidler (m/z 1293, m/z 994) (C-
D) Tiimoére komsu bolgede yiiksek olan peptidler (m/z 2307, m/z 1434)
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4.3.3 MALDI-Goriintiileme Kiitle Spektrometresi Yontemi ile CV-PTK, FV-
PTK ve NIFTP Dokularimin Peptid Farkhliklarinin Belirlenmesi

Tiim dokular MALDI-Gériintiileme kiitle spektrometresi ile analiz edildikten
sonra elde edilen spektrumlar detayli olarak incelenmistir. CV-PTK, FV-PTK ve
NIFTP dokularma ait 3 adet 6rnek spektrum Sekil 30°da verilmistir.

CV-PTK1 | | FV-PTK1 || NIFTP 1

CV-PTK2 FV-PTK 2 ' NIFTP 2

CV-PTK 3 ) FV-PTK3 || NIFTP3

Sekil 30. CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP vakalarina ait 6rnek 3 adet spektrumun
goruntust

Yapilan analiz sonucunda varyantlar arasinda farkli  peptidlere
rastlanmamistir, ancak tespit edilen m/z degerlerinde varyantlar arasinda sinyal
yogunluklariin farkli oldugu belirlenmistir. Asagidaki tabloda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanan peptidler ortalama sinyal yogunluklar

ile birlikte sunulmustur (p<0.005) (Tablo 12). Ayrica, Sekil 31°de varyantlar arasinda
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anlaml farklilik gosteren 6rnek m/z degerlerinin grafikleri gosterilmistir. Gruplar
arasindaki ortalama sinyal yogunlulugu farkinin istatistiksel olarak yorumlanmasinda

Friedman testi ve Dunn’s Multiple Comparison testi kullanilmustir.

Tablo 12. Varyantlar arasinda anlamli farklilik gésteren m/z degerleri

m/z (£ 500 ppm) Average Relative Average Relative Average Relative
Intensity Intensity Intensity
CV-PTC (%) FV-PTC (%) 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 1,36 511
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Sekil 31. Varyantlar arasinda anlamli farklilik gésteren m/z degerleri (p<0.05).
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4.4 BRAF V600E Mutasyon Taramasi

Ornekler, CFX Manager Software (BioRad, USA) kullanilarak analiz
edilmistir. Asagidaki figiirde, BRAFV600E pozitif ve negatif iki hastaya ait
amplifikasyon grafigi pozitif ve negatif kontrollerle birlikte 6rnek olarak verilmistir
(Sekil 32).
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Sekil 32. BRAF V600E mutasyonu pozitif ve negatif olan iki hastaya ait
amplifikasyon grafigi
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Tiim hasta sonuglarina histopatolojik karakterizasyon goz oniine alinmadan
bakildiginda, ¢alisma popiilasyonunun yaklasik %51’inde BRAF V600E mutasyonu

goriiliirken, %49’unda mutasyon tespit edilmemistir (Sekil 33).

Bl 5122% BRAF +
3 48.78% BRAF -

Sekil 33. Calisma grubunda BRAF V600E mutasyon goriilme siklig

Ayrica; CV-PTK tanisi alan 6rneklerin %67,9°’u BRAF V600E mutasyonu
gosterirken, FV-PTK ve NIFTP tanis1 alan 6rneklerin %15,4’iinde BRAF V600E
mutasyonu tespit edilmistir (Sekil 34).

NIFTP NIFTP
FV-PTK FV-PTK
CV-PTK CV-PTK
0 5 10 15 0 10 20 30 40
BRAF V600E mutasyonu - BRAF V600E mutasyonu +

Sekil 34. BRAF V600E mutasyonu tespit edilen ve edilmeyen Orneklerin
varyantlara gore dagilimi
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4.5 Immiinohistokimya ile Validasyon
4.5.1 IQGAP1 ve IQGAP2 Antikorlarimin Optimizasyonu

IQGAPI1 ve IQGAP2 antikorlarin1 CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP dokularinda
incelemeden Once optimizasyon i¢in calismalar1 yapilmistir. Bu optimizasyon
caligmalarina gore, her iki antikor i¢in antijen geri kazanimi siireleri, antikor
diliisyonu ve antikor ile muamele siireleri optimize edilmistir. Optimizasyon i¢in
yontemde belirtildigi iizere IQGAP1 antikoru i¢in meme kanseri dokusu, IQGAP2
antikor i¢in ise safra kesesi dokusu kullanilmistir. Optimizasyon sonucunda IQGAP1
ve IQGAP2 antikoru optimizasyon ic¢in se¢ilen meme kanseri ve safra kesesi

dokularini homojen bir sekilde boyamustir (Sekil 35).

4.5.2 IQGAP1 ve IQGAP2 Antikorlarmin Tiroid Dokularima Uygulanmasi

IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlart CV-PTK (n=13), FV-PTK (n=13) ve NIFTP
(n=13) dokularinda calisilmistir. IQGAP1 antikoru 6zellikle CV-PTK vakalarinda
belirgin ve homojen sitoplazmik boyama gostermistir. IQGAP1 antikoru, FV-PTK ve
NIFTP vakalarinda da boyama gostermistir. Tiim vakalarda ortak olarak ise 6zellikle
kolloidin boyandig1 gozlenmistir. IQGAP2 antikorunun ise CV-PTK, FV-PTK ve
NIFTP vakalarinda boyama yapmadigi gozlenmistir. Sekil 36’da 6rnek olarak
secilmis CV-PTK dokusunda IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarinin boyamasi detayl
olarak gosterilmistir. Sekil 37°de CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP vakalarina ait ikiser

ornek H&E boyal1 goriintiileri ile birlikte verilmistir.
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Sekil 35. IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarinin IHK optimizasyonu (A,C) IQGAPI
antikorunun (1:300) meme kanseri dokusundaki gorintisit (B,D) IQGAP2
antikorunun (1:300) safra kesesi dokusundaki goriintiisii

IQGAP1

Sekil 36. CV-PTK dokusunun tiimér odaginda IQGAPL ve IQGAP2 antikorlarinin
immiinohistokimyasal boyamast
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Sekil 37. IQGAP1 ve IQGAP2 antikorlarinin CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP
vakalarinda immiinohistokimya boyamasi
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5. TARTISMA/SONUC

PTK, klinikte en sik rastlanan (%80) tiroid kanseridir. PTK’nin tanisinda altin
standard yontem IIAB olmasma ragmen bazi alt varyantlarin tamsi kolaylikla
yapilamamaktadir. Ozellikle, FV-PTK’nin ¢ekirdek oOzellikleri diger varyantlara
kiyasla daha silik/belirsiz oldugu i¢in tiroid patolojisinde 6znel ve tartismali taniya
neden olmaktadir. Ancak 2016 yilinda, tiroid patolojisindeki tartismalarin sonucunda
Nikiforov ve arkadaslar1 invazif olmayan enkapsiile FV-PTK vakalarini NIFTP
olarak adlandirmis ve tani dlgiitlerinde degisiklikler yapmislardir (5). Tanidaki bu
degisiklikten sonra, toplanan tiim FV-PTK vakalar iki ayr1 patalog tarafindan yeni
kriterlere gore yeniden degerlendirilmis ve bazi vakalar NIFTP olarak
siniflandirilmistir. Ancak, FV-PTK ve NIFTP ile ilgili tartigmalar halen devam
etmektedir (142). FV-PTK hakkinda devam eden tartismalar ve noninvazif FV-
PTK'nin "NIFTP" olarak yeniden siniflandirilmasi FV-PTK’nin dogru tanisinin tiroid
patolojisinde ne kadar Onemli oldugunu vurgulamaktadir. Bu c¢alismada,
histopatolojik olarak karakterizasyonu zor olan FV-PTK’nin ayirici tanisina katki

saglayacak potansiyel protein/peptid biyobelirteglerinin bulunmasi amaglanmustir.

Yontemde belirtildigi {izere hem taze dondurulmus doku, hem de ayni
hastalarin FFPE bloklar1 kullanilmistir. Calismada taze dondurulmus dokulardan, 2
boyutlu jel elektroforezi ve LC-MS/MS yontemi kullanilarak ¢aligmalar yapilmustir.
2 Boyutlu jel elektroforezi c¢alismalari, proteomik tekniklerin en temelini
olusturmaktadir. Ancak, 6zellikle membran proteinleri, bazik proteinler ve organel
proteinlerinin 2 boyutlu jel elektroforezi ile goriintiilenmesi kolaylikla
yapilamamaktadir (138,139). Ayrica, tiroid proteomunda bulunan ve miktar1 75
mg/ml’ye kadar ¢ikabilen tiroglobulin proteini, hastaliklarin ayirict tanisinda 6nemli
olan ve daha az miktarda bulunan birgok proteini maskelemektedir (143). Bunun
disinda, tiroid hormonu sentezinin gergeklestigi kolloid yapisinin tiroid dokusunda
bol bulunmasi ve tiroid hiicrelerinin sitoplazmasinin az olmasi 6zellikle 2 boyutlu jel

elektroforezi calismalar1 icin sorun teskil etmektedir. iki boyutlu jel elektroforezinin
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eksik kaldigi bu noktalar1 tamamlamak amaciyla, ‘label free quantification’ ile bir
calisma seti (CV-PTK (n=6), FV-PTK (n=6) ve benign (n=6)) havuz olusturmadan
Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fischer Scientific) cihazi ile analiz edilmistir. Bu
sayede, 2 boyutlu jel elektroforezi ile belirlenemeyen proteinler hakkinda daha
detayli bilgi edinilmistir. LC-MS/MS c¢alismasindan elde edilen ve ayirict tantya
katkis1 olabilecegi diisiiniilen iki proteinin, IQGAP1 ve IQGAP2, immiinohistokimya
ile validasyonu CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP dokularinda yapilmistir. Ayrica, FFPE
bloklar kullanilarak MALDI-Gériintiileme kiitle spektrometresi analizi yapilmis ve
varyantlar arasindaki anlamli farkli m/z degerleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda,
MALDI-Gériintiileme kiitle spektrometresi yardimi ile timor ve timor ¢evresinden
gelen farkli peptid sinyalleri belirlenmis ve tiimor, ¢evre dokulardan basarili bir
sekilde peptid profilleri kullanilarak ayrilmistir. Ayrica, FFPE dokular kullanarak
calisma dokularinda BRAF V600E mutasyonunun goriilme siklifina bakilmistir.
Literatiirde, CV-PTK’da BRAF V600E mutasyonu %35-%70 arasinda gortldiigi,
FV-PTK’da ise bu oranin yalnizca %5 ile %20 arasinda oldugu belirtilmektedir
(110). Projede BRAF V600E mutasyon taramasi yapilarak, ¢alisma grubunda bu

mutasyonun goriilme oranini tespit etmek amaglanmaistir.

Tiroid patolojisinde biyobelirteg arayisinda ilk kullanilan yontemlerden biri 2
boyutlu jel elektroforezidir. Ancak, tiroid dokusunda limitli sayida 2 boyutlu jel
elektroforezi ¢alismalar1 mevcuttur. Literatiirde var olan c¢alismalar, genellikle
benign ve malign tiroid tiimdrlerinin protein profillerinin az sayida Orneklemde
karsilastinildigi calismalardir (132,133). Ornegin, Brown ve arkadaslar tarafindan
2006 yilinda yapilan ¢calismada 5 PTK dokusundan havuz olusturulup 2 boyutlu jel
elektroforezi yontemi ile normal tiroid dokusu ile karsilagtirilmistir (132). Calisma
sonuglarina gore papiller tiroid kanserinde S100 kalsiyum-baglayan protein A6,
katepsin B, galectin-3, aneksin 1 proteinlerinin daha yiiksek seviyede bulundugu
gosterilmistir. Ayni grup tarafindan 2008 yilinda yapilan bir diger ¢calismada, FTK ve
folikiiler adenoma arasindaki diferansiyel protein ekspresyonuna odaklanilmigtir
(133). Bu ¢alismada da 5 FTK ve 6 FA dokusu analiz edilmistir. Her bir FTK
ornegi, havuz olusturulmus FA protein ekstreleri ile karsilagtirilip, protein distilfid
izomeraz, kalretikulin, katepsin B ve aneksin A3’iin farkli sekilde diizenlendigini

belirtmislerdir. Literatiirdeki bir diger ¢alismada ise 20 soguk nodiiliin protein
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profilleri normal tiroid dokusu ile karsilagtirllmigtir. Soguk nodiillerde daha bol
miktarda bulunan proteinler 3 fonksiyonel gruba ayrilmistir. Buna gore genellikle
hiicre proliferasyonu, tiroglobulin sentezi ve diizenlenmesi, hidrojen perkoksit-
detoksifikasyon sisteminde gorevli olan proteinlerin soguk nodiillerde daha bol
miktarda bulundugu belirtilmistir  (144). Literatirde, PTK’nin histolojik
varyantlarinin protein profillerinin 2 boyutlu jel elektroforezi yontemi kullanilarak
karsilastirildigr bir ¢alisma mevcut degildir. Calismanin 2 Boyutlu jel elektroforezi
sonucunda elde edilen jellerden yapilan spot analizinde FV-PTK, CV-PTK ve benign
dokularda istatistiksel olarak anlamli spot farkliliklarina rastlanmamistir. Ancak, bazi
spotlar bu jellerden kesilmis ve tanimlamalar1 yapilmistir. Bu tanimlamalar
sonucunda, ara flamanlar (intermediate filament) ve yapisal proteinler, endoplazmik
retikulum ve mitokondri ile iliskili proteinler ve proteinlerin katlanmasinda gorevli
saperon proteinler tanimlanmistir.

Iki boyutlu jel elektroforezi ¢alismasinda varyantlar arasi istatistiksel anlaml
farkli proteinler tespit edilemedigi icin FV-PTK, CV-PTK ve benign dokularin
protein profillerinin daha detaylica LC-MS/MS yontemi kullanilarak arastirilmistir.
Literatiirde, tiroid kanserinde potansiyel biyobelirteglerin bulunmasina yonelik
yapilan proteomik ¢aligmalar arasinda LC-MS/MS yonteminin kullanildig1 pek fazla
calisma yoktur. Bu alanda yapilan tek ¢alisma, 2016 yilinda Martinez-Aguilar ve
arkadaslar1 tarafindan veri-bagimsiz kazan¢ modu kullanilarak folikiiler adenoma,
folikiiler karsinoma ve papiller karsinoma dokularinin protein profilleri incelendigi
caligmadir (145). Calismanin sonuglarina gére papiller tiroid kanserinde aktin iskelet
proteinleri, hiicre kontakt proteinleri ve hiicre farklilagsmasinda goérevli proteinlerde
anlamli degisiklikler oldugu gosterilmistir. Calisma bu alanda yapilan Oncii bir
caligma olmasina ragmen papiller tiroid kanserinin alt varyantlariyla iligkili herhangi
bir bilgi sunmamaktadir.

Tez c¢alismasinin LC-MS/MS analiz sonuglarina goére 2500 protein
tanimlanmistir. Bu analizin dikkat ¢ekici bir sonucu, benign ve FV-PTK arasindaki
proteom benzerligi nedeniyle hiyerarsik kiimeleme sonucunda FV-PTK’nin dogru bir
sekilde kiimelendirilemedigini ortaya koymustur. Ayrica, FV-PTK-Benign ve CV-
PTK-benign gruplar1 arasindaki ortak proteinler incelendiginde; FV-PTK ve benign
arasinda %88 kadar ortak protein oldugu, CV-PTK ve benign arasinda ise %65 kadar

92



ortak protein oldugu gosterilmistir. FV-PTK ve benign dokular arasindaki ortak
proteinlerin sayica fazlaligi hiyerarsik kiimeleme sonucunda FV-PTK’nin benign
dokulardan ayr1 olarak kiimelendirilememesini destekler niteliktedir. Bu sonug,
Nikiforov ve arkadaglar1 tarafindan yayinlanan ve noninvazif PTK’nin diisiik niiks
riski nedeniyle ‘kanser dis1’ olarak yeniden siiflandirildigi temel yayin ile tutarlidir
(5).

llging olarak, enerji metabolizmasimi diizenleyen bazi proteinler benign
dokuya kiyasla FV-PTK vakalarinda artmistir (fc >10). Ancak bu proteinlerin higbiri
FDR diizeltmesi yapildiktan sonra FV-PTK ve benign arasinda anlamli farklilik
gostermemistir. FDR diizeltmesi yapildiktan sonra, CV-PTK ve FV-PTK vakalari
arasindaki proteom karsilastirmasi, tiim FV-PTK orneklerinde 6zellikle 2 proteinin
anlamli sekilde farklilastigin1 géstermistir (fc>2, FDR-diizeltilmis p degeri<0.0005).
Kanser hiicresi metabolizmasimnin ve gen transkripsiyonunun tiimdrigenez
diizenlenmesinde ikili role sahip olan 6nemli bir glikolitik enzim olan fosfogliserat
kinaz-1 (PGK1), FV-PTC o&rneklerinde upregiile oldugu belirlenmistir. Literatiirde,
artmis PGK1 ifadesi gastrik, kolon ve pankreas kanserinde bildirilmistir (146,147).

Yakin bir zamanda Ralhan ve arkadaslari, PGK1 de dahil olmak {izere 7 farkli
proteinin tiroid kanserini benign dokudan ayirt etmedeki potansiyel roliinii
incelemistir (148). Calisma sonuglarina gore PGK1’in tiroid kanserinde arttigi
belirtilmistir. Ancak c¢alisma setlerinde 33 FV-PTK olgusu bulunsa da, PGK1
ifadesinin FV-PTK’de nasil degistigine iliskin spesifik bir bilgi bu literatiirde mevcut
degildir. Bununla birlikte, bu tez ¢alismasinda PGK1'in FV-PTK'da artmasi ve bu
proteinin CV-PTK'de azalmasi Ralhan ve arkadaslarinin bulgulart ile tutarlidir (148).
FV-PTK vakalarinda artis gosteren bir baska protein de IQGAP2 proteinidir.
Literatiirde, IQGAP2 ile ilgili yapisal ve islevsel bilgiler ¢ok sinirlidir (149). Ancak
bilindigi kadariyla, IQGAP1 ve IQGAP3 homologlar1 gibi IQ motif igeren GTPase-
aktive edici proteinlerdendir. Genel olarak, Rho-GTPase ve Ca*¥Kalmodulin
sinyallerini birlestirerek hiicre adezyonu ve hiicre iskeleti organizasyonunu
diizenlemektedir (150). FV-PTK'nin 6zellikleri ve noninvazif FV-PTK'nin NIFTP
lezyonlar1 olarak yeniden siiflandirilmast ile birlikte ele alindiginda, bu proteinin bu

orneklerde daha yiiksek oranda bulunmasi potansiyel bir koruyucu role isaret

edebilir. Ozellikle, mide kanseri hiicre hatlar1 ve primer mide kanseri dokularinda
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IQGAP2’nin potansiyel tiimor supresdr dzellikler gosterdigi belirtilmistir. Ornegin,
Jin ve arkadaslar1 metilasyon yoluyla IQGAP2’nin susturulmasini saglamis ve
IQGAP2 ekspresyonu ile gastrik kanser progresyonu arasinda ters iligki

gostermislerdir (151).

Hiicre iskeletinin diizenlenmesinde ve modiilasyonunda 6nemli rol oynayan
ve spesifik molekiillere baglanarak hiicre adezyonuna katilan IQGAP1'in baz1 kanser
tirlerinde ifade edildigi iyi bilinmektedir (152,153). Ayrica, ¢esitli raporlar
IQGAP!'in tiroid tiimdrogenezinde rol oynadigini belirtmektedir (153-155). Ornegin
Liu ve arkadaglar1 farkl tiroid kanseri tiirlerinde IQGAP1 kopya sayis1 kazanimini
degerlendirerek, IQGAP1 kopya kazaniminin tiroid tlimorigenezinde dnemli bir role
sahip oldugunu o6ne siirmiiglerdir (156). Calisma bulgularimizda, IQGAP1’in CV-
PTK’da artmis seviyede bulunmasina karsilik, benign ve FV-PTK o6rneklerinde bu
proteinin miktarmin degismedigi gosterilmistir. Genel olarak; CV-PTK’da artmig
IQGAPL proteini seviyesi onkojeniteyi desteklerken, FV-PTK’daki IQGAP2
proteininin daha yiiksek seviyesi tiimor baskilayici 6zellikleri desteklemektedir.
IQGAP1 ve IQGAP2 proteinlerinin FFPE CV-PTK, FV-PTK ve NIFTP dokularinda
validasyonu ise immiinohistokimya yontemi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, proteomik verileriyle uyumlu olarak IQGAP1 antikoru o6zellikle CV-PTK
vakalarinda belirgin ve homojen sitoplazmik boyama gostermistir. Ancak, I[QGAP2
antikoru tiroid dokusunda boyama yapmamistir. Antikorun ¢alismasinda bir problem
olmadig1 safra kesesinde yapilan optimizasyon galismasiyla gosterilmistir. Tiroid
dokusunda yapilan immiinohistokimya ¢alismasindaki bir diger énemli nokta ise,
tiroid hormon sentezinin yapildig1 kolloid yapisinin nonspesifik olarak antikorlarla

boyandig1 gosterilmistir.

String veritaban1 kullanilarak yapilan ve bilinen ve Ongoriilen protein
etkilesimlerine gore, CV-PTK (n = 25, FDR p degeri <0.0005) orneklerindeki
proteinlerin (n = 25, FDR p degeri <0.0005) ozellikle aktin ve hiicre iskeleti
diizenleyici proteinlerden zenginlestigini gdstermistir. Ozellikle, CV-PTK’de birkag
ARP 2/3 kompleks iiyesinin farklilastigi gosterilmistir. ARP 2/3 kompleksi aktin
polimerizasyonunun Onemli bir diizenleyicisidir ve ARP 2/3 iiyelerinin artmis

ekspresyonu ¢esitli kanser tiirlerinde saptanmistir (157). Bu bulgu, Martinez-Aguilar
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ve arkadaglarimin (2016) ¢ok yakin tarihli bir yaymni tarafindan desteklenmektedir
(145). Yazarlar, hiicre-hiicre temasini diizenleyen ve hiicre iskelet dinamigini aktive
eden proteinlerin—ozellikle ARP 2/3 kompleksinin tiyeleri—papiller tiroid

karsinomasinda degisime ugradigini géstermislerdir (145).

MALDI-Goérintiileme  kiitle  spektrometresi, 6zellikle son yillarda
biyomedikal arastirmalarda kullanilmakta ve farkli hastalik tiirlerinin ¢alisilmasinda
giiclli bir ara¢ haline gelmektedir. MALDI-Goriintiileme kiitle spektrometresinin en
onemli avantaji, molekiiler ve morfolojik bilgileri bir araya getirmesidir. Bu sayede,
farkl1 molekiiler tiirler —proteinler, peptidler, lipidler, ilaglar ve bunlarin
metabolitleri- ilgili doku fiizerinde goriintiilenebilmektedir (158-160). Tiroid
kanserinde yapilan MALDI-Goriintiileme calismalar1 6zellikle son yillarda ivme
kazanmasina ragmen literatiirde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (161,162). Bu
calismalar yontemin uygulanabilirliginin gosterilmesi acgisindan 6nem teskil etse de
genis Orneklem biiyiikliigiinde, yeteri kadar biyolojik ve teknik tekrarin oldugu
histopatolojik varyantlarin detaylica incelendigi bir calisma halen mevcut degildir.
Tiroid patolojisinde yapilan ilk MALDI-Goriintilleme c¢alismasinda lenf nodu
metastazi olan ve olmayan papiller tiroid kanseri vakalarinin protein profilleri
incelenmistir (161). Bu c¢alisma sonucunda tiredoksin ve Kkalsiyum kanal
proteinlerinin tiroid kanserinin metastatik karakterinin belirlenmesinde rol oynadig:
gosterilmigtir. Bir diger calismada ise doku mikro arrayi kullanilarak benign ve
malignant tiroid dokular1 arasindaki protein profilleri incelenmistir (162). Bu
calismada Ozellikle yapisal proteinlerin ifadelerinin  malignite ile degistigi
gosterilmigtir. Tiroid patolojisinde potansiyel biyobelirtegleri belirlemek icin
MALDI-Goriintiileme teknigi kullanilarak yapilan literatiirdeki ¢aligmalar son derece
degerli olmakla birlikte [IAB sonucu siipheli olan nodiillerin belirlenmesi i¢in yeterli
degildir. Bu tez ¢alismasinda oldugu gibi papiller tiroid kanserinin alt varyantlarinin
peptid profillerinin incelendigi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Yapilan
calisma sonucunda, her bir tiimor dokusu i¢in timér ve tiimore komsu bolgeler
yiiksek AUC degerleriyle birbirinden ayrilmistir. MALDI-Goriintiileme  kiitle
spektrometresi sonuglarina gore, histopatolojik olarak birbirine yakin olan
varyantlarin peptid profilleri karsilastirildiginda ise, varyantlar hsitopatolojik olarak

birbirine ¢ok yakin oldugu i¢in farkli m/z degerlerine rastlanmamistir. Ancak tespit
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edilen m/z degerleri arasinda 30 adet anlamli farkli sinyal yogunluguna sahip peptid
belirlenmistir.

Projenin son basamaginda, ¢alisma grubundaki dokularda BRAF V600E
mutasyonunun goriilme sikligi belirlenmistir. Literatiirde, CV-PTK vakalarinda
BRAF V600E mutasyonunun gorlme sikligt %35-%70 arasinda verilmektedir (110).
FV-PTK vakalarinda ise bu oranin yalnizca %>5-%20 arasinda goriildigi
belirtilmektedir (110). Ornegin, Kebebew ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada, 245 CV-PTK ve 29 FV-PTK vakasindaki BRAF V600E mutasyonunun
goriilme sikligi aragtinnlmigtir. Buna gore, CV-PTK vakalarinin %351 ininin bu
mutasyonu tasidigi, FV-PTK vakalarinin ise %24’unun bu mutasyonu tasidig
saptanmistir (163). Bu tez c¢alismasinda ise, CV-PTK tanisi alan Orneklerin
%67,9’'unda  BRAF VO600E mutasyonu saptanmistir. 2016 yilinda FV-PTK
vakalarmindaki tan1 degisikliginden sonra, ¢alisma grubumuzda tanis1 NIFTP olarak
degistirilen vakalarin %15,4’tinde BRAF V600E mutasyonu tespit edilmistir. Ayni
oranda (%15,4) BRAF V600E mutasyonu tanist FV-PTK olarak kalan drneklerde de
tespit edilmistir. NIFTP tanisi ile tiroid pataolojisinde baglayan siire¢ son derece
yeni oldugu icin bu vakalarda yapilan BRAF V600E mutasyon taramasi 6nem arz

etmektedir.

Sonug olarak, tiroid patolojisinde hala gri bir alan olan FV-PTK ve yeniden
tanimlanarak NIFTP adini alan vakalarin ayirici tanisina katkida bulunmak iizere
yapilan proje sonucunda Ozellikle aktin iskelet proteinlerinin oldukca degistigi ve
PTK’nin progresyonunda hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinin baskin bir rol
oynadig1 gozlemlenmistir. Projedeki proteomik tekniklerin ve genomik yaklasimin
bu alanda var olan soru isaretlerinin giderilmesine destek oldugu diisiiniilmektedir.
Tiroid bezinin dogas1 geregi—az sitoplazmali kiiciik hiicreler, tiroid hormonlarinin
sentezinin gergeklestigi kolloid yapisi, bol miktarda bulunan (high abundant)
tiroglobulin proteini—ozellikle bazi tekniklerin uygulanmasini zorlagtirmistir. Ancak
kullanilan en ileri proteomik teknikler sayesinde hem ayirici taniya katkisi olabilecek
proteinler LC-MS/MS yontemi ile detaylica arastirnlmistir, hem de kiitle
spektrometresinin analitik giicii ve histoloji ile birlestirilerek uygulanan MALDI-
Goriintiileme teknigi sayesinde ayirici taniya katkisi olabilecek anlamli farkli

peptidler  belirlenmistir. FV-PTK  vakalarinda  IQGAP2  antikorunun
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immiinohistokimya sonuglarinda istenilen hedeflere ulagilamamis olsa da, ilerleyen
caligmalarda bu proteinin mRNA diizeyinde olas1 epigenetik diizenlemeler ile birlikte

arastirilmasi diistiniilmektedir.
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EK 2 AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Bilimsel Calisma:

Benign ve Malign Tiroid Nodiillerinin Proteomik Profil Farkliliklarinin Belirlenmesi

HASTA AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Sayin Hasta/ Hasta yakini,

Bu belge, Acibadem Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya ve Patoloji
Anabilim dallarinin katilimiyla yiiriitilmekte olan bilimsel ¢alisma ile ilgilidir.
Calismanin ismi “Benign ve Malign Tiroid Nodiillerinin Proteomik Profil
Farkliliklarinin Belirlenmesi”dir. Bu bilimsel bir ¢alismadir. Adi gecen ¢alismanin
amaci, Ince Igne Aspirasyon Biyopsisi ile tanisi rahatlikla konulamayan tiroid
nodiillerinin ayirici tanisina katki saglamak amaciyla bening ve malign tiroid nodiil
dokularinin protein farkliliklarini incelemektir. Bunun i¢in ameliyat esnasinda
cikarilan ve patolojik inceleme i¢in gerekli olan tiroid nodiil dokunuzun patolojik
incelemenin ardindan kalan kiiciik bir kismi ¢alismamiz i¢in incelenecektir. Calisma
icin sizden herhangi baska bir tetkik istenmeyecektir.

Elde edilen sonuglar sadece bilimsel amacl olarak kullanilacaktir. Diinyadaki diger
doktorlar1 ve arastirmacilar1 bilgilendirmek amaciyla, calisma sonuglarinin
ulusal/uluslararasi toplantilar ve bilimsel dergilerde yaymlanmasi planlanmaktadir.

Calisma sirasinda ya da daha sonra sonuclar bilimsel olarak sunulurken caligsmaya
dahil olan bireylerin adlar1 hi¢bir bilimsel yayin ya da sunumda kullanilmayacak,
ornek alinmasi sonrasinda bireylerin isim ya da kimliklerine dair tiim bilgiler ve kim
oldugunu belli edebilecek 6zellikler gizlenecektir.

Bu arastirmaya katilim goniilliiliik esasina dayanmaktadir ve arastirmaya katilmay1
reddetme hakkina sahipsiniz. Onam vermis olsaniz bile arastirmanin herhangi bir
safhasinda aragtirmadan cekilebilme hakkina sahipsiniz. Hi¢bir durumda tedaviniz
olumsuz etkilenmeyecektir.

Aragtirmaya katiliminiz size bir mali kiilfet getirmeyecektir. Hastalar ¢aligmanin
sonuglarina her zaman ulasim hakkina sahiptir.
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HASTA ONAMI

Hasta bilgilendirme formunda ¢alisma hakkinda anlatilanlart okudum ya da bizzat
ilgili doktor tarafindan bilgilendirildim. Tedavi kayitlarimin ve patolojik 6rneklerin
bu c¢aligmada kullanilmasini, ¢ikacak olan sonuglarin degerlendirilmesini ve bilimsel
amacli milletlerarasi ya da ulusal yayin yapilmasini kabul ediyorum. Calisma
sonucunda elde edilen tiim bilgilere ulasma hakkimin ve istedigim takdirde ve
istedigim zamanda ¢aligmadan ayrilma hakkimin sakli kaldigini biliyorum.

Tarih:

Hastanin Ad1 Soyadi: Imza
Hastanin Vekilinin Ad1 Soyadi Imza
Bilgilendiren doktorun Ad1 ve soyadi: Imza
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