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OZET

Yirmi yil once, onkogenlerin bulunmasi ile kanser arastirmalarinda dramatik bir
degisim olmus ve arastirmalar, onkogenler ve tiimor baskilayic1 genlere
yogunlasmistir. Gerek onkogen aktivasyonu gerekse tiimor baskilayici genlerin
aktifligini kaybetmesi sonucunda hiicre dongiisiinde sapmalar sonucu tiimor
gelisebilmektedir. Son yillarda 6zellikle endokrin tiimorlerde degisik onkogen ve
tiimor baskilayic genler tammmlanmistir. Pek cok onkogen ve tiimor baskilayici gen
cesitli tipteki tiroit kanserlerinde degisik oranlarda bulunmaktadir. Tiroit
tiilmorlerinde ras, gsp, ret veya trk onkogenleri bulunmaktadir. Bu genler beraber
bulunduklarinda ise tiimor olusturucu etkileri artmaktadir. ras geninin
mutasyonlar1 ile hizhh boliinen ve fonksiyonunu kaybeden hiicreler diger
mutasyonlara acik hale gelirler. RAS familyasimin iiyeleri G-proteinleriyle aym
ozellikleri tasiyan sinyal-doniistiiriicii proteinlerdir. Ras ailesi genleri (H-ras, K-ras,

ve N-ras) GDP’ye bagh aktif olmayan formu ve GTP’ye bagh aktif formu arasinda



doniisen 21 kD’luk GTP baglayic1 proteinleri kodlar. Bu ¢calisma kapsaminda 24
tiroit kanserli, 9 guatr, 1 hipertiroidi hastasi ve 77 kontrol grubuna ait olmak iizere
111 periferik kan orneginde Ras genine ait 12, 13 ve 61. kodon bdlgeleri Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile cogaltilmis ve restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi yapilarak kanserli olgularda mutasyon varhg arastirilmstir ve

mutasyona rastlanamamstir.
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ABSTRACT

With the discovery of oncogenes two decades ago, a dramatic change took place in
cancer research, and the direction of cancer research switched from carcinogens
and mutagens to oncogenes and tumor suppressing genes. As a result of both
oncogene activation and tumor suppressing gene activation deviations take place in
cell circle and tumor may develop. In recent years, especially in endocrine tumors,
different oncogene and tumor suppressing genes have been identified. Many
oncogene and tumor suppressing genes exist in varying percentages in various
types of thyroid cancers. In thyroid tumors exist Ras, Gsp, Ret or Trk oncogenes.
When these genes are found together, their tumor forming effects increase. Cells
dividing fast with Ras mutation and losing their function become susceptible to
other mutations. Members of the Ras gene family are signal transferring proteins
which carry the same characteristics with G-proteins. Ras family genes (H-Ras, K-
Ras, and N-Ras) codes 21 kDa GTP binding proteins which transform between
inactive form attached to GDP and active form attached to GTP. Within the



content of this study 24 thyroid cancer, 9 goiter, and 1 hyperthyroid patients and in
111 peripheral blood samples belonging to 77 control groups, 12, 13, and 61 codon
areas were proliferated through Polymerase Chain Reaction and Restriction
Fragment Lenth Polimorphysim (RFLP) procedure their mutations were tried to

be identified and we weren’t detected any mutation in tumor samples.

Science Code : 203.1.105
Key Words : Thyroid cancer, Ras mutations, PCR
Page Number : 61

Adviser : Prof. Dr. Leyla ACIK



TESEKKUR

Calismalarim boyunca degerli yardim ve katkilariyla ben yonlendiren danigsmanim Prof.
Dr. Leyla ACIK ’a, materyallerin temini konusunda yardimlarini esirgemeyen Numune
Hastanesi Cerrahi Klinigi’ nden Dr. Mahmut KOC ’a, Numune Hastanesi Bashekimi
Doc¢. Dr. Mehmet KILIC ’a yine kiymetli tecriibelerinden faydalandigim Dr. Fatma
OZTURK ’e, Yard. Dog. Dr. Ayten CELEBI’ye, Aras. Gor. Selcen AYDAS a, manevi
destekleriyle beni hi¢cbir zaman yalniz birakmayan aileme ve mesai arkadasglarima

tesekkiirii bir borg bilirim.



ICINDEKILER
Sayfa
OZET ...ttt iv
ABSTRACT ..ottt et vi
TESEKKUR ..ottt ettt n e viii
ICINDEKILER ......coviieiieiieceeieeeceeee ettt ix
CIZELGELERIN LISTESI ....covoieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e xii
SEKILLERIN LISTEST ..ottt Xiii
1 GIRIS ettt 1
2. GENEL BILGILER .......ooviiiieteiieeieeeeece et 4
2.1 KANSET ..ttt e et st 4
2.1.2. HUCTE dONGUST ...eeevvveeeeieiieeeiiie ettt ettt et e 6
2.1.3. ProtoONKOZENIET .......cooeeieiiieiiie ettt 7
2.1.4. Protoonkogenlerin onkogenlere dOntistimil ...........ceeevveeviveeniieniieenieeeieenne, 8
2.1.5. OnKOZENIET .....couviiiiiiiiiiiiiiicicec s 10
2.1.6. Kansere neden olan genlerin iSlevIert .........cccoceeviniiniiiiiniinniininieeee. 12
2.1.7. ras onkogeni, iiriinii P21™ ve kanser olugumundaki yeri...............co....... 13
2.1.8. P21™ proteini ve sinyal 1etimi .........c..ocueeeririeuiirieieiiieieeiieeee e 18
2.1.9. Tiroit kanserlerinde ras onkogen mutasyonlart ..........ccccoceeveeneeniieneenen. 20
2.2. Tiroit BeZiNin YaPIST.....c.ceivueeruiieiieeriieeiieeiee et ettt ettt et etee e e e e e sabeeeees 22
2.2.1. Tiroit €MDITYOLOJIST .eevvrrrireeriiieeiierieesieeetee et eteestiee st ee st e eieeebaeeseeeenns 23

2.2.2. Tir0it RISTOIOJIST . eeeurieriieiiieeiiee ettt et ettt eee e e 24



10

Sayfa
2.3. Tiroit Kanseri TIPIeTT ......ccevuueeriieiieeriie ettt 27
2.3.1. Papiller tip tiroit kanseri (PTC).......cccccociiiiniiniiiiiiiiiiicicicccceceeee 29
2.3.2. Folikiilet tip tiroit Kanseri........ccccoeceevierieniiiieniieiieiiecic e 30
2.3.3. Onkokistik tip (Hiirtle Hiicre) tip tiroit Kanseri..........ccocceeveevcieenceniienneennen. 31
2.3.4. Yetersiz farklilasmig tip tiroit KAnSeri.......cccoevveereeerieeniieneeeie e 32
2.3.5. Mediiller tip tiroit KanSerl........ccceveerieriiriiniinieeienieeie e 33
2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR).......cccooviiriiiiiiiiiiiiiicciceeeeecee e 34
2.5. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi.............cceevvveviiiiniiineniiiiicieeiee 37
3. MATERYAL METOT ...ttt ettt 38
T B\ 1<) o 721 AU 38
B2  MIEEOL .ttt et e e 41
3.2.1. Kan orneklerinin alinmast..........cocueevueeiiirneenienienienienee e 41
3.2.2. Kan orneklerinden DNA 1z0lasyonu.........c.coccveviieeriieeniienieeniee e 41

3.2.3. K-Ras, N-Ras ve H-Ras genlerindeki mutasyonlarin
polimeraz zincir reakSIYOMU ........c.eevuieriiiiiiiniieniieiient e 42

3.2.4. K-Ras, N-Ras ve H-Ras genlerindeki mutasyonlarin
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile KeSimi.......coocceevveeriiiinieenieinneenneen. 44

3.2.5. Restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilen DNA’larin

poliakrilamid jel eleKtroforezi..........ccuevvuieeiiieniieniiiicee e 44
3.2.6. Poliakrilamid jel eleKtroforezi..........cevuerriieniieiiiieeiieeseceeeeee e 44
3.2.7. Agaroz jel eleKIrofOrezi........cccooirvuieiiiiiiiiniiiniiiieciciceccecee e 45

3.2.8. Konsantrasyon ve saflik tayini.......ccccceceevienieniieniiiniieniciiiiiccccieeieeen 45



11

Sayfa

3.2.9. StErIlIZASYON ....uvieiiiieiieeiiie ettt ettt sttt e tae et e st e sabeeebaeenaeeenns 45

4. DENEYSEL BULGULAR ...coooiiiiiiiicee et 46
4.1. K-ras geninin polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmast ............ccccoceerneennn. 46
4.2. N-ras geninin polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmast ............cccceceerveenn. 47
4.3. H-ras geninin polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi ...........cccccceevuveenneenn. 49
S.TARTISMA Lo sttt e s 51
KAYNAKLAR ..ottt s 54

OZGECMIS ..o ee s eee s e e eseseeeeseeeeeesseeseeesseeeeseseeeseeeeee 61



12

CIZELGELERIN LISTESI

Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. ONKOZENILT........ociiiiiiiiiiiiiiiic i 11
Cizelge 2.2. insan kanserlerinde ras onkogen mutasyonlart.............c...coeeevruerruenernnns 15
Cizelge 2.3. Tiroit kanserinin siniflandirilmast...........c.cocooooiiiiiiiiniiniinineeee 28
Cizelge 3.1. PZR’ da kullanilan primerler ve niikleotid dizileri...........ccocceevvueeeninernncnnne 40

Cizelge 5.1. Iyi huylu ve kétii huylu tiroit 6rneklerinde ras gen ailesi
mutasyonlarinin Kargilagtirtlmast ..........c.eovveeeriiiniiiiiiiiniieeee e 52

Cizelge 5.2. ras gen ailesi mutasyonlar ile 1lgili yapilan calismalar ve
SOMUGTALT ...ttt 52



Sekil

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

13

SEKILLERIN LISTESI

Sayfa
Kanser olusumunun basit mekanizmasi...........cccceeereierereciireeriireeeieeeeeieee e 5
Hiicre donglistinliin K1SIMIArT..........coovueiriiiiiieeiiiiieeiecceceecee e 7
p21™ proteininin aKGflESMESI......c.evreiieiirieieieieieeieeee e 16
p21"™ Proteininin 3 bOYUtlu YAPISI.......coevevieverieieeeereietciereeeee e 18
p21™ Proteini ve sinyal iletimi .........coveeirieieieirieeeieieietee e 20
TIEOTE DOZI ettt st st 23
TIATOSTE YAPIST cuveeiiieeiiee ettt ettt ettt ettt e e e e te e et e s b eeebeeenaeennseesnses 25
Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklart ...........ccccceeveiviiieiniinnieenieenieeee, 36
Polimeraz zincir reaksiyonu Cihazi .........ccoocceeviieniiiiniiiiniieeie e 37
K-ras geninin 1. ekzonunun PZR SONUCU........ccovviiiiiiiiiiiiiieeieecieeeeeen 46
K-ras geninin PZR iiriiniiniin Hphl enzimi elektroforezi ...........coocceevvueennnen. 47
N-ras geninin 2. ekzonunun PZR SONUCU.........cceeviiirriiiiniiinieeiceieeieee 48
N-ras geninin PZR iiriiniiniin Bstnl enzimi elektroforezi...........c..ccceeeuennee. 49

H-ras geninin polimeraz zincir reaksiyonu Urtini ...........cocceeevevienneeniienennen. 50



14

1. GIRiS

Diinya’da kansere bagl oliimler kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirayr almaktadir.
Basit olarak kanser kontrolsiiz hiicre boliinmesi olarak adlandirilir. Kanser olusumu,
genetik veya epigenetik nedenlerle protoonkogenlerin islevsellik kazanmasi ve timor
baskilayic1 genlerin islevselligini yitirmesi ile gergceklesmektedir. Her iki grup gen,
hiicrenin dogal yapisinda mevcut olup hiicrenin biiyiime, cogalma, farklilasma ve kendi
i¢ dengesini (homeostasi) kontrol eden proteinleri kodlar. Protoonkogenlerin
mutasyonlar, yeniden diizenlenme ve ifade artiglar1 gibi degisime ugramalar1 sonucu
dominant davranis gosteren islevsellik kazanmis onkogenler meydana gelir ki bu
onkogen iirlinleri kanser fenotipini baslatmak veya siirdiirmek icin gereklidir. Tuimor
baskilayici gen degisikliklerinin kanser olusumundaki rolii ise normal gen islevinin
kayb1 seklindedir. Bu islev kaybi, mutasyonlar, delesyonlar, gen gen ifadesinin artisi
veya yeniden diizenlenme ile olusabilecegi gibi yapisal bozukluk olmaksizin genetik
materyalin anneden veya babadan kalitilmis olmasina baglh olarak, farkli ifadelenmesi
veya diger hiicresel ve viral onkogenlerle etkilesim sonucu da gelisebilir [1]. Tiroit
kanseri en sik goriillen endokrin kanseridir ve tiim endokrin kanserlerin %90 11
olusturdugu gozlenmistir. Tiroit kanserleri, tiim kanser Oliimlerinin %0,4 inii
olusturdugu Ozata (2005) tarafindan belirtilmistir [2]. Istatistiksel olarak kiiciik bir
saglik problemi gibi goriinse de, otopsi verilerine gore tiroit bezinde % 0,1-2,7 oraninda
kansere rastlanmis olmasi1 ve eriskinlerde genellikle i1yi huylu davranmasina karsin
siiphelenilmeyen mikrokarsinomalarin (¢ap1 0,5 cm den az) % 5,7 gibi yliksek oranda
bulunmas tiroit kanserlerinin ne kadar yaygin oldugunu gostermek i¢in yeterli oldugu
ayni arastirict tarafindan bildirilmistir. Ancak kiiciik capli tiroit tiimorlerinin de
organizmada bir yerden bir yere hareket edebilecegi ve nadir de olsa 6liimciil oldugu
bilinilmektedir. Yine ©nemli oranda tiroit kanserli olguya yasam siiresince tani

konmadig1 ve bu hastalarin 6liim nedeni olmadigi da agiktir [2].

Kansere neden olan genlere onkogenler denir. Onkogenler, protoonkogenlerin degisimi

sonucu ortaya cikar. Protoonkogenler mutasyon, kromozomal yer degistirmeler ve gen
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ifadesi artis1 sonucu aktive olur ve onkogen haline gecerler. Kansere neden olan genler,
iki gruba ayrilir: onkogenler: c-myc, L-myc, N-myc, ras, erbB—I, erbB-2 ve timor

baskilayici genler: p53, Rb, p16, FHIT, bcl-2 olarak siniflandirilirlar [3].

Hiicre boliinmesini kontrol eden, tiimore yol acabilecek onkogenler ile tiimor
gelismesini Onleyen tiimor baskilayici genler arasindaki denge onemlidir. Simdiye kadar
yaklasik 50 tiimor baskilayici gen ve 100’iin {izerinde onkogen tanimlanmistir. Hiicre
biiylimesi ve boliinmesinde tiimor baskilayict genler ve onkogenlerin rol almasi

nedeniyle, kanser, hiicre dongiisiiniin bozuldugu bir hastalik olarak kabul edilebilir [3].

Tiroit kanser orami nodiiller guatrli olgular ele alindiginda erkeklerde kadinlara gore 2
kat daha fazladir. Erkekler arasinda da kanser orami 60 yasin iizerindekilerde daha
fazladir. Ancak normal popiilasyonda kadin/erkek oran1 2-3:1 'dir [2]. Ulkemizde yarim
milyondan fazla insanda endemik guatr nodiilii oldugu tahmin edilmektedir [4]. Izmir ve
Istanbul ’da yapilan bir ¢alismada Izmir icin % 7-8, Istanbul i¢in % 13 oramnda tiroit
nodiillerinin kansere doniisme siklig1 belirtilmistir. Yine ayni ¢calismada, bolgesel olarak
incelendiginde tiroit kanseri agisindan Dogu Karadeniz, Bati Karadeniz, Akdeniz, Orta

Anadolu ve Dogu Anadolu bolgeleri 6n siralarda gelmektedir [4].

ABD'de ise her yil her 1 milyon kisiden 40’ inda tiroit kanseri tanis1 konmaktadir. 10
yillik bir izlemede kanser nedeniyle 6liim oranit ABD'de papiller-kanser icin % 7,
folikiiler kanser icin % 15 ve Hurthle hiicreli kanser i¢in % 25 olarak bulunmustur.
Tiroit kanser goriilme sikligt ABD'de 1973 ten bu yana % 50 artmistir ve diger iilkelerde
de goriilme sikliginda artis vardir. Tiroit kanseri ile ilgili tilkemizde belirgin bir istatistik
olmasa da tiroit kanser olgular1 daha fazlaca saptanmaktadir. Bu artisin nedeninin ince
igne aspirasyon (IIA) biyopsisinin daha sik kullanilmaya baslanilmasi oldugu

diisiiniilmektedir [2].

[k tedaviye ragmen devam eden kanserlerin 2/3" si ilk 10 yilda, geri kalan1 daha sonra

saptanmaktadir. Kanser tekrarlar1 20 yastan kiiciik veya 60 yastan biiyiik hastalarda daha
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yaygindir. Bir ¢alismada 30 yillik 6liim orani tekrar sonrast % 12, uzak metastaz sonrasi

ise % 43 bulunmustur [2].

Halen Diinya'da 17,5 milyon insanin kanser hastas1 oldugu ve bu sayinin 2015 yilinda 30
milyonun iizerine cikacag: tahmin edilmektedir. Oniimiizdeki 25 yi1l boyunca, vakalarin
2/3't Tirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde olmak iizere, diinya'da 300 milyon yeni

kanser vakas1 ve 200 milyon kansere bagli 6liimiin olacagi tahmin edilmektedir [1].

Bu c¢alismamin amaci insan kanserlerinin biiyiik bir cogunlugunda goriilen ras
protoonkogen mutasyonlarinin  Tiirk  tiroit  kanserli  vakalardaki  durumunun
arasgtirlmasidir.  Bu arastirmanin  sonuglarmin  gelecek calismalara 151k tutmast

amaclanmaktadir.
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2. GENEL BiLGILER
2.1. Kanser

Viicudu olusturan hiicreler birleserek dokulari, dokular birleserek organlar
olusturmaktadir. Organ ve dokular olusurken hiicreler belirli bir diizen icinde, cesitli
gorev paylasimlar1 yaparak organizmayi meydana getirirler. Organizmanin temel birimi
olan bu hiicreler belirli bir hizda ve kontrol altinda ¢ogalirlar. Diger taraftan yaslanan

hiicreler de yikilir [5].

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi anlamina gelmektedir. Bu ¢ogalma
sirasinda kanser hiicreleri, normal hiicrelerden yapisal farkliliklar ve islevsel farkliliklar
ile ayrilir. Hiicre normalde yaptig1 islevleri yapmazken, bazen de normalde olmayan bazi

islevleri yapmaya baslayabilir [5].

Kanser, insan saglig1 acgisindan en ¢ok goriilen ve en ¢ok 6liime neden olan 6nemli
hastaliklardan biridir. Bu agidan incelendiginde tan1 imkanlarinin artmasi, insanlara daha
yaygin saglik hizmeti sunulmasi nedeni ile her giin daha ¢ok sayidaki kanserli hastaya

tan1 koymak tibbi agidan miimkiin olabilmektedir [5].

Kanserde oOliim oranlarinin yiiksek olmasi konunun Onemini daha da artirmaktadir.
Giiniimiizde kanser, ©lim nedenleri arasinda bircok gelismis iilkede kalp-damar
hastaliklardan sonra ikinci siray1 almaktadir. Ulkemizde de 0—1 yas grubu haric tutulursa
oliim nedenleri arasinda ikinci sirada gelmektedir. Ulkemizdeki her 10 6liimden birisi

kanser nedeni ile olmaktadir [5].

Milattan 50 milyon y1l 6ncesine dayanan dinozor fosillerinde kemik tiimoriine benzer

bulgulara rastlanilmistir [6].

Kansere ait ilk bilgiler Hipokrat tarafindan agiklanmistir. Hipokrat, Latince “yengec”

anlamina gelen “carcinos” kelimesini iilser benzeri bir kanserin tanisinda kullanmustir.
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Bu kanserin kotii huylu olanlarimi da “carcinomas” terimini kullanarak adlandirmistir

[6].

Romali hekim Celcus, gogiis kanserinde cerrahi tedavi uygulamis ve koti huylu

kanserleri diger kanserlerden ayirmistir [6].

Giliniimiizde yapilan elektron mikroskobu calismalart ile histolojik, immiinolojik,
genetik ve molekiiler diizeydeki calismalar kanser hakkindaki bilgilerin giderek
artmasina yol a¢gmaktadir [6]. Kanserin olusum siirecinde kanserli hiicrenin fenotipik

ozelliklerini kardes hiicrelere aktardig gézlemlenmistir [7].

Mutajen adi verilen ve DNA’ y1 hedef alan pek ¢ok kimyasal bilesigin de kanserojen
oldugu agiklanmigtir [7].

Kanser olusumu fenotipik ve genotipik diizeyde ¢ok basamakl: bir islemdir. Kotii huylu
bir kanser asir1 biiyiime, bolgesel dokulara tasinim (invazyon), uzak dokulara tasinma
(uzak metastaz) gibi fenotipik 6zelliklere sahiptir (Sekil 2.1). Bu olaylarin tiimiine timor

ilerleyisi ad1 verilmektedir [8].
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Somatik Hiicre Mutasyonu

Onkogen Aktivasyonu | Kanser Baskilayici  Genlerin
ve Aktifligini Kaybetmesi

Asin Biiyiime

Mutasyona Ugramis Genlerin Ifadelenmesi
ve
Diizenleyici Gen Uriinlerinin Kaybi

Klonal Genigleme

Ek Mutasyonlar, Tlerleme

L 4

Kanser

Sekil 2.1. Kanser olusumunun basit mekanizmasi [8]

Viriislerin bulastiklar1 hiicrede, kendi yasam dongiilerini devam ettirmek icin gerekli
genler yaninda normal biyokimyasal degisiklikleri kodlayan genler de bulunmaktadir.
Bu genlere onkogen adi verilmektedir. Arastirmalar, benzer yapida genlerin okaryotik
hiicrelerde de bulundugunu gostermistir. Okaryot hiicrelerde bulunan ve normal hiicresel
faaliyetleri diizenleyen bu genlere protoonkogen adi verilmistir. Bu genler, hiicrede
biiylime ve farklilasmanin belirli zamanlarinda gorev yaparlar; diger zamanlarda

etkisizdirler. Boylece devamli biiyiime ve boliinme engellenmis olur [9].

Viriisler de, bulastiklar1 hiicrelere girerek DNA veya hiicredeki protoonkogenleri

islevsel duruma getirerek kanser olustururlar [9].
2.1.2. Hiicre dongiisii

Hiicreler, genetik hatalar1 6nlemede iki farkli mekanizmaya sahiptir. Genotoksik etkiye

maruz kalan hiicrelerde yaygin olarak DNA hasari, farkli hiicre-dongiisii kontrol
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noktalarinda hiicreye DNA tamirini tamamlayabilmesi i¢in zaman kazandiracak
replikatif durdurmaya yol acmaktadir. Alternatif olarak, tamir edilemeyecek DNA
hatalarmin olumsuz etkileri olacag: i¢in; kontrollii hiicre 6liimii (apoptosis) genetik
olarak hasarli1 bolgenin yok edilmesidir. Apoptosis olmamasi durumunda, hiicrede

genetik dengesizlik ya da kanser olusabilir [10].

Bir hiicre, biiyiime kontrolii kaybin1 engellemek i¢in cesitli uyarici kapasitelerine sahip
olmasina ragmen, bunlarin bazilarinda basarisizliklar olabilmektedir. G1 ilerlemesi ve
GI1-S gecisini yoneten hiicre dongiisii diizenleyicilerinin degisimi sonucunda kanserler

meydana gelmektedir [11].

Normal hiicre dongiisii, dort asamadan olusur; DNA sentezi (S) evresi ve iki ara evre
(G1 ve G2) ile ayrilmis hiicre boliinme evresidir (M) (Sekil 2.2). Boliinmeyen hiicreler,
GO evresinde dinlenme konumundadir ve ihtiya¢ durumunda ortam sartlarina baglh

olarak boliinme evresine gecerler [12].



21

-

Sekil 2.2. Hiicre dongiisiiniin kisimlar1 [16]

Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi dis uyarilar sonucu biyokimyasal olarak
baglatilan bir seri evrelerden olusur ve hem dis hem de i¢ biiyiime faktorlerinin kontrolii
altindadir. Baz1 onkogenler ve hiicre dongiisiine 6zgii proteinler hiicre dongiisii boyunca
eszamanl bir sekilde etkili hale getirilirler ve gorevleri bittikten sonra etkisizlestirilirler

[13].
2.1.3. Protoonkogenler

Protoonkogenler, normal hiicrelerde hiicrenin biiyiimesi, farklilagsmasi i¢in gerekli olan
ve onkogenlerin kokenini olusturan genlerdir [14—16, 22-24]. Protoonkogen adi1 verilen
normal genler, cesitli faktorlerle aktive olarak anormal protein sentezine veya asiri
protein yapimina sebep olmaktadir. Aktive olan protoonkogenlere onkogen, kodladiklar:

proteinlere de onkoprotein adi verilmektedir. Protoonkogenler tarafindan kodlanan
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proteinler genel olarak hiicre sinyal iletim yolunda ve hiicre biiylimesinin diizenlenmesi

gibi dnemli hiicresel faaliyetlerde yer almaktadirlar [16, 17, 24-26].

Evrim siireci icerisinde protoonkogenler tiirler arasinda en iyi korunmus genlerdir [23].
Bircok aynt onkogen insanlardan mayalara kadar c¢ok cesitli canlilarda
bulunabilmektedir [13-15]. Bunun sebebi protoonkogenlerin hiicrenin hayatsal
faaliyetlerini diizenleyen genlerden olmasidir. Protoonkogenlerin {iriinleri biiylime
faktorleri (EGF, IGF gibi), biiyiime faktorii reseptorleri, sinyal ileticiler (ras geni iirlinii
P21™ gibi), transkripsiyon faktorleri gibi gorevlerde yer alirlar [23]. Her bir
protoonkogen, hiicre dongiisii siiresince veya belli bir dokunun gelisiminin ¢ok 6zel bir

doneminde farkl olarak ifade edilen protein iiriinlerini yaparlar [13].
2.1.4. Protoonkogenlerin onkogenlere doniisiimii

Normal hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasinda gorev alan protoonkogenlerin, onkogenlere
doniisiimii ile kanser ortaya cikabilir [6]. Protoonkogenlerin ifadesini ve yapisini

degistirerek aktiflestiren, protoonkogenleri onkogene doniistiiren mutasyonlar [27]:

> Nokta mutasyonlari

Protoonkogenler meydana gelen nokta mutasyonlar1 ile tek bir aminoasit degisimi
sonucunda onkogenik aktivite kazanabilirler [6, 26, 28,]. Nokta mutasyonlar1 sonucu
bazen tiimor baskilayict genlerin fonksiyonlari ortadan kalkabilir [29]. Protoonkogen
aktivasyonunda en yaygin goriilen nokta mutasyonu transisyondur, daha az yaygin
goriileni ise transversiyondur [6, 26]. Nokta mutasyonlar: ile hiicre dist sinyallerle
diizenlenme yetenegini kaybetmis bir protein olusur [23]. ras protoonkogen mutasyonu
buna en iyi Ornektir. ras normalde sinyal iletimini ac¢ip-kapatan bir molekiildiir, ancak
gecirdigi nokta mutasyonu sonucu hiicreyi kontrolsiiz boliinmeye dogru gotiiren sinyal
yolunun siirekli acgik kalmasini saglar. Akciger, tiroit, kalin barsak ve pankreas

kanserlerinin 1/3 kadarinda ras mutasyonlar1 gézlenmistir [23].
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» Promotor ilavesi ve gen ifadesinin artmasi

Protoonkogen aktivasyonlarinin bir kismi bu genlerin ifadelerinin fazla miktarda artmasi
ile de ilgilidir [6]. Kemirgenlerde myc protoonkogen promotoruna retroviriis eklenmesi
ile ilgili yapilan c¢alismada, myc protoonkogeni aktivasyonu ile sonucglanmis ve
kemirgende T hiicre 16semisi ger¢ceklesmistir [30, 31]. Bir¢cok onkogenin ifade artist ile,
gen kopya sayisinda ya da gen ifadeleme seviyesindeki artisla islevsel hale gelip kansere
sebep oldugu gosterilmistir [24, 30]. Fare osteosarkoma hiicrelerinde, meme kanseri ve
meme kanserli hiicre hatlarinda myc ifade artis1 ve kanserlesme arasinda bir iliski oldugu
bilinmektedir [30]. Insan glioma ve sarkoma kanserlerinde amplifikasyona ugrayan
genlerden bir digeri de 12. kromozomda bulunan MDM?2 (mouse double minute) genine
homolog olan gen olup bazen aymi kromozomda yer alan CDK4 geni ile birlikte

amplifikasyona ugradigi tespit edilmistir [28, 30, 32].

» Kromozomal translokasyonlar

Bir¢ok tiimor hiicresinde, onkogen bolgesinde genis capli translokasyonlar ve diger
kromozom anormallikleri meydana gelmektedir [24]. Kromozom translokasyonlarinda,
kromozomun bir bolgesi koparak yer degistirir [24]. Protoonkogen igeren iki kromozom
parcasinin translokasyon sonucunda birlesmesi, onkogen olusumuna neden olabilir [6].
Gen ifadelenmesi degisimine en iyi ornek olarak Burkitt Lenfomasi ve fare c-myc
geninin translokasyonlarla immiinglobilin genlere eklenmesi verilebilir [6].
Translokasyonlarin protoonkogenlerin biyokimyasal faaliyetlerini etkileyen degisimine
verilecek en onemli ornek, kronik miyleositik 16semi hiicrelerini belirleyen filadelfiya
kromozomudur [6]. Translokasyon sonucu genin yeni yerlestigi bolge, devamli uyari
alan bir genin diizenleyici bolgesinin kontrolil altinda ise siirekli uyarilacaktir [24]. myc
geni lokusunun yakininda veya i¢inde yaygin olarak bulunan translokasyonlar /g geninin
transkripsiyonuna neden olmaktadir [24, 30]. Losemi, lenfoma ve tiimorlerde
belirlenmis olan translokasyonlar, promotor bolgeleriyle ¢ok yakin olan

protoonkogenlerin aktivasyonuna neden olmaktadir [6, 24, 30].
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2.1.5. Onkogenler

1911 yilinda Peyton Rous isimli bilim adami, tiimor tipi bilinen civcivden saglikli
civcive aktarildiginda benzer tlimoriin gelisimine neden olan bir etkeni a¢iklamustir [6,
33]. Daha sonraki caligmalar bu etkenin bir retrovirus oldugunu ve v-src olarak
adlandirilan bu genin tiimore 6zgii oldugu ve tiimoriin olusumundan sorumlu oldugunu
gostermistir [33]. Retroviriislerde bulunan ve normal hiicreleri kanser hiicrelerine

doniistiirme yetenegine sahip olan bu genler “onkogen” olarak adlandirilmistir [6].

Onkogenler, dogal veya deneysel sartlar altinda normal hiicreleri kanser hiicresine
doniistiirebilme 06zelligine sahip olan genlerdir [27, 33]. Onkogenler bugiine kadar
calisilan biitiin omurgali tiirlerde bulunmustur [13, 34]. Onkogenler biitiin ¢cok hiicreli
hayvanlarda bulunmakta, fakat bitkilerde veya protozoonlarda bulunmamaktadir [13].
Hiicresel onkogenlere c-onc genler, viral karsiliklarina v-onc genler adi verilmektedir

[13, 35, 36].

Insan kanser hiicrelerinde onkogenlerin gosterimi ilk kez DNA-araci olunan gen
aktarimi teknigi ile gosterilmistir. Bu teknik, bir kanser hiicresinden verici DNA’ nin,
NIH73T3 olarak isimlendirilen oliimsiizlestirilmis bir hiicre soyu olan kemirgen
hiicrelerinin alic1 bir tiiriinii transforme edebilme yetenegini dogrulamistir. Timor
orneklerinde onkogenlerin varligin1 belirleyen bu analiz, molekiiller kopyalama
teknikleri ile onkogenlerin izolasyonunu da miimkiin kilmistir. Kanserli hiicrelerden elde
edilen DNA, NIH/3T3 fibroblast veya C2 Miyoblast hiicreleri gibi kiiltiir hiicrelerine
aktarilarak genin transformasyon mekanizmasi tanimlanmistir. Gen transfer teknigi ile

izole edilmis ilk insan onkogeni idrar kesesi kanseridir [31, 32, 36—40].

Gen transfer calismalan ile tamimlanmis cofu onkogen, retroviriisler tarafindan
transforme edici onkogenlere olduk¢a benzerdir. Bunlar arasinda en goze carpan veya
onemli olan, gen transfer analizi ile cesitli insan tiimorlerinden izole edilmis olan ras

onkogen ailesinin iiyeleridir [31, 32, 36—40].
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Insan onkogenlerinin niikleotid dizilerinin tamamina yakini tanimlanmugtir (Cizelge 2.1)
[13]. Bunlar arasinda c-mos, H-ras, K-ras, N-ras, c-sis, ve c-myc onkogenleri sayilabilir
[41, 42]. Hiicresel onkogen yapilar1 viral benzerlerine olduk¢a fazla benzerlik

gostermektedir.

Onkogenler dominant etkilidir [23]. Protoonkogen alellerden birinin mutasyonu, hiicre
dongiisii i¢in 6nemli gereklilige sahip islevsel bir sinyal molekiilii veya anti-apoptotik

bir islev kazanmasi i¢in yeterlidir [23].



Cizelge 2.1. Onkogenler [33]

Onkogenler

Biiyiime Faktorleri

EGFR

v-fins

v-kit

v-ros

MET

TRK

NEU 17q 11.2—12

RET

Membran ile
olan G proteinleri

iligkili

H-RAS 11pl5.5
K-RAS  12pl1-12.1
N-RAS Ip11-13

gsp 20

Tanimlama
Kromozom
Metodu

V-Sis 22q12.3-13.1 Dizi homolojisi

int2 11gl3 Proviral entegrasyon
KS3 11gl13.3 DNA transfeksiyon
HST 11q13.3 DNA transfeksiyon
Biiyiime Faktor

Reseptorleri

Tirozin kinaziar: integral membran proteinleri
7p11-1.3 DNA Ifade Artist

5q33-34 (FMS) Viral homoloji
4q11-21 (KIT) Viral homoloji

6922 (ROS) Viral homoloji

7p31 DNA transfeksiyon

1q32-41 DNA transfeksiyon

Nokta
ifade Artis1

10q11.2 DNA transfeksiyon

Viral homoloji/ Kolon, akciger,

DNA transfeksiyon pankreas
karsinomalar1

Viral homoloji/ AML, tiroit

DNA transfeksiyon karsinoma,
melanoma

Transfeksiyon Karsinoma,
melanoma

DNA sekanslama Tiroit adenomalar1

Kanser

Glioma-

Fibrosarkoma
Meme kanseri

Kaposi'nin
sarkomasi
Mide karsinomasi

Squamus hiicre

Kanseri
Sarkoma
Sarkoma

Sarkoma

MNNG-muamele
edilmis
osteokarsinoma
hiicre soyu

Kolon/tiroit
karsinomala

mutasyonu/ Noroblastoma

Gogiis karsinoma
Tiroit karsinomalar1

Insan

Aktivasyon
Mekanizmasi

Devamli tiretim

Devamli tiretim
Devamliiiretim

Devamli tiretim

Gen Ifade Artis1

Devamli aktivasyon
Devaml

aktivasyon

Devaml

aktivasyon

DNA yeniden-
diizenlenme/  ligand-
bagimsiz Devaml
aktivasyon (fiizyon
proteinler)

DNA yeniden-
diizenlenmeleri; ligand-
bagimsiz Devaml
aktivasyon (fiizyon
proteinler)

Gen ifade artisi

DNA yeniden-
diizenlenmeleri

Nokta mutasyonu

Nokta mutasyonu

Nokta mutasyonu

Nokta mutasyonu

Protein

Fonksiyonu

PDGF- B zinciri

FGF ailesinin
tiyesi

FGF ailesinin
iyesi

FGF ailesinin
tiyesi

EGF reseptor

CSF1 reseptorii
Kok hiicre
Faktorii reseptorii

HGF/SF
reseptorii

NGEF reseptorii

GTPaz

GTPaz

GTPaz

Gsalfa
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gip 3 DNA sekanslama Ovaryum, adrenal ~ Nokta mutasyonu Gi alfa
karsinoma

Guanin nukteotit degistiren (=exchange)

‘aktor (GEF)

2.1.6. Kansere neden olan genlerin islevleri

Onkogenlerin islevleri

Bugiine kadar yapilan calismalarda en az 100 kadar onkogen tespit edilmistir ve bu

onkogenleri islevlerine gore dort grupta toplanmaktadir [25, 26].

> Biuyume faktorii ve reseptorlerini kodlayan onkogenler

Biiyiime faktorleri ve onkogenler arasindaki iliski ilk kez Simian Sarcoma Viriis (SSV)
iin bir biiyiime faktorii olan PDGF (Platellet Derived-Growth Factor)'i uyaran bir
onkogen tasidig (sis onkogeni) tespit edildiginde belirlenmistir. PDGF' in beta zinciri ile
ilgili olarak v-sis ve int-z genleri, EGF (Epidermal Growth Faktor) ile ilgili olarak erb-B
onkogeni ve FGF (Fibroblast Growth Faktor) ile ilgili k-fgf-hst onkogenleri bu gruba
ornek verilebilir [25, 44].

> Sitoplazmik protein kinazlari1 kodlayan onkogenler

Serin-treonin kinazlar ve tirozin kinazlar1 kapsayan sitoplazmik protein kinazlar,
onkogenler tarafindan kodlanmaktadirlar [25]. raf onkogeni MAP kinaz yolunu
baglatarak hiicreye ilk boliinme sinyalini vermektedir [24, 25, 44, 45]. src onkogeni ise
ayn1 zamanda bir protein kinazdir ve serin treonin yerine proteindeki tirozini fosforile
etmektedir, src-protein kinaz, sinyal iletiminde, hiicre iskelet sistemi gelisiminde ve
hiicrelerin birbirine tutunmasinda (adezyon kuvvet) gorev almaktadir. Diger bilinen

onkogenlere, c-erb B—1, c-erb b-2, c-fms, c-met, ornek verilebilir [24, 25, 36, 37].

» Niikleer transkripsivon faktorleri kodlayan onkogenler
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myc, myb, fos, jun, rel, erbA gibi onkogenler transkripsiyon faktorleri olan proteinleri
kodlarlar. myc geni DNA ya baglanan ii¢ c¢ekirdek fosfoproteinini kodlar, bu
fosfoproteinler DNA sentezinde, hiicre c¢ogalmas:t ve farklilasmasinda gorev
almaktadirlar  [24]. myc geni genellikle amplifikasyon ve transkripsiyondaki
diizensizliklerle onkogen haline doniismektedir ve kiigiik hiicreli akciger kanserlerinin

%18-31 inde myc onkogen aktivasyonuna rastlanmistir [30, 31, 32].

Tiumor baskilayici genlerin islevleri

Programlanmis hiicre 6liimii ile ilgili en iyi bilinen onkogen bcl-2 onkogenidir. bcl-2
onkogeni, hiicre membranina bagli bir protein kodlamakta ve bu protein hiicreyi
apoptosisden korumaktadir [44]. bcl-2 onkogeni kromozom {izerinde anormal bir
bolgeye tasindiginda normalden fazla ifade edilmekte ve tiimor gelisimine neden
olmaktadir [44]. Apoptozisi dolayli olarak engelleyen bir gen de mdm2 genidir. p53
timor baskilayici geninin negatif diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir ve apoptosisi

engellemektedir [46].

lras

2.1.7. ras protoonkogeni, iiriinii P21 ve kanser olusumundaki yeri

ras onkogenleri, G proteininin alt tnitelerini kodlayan onkogenlerdir. Sitoplazmik
protein kinazlar1 kopyalayan onkogen grubunun alt grubunda yer alirlar ve sinyal iletim

yolunda 6nemli gorevlere sahiptirler [47, 48].

ras geni, hiicre-ylizey reseptorlerinden hiicre i¢i hedeflere sinyallerin ge¢isini kontrol
eden anahtar molekiildiir (Sekil 2.4). Tim GTPaz islevine sahip gen iiriinlerindeki
mekanizma sOyledir; gen iirlinii, bagli GDP' nin GTP ile yer degistirmesi ile islevsel hale
gecer ve GTP' nin GDP' ye hidroliz edilmesi ile islevsel olmayan hale doniisiir [40].
1980’11 yillarda tiim insan tiimorlerinin %15’ inde ii¢ ras geninin birinde, bir nokta
mutasyonunun varliginin kesfedilmesi sonrasinda ras geninin 6nemi daha da artmustir.
Mutasyon sonucu olusan yabanil protein, bagli bulunan GTP’ yi hidroliz edememekte ve

dolayisiyla molekiiliin islevsel seklini korumasini saglamaktadir. Sonug olarak hiicreler,
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hiicre-dis1 iletiler olmasa da siirekli boliinmekte ve biiyiime-ilerletici iletilere maruz
kalmaktadir [40]. Cogu hiicrelerde Ras onkogeni, dogrudan ya da dolayl olarak tirozin
kinazlar1 uyaran cesitli hiicre-dis1 sinyallere cevap olarak aktif olmaktadir. GTP-baglh
durumda aktif olan P21™ proteini, birka¢ yardimci molekiilden biri ile iligki
kurmaktadir. Bu etkilesimlerin biyolojik sonuclari, hiicre tipine, sinyal ileti durumlarinin
olusturdugu sartlara ve c¢evreye baghdir. Ayrica zamanlama ve sinyalin siddeti
seklindeki degiskenler de esas cevabi belirleyebilmektedir. Ras onkogeninin yapisal ve
islevsel yonden evrim boyunca yiiksek derecede korunmus oldugu goriinmektedir.
Saccharomyces cerevisiae mayasinda ras onkogeni, besine tepki ile iliskiliyken,
Schizosaccharomyces pombe mayasinda ras onkogeni, iiremede eseyin salgiladigi
feromene cevabi diizenlemektedir. Yine bir nematod olan Caenorhabditis elegans 'da ve

ras

meyve sinedi Drosophila 'da P21 proteininin gelisimde onemli rolii olan bir molekiil

gorevi gormektedir [49].

ras gen ailesi H-ras (Harvey ras), K-ras (Kirsten ras), ve N-ras (Neuroblastoma ras)
olmak iizere 3 liyeden olugsmaktadir. Bu onkogenler hiicrelerin kendinde dogal olarak
bulunan onkogenler olup, viriislerde yalmzca H-ras ve K-ras onkogenlerinin karsilig

bulunmustur [28, 50, 51].

Insan kanserlerinin %30' unda ras onkogeninin nokta mutasyonuna sahip oldugu
gosterilmistir (Cizelge 2.2) [24, 52, 53, 54]. Pankreas kanserlerinde %90, kalin barsak
kanserlerinde %50, testis kanserlerinde %40, akciger kanserlerinde %30 oraninda K-ras
onkogeninde nokta mutasyonu oldugu bilinmektedir. Ayrica, akut miyeloid 16semi
kanserinde %30, testis kanserinde %40 ve melanomalarda %20 oraninda N-ras

onkogeninde nokta mutasyonlar1 tespit edilmistir [24, 40, 52, 54].

N-ras onkogeni nokta mutasyonlari, 2. ekzonda 61. kodonda, K-ras onkogeni 1. ekzonda
12. kodonda, H-ras onkogeni 1. ekzonda 13. kodonda bulunmaktadir. Ras onkogen
ailesi iiyeleri N-ras, H-ras ve K-ras sirastyla 1., 11., ve 12. kromozomda bulunurlar, 2

ekzon bolgesine sahiptir ve 6992 baz ciftinden olugsmustur [40, 53, 64].



Cizelge 2.2. Insan kanserlerinde ras onkogen mutasyonlari [55]

Kanser Tipi ras mutasyonu Siklik (%)
Akciger K 33
Kolon K 44
Ince barsak H 31
Pankreas K 90
Karaciger N 30
Miyelodisplastik N, K 40
Akut miyelogenik 16semi N 30
Deri H.K,N 46
Yumurtalik Kanseri K 48
Serviks K 20
Endometrium K 1040
Tiroit Kanseri

Folikiiler Tiroit Kanseri H, K, N 53

Farklilasmamis Tiroit Kanseri H, K, N 60
Bas ve Boyun Bolgesi Kanserleri H, K 30
Idrar kesesi H 10
Gogiis Kanseri K 12
Beyin N.H 13
Bobrek H 10

Normalde hiicre zarina bagimh bir G proteini olan P21™

30

, guanozin trifosfat (GTP) ile
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baglanarak biyolojik olarak islevsellik kazanir, daha sonra kendine 6zgii olan GTPaz
islevi ile GTP' yi parcalayarak (hidroliz ederek) guanozin difosfat (GDP) a gevirir ve
tekrar islevsel olmayan sekline donmektedir (Sekil 2.3) [57].

|ﬁ.ktivas3:on Tletisi |
TP GDF
Inaktif P21ras

N Akl P2lras
F2lras + GDF | P2lrast+GTP

Efektarler (Rafws.) | e—

HUCRESEL
CEVAD

Sekil 2.3. P21™ proteininin aktivasyonu

ras geni 21 kDa agirliginda hiicre zarinin i¢ yiizeyine tutunmus, hiicre zarina bagiml
olan P21™ ad1 verilen protein kodlamaktadir (Sekil 2.4) [40]. Bu protein genis bir sinyal
iletim aginda sinyal baslatict molekiil olarak islev yapmaktadir. Hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasin1 kontrol etmektedir [40, 55]. P21™ proteini yaklagik 190 amino asit
uzunlugunda olan GTP/GDP bagiml bir G proteinidir, G proteinleri ailesine ait alfa alt
tiniteye benzer olan kiiclik bir proteindir ve karboksil kuyrugu ile hiicre zarinin
sitoplazmik bolgesine baglanmaktadir. Biitiin G proteinleri heteromerik yapida olmasina

kargin P21™ monomerik yapidadir [27, 40, 52, 56].

P21™ proteini, ras onkogen ailesinin (H-ras, K-Ras, N-ras) biitiin iiyelerinde

goriilmektedir ve %85 benzerlik gostermektedir [54].
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P21™ proteininin biyolojik islevselligi GDP/GTP dongiisiiniin diizenlenmesi ile kontrol

edilir ve hiicrede normal olarak GDP proteinlerine bagl olarak bulunur [28].

P21™ proteinleri ile G proteinleri arasinda yapisal ve biyokimyasal benzerlikler
bulunmaktadir. G proteinleri hiicre icinde, AMP 'den ikinci haberci olarak is goren
cAMP’ nin olugmasini saglayan adenilat siklaz enzimini islevsel hale getirir veya etkisiz
hale getirir. G proteinleri, alfa-alt birimleri iizerinde GTP’ nin baglanmasi ile islevsel
hale gecerler ve GTP' nin ayn: alt-birimi sayesinde yavas parcalanmasi ile (GTPaz

ras

aktivitesi) etkisiz hale gelirler. P21 proteinleri de, G proteinleri gibi hiicrede aktif ve

aktif olmayan durumda bulunurlar. Normal olarak P21

proteinleri aktif olmayan (GDP
bagli) durumda iken, disaridan gelen bir sinyal ile aktif (GTP bagli) duruma gecerler.
Proteinde meydana gelen degisiklik ile aktif proteinler, sinyali hiicre i¢indeki ikinci

ras

habercilere iletirler. Bundan sonra P21 proteinleri, yine kendilerinin iistlendigi GTPaz

aktivitesi ile GTP--GDP doniisiimii sonucu aktifligini kaybeder [9].

ras protoonkogenlerindeki mutasyonlar sonucu proteinlerin aktif-aktif olmayan
durumlar arasindaki denge bozulmakta ve hiicrelerde degisikliklere sebep olmaktadir.
Yani ras protoonkogenleri “onkogen” haline gecer, mutasyon sonucu GTPaz
aktivitesinin ortadan kalkmasi veya guanin niikleotidlerinin ayrilma hizlarinin artmasi,
proteinleri hep aktif durumda tutar; bu da devaml sinyal iletimine ve siirekli boliinmeye

sebep olur [9, 53].
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Sekil 2.4. P21™ proteininin 3 boyutlu yapis1 [93]

2.1.8. P21™ proteini ve sinyal iletimi

Kanser, hiicrenin yagsamasi, biiylimenin kontrolii ve farklilagsma gibi biyolojik olaylar1
etkileyen bir¢ok mutasyonun agamali olarak bir araya gelmesi ile olugsmaktadir. Kanserin
gelisimi siirecinde tiimor hiicreleri bir¢ok farkli fenotipik 6zellikler kazanir. Bu
degisimler, kanser hiicrelerinin hizli ve sinirsiz ¢ogalmalarina ve ¢evreye yayilmalarina

neden olur. Ayrica, bu hiicreler 6zgiin, cevreden bagimsiz olarak yasamini devam
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ettirme ve metastaz yapma Ozelligine sahiptir. Protoonkogenlerin ve tiimor baskilayici
genlerin seri mutasyonlart farklt mekanizmalar araciligiyla kotii huylu fenotipin

olusumuna neden olur [90].

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomundaki yaklasik 32.000 genin
%20’s1 sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler arasinda
hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer

almaktadir [89].

P21™ proteinlerinin aktif hale gelmesi igin translasyon sonrasi degisimlerden
(farnezilasyon) sonra hiicre zarma yerlesmesi gerekir. Istirahat halindeki hiicrelerde

P21™ proteinleri aktif olmayan (P21
GDP’nin yerine GTP baglanarak islevsel sekle doniisiim (P21"™-GTP) tetiklenir. P21™

-GDP) halde bulunurlar. Hiicrenin uyarilmasi ile

proteininin aktivasyonu geri doniisebilen bir siirectir. Bu aktivasyonda rol oynayan
molekiiller, SOS (son of sevenless) ve GRB-2 (growth factor receptor bound protein—2)
adaptor proteinleridir. Bu sinyal yolunun tepki veren (efektdr) molekiilleri, SOS
lizerinde negatif diizenleyici etki ile P21™ aktivasyonunu sonlandirmaktadir (Sekil 2.5)

[58, 59, 60].

Aktive olan P21™ proteinleri Raf kinazlara yiiksek ¢ekim giicii ile baglanirlar ve Raf

kinazlarin hiicre zarina yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar [58, 59, 60].

Insan tiimorlerinin  %30’unda ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu soz
konusudur [58, 59]. Bu oran tiimorlerdeki Ras protoonkogen mutasyonu sikligr ile
uyumludur. Yabani P21™ proteinleri, aktif P21™-GTP formunda kalirlar; bu nedenle,
hiicrenin kontrolsiiz uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar. Diger yandan, farnezil
transferaz inhibitorleri P21™ aktivasyonunu onlerler. Klinik ¢aligmalar, bu ajanlarin
antitimoral etkilerinden tedavide yararlanilabilme olasiligim giiglendirmektedir [58, 61,

89].

P21™ sinyal iletim yolu ile tetiklenen hiicrelerin degisim siirecinde karsilikli etkilesim
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de 6nem tasir. Normalde, EGF ve PDGF gibi biiylime faktorlerinin fosfoinozitid—-3 kinaz
(PI-3K) yolunu uyarmalarinda P21™ proteininin etkisi ¢ok diisiik diizeydedir. Buna
kargilik mutasyona ugramig P21, PI-3K yolunun énemli ve giiglii bir tetikleyicisidir.
Mutasyona ugramis onkogenik P21™ proteini bu yolu aktive ederek apoptozisi baskilar
[58, 62]. Insan kanserlerinin onemli bir bolimii epitel hiicrelerinden koken alir.
Dolayisiyla, bu hiicrelerde apoptozisin baskilanmasi kanser olusumu siirecinde kritik

etkenlerden birini olusturur [58, 90].

Uyan Blylime faktérleri Hicresel stres

RTK Y i Hiicre membrar
GTPaz Ras sitoplazma
MKKK Raf MEKK 1, 2,3,4,5
MKK MEK1/2 MKK4  + MKK7
MAPK ERK1/2 p38 JNK

Y \J Y
Transkripsiyon faktérleri ELK-1/2 ATF-2 c-JUN nikleus
Biyolojik cevap Proliferasyon Apoptozis, bllylimenin durmasi,

immunolojik cevap

Sekil 2.5. P21™ proteini ve sinyal iletimi [91]

2.1.9. Tiroit kanserlerinde ras protoonkogen mutasyonlari

Tiroit tiimorlerindeki ii¢ ras (H-Ras, K-Ras ve N-Ras) onkogenlerinin aktive edici
degisimi ilk olarak 1988 yilinda bildirilmistir. Bu sonuglara gore, ras onkogenlerinin
degisimleri, folikiiler tiimorlerde papiller tiimorlerden daha sik olarak goriilmekte ve bu
iki tip kanser, farkli degisim modelleri icermektedir. Mikrofolikiiller kanserlerdeki

degisimlerin %50’sine kadarki kisminin varligi ras onkogenlerinin aktivasyonunun,
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folikiiler tiroit kanserinin olusumunda erken bir satha oldugu fikrini desteklemektedir

[64].

Tiroit kanserlerinin olusumunda rol alan molekiiller mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir. Buna ragmen son yillarda yapilan c¢aligmalarla gore, mutasyonlar ve
genlerin yeniden diizenlemeleri ile ilgili yapilan caligmalarla tiroit kanserinin olusum
basamaklarin1 ve biyolojik davranigin1 anlamaya yardimci olacak biyolojik belirtecler
bulunmasi amaclanmaktadir. Ornegin, insan tiroit papiller kanserlerinde yeni bir
onkogen tanimlanmistir. Bu genlere papiller tiroit kanserinin Ingilizce bas harflerine
gore PTC onkogeni adi verilmistir; fakat cogu tiroit kanserinde PTC onkogen
diizenlemesi yoktur ve bunlarin olusumunun molekiiler mekanizmas1 bilinmemektedir.
Diger insan kanserleri goz oniine alindiginda (kalin barsak kanseri ve akciger kanseri),
tiroit kanserinde de mutasyonlar1 da kapsayan ¢cok asamali genetik bozukluklar kanser

olusumunda rol oynamaktadir [63].

Ras protoonkogeninin aktivasyonuna yol acan mutasyonlar iyi tanimlanmistir ve tiroit
kanserlerinde degisik mutasyonlarin yeri bircok caligmada goOsterilmistir. Bu
calismalarin karsilastirilmas: fikir birlikteliklerinin yaninda fikir ayriliklarinin ortaya
cikmasina yol agcmustir. Daha Onceden yapilan calismada, makrofolikiiler adenomlarda
hicbir ras mutasyonu bulamamistir; fakat hem mikrofolikiiler adenomlarda hem de
folikiiler kanserde degisik ras mutasyonlarina rastlamistir [63, 65]. Aymi calismada
ayrica papiller kanserde de mutasyonlar tanimlamistir [63, 65]. Farkli bir calismada,
hem iyi huylu hem de kotii huylu tiroit tiimorlerinde yiiksek oranda ras protoonkogen
mutasyonlarina rastlamiglardir [88]. Baska bir ¢alismada bilim adamlari, calistiklart 24
mikrofolikiiler kanserin 6’sinda ve 14 papiller kanserin 3’{inde protoonkogen mutasyonu
bulmus; fakat 3 papiller kanserin hi¢cbirinde mutasyon bulamamistir [84, 86, 87].
Parafine gomiilmiis tiroit kanserli orneklerle yapilan farkli bir calismada, P21™
immiinolojik islevselligi acisindan degerlendirmistir. Normal tiroit dokulart en az
aktivite gosterirken; papiller, folikiiler ve Hiirthle hiicreli kanserler daha yogun

boyanmugstir [64].
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Bu calismalardaki veriler bir araya getirildiginde, tiroit kanserlerinin %20-50 sinde ras
protoonkogen mutasyonlarinin etkisi oldugunu gostermektedir. Buna ragmen, 0zgiin
histolojik siniflardaki mutasyonlarin sikligi ¢ok degiskendir ve mutasyonlar ve
timorlerin klinik 6zellikleri ile iligkisini agiklayacak ¢ok az bilgi vardir. En biiyiik fark,
goriilme siklign %0-100 aras1 degisen makrofolikiiler adenomlarda ve goriilme sikligi

%21-62 arasinda degisen papiller kanserlerde goriilmiistiir [63].

Yeniden diizenlenmeleri ve nokta mutasyonlarini igeren cesitli farkli genetik degisimler
tiroit kanserinin olusumuna neden olmaktadir. Bu genetik olaylarin hedefleri arasinda
RET, TRK yeniden diizenlemeleri ve BRAF, RAS nokta mutasyonlar1 seklinde olur.
Genel olarak, yeniden diizenlemeler radyasyona maruz kalma ile iliskilendirilirken,
nokta mutasyonlarinin kokeni  bilinmemektedir. RET, TRK, BRAF ve RAS
degisimlerinin ortak bir ozelligi, hepsi cesitli biiyiime faktorlerinin ve hiicre ylizeyi
algilayicilarinin isaretlerinin oldugu mitojen etkili protein kinaz yolu boyunca isaret
verirler. Bu genlerin mutasyonlar1 veya yeniden diizenlenmeleri papiller tip tiroit

kanserlerinin yaklasik %70’inde mevcuttur ve nadiren ayni timorde bulunurlar [66].

Insan kanserlerinde bulunan ras protoonkogen mutasyonlarinin dagiliminin degiskenligi,
karsinojenlerin neden oldugu degisimler yorumuyla ilgili degildir. Bu durumun asil
sebeplerinin ¢oklu veya ¢esitli mutasyon yapici ajanlarin olusu veya DNA kopyalanmasi
sirasindaki anlik hatalarla karsilagilmasi veya bu sebeplerin ikisinin birden oldugu
diisiiniilmektedir. Farkli insan kanserlerindeki ras protoonkogen degisim dagilimlarinin
karakterize edilmesi, diger etiyolojileri daha iyi anlamamizi engelleyen, molekiiler bir
yaklagim saglar. Ornegin, aragtirmayi beslenme veya sigara i¢imi gibi bozukluklar
yonlendirebilir.  Akciger tiimorlerinde  goriillen, benzopiren gibi  aromatik
hidrokarbonlarin neden oldugu ras protoonkogen degisimleri ile, gastrointetinal
tiimorlerde goriilen metilnitroiire gibi alkali ajanlarin neden oldugu ras protoonkogen
mutasyonlarinin degisimlerinin dagilimlar: arasindaki benzerlikler fikir verme agisindan

cok faydalidir [67].



38

2.2. Tiroit Bezinin Yapisi

Daha oncelerde “laringeal gland” olarak kabul edilen tiroit bezi, 1646 da Wharton kendi
sekli veya yakin iligkide bulundugu tiroit kikirdaginin seklinden dolay tiroit bezi olarak
isimlendirmistir (Sekil 2.6) [70].

Tiroit bezi, boynun 6n kisminda soluk borusunun oniinde yer alan, iki bolmeli ve
olduk¢ca damarli bir organdir. Viicuttaki en biiyiikk salgi bezidir ve tiroit hormonu

salgilamakla gorevlidir [71].

Tiroit bezi yeni doganda 1,5 gr, yetiskinlerde 15-20 gr. agirhiginda koni seklinde iki
bdlme ve bu bolgeleri birlestiren isthmusdan olusur. Berry ligamani ile soluk borusunun

(trake) birinci ve ikinci halkasina tutunmustur. Tiroit bezi pretrakeal fasiadan olusan

yalanci bir kapsiil ile ortiiliidiir. Bunun altinda tiroit bezinin gercek kapsiilii bulunur

[70].

£ 2001 Brooks/Cole - Thomson Laaming £ 2001 Broake/Colo - Thomsan Leaming
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Sekil 2.6. Tiroit bezi [92]
2.2.1. Tiroit embriyolojisi

Tiroit bezi embriyonik gelisimde goriilen ilk salgi bezidir. Zigot olusumundan sonraki
24. giinde primitif yutagin tabaninda endoderm tabakasinin kalinlasmasi seklinde belirir

[72]. lleriki gelisim evresinde bas barsak 6niinde ventralden kaudale dogru inerek tiroit
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divertikulumunu (cep) olusturur [72].

Kisa bir siire boyunca tiroit bezi, tiroglossal kanal vasitasiyla dil kokii ile irtibat
halindedir, sonrasinda tiroglossal kanal normal olarak kaybolur. Piramidal lob tiroglossal

kanalin persistan alt ucunu temsil eder [71].

Gelisimin daha ileri donemlerinde tiroit cebi apopitozise ugrayarak ortasi bosalir ve
tiroit cebi iki kola ayrilir. Bu kollara giden hiicreler farklilasarak olarak sag ve sol
bolmeleri olusturur. Sag ve sol bolmeler istmus adi verilen bir parca ile birbirlerine
baglanirlar. Istmus, gelisen 2.ve 3. soluk borusu halkalarinin 6niine yerlesir. 5. haftanin
sonunda, dil kanalinin yozlagsmasi sonucu, gelisen tiroidin dil ile olan baglantis1 kesilir,
7. haftanin sonunda izole tiroit bezi krioid kikirdagin 6niindeki son yerlesim yerine gelir
[72, 73]. Insanlarin %50' sinde primordial bolme olarak isimlendirilen bir bolme daha
vardir ki bu lob triglossal kanalin kaudal boliimiiniin yozlagmamasi sonucu gozlenir [72,

73].

Tiroit primordiumu, endodermal kokenli hiicrelerin gruplar halinde birlesmesinden
olusur. 10. haftada, vaskiiler mezensimin folikiil hiicrelerini sarmasi sonucunda, kiiciik
hiicre gruplari olusur. Bu hiicrelerin i¢ kisminda liimen meydana gelir ve tek katli epitel
hiicrelerin i¢ boslugunu cevreler. 11. haftada hiicre i¢ boslugunda kolloit olusumu
gozlenir. Bu yapinin tamamina tiroit folikiilii denir. 3. ayin sonunda tiroit bezi islevine

baslar [72, 73].

5. faringeal cepten ultimobronkiyal cisim olusur. Ultimobrankiyal cisimden farklilagarak
hiicrelerde, kandaki kalsiyumu diizenlemekle gorevli olan kalsitonin hormonunu

salgilayan, tiroidin parafolikiiler hiicrelerini olusturur [72, 73].
2.2.2. Tiroit histolojisi

Gebeligin 9. haftasinda tiroidin birlesmesi tamamlanir ve tiroit son seklini alir (Sekil

2.7). Ancak tiroidin histolojik gelisimi 16. haftaya kadar, fonksiyonel gelisimi ise tiim
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gebelik boyunca devam eder [73].

Folikiiler yap1 ve fonksiyonlarimin gelisimi gebeligin 5. haftasinda tiroidin morfolojik
gelisimi devam ederken, tiroitte tiroglobulin (Tg) sentezi de baslar. Olgun Tg, her biri
12S olan alt birimlerin birlesmesi ve iyodinasyona ugramasi sonucu olusan 19S yapi-
sindaki bir glikoproteindir. Besinci haftadan itibaren tiroitte saptanan Tg, 12S
yapisindaki Tg'dir. 19S yapisindaki olgun Tg ancak 28.haftadan sonra, diger bir deyisle

dogumdan hemen 6nceki devrelerde ortaya cikar [73].

Gebeligin 7. haftasindan itibaren, median tiroitte bulunan endoderm kokenli epitelyal
hiicreler ¢ogalirken, bu hiicrelerin diiz endoplazmik retikulumlar1 genisleyerek
sitoplazma i¢i kanalciklart olusur. Prekolloidal evre olarak adlandirilan bu evre 7-13
haftalar1 kapsar. Bu devrede tiroitte az da olsa iyot tutulumunun (uptake) ve tiroksin
(T4) sentezinin basladigi kabul edilir [76]. 13—14. haftalarda, her hiicrede olusan
kanallarin genislemesi ve i¢lerinin kolloidle dolmas: sonucunda sitoplazma i¢i bosluklar
belirir ve biriken kolloid hiicre dist alana salinmaya baglanir. Kolloid salan ve yan yana
duran hiicreler, birbirlerine desmozomlar araciligiyla tutunarak hiicre disina saldiklari
kolloidin kendi aralarinda kalmasini saglarlar. Bir anlamda primitif folikiil limeni olan
bu alan daha sonra folikiill limeni haline donecektir. Bu devrede tiroitte iyot
tutulumunda ve T4 dahil iyodotirozinlerin sentezinde artis olur ve az miktardaki tiroksin
dolasima gecer. Yine karacigerde sentezlenen ve iyodotirozinleri baglayacak olan

proteinler de dolagima katilmaya baglar [73].
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Sekil 2.7. Tirosit yapist ko: kolloid, mv: mikrovilliis, av: apikal vezikiill mf:
mikroflament, mt: mikrotiibiil, g:golgi, l:lizozom, r:ribozom, m:
mitokondri, kad: kadherin, n: ¢ekirdek, er: endoplazmik retikulum, b: bazal
membran, p:iyot pompasi, re: reseptorler, in: integrin, f: fibronektin, kol:
kollojen, d: damarlar, s: sinirler, le: lenf kanallar1 [73]

Tiroidin temel yapisini olusturan her bir folikiil i¢i kolloidle dolu bir liimeni ¢epecevre

saran tek sirali kiiboidal silindirik epitel ve bu epiteli cevreleyen bazal membrandan

olusur, ancak normal bir folikiiliin ¢cogunu kiibik hiicreler yapar. Folikiil hiicresine tirosit

adi1 da verilir [73].

Folikiil yapisinda bulunabilen diger bir hiicre Hiirthle hiicresi olup kolloid liimenle

iliskidedir, ancak fonksiyonu tam olarak bilinememektedir. Folikiiler hiicrenin polaritesi
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liimene dogru iken parafolikiiler hiicrenin polaritesi interfolikiiler kilcal damarlara
dogrudur. Tirositlerde T3 ve T4 hormonlari, parafolikiiler hiicrelerde tirokalsitonin
hormonu sentezlenir. Bu hormonlar stromadaki kilcal damarlar araciligiyla sistemik

dolasima gecerler [73].

Tirositlerin apikal yiiziinde ¢cok sayida mikrovilliisler vardir. Bdylece hiicrenin kolloidle
daha fazla temas etmesi saglanir. Kolloid tiroit hormonlarinin depo edildigi ortam olup
her biri 20-120 pum capli lobiillerden olusur ve protein yogunlugu 100-400 mg/ml’ dir.
Folikiil hiicrelerinin sitoplazmasinda ¢ok fazla miktarda kivrimli endoplazmik retikulum,
ribozom, golgi cisimcigi, lizozom ve mitokondri vardir. Bazal membranda ise bircok
uyaranin baglanacag reseptorler ve bazolateral kisimda iyodun aktif transportunu

saglayan pompa yer alir [73].

Tiroitin histolojik yapist TSH hormonunun kontroliindedir. TSH uyaris1 arttiginda
folikiil hiicreleri silindirik hale gelirken kolloid endositozunun artmasi sonucu tiroit
folikiilii kiigiiliir. Iyot eksikliginde oldugu gibi, TSH uyaris1 devam ederse folikiiler
hiicreler ¢ogalmaya ve farklilagmaya ugrar. Amag gerekli dokulara yeteri kadar hormon
verebilmektir. Mikrovilliislar papiller yapilara doniismeye baslar. Endositoz, kolloid
yapimindan fazla oldugu icin liimendeki kolloid miktar1 daha da azalir. TSH' nin
etkisine bagli olarak folikiiler arasi damar agi belirginlesir. Bu olaylarin tersi,
dolasimdaki TSH' nin diisiik oldugu durumlarda ortaya ¢ikar. Bu durumda ya dolagimda
yiiksek miktarda tiroit hormonu vardir ya da hipofiz yeteri kadar TSH iiretememektedir.
Sonucta folikiil hiicreleri kiibik hale gelir, liimen diizlesir. Endositoz ¢ok azaldigi i¢in
asir1 kolloid birikimine bagli kolloid liimen gerginlesir. Kandaki kalsiyum seviyesi
yiikseldiginde parafolikiiler hiicrelerde asir1 biiylime (hipertrofi) ve kalsitonin igeren
graniillerde artma olurken depo edilmis hormon, folikiiler arasindaki kan damarlarina
birakilir. Kandaki kalsiyum miktar1 azaldiginda ise hormon salinmasi i¢in gerekli uyari
azalacag icin hiicre sitoplazmasindaki salgisal graniillerin sayisi artar ve hormon

salinmasinda azalma olur [73].
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Bir tiroit folikiiliinde esas olarak ii¢ tip hiicre vardir. Bunlar; hem folikiiler limen hem
de bazal membranla iliskide olan normal folikiil hiicresi ve oksifilik (Hiirthle) hiicreler
ve limenle iliskide olmayan ancak bazal membranla iliskide olan parafolikiiler
hiicrelerdir. Bu hiicrelere ayn1 zamanda sirastyla A, B ve C hiicreleri ad1 da ve-
rilmektedir. A ve B hiicreleri tiroidin her bolgesinde yaygin olarak bulunurken C

hiicreleri en fazla tiroitin iist ve alt kesimlerinin birlestigi bolgede bulunurlar [73].

A hiicresi normal folikiil hiicresi olup tiroit hormonlarimin (T3-T4) yapim ve
salinmasindan sorumludur ve TSH hormonunun etkisi altindadir. Histolojik olarak
sitoplazmas1 soluk asidik boyanma o6zelligi gosterir. Fazla miktarda graniiller
endoplazmik retikulum icerir. Ozellikle salgisal (sekretuar) donemde, iyi gelismis golgi
cisimleri ve ¢ok sayida lizozom vardir. Mitokondri sayis1 B hiicrelerine gore daha azdir

[73].

B Hiicreleri, A hiicrelerine gore yogun graniiller asidik sitoplazma icerir. Bu nedenle
oksifilik hiicre adin1 alir. Bu hiicreye Askanazy hiicresi, onkokist veya Hiirthle hiicresi
adlar1 da verilmektedir. Bu hiicre daha biyiiktir ve c¢ok sayida mitokondri
icermektedirler. Bu nedenle sitoplazma yogun graniiller goriiniir. Diger organellerin

sayist daha azdir [73].

C Hiicreleri, diger adi1 parafolikiiler olan bu hiicre tirokalsitonin (TC) hormonunun
yapim ve salinmasindan sorumludur ve TSH ‘in kontroliinde degildir. Diger tiroit
hiicrelerden en 6nemli farki sitoplazmasinda amiloid iplik¢iklerin bulunmasidir. Bu

nedenle amiloid boyasi ile boyanirlar [73].
2.3. Tiroit Kanser Tipleri

Tiroit kanserleri; papiller, folikiiler (Hiirthle hiicreli olanlar dahil), mediiller ve
anaplastik kanserler seklinde goriiliir. Okiilt papiller kanserler siklikla iyi huylu
davranishidir. Ancak anaplastik kanserler ¢cok saldirgandir ve hastalarin ¢cogu 6 ay icinde

oliir. Tiroit kanserleri iki ana epitel hiicreden kaynaklanir. Papiller, folikiiler ve Hiirthle
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hiicreli kanserler primitif on bagirsaktan kaynakli hiicrelerden gelisirler. Bu hiicreler
tiroksin ve trityodotironin yapimindan sorumludur. Mediiller tiroit kanseri (MTC) noral
krestten (ultimobrankial) kaynaklanan C hiicrelerinden gelisir. Folikiiler hiicre kaynakl
tiroit kanserleri diferansiye (DTC) ve anaplastik tiroit kanseri (ATC) gibi iki ana grubu
icerir. Karigik tip papiller-folikiiler karsinom ve papiller karsinomun folikiiler varyanti
papiller karsinom smifina girer. Ciinkii davranislart aymidir. Tiroit kanserlerinin

siniflamasi Cizelge 2.3 'de belirtilmistir [2, 19, 73].

Cizelge 2.3. Tiroit kanserinin siniflandirilmasi [73, 75]

EPITELYAL TUMORLER NON-EPITELYAL TUMORLER
Iyi Huylu Kotii huylu

Folikiiler adenom Kot huylu

Digerleri Fibrosarkoma

Kotii Huylu Digerleri

Folikiiler karsinom ENDER GORULENLER
Papiller karsinom Karsinosarkom

Skuamdz hiicreli karsinom hemangioma

Anaplastik karsinom Lenfoma

Ig hiicreli Teratomlar

Dev hiicreli SEKONDER TUMORLER
Kiiciik hiicreli SINIFLANDIRILAMAYANLAR

Ince igne aspirasyonu (iiA) ile yapilan sitolojik incelemeler papiller, mediiller,
anaplastik karsinomlar ve tiroit lenfomalarinin tanis1 i¢in iyi bir yontemdir. Ancak
folikiiler adenomla karsinomu, Hiirthle hiicreli adenomla karsinomunu ayiramaz. Yine
ailevi tiroit kanserleri ve boyuna terapotik diisiik doz radyasyon Oykiisii olan tiroit
nodiillii hastalarda yiiksek yanlis negatif sonug¢ alinabilir. Ciinkii bu olgularda multifokal

iyi huylu ve kotii huylu tiroit kanseri goriilme sikligi yiiksektir ve tekrarlama orani
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fazladir [73].
2.3.1. Papiller tip tiroit kanseri (PTC)

Papiller tiroit karsinom (PTC), folikiiler hiicre farklilagsmasi gosteren kotii huylu epitel
kokenli tiroit timoridiir [75]. Papiller tiimorler biitiin tiroit kanserlerinin yaklasik
%90’ kapsamaktadir. Tiroit tiimorlerinin ¢ocuklukta yaygin olmamasina ragmen
PTC’ ler pediatrik tiroit kanserlerinin en yaygin olanidir. Yetiskinlerde PTC ’lerin
cogunlugu 20 ile 50 yas arasinda, kadin erkek oran1 4-5: 1 olarak gerceklesir. Tiroit
kanseri vakasi 1973 — 2000 yillar1 arasinda papiller karsinomun saptanmasina bagh

olarak yiizbinde 3,6’dan 8,7 ye yiikselmistir [75].

PTC’ nin tamsal Ozellikleri arasinda cekirdeksel genisleme ve diizensizlik, iist iiste
gelmek, temizleme (¢im veya Orphan Annie goriiniimii) yer alir. Geleneksel PTC ’ler
karmasik dallanmis bir yapida, papiller cekirdeklerin yiizeyleri neoplastik hiicrelerle
kaplanmis Ozelliktedir. Psammom yapilar vakalarin %50’sinde goriilmiistiir ve tipik
olarak stroma veya lenfatik kanallarda meydana gelmistir. Intratimoral fibroz ve

lenfositik sizmalar bu tiimorlerin diger ortak 6zelliklerindendir [66].

PTC’ nin ¢ok sayida degiskeni goriilebilir. En yaygini ve tanisal olarak en ugrastiricisi
folikiiler degiskesidir. Bu tiimorler kiiciiltiilmiis veya kiiciiltiilmemis olabilirler ve PTC’
nin karakteristik ¢ekirdeksel ozelliklerini tagiyan folikiilerden olusmustur. Bu tiimérlerin
tanisindaki gozlem varyasyonu (6zellikle de kiiciiltiilmiis tipte), ¢cekirdeksel ozellikler az
gelismis oldugu iizere yiiksek olmustur. Folikiiler degiskedeki lenf bogumu metastazlari

klasik PTC ‘dekinden daha az yaygindir [73].

PTC, radyasyona maruz kalmis cocuklarda goreceli olarak yaygindir. Yayilmis
sertlesme, toplam hayatta kalma siiresi pek fark gostermese bile klasik PTC’ den daha
yiikksek pulmoner metastaz sikligi ile erigkinlere gore ¢ocuklarda daha yaygindir. Uzun
hiicre ve silindirik hiicrelerinin klasik PTC’ lere gore daha kotii oldugu varsayilmaktadir.

Fakat tiimor safhasi ve derecesi histolojik alt-tiplerden daha onemli olabilir. Yetersiz
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farklilagsmug, farklilasmamis veya pullu karsinom bilesenleri olan PTC’ lerin tedavisi,

PTC olamayan bilesenin oranina baghdir [73, 76, 77].

Cap1 1 cm den daha az olan tiimdrler i¢in papiller mikrokarsinom terimi kullanilmstir.
Bu tiimorlerin cogunda folikiiler veya papiller 6zellikler olmasina ragmen, uzunluklar 1
cm’ nin altindadir. Papiller mikrokarsinomlar olduk¢a yaygindir. Otopsilerin %30 unda
ve PTC’ yle ilgili olmayan diizensizlikler icin yapilan cerrahi tiroitetoktomilerin %

24’{inde ¢ikar [73].

Yeniden diizenlemeleri ve nokta mutasyonlarini iceren ¢esitli farkli genetik degisimler
PTC’ nin gelismesi icerisinde yer almistir. Bu genetik olaylarin hedefleri arasinda Ret,
Trk (rearanjman) ve Braf ve Ras (nokta mutasyonlar1) yer alir. Genel olarak,
rearanjmanlar radyasyona maruz kalma ile iliskilendirilirken, nokta mutasyonlarinin
orijini bilinmemektedir. Ret, Trk, Braf ve Ras degisimlerinin ortak bir ozelligi, hepsi
cesitli biiyiime faktorlerinin ve hiicre ylizeyi algilayicilarinin isaretlerinin oldugu mitojen
etkili protein kinaz yolu boyunca isaret verirler. Bu genlerin mutasyonlari veya
rearanjmanlar1 PTC lerin yaklasik %70’inde mevcuttur ve nadiren ayn tiimorii sararlar

[66].
2.3.2. Folikiiler tip tiroit kanseri

Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) gore folikiiler karsinomlar folikiiler farklilasma
gostermis fakat PTC’ nin tanisal ¢ekirdek ozellikleri az olan kotii huylu epitel tiimorler
olarak tanimlanmistir [75]. Bu tiimorler Tiroit kanserlerinin %10 — 15’ini kapsarlar ve
3-4: 1 kadm-erkek oranmyla goriilmektedirler. Cocuklarda nadir olarak goriiliir.
Tiimorlerin ¢ogunlugu kapsiillenmis ve folikiiler, kati veya trabekiiler numunelerde
olusmus folikiiler hiicrelerden meydana gelmistir. Tiimorler yayilimin kapsamina gore
iki ana gruba ayrilirlar. Transkapsiiler veya sinirli vaskiiler yayilim gosterenler, minimal
yayilimli kanserler olarak smiflandinilir. Genis capli kapsiiler ve vaskiiler varlig

gosteren tiimorler genis yayiliml folikiiler karsinomlar olarak siniflandirilirlar. Minimal
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kapsiiler yayilimi olan tiimorlerin yeniden tekrar etme veya metastaz riskleri ¢ok az
olmasina ragmen, asamali hastalik riski minimal vaskiiler yayilimi olan tiimorlerde
yiikselmistir. Genis ¢apl yayilimi olan folikiiler karsinomlar 6nemli derecede hastalik ve

Oliim ile sonuglanirlar [66].

Onkokistik (Hurthle hiicresi) tiimorlerinin  siniflandirilmast ciddi  bir tartigmay:
dogurmustur. Bu tiimorler bazi sistemlerde ayri bir c¢esit olarak siiflandirilmis iken,
2004 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) simflandirmas: folikiiler kanserin bir degiskesi gibi
siniflandirmistir. Klasik folikiiler kanserler gibi onlar da en az olciide ve genis yayilan
alt-tiplere boliinmiistiir. Tanim itibariyle en az %75 oraninda bol graniil eozinofilik

sitoplazma (onkokistler) icermektedir [73].

H-ras, K-ras ve N-ras’ taki mutasyonlar folikiiler adenom ve karsinomlarin en fazla
%50’sinde bulunmustur. ras mutasyonu iceren karsinomlar arasindan, 14/17’sinde
(%82) N-ras kodon 61 mutasyonlar1 ve 3/17’sinde (%18) H-ras kodon 61 mutasyonlar1
kaydetmislerdir. Folikiiler adenomda aym1 mutasyonlar sirasiyla 7/11°inde (%64) ve
4/11’inde (%36) mevcuttur. Diger calismalarda kaydedilmis olmasina ragmen K-ras
kodon 12 mutasyonlarinin hem karsinomlarda hem de adenomlarda bir 6rnegi yoktur.
Bu bulgular ras geninin mutasyon durumunun iyi huylu ve kotii huylu folikiiler hiicre

tiimorlerini birbirinden ayirmada kullanilamayacaginin altin1 ¢cizmektedir [66].

Iyi huylu ve kotii huylu tiroit tiimorlerinin sitogenetik calismalari, bazi vakalarda
tekrarlayan yer degistirmenin (t2:3)(q12-13;p24-25) mevcut oldugunu ortaya
koymustur [66]. Adenomlarin 2/16’sinda (%13) ve 6/11’inde (%55) PAXS8-PPAR
yeniden diizenlemelerini kaydetmistir. Gegmiste radyasyona maruz kalmis hastalarda
yeniden diizenlemelerin yaygin oldugunu belirtmislerdir [66]. PAXS8-PPAR pozitif
sporadik folikiiler karsinomlar1 agikca saldirgan iken, PAX8-PPAR negatif tiimorleri
asgari saldirgandirlar. Adenomlar1 ve karsinomlar1 kapsayan onkokistik folikiiler

tiimorler negatiftir [66].
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Ras mutasyonlarimi PPAR yeniden diizenlemeleri ile karsilastiran bir ¢alismada, klasik
folikiiler karsinomlarin %49’unda ras mutasyonlari, %35’inde PAX8-PPAR yeniden
diizenlemeleri ve %3’iinde de her iki anormallik goriilmiistiir [66, 78]. Bu bulgular
klasik folikiiler tip kanserin, ras veya PPAR genlerinin de icinde bulundugu en az iki

farkl yoldan gelistigini 6ne siirmektedir [66, 78].
2.3.3. Onkokistik tip (hiirtle hiicre) tiroit kanseri

Mitokondri zengini onkokistik hiicreleri tiroit bezinin; papiller, folikiiler, yetersiz
farklilagsmus, farklilasmamis ve mediiler histotiplerinin yer aldigi iyi huylu ve neoplastik
kosullarinda genis bir cesitlilikle bulunurlar. Bazi yazarlarin folikiiler onkokistik
tiimorleri bagka bir varlik olarak siniflandirmalarina karsin, en son ¢ikan Diinya Saglik
Orgﬁtﬁ (WHO) smmiflandirmasi onlar1 folikiiler karsinomlarin bir sekli olarak kabul
etmistir. Folikiiler karsinomun onkokistik degiskesi maun agaci kahverengisi rengiyle
ayirt edilmektedir [73]. Iyi huylu ve kotii huylu onkokistik folikiiler karsinomlarin
birbirinden ayirt etmek icin kullanilan tan1 yontemleri klasik folikiiler karsinomdakilerle
aynidir. Yumusak doku yayilimi ve uzak metastaz, onkokistiklerde klasik folikiiler
karsinomlara gore daha yaygindir. Bu tiimorler servikal lenf bogumlarina metastaz
yapmada klasik folikiiler karsinomlara gore daha fazla yeteneklidir. Onkokistik ve klasik
papiller karsinomlar1 braf mutasyonlariyla ve ret/ptc yeniden diizenlememeleri ile
benzer goriilme sikligina sahip iken, klasik folikiiler karsinomlarin tersine onkokistik
folikiiler tiimorlerinin ras mutasyon veya PAXS8-PPAR rearanjman frekanslari oldukca
diigiiktiir. Bu bulgular onkokistik karsinomlarin farkli baska bir molekiiler yolda
gelistiklerini gostermektedir. Mitokondriyal DNA’nin silinmesi ve nokta mutasyonlari
neoplastik ve normal onkokistik folikiiler hiicrelerde yaygindir fakat bu anormalliklerin
onkokistik tiimoriin gelisimindeki rolii bilinmemektedir. Mitokondriyal solunum
zincirinde ve apoptoziste yer alan GRIM-I geni onkokistik tiroit tiimorlerinin

patojeninde bulunmaktadir [75].
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2.3.4. Yetersiz farklhilasnus tip tiroit kanseri

Yetersiz farklilagsmis tiroit karsinomlari, simirli olarak folikiiler hiicre farklilagsmasi

gostermis folikiiler hiicre neoplazmalar: seklinde tanimlanir [66, 79].

Morfolojik ve tanisal olarak, farklilagsmis (folikiiler ve papiller) ve farklilasmamus tiroit
karsinomlar1 arasinda ortada bir noktadadir. Bu grup tiimorlerin olusturdugu
rahatsizliklarin siniflandirilmasi ciddi oranda tartismalara yol agmaktadir ve yayginligini
kesinlik ile kanitlayan delilleri elde etmek zordur. Farklilasmamis karsinomlara benzer
bicimde, Onceden var olan farklilasmis karsinomlarla yeni bastan baslayarak
dogabilirler. Nodal metastaza ek olarak, hastalar uzak metastaza da yakalanabilirler.
Tiimorler mitotik aktivite, nekroz ve vaskiiler yayilma gostergeleri ile insular, trabekiiler

veya kat1 bilyiime yoluna sahip olabilmektedirler [66, 80].

Farklilasmamis karsinomlar pek yaygin olmayan, genellikle 60 yas ve iizerindeki
kisilerde goriilen, kadin-erkek orani yaklasik 1,5:1 olan tiimorlerdir [66, 81]. Biitiiniiyle
veya kismen immunohistokimya (keratin pozitifligi) veya elektron mikroskopi
(dezmozomlar, monofilamentler) ile epitelyal farklilasma sergileyen farklilagsmamis
hiicrelerden olusan yiiksek derecede kotii huylu tiimorler olarak tanimlanmiglardir.
Timoriin tanisinin  ardindan 6lim olayl, cok yiiksektir. Tiimorler genis Olgiide
yayilmacidir ve ig, epitelioid, pullu dev veya osteoklast benzeri dev hiicrelerin varligi ve
bu hiicre tiplerinin tek tek tiimorlerin siklikla birbirlerine ilaveleri ile nitelendirilirler.
Farklilasmamis karsinomun lenfoepitelyoma benzeri paucicellular degiskeleri
tanimlanmustir. Bazi vakalarda farklilagmamis karsinomun yeni bastan ortaya ciktigi
goriilmekteyken, digerlerinde papiller folikiiler karsinom veya yetersiz farklilagsmis

karsinom ile birliktelik kurdugu goriilmiistiir [66].

Braf ve ras mutasyonlari, yetersiz farklilasmis ve farklilasmamis karsinomlarin
gelisimine yatkinlik kazandirdiklart goriilmiistir. p53 ve CTNNBI mutasyonlart bu

timorlerin  gelisimlerinin  iginde yer almuslardir. p53 geni; hiicre doniisim
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diizenlemesinde, DNA onariminda ve apoptosiste ¢ok onemli rol oynayan cekirdek
kopyalama faktOriinii kodlar. p53 geninin mutasyonlari, yetersiz farklilagmig
karsinomlarda %25 ve farklilasmamis karsinomlarda %60 oraninda meydana gelir [66].
ret/ptc faresinde fonksiyonel p53 eksikliginin tiroit karsinomunun saldirganligin

yiikselttigini gostermistir [66, 82].

2.3.5. Mediiller tip tiroit kanseri

Mediiler tiroit karsinomu C hiicresi farklilasmas1 gosteren koétii huylu tiroit
tiimorlerindendir. Bu tiimorler pek yaygin degildir ve tiim tiroit kanserlerinin %10-15’ini
kapsarlar [66]. Vakalarin %?25’e varan bir kismu kalitimsal olarak gecer ve c¢oklu
endokrin neoplazya (MEN2A) ve MEN2B ile veya mediiler tiroit karsinomun (MTC)
hastalik tablosundaki izole edilmis kalitimsal tiimorler ile birliktelik gosterirler. MEN2A
birlesmis tiimorleri ¢ogunlukla ge¢ ergenlik ve erken cocukluk donemlerinde

goriilmektedir [66].

Bazi hastalarin tiimorleri boyut bakimindan ¢esitlilik gosterirler fakat ¢cogunlukla tek
tarafhidirlar. MEN2A birlesmis tiimorleri ise ¢ogunlukla iki tarafli ve ¢ok merkezlidir.
Timor hiicreleri siklikla yayilmaci veya yuvalanmaci bir biiylime sekli gosterirler ve
kalsitonin icin pozitif poligonal yuvarlak veya uzun hiicrelerden meydana gelirler.
Tiimorlerin miinferit ve kalitimsal formlar1 genellikle birbirinden ayirt edilemez; ne var

ki, kalititmsal formlar tipik olarak C-hiicresi asir1 biiyiimesi ile birliktelik i¢indedir [66].

ret ’in nokta mutasyonlari MEN2A, MEN2B ve FMTC hastalarinin %95’inden
fazlasinda mevcuttur [66]. Cogu MEN2A mutasyonlar1 kodon 634’1 (sistin zengini alan)
etkiler iken, FMTC’ de bunlar sistin zengini bdlge boyunca daha esit dagilmislardir [66].
Diger taraftan MEN2B mutasyonlar1 esasen interselular tirosin kinaz alanindaki kodon
918’1 etkilerler. Miinferit MTC’ de somatik mutasyonlar vakalarin %70’ine ulasan bir
oranda goriilmektedir ve diger bolgelerde de ortaya c¢ikmalarina ragmen cogunlukla

kodon 918’1 etkilemektedir. rer mutasyonlar1 ret alicisinin aktive edilmesine yol acar.
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Mutant ref’in kanser olusumundaki rolii transgenik farede kodon 634 ile gdsterilmistir

[66, 83].
2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, DNA molekiilleri arasinda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan ¢ogaltilmasina
dayanir. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in ¢ok az miktardaki DNA bile yeterlidir. PZR
ile belirli bir bolgeyi ¢ogaltabilmek icin, hedef DNA’nin niikleotid dizisi hakkinda bazi
bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanacak olan iki
oligoniikleotid primerin sentezi i¢in kullanilir. Primerler, cogaltilacak tek zincirli DNA
molekiiliindeki tamamlayici diziler ile hibridize olur. Sicakliga dayanikli bir polimeraz,
deoksiniikleotid trifosfat karistmin1 (ANTP; A, C, T, G) kullanarak calisilan DNA’daki
hedef bolgenin sentezini saglar. Polimerazin c¢aligmasi i¢in tampon gorevi yapacak
maddeler ve tuzlar (genellikle Tris ve KCI), ayrica 6nemli olan bir kofaktor olan Mg*

iyonlar1 gereklidir [68].

PZR, DNA ipliklerinin yiiksek sicaklik ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon), sonra
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasim (hibridizasyon), daha sonra da
zincir uzamasini (polimerizasyon), ve bu dongiilerin istenilen belirli sayida
tekrarlanmasina dayanir. Bu {ic adim bir PZR dongiisiinii olusturur. Elde edilecek
tirliniin miktar teorik olarak, bu ii¢ temel basamagin tekrar sayisina baglidir. Olusturulan
DNA zincirlerinin sayist her dongiide iki katina cikar ve yeni zincirler bir sonraki
dongiide kalip gorevi goriirler. Islem sicaklik dongii cihazi (thermocycler) denilen
makinelerde, Onceden dongii sayist ve sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla
otomatik olarak gerceklestirilir (Sekil 2.9). Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik
tan1 ve genetik taramalar gibi diger islemlerde kullanilmak iizere bol miktarda hedef

DNA parcalari elde edilir [68, 69].

[k adimda, ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincir haline getirilir. Bu genomik

DNA; kurumus kan ya da semen gibi adli tip Ornekleri, uzun siire saklanmis tibbi
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ornekler ve tek bir sa¢ teli gibi degisik kaynaklardan elde edilebilir. Cift zincirli DNA,
tek zincirli hale gelene kadar 90-95°C * de belirli bir siire 1sitilir. Sicakhik 50-70°C
arasinda bir degere diisiiriilerek primerlerin tek zincirli DNA’ya baglanmas: saglanir. Bu
primerler 15-30 niikleotid uzunlugunda yapay oligoniikleotidlerdir ve cogaltilacak
DNA’nin sinirlandirilmasi i¢in baslangi¢ noktasi ve bitis noktas1 olarak gorev yaparlar.
Reaksiyon karisimina DNA polimeraz enziminin eklenmesiyle 70-75°C sicakliklari
arasinda DNA sentezi gerceklestirilir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5’ ucundan 3’
ucuna dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli

kopyasini olusturur (Sekil 2.8) [68].
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Sekil 2.8. Polimeraz zincir reaksiyonu basamaklar1 [93]

PZR’den 1iy1 sonu¢ alinabilmesi degisik faktorlere baglhidir. DNA polimerazin iyi
caligabilmesi en etkin oldugu pH’in tiim uygulama boyunca korunabilmesi en 6nemli
faktorlerdendir. Bu amagla genellikle Tris-HCl pH: 8,4 tepkime karisiminda son
degisimi 10mM olacak sekilde kullamlir. PZR karisiminda tek degerli katyonlarin
ozellikle 50-60 mM diizeyinde K" bulunmasinin, ¢ogaltilmay1 énemli dlgiide artirdig
saptanmistir. Yine karistmda 100ug/ml jelatin bulunmasinin da benzer etki gosterdigi

saptanmugtir. Ayrica, magnezyum kloriir (MgCl,) yogunlugunun azaltilmasi ile Taq
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polimeraz dogrulugu artirilabilic. dNTP, DNA ve proteinlerin tiimii Mg iyonuna
baglandiklar1 i¢in her PZR protokoliinde Mg+2 yogunlugunu deneye dayali olarak
ayarlanmalidir. Fazla Mg+2, enzimin Ozgilliigiinii azaltir, az1 ise; enzimin etkisiz

olmasina yol agar [69].

Sekil 2.9. PZR cihazi

2.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin incelenmesinde degisik molekiiler teknikler
bulunmaktadir. Bu tekniklerden biri, PZR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz (RE)
enzimleri ile kesilerek incelenmesidir. Restriksiyon enzimleri, DNA c¢ift sarmalinda
kendilerine 6zgii tanima dizilimini seker ve fosfat omurgasindan keser ve bu sekilde
DNA’y1 degistirmeyi miimkiin kilarlar. Tanima dizileri ¢ogu restriksiyon enzimi i¢in
DNA zincirinin her iki iplik¢iginde de aymidir, bunlar “palindromik diziler” olarak
adlandirilir. Bakterilerin biiyiik bir bolimii bir veya birka¢ tiirde RE sentezler. Esas
gorevleri; disaridan bakteriye giren bazi genleri parcalayarak mutasyonlara engel olmak
ve genetik yonden kararlili@i korumaktir. Bu mekanizma, savunma mekanizmasidir.
Bakteriye 6zgii bu enzimler, cift sarmalli DNA iizerinde 6zgiin bolgeyi tanirlar ve cift
sarmalli DNA’nin her iki zincirindeki fosfodiester bagin1 keserek DNA’y1 iki parcaya
ayirirlar [69].

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri adlandirilirken izole edilen prokaryotun cins

isminin ilk harfi ve tiir isminin ilk iki harfi kullanilir. izosizomerler ise; farkli
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mikroorganizmalardan elde edilip, DNA iizerinde ayni diziyi taniyip kesim yapan

RE’lerdir [69].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak 24 tiroit kanseri, 9 guatr ve 1 hipertiroidi hastasi olan 34
adet deney grubu ve 77 adet kontrol olmak iizere toplam 111 kan 6rnegi kullanilmistir.
Kullanilan kan 6rnekleri Ankara Numune Hastanesi Genel Cerrahi boliimiinden temin
edilmistir. Calisma Oncesi bireylerden ¢alismaya dair onay formlar1 doldurularak izinleri

alinmastir.

Tamponlar ve kimyasal ¢cozeltiler

DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

—Kirmiz1 Kan Hiicreleri Lizis ¢ozeltisi (RBC Lizis ¢ozeltisi): 15 mM amonyum kloriir
(NH4CI), 10mM sodyum bikarbonat (NaHCOs), 0,5 M etilendiamid tetra asetik asit
(EDTA)

—STE c¢ozeltisi: 10mM Tris- hidrojen kloriir (Tris-HCI), 400mM sodyum Kkloriir
(NaCl), 2mM EDTA

—Proteinaz K Cozeltisi (20 pug/ml)

-%10’ luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ¢ozeltisi: 10 gr SDS 100 ml saf su icerisinde

coziilerek hazirlanmistir.

—Fenol: Kloroform: Izoamilalkol Cozeltisi (25:24:1): Fenol 65°C su banyosunda siv1
hale gelinceye kadar beklendikten sonra 500 ml fenol, 480 ml kloroform, 20 ml
izoamilalkol karigimi iizerine 1:1 oraminda 100mM Tris-HC1 pH:7.4 (1000 ml) ilave

edilerek 1yice ¢alkalanir. +4°C' de bir gece bekletildikten sonra kullanilir.

—2M Sodyum asetat (CH3CO,Na.3H,O) Cozeltisi:
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—Stok EDTA 29,2 gr, 160 ml saf su icerisine manyetik karistirici yardimi ile ¢oziiliir,

hacim 200 ml tamamlanir. pH 8,0 olmas1 icin NaOH eklenir, sterilize edilip kullanilir.

—TE Cozeltisi: 10mM Tris-HCI, ImM EDTA

-%95’ ik ve %70’ lik etil alkol ¢ozeltileri

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

—Tagq polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCl, 1 mg/ml

jelatin.

—Magnezyum Kloriir (MgCl,): 25 mM

—Niikleotit Karigimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

—Taq polimeraz: 5 u/ ul

—Primerler: Calismada kullanilan primerler Cizelge 3.1° de verilmistir.



Cizelge 3.1. PZR’ da kullanilan primerler ve niikleotid dizileri

Primer

Niikleotid dizisi 5’-3’

K-ras (1. basamak)

GAAGCTTATGTGTGACATGTCTA
GAAGGATCCTGCACCAGTAATATGCA

K-ras 12. Kodon (Hphl)

CCTGGTGAAAATGACTGAAT
AGGCACTCTTGCCTACGTCA

N-ras (1. basamak)

TAAAGTACTGTAGATGTGGCT
TCACCTCTATGGTGGGATCAT

N-ras 61. Kodon (BstnI)

CAAACTGGTGGTGGTTGGACCA
AGTGGTCCTGGATTAGCTGGAT

H-ras (1. basamak)

GCTGTGGGTTTGCCCTTCAGAT
CTCCAGAGGAAGCAGGAGACA

H-ras 13. Kodon (Haelll)

GCCTGCTGAAAATGACTGAA
CGTCAAGGCATCTTGCCTAGG

H-ras 13. Kodon (Hphl)

TGAGGTTCTTGCAGGTGAGAAA
TGTCAGTGCGCTTTTCCCATCA

Poliakrilamit jel elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler
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—Akrilamid Cozeltisi (% 30): 29,0 gr akrilamid, 1 gr N, N’ metilen-bis-akrilamid 100

ml distile su icerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti Whatman No:1 filtre kdgidindan

gegirilerek siiziilmiis ve 4°C’ de muhafaza edilmistir.

-Tris- Borik asit- EDTA (TBE)Tamponu (5X): 54 gr Tris Base, 27,5 gr borik asit, 20 ml

0.5M EDTA (pH 8.0) maddeleri 1000 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmustir.

—Amonyum persiilfat (AP) (%10’ luk): 10 gr AP 100 ml saf su igerisinde c¢oziilerek

hazirlanmistir.

— Tetramethylethylenediamine (TEMED)

—Etidyum bromiir: 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli siselerde muhafaza

edilmistir.
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Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler
% 1,5 luk 25 ml agaroz jel i¢in

—0,375 gr Agaroz,

—1 x TAE

3.2. Metot

3.2.1. Kan érneklerinin alinmasi

Hasta ve kontrol grubuna ait olan 9 ml kan 6rnegi 1 ml 0.5M EDTA bulunan tiiplere

alinmastir.
3.2.2. Kan orneklerinden DNA izolasyonu

Icerisinde 1 ml 0.5 M EDTA bulunan tiiplere alinan 9 ml kan 6rnegi iyice karigtirilmis
ve 50 ml' lik santrifiij tiipiine aktarilmistir. Uzerine 25 ml RBC lizis ¢ozeltisi (1: 2,5
oraninda) ilave edilmis ve yaklasik 15 dakika buz icerisinde renk iyice koyulasincaya
kadar bekletilmistir. Ornekler daha sonra +4°C, 4000 rpm' de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij edildikten sonra iistteki siv1 kistm atilmis ve bu isleme tiim kirmizi
kan hiicreleri parcalanana kadar devam edilmistir. Kirmizi kan hiicreleri parcalandiktan
sonra kalan beyaz kan hiicreleri iizerine 20 pl Proteinaz K, son hacmi %0,5 olacak
sekilde %10' luk SDS ve toplam hacmin 2,5 kati1 olacak sekilde STE cozeltisi ilave
edilmis ve bir gece 56°C sicakligindaki su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra
orneklerin iizerine 1/1 oraninda fenol: kloroform: izoamilalkol karistmindan ilave
edilerek 10 dakika iyice karistirlmustir.  Ornekler 15 dakika buza gomiilerek
bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler +4°C, 4000 rpm' de 15 dakika santrifiij edilmis ve
tistteki s1v1 kisim bagka bir tiipe aktarilmistir. Sivi kismin iizerine hacmin 1/10'u kadar
2M sodyum asetat ve toplam hacmin 2 kati kadar da %95' lik etanol ilave edilmistir.

Tiipler hafif bir sekilde alt iist edilerek karistirtlmis ve DNA goriiniir hale getirilmistir.
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Daha sonraki asamada DNA oOrnekleri -20°C' de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin +4°C'
de 4000 rpm' de 15 dakika santrifiij edilmis ve siv1 kistm atilmistir. DNA dip kisimda
cokiintii halinde elde edilmistir. Cokiintii halindeki DNA iizerine 20 ml %70' lik etil
alkol ilave edilerek +4°C, 4000 rpm' de 15 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim atilmis
ve DNA iizerine 20 ml %95' lik etanol konularak +4°C' de 4000 rpm' de 15 dakika tekrar
santrifiij edilmistir. Daha sonra ise alkoliin uzaklagmasi i¢in Ornekler kurutulmustur.
Kurutulan DNA 6rnekleri tizerine 300 pl TE cozeltisi ilave edilmis ve bir gece 37°C’

deki su banyosunda bekletilerek DNA' nin ¢oziinmesi saglanmistir.

3.2.3. K-ras, N-ras ve H-ras genlerindeki mutasyonlarin polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) ile analizi

K-ras geninin 1. ekzonunun cogaltilmasi i¢in PZR programi

1. Asama

92°C ’de 1 dk 4 sn

50°C *de 35 sn 15 dongii
72°C *de 1 dk 25 sn

2. Asama

92°C’de 15 sn

50°C’de 15 sn 30 dongii

72°C’de 30 sn



N-ras geninin 2. ekzonunun cogaltilmast icin PZR programi

1. Asama

92°C ’de 1 dk 4 sn

50°C *de 35 sn 15 dongii
72°C *de 1 dk 25 sn

2. Asama

92°C’de 15 sn

50°C’de 15 sn 30 dongii
72°C’de 30 sn

H-ras geninin 1. ekzonunun cogaltilmast icin PZR programi

1. Asama

92°C ’de 1 dk 4 sn

55°C ’de 35 sn 15 dongii
72°C *de 1 dk 25 sn

2. Asama

92°C’de 15 sn

55°C’de 15 sn 30 dongii

72°C’de 30 sn

61
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PZR islemi i¢in 5 pL Taq tamponu (10x), 4 uL MgCl,, 1 uL dNTP, 0,5 pL primer, 1 uLL
DNA o6rnegi ve 0,1 uL Taq enzimi ilave edilmis ve reaksiyon hacmi distile su ile 50 pL’
ye tamamlanarak reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisim PZR cihazina

(Biometra) yerlestirilerek analiz yapilmistir.

3.2.4. K-ras, N-ras ve H-ras genlerindeki mutasyonlarin restriksiyon endoniikleaz

enzimi ile kesimi

10uL. PZR fiiriinii, 10 Unit restriksiyon endoniikleaz enzimi ve enzim tamponu ile

karistirilmus ve 37°C’ de bir saat bekletilerek kesim yapilmustir.

3.2.5. Restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilen DNA’larin poliakrilamid jel

elektroforezi

Enzim kesim iriinleri %10’luk poliakrilamid jelde 150 V da dikey elektroforezde
yiirtitiilmiistiir. Elektroforez sonucunda jel etidyum bromitle (10 mg/ml) boyanmis ve

UV 151k altinda DNA goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir [84]
3.2.6. Poliakrilamid jel elektroforezi

PZR islemi ve restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim islemi sonucunda elde

edilen iiriinlerin analizleri %10’ luk poliakrilamit jel kullanilarak yapilmistir.

Elektroforez camlarinin hazirlanmasi

Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra distile su ile durulanmistir. %70’lik
alkolle temizlenmis ve kurulanmistir. Daha sonra 1 mm’ lik spacerlar
yardimiyla arada 1 mm bosluk birakilmast saglanmis ve kiskaclarla

sabitlenmistir.
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%10’ luk poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Stok olarak hazirlanan %30’luk akrilamid, Bis-akrilamid soliisyonundan 20
ml, 5X TBE tamponundan 10 ml, 500uL %10’luk Amonyum Persulfat
(Sigma, ABD) ve 20 ml distile su bir beherde manyetik karistirict yardimai ile
karistirildiktan sonra iizerine, 20 pl TEMED ilave edilmis ve hazirlanan
camlarin arasina dokiilmiistiir. Yiikleme yapilacak hazneleri olusturmak iizere
uygun taraklar takilarak donmasi beklenmistir. Jelin polimerlesmesinden ve
taraklarin ¢ikarilmasindan sonra camlar dikey jel elektrofezine yerlestirilmis
(Scie-Plus Vertical Electrophoresis) ve lizeri 1x TBE tamponuyla
doldurulmustur. Orneklerden 15 pl kuyucuklara yiiklenerek 150 V, 15 mA’

de, sogutma yapilmaksizin 4 saat akima tabi tutulmustur [85].

Elektroforez islemi sonucunda jeller etidyum bromitle (10 mg/ml) boyanmis ve UV 151k

altinda DNA goriintiileme cihazinda (Biometra, Germany) goriintiilenmigtir [85].
3.2.7. Agaroz jel elektroforezi

PZR fiiriinlerinin yiiriitilmesinde % 1,5 ‘luk agaroz jel kullanilmistir. 0,375 gr tartilan
agaroz, 25 mL IXxTAE icerisinde, mikrodalga firin icerisinde, kaynatilarak, 4pL
etidyumbromit eklenerek karistirildiktan sonra hazirlalan jel, agaroz jel elektroforez
tankina (BIOMETRA) dokiilerek sogumaya birakilmistir, soguduktan sonra 1xTAE
tamponu icerisinde, 10 pL. PZR iiriinii yiikleme tamponu ile karistirilarak agaroz jele
yiikklenmistir. 80 V da 15 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiiriitilen DNA’larin goriintiilenmesi,

DNA goriintiileme cihazinda (Biometra BioDoc Analyze) UV 1sik altinda yapilmigtir.
3.2.8. Konsantrasyon ve saflik tayini

NanoDrop spektrofotometresi ile 260 nm de oSl¢iimler yapilmistir. Buna gore Ajeo. |

oldugunda DNA miktart 50 pg/ml ‘dir. DNA safligt Asso / Azgo = formiilii ile
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hesaplanmistir. Elde edilen deger 1,8’e esitse saf DNA elde edildigine karar verilmistir
[85].

3.2.9. Sterilizasyon

Steril kullanilmasi1 gereken tiim tampon ve ¢ozeltiler 121°C’* de 1 atm basingta 20 dakika

sterilizasyona tabi tutulmustur.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. K-ras Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Kontrol ve hasta gruplarina ait kan orneklerinden DNA’lar izole edilmistir. Elde edilen
DNA ‘larin safliklar1 ve yogunluklar1 spektrofotometre de materyal ve metot boliimiinde

belirtildigi sekilde olciilmiistiir.

Konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra herbir 6rnege K-ras primerleri ile 1. ekzonunda
12. kodona polimeraz zincir reaksiyonu yapilmistir. Daha sonra herbir polimeraz zincir
reaksiyonu Uriiniinden 1 pL alarak ikinci grup primerler ile ikinci asama polimeraz

zincir reaksiyonlart gerceklestirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda elde edilen iiriinler poliakrilamid jel elektrorez
cithazinda (BIOMETRA) yiiriitiilmiistiir. Jeller etidyumbromiir ile boyandiktan sonra UV
151k altinda goriintiilenmistir (Sekil 4.1).

Cogaltilan bolgelerdeki mutasyonlar belirlenmek i¢in elde edilen 80 bp lik K-ras
polimeraz zincir reaksiyonu iiriinii Hphl enzimi ile kesilmistir. Kanserli ve kontrol

orneklerin her birinin enzim tarafindan kesildigi gézlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. K-ras geninin 1. ekzonunun PZR sonucu, k: kanserli 6rnek, n: normal ornek,
m: marker
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Sekil 4.2. K-ras geninin PZR iiriintiniin Hphl enzimi elektroforezi, k: kanserli 6rnek n:
normal ornek, m: marker, p: pzr iirlinii kesim enzimi eklenmemis

4.2. N-ras Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Kontrol ve hasta gruplarina ait kan 6rneklerinden DNA ‘lar izole edilmistir. Elde edilen

DNA ‘larin safliklar ve yogunluklar1 spektrofotometre ile olctilmiistiir.

Konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra herbir érnege N-ras geninin 2. ekzonunda 61.
kodona N-ras primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu yapilmistir. Daha sonra herbir
polimeraz zincir reaksiyonu iirliniinden 1 pl. alinarak ikinci grup primerler ile ikinci

asama polimeraz zincir reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonlari sonrasinda elde edilen iiriinler poliakrilamid jel elektrorez

cihazinda (BIOMETRA) yiiriitiilmustiir. Jeller boyandiktan sonra UV 1sik altinda
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goriintiilenmistir (Sekil 4.3).

Cogaltilan bolgelerdeki mutasyonlar belirlenmek icin N-ras geninin elde edilen 80 bp
polimeraz zincir reaksiyonu iiriinii Bstnl enzimi ile kesilmistir. Orneklerin herbirinin

enzim tarafindan kesildigi gozlenmistir (Sekil 4.4).

MKKNNNNKKKNNNNNNN N

)

80 hpa— HHHHHHH“HLJ Lalkd

Sekil 4.3. N-ras geninin 2. ekzonunun PZR sonucu, k: kanserli 6rnek, n: normal ornek,
m: marker
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Sekil 4.4. N-ras geninin PZR {iriiniintin Bstn1 enzimi elektroforezi, k: kanserli 6rnek m:
marker, p: PZR iiriinii kesim enzimi eklenmemis

4.3. H-ras Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Kontrol ve hasta gruplarina ait kan orneklerinden DNA lar izole edilmistir. Elde edilen

DNA ‘larin safliklar ve yogunluklar1 spektrofotometre ile dlciilmiistiir.

Konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra herbir 6rnege H-ras geninin 1. ekzonunun 13.
kodonundaki mutasyonlari arastirmak icin H-ras primerleri ile polimeraz zincir
reaksiyonu yapilmistir. Daha sonra herbir PZR iirliniinden 1 pL alinarak ikinci grup

primerler ile ikinci asama PZR ler gerceklestirlmistir.

PZR sonrasinda elde edilen iiriinler poliakrilamid jel elektrorez cihazinda yiiriitiilmiistiir.
Jeller boyandiktan sonra UV 1s1k altinda goriintiilenmistir. Sartlar ¢ok farkli sekilde

optimize edilmesine ragmen amplifikasyon gerceklesmedigi goriilmiistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. H-ras geninin 1. ekzonunun PZR sonucu

Bu calismanin amaci, toplam 111 Ornekteki ras-onkogen geninin cogaltilarak 1. ve 2.
ekzonlarda 12, 13 ve 61 kodonlarda olusabilecek muhtemel mutasyonlarin Tiirk tiroit
kanserli hastalarda varligin polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmi ile incelenmesidir. incelenen kontrol ve hastalarin DNA’lar1 ¢ogaltilarak
bu kodonlara ozgii restriksiyon enzimleri ile polimeraz zincir reaksiyonu {iiriinleri
kesilmigtir. Mutasyon varlignt DNA’lardaki kesim yerlerinde mutasyon kesimin
engellenmesine neden olarak gozlenebilmektedir. Fakat bizim biitiin 6rneklerimizin

Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinleri enzimlerle kesilmistir.

Tiroit tiimorlerdeki H-Ras, K-Ras ve N-Ras yaygin gen degisimleri, kanserlesme ve
histoloji agisindan halen tartisma konusudur. Metodoloji ve histolojik siniflandirmadaki

farkliliklar, farkli sonuglara onciiliikk etmektedir.

Elde edilen DNA 6rneklerine uygulanan PZR sonucunda 24 kanserli 6rnegin hi¢ birinde



Ras onkogen mutasyonuna rastlanmamustir.
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5. TARTISMA

Ras ailesi genleri (H-ras, K-ras, ve N-ras) GDP’ ye bagh aktif olmayan formu ve GTP’
ye bagl aktif formu arasinda doniisen 21 kDa’ luk GTP baglayici proteinleri kodlar.
P21™ proteinleri hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini kontrol eden sinyal iletiminde
onemli bir role sahiptir. Ras genleri genellikle, GTPaz bolgesini iceren 12. ve 13. kodon
ve GTPaz bolgesini etkileyen 61. kodonda ki kritik pozisyonlardaki amino asitleri
etkileyen nokta mutasyonlar ile aktive olur. Cesitli amino asit degisimleri mutant
proteinin Ozellikle GTP baglama giiciinii ve GTPaz aktivitesini etkileyebilir. Buna
ragmen, bu degiskenlerle yapilan fare deneylerinde olciilen protein onkogenitesinin

kanserle dogrudan bir iliskisinin olmadig1 gézlenmistir [84].

ras onkogenleri, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi ve farklilasmasinda anahtar
bilesenlerdendir. Insan tiimérlerinin %35’ yakininda, kurucu olarak aktive olmus,
degisime ugramis Ras onkogenleri, doku tiplerine bagli olmak kaydiyla degisik
formlarda (H-ras, K-ras, N-ras) goriilmislerdir. Bircok c¢alisma, insan tiroit
timorlerindeki ras degisimlerini gostermis ve aktive olmus ras’ 1n tiroit kanserlerindeki
yeri in vivo ve in vitro deneylerde gosterilmistir. Ancak, degisik tiroit timorlerindeki
degisime ugramis ras formlar1 ve degisimin histoloji, epidemoloji ve habislesmeyle bagi

konusunda bir¢ok farkli bulgu rapor edilmistir [88].

Yakin zamanda yapilan bir calismada, bir seri iyi huylu ve kotii huylu tiroit 6rneginden
K-ras, H-ras ve N-ras’in 12. ve 13. kodonlarinin GTP baglanma bolgelerindeki ras
mutasyonlarinin varhigini gostermek i¢in yapay RFLP-PZR yaklasimi kullanilmistir. Bu
teknikle, radyoaktif materyal kullanimi gerektirmeksizin analiz edilen gen kopyalarinin
%5’inde mutant allel hizli bir sekilde tespit edilir. Bu hassas yontemle iyi huylu tiroit
orneklerinde, (nodiiler guatr ve folikiiler adenomlar) kétii huylu tiimoérlerle (folikiiler,
papiller ve ozellikle anaplastik karsinomlar) kiyaslandiginda nokta mutasyonu sikliginin
daha az oldugu goriilmiistiir (Cizelge 5.1). Hiperplastik guatrlarin taranmasiyla 10

ornegin birinde 13. kodonda aktive olan K-ras onkogenine rastlanmistir [84]. Namba ve
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arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, 19 multinodiiler guatrin 4 ’iinde H-ras geninin 12.

kodonunda mutasyon oldugunu rapor etmistir [84].

Cizelge 5.1. Iyi huylu ve kotii huylu tiroit orneklerinde ras mutasyonlarinin
karsilastirilmasi [84]

Ornekler Siklik Ras geni Kodon
Multinodiiler Guatr 1/10 K-ras 13
Folikiiler Adenom 0/10
Folikiiler Karsinom 2/10 N-ras 12
12
Papiller Karsinom 4/15 N-ras
13
K-ras 12
Anaplastik Karsinom 8/13 K-ras 13
N-ras 12

Daha onceden yapilan calismalarda 10 folikiiler adenomdan higbirinde aktive olmus ras
onkogenine rastlanmamistir [67, 84]. Benzer olarak baska bir c¢alismada Ras

mutasyonuna rastlamamiglardir [63, 84].

Bu olumsuz sonuglarin tersine, arastiricilar tiroit tiimorlerinde anlamli ras mutasyonlari
gormektedir. 8 makrofolikiiller adenomda yapilmis bir calismada, hi¢bir mutasyon
bulamamistir; fakat 16 mikroadenomun 8’inde (¢cogu H-ras ve N-ras geninin 61.
kodonunda olmak iizere) cesitli ras mutasyonlari bulmustur [65]. Yapilan farkli bir
calismada 24 mikrofolikuler adenomun 6’sinda mutasyonlara rastlamistir; fakat bunlarin
cogu H-ras geninin 12. kodonunda Valin degisimi seklindedir [84, 86, 87]. Buna karsin,
farkli bir caligmada taranan mutasyonlarin ¢ogunun K-ras ve N-ras geninin 12.

kodonunda oldugu tespit edilmistir [84, 88].

Son yillarda ras mutasyonlar: ile yapilan calismalarda elde edilen sonuglar Cizelge 5.2

"de toplanmustir.
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Cizelge 5.2. ras mutasyonlari ile ilgili yapilan calismalar ve sonuglar1 [63, 65, 84, 86,

88]
Mutasyon (Calisilan 12. 13. 61.
Sayisi Ornek Sayis1 [Kodon Kodon |Kodon
Karga ve arkadaglar 3 37 2| - 1
Namba ve arkadaglari 13 60 11 | - 2
Lemoine ve arkadaslari 25 66 10 1 14
Suarez ve arkadaslari 16 28 11 2 3

Ozetle, bu sonuglar ras geninin tiroit tiimdrii olusumunda muhtemelen erken bir evrede
rol oynadigin1 desteklemektedir. Bizim ¢alismamizda, diger arastiricilarin aksine, ras

protoonkogeninin 12., 13., ve 61. kodonlarindaki mutasyonlara rastlanmamuistir.
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