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TESEKKUR

“Tiroid nodiilii ve farkl tipte tiroid karsinomu olan hastalarda ve Cushing’s sendromu olan
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projesinin yiiriitiilmesi siiresince degerli yardimlariyla ve katkilariyla destek olan Prof. Dr.
Fahri BAYRAM' a, Prof. Dr. Giilden Baskol’e, Yrd. Dog. Dr. Zuhal Hamurcu’ya, Uzm.Dr.
flkay Cakir’a, Ars. Gor. Dr. Nazmiye Bitgen’e ve Doktora dgrencisi Fatma Sahin’e sonsuz
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Tiroid nodiilii ve farkh tipte tiroid karsinomu olan hastalarda ve Cushing’s sendromu

olan hastalarda mikronukleus siklig1 ve 8-OHdG diizeylerinin arastirilmasi

OZET

Tiroid kanserleri, tiim kanserlerin %1-2’sini olusturmasina ragmen, son yillarda insidansi
hizla artan en sik endokrin kanserlerinden biridir. Bu calismanin amaci, tiroid nodiilii ve farkl
tipte tiroid karsinomu olan hastalarda ve Cushing’s sendromu olan hastalarda, salgilanan
farkli hormonlarin DNA hasar {izerine etkisini Sitokinez-bloke mikroniikleus (Cytokinesis-
Block Micronucleus Cytome; CBMN) ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)
yontemlerini kullanarak arastirmaktir.

Calismada, yeni teshis konulmus ve herhangi bir tedavi almamis 20 nodiiler guatr, 12 tiroid
kanserli ve 10 Cushing’s sendromlu hasta ile hastalarla benzer yas ve cinsiyette toplam 20
saglikli bireyin kan ¢rnekleri analiz edilmistir.

Tiroid kanserli, nodiiler guatrli ve Cushing’s sendromlu hastalarin MN sikligi ve 8-OHdG
seviyeleri kontrol kisilerin MN sikligt ve 8-OHAG seviyeleri ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (sirasiyla; p<0.01, p<0.05 p<0.05). Ayrica, tiroid
kanserli hastalarda, I-131 tedavisinden sonra MN frekansi ve 8-OHdG seviyelerinin arttig1 ve
tedaviden bir y1l sonra da azaldig1 gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, nodiiler guatr ve Cushing’s sendromlu hastalarda artan kromozomal ve
oksidatif DNA hasar parametreleri, bu hastalarda ileride gelisebilecek olast kanser riski ile
iliskili olabilir. Bu nedenle, nodiiler guatr ve Cushing’s sendromlu hastalarin kanser riski

acisindan uzun siireli olarak takip edilmesi 6nemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tiroid kanserleri, Tiroid nodiilii, Cushing’s Sendromu, Mikronukleus, 8-

OHJdG, I-131 tedavisi.
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The investigation of the micronucleus frequency and the levels of 8-OHdG in patients
with different types of thyroid cancer and thyroid nodules and in patients with
Cushing's syndrome

ABSTRACT

Thyroid cancers represent a 1 to 2 % of all human cancers; however, it is the most frequent
endocrine neoplasia with incidence is rising rapidly in recent years. The aim of this study was
to investigate such effects in patients with different types of thyroid cancer and thyroid
nodules and in patients with Cushing's syndrome by using the Cytokinesis-Block
Micronucleus (CBMN) and 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) assay methods.

The study was carried out using blood samples of untreated 20 with nodular goiter, 12 with
thyroid cancer and 10 with Cushing’s syndrome in addition to total 20 age- and sex-matched
healthy controls.

When compared with control subjects, statistically significant differences in micronucleus
(MN) frequency and 8-OHdG levels were observed in patients with thyroid cancer, nodular
goiter and Cushing’s syndrome (respectively, p<0.01, p<0.05 p<0.05). In addition, MN
frequency and 8-OHdG levels were significantly increased after I-131 therapy and decreased
after one year of therapy in patients with thyroid cancer.

In conclusion, the increase in chromosomal and oxidative DNA damage may predict an
increased risk of malignancy in patients with nodular goiter and Cushing’s syndrome. Thus,
long-term follow-up of patients with nodular goiter and Cushing’s syndrome will be necessary
to establish the cancer risk in these patients.

Key words: Thyroid cancers; thyroid nodules; Cushing's syndrome; Micronucleus; 8-OHdG;

I-131 therapy.
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KISALTMALAR

: Cytokinesis-Block Micronucleus; Sitokinez Blok Mikroniikleus
: Sitokalazin B

: Dimetil siilfoksit

: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin

: Deoksiriboniikleik Asit

: Folikular tiroid karsinoma

: Mikroniikleus

: Kromozom aberasyon

: Kardes kromatid degisimleri

: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Testi
: Phytohemagglutinin; Fitohemaglutinin
: Papillar tiroid karsinoma

: Reaktif oksijen tiirevleri

: Radyoaktif iyot
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1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM:

Tiroid kanserleri, tiim kanserlerin %1-2’sini olusturmasina ragmen, son yillarda insidansi
hizla artan en sik endokrin kanserlerinden biridir (1-3). Iyot eksikligi, radyasyona maruz
kalma, endemik ve sporadik guatr, benign tiroid nodiilleri, ailesel ge¢mis, Graves gibi bazi
tiroid hastaliklar1 ve ¢esitli onkogenler (ras, braf, trk, met ve RET gibi) tiroid kanserlerinin
gelismesi i¢in Onemli faktorlerdir (1, 4, 5). Tiroid hormonlarinin biyosentezi icin reaktif
oksijen tiirevlerinden (ROT) olan H,0O,’e gereksinim vardir. Tiroid nodiilleri, guatr, Graves
gibi endokrin hastaliklarinda ve tiroid kanserlerinde, tiroid hormon sentezinin oksidatif
dogasindan kaynaklanan ve buna ilave olarak iyot eksikliginden de kaynaklanan oksidatif
stresin etkili oldugu belirtilmektedir (6, 7).

Oksidatif stres, farkli mekanizmalar ile DNA’da hasarlanmalara yol agmakta ve DNA’nin
instabilitesini (kararliligini) etkilemektedir (8). 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)
Olciimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte olup
oksidatif DNA hasarini belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemdir (8-10). Sitokinez-blok
mikronukleus (CBMN) testi de DNA hasarinin bir gostergesi olarak kabul edilmekte ve
kromozom hasarlarini tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (11, 12).

Yapilan calismalarda, artmis DNA hasar ile kanser gelisimi arasinda bir korelasyon oldugu
belirtilmektedir. Fakat tiroid kanserleri ve DNA hasari ile ilgili calismalarin sonuglar1 birbiri
ile celigkili olup bazi calismalarda DNA hasarinin arttigi, bazi ¢caligmalarda ise herhangi bir
degisiklik olmadigi bulunmustur (2). Bununla birlikte DNA hasar1 ve tiroid kanserleri
arasindaki iliskiyi kesin olarak gosteren bir calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda, tiroid nodiilii ve farkli tipte tiroid karsinomu olan hastalarin periferik kan
lenfositlerinde mikronukleus (MN) siklig1 (CBMN testi ile) ve plazmalarinda oksidatif DNA

hasar1 (8-OHdG ol¢iimii ile) degerlendirilerek, hem tiroid nodiil olusumu ile hem de farkli
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tipte tiroid karsinomlar1 ile DNA hasar1 arasinda bir iliskinin olup olmadig1 tespit edilmeye
calisilacaktir.

Radyoaktif iyot (I-131) tedavisi 1942’lerden beri hipertroidizm ve tiroid kanserleri gibi bir¢ok
tiroid hastaliklarinin tedavisinde etkili ve giivenilir bir tedavi sekli olarak kullanilmaktadir
(13, 14). Radyoaktif I-131 tedavisinin hastalar iizerinde olumlu etkisinin olmasi yan sira, bazi
olumsuz yan etkileri de bulunmaktadir. Ciinkii tedavi sirasinda normal dokular da radyasyona
maruz kalmakta ve bu durum cesitli komplikasyonlara yol acmaktadir. Iyonize radyasyon
olan, I-131’in terapatik kullaniminin, DNA’da hasarlanmalara hatta hiicre 6liimlerine bile yol
actig ileri sitiriilmektedir (2, 13). Ancak, I-131 tedavisi ve DNA hasar ile ilgili sinirli sayida
calisma bulunmaktadir ve bu ¢alisma sonuglarinin da birbiri ile geligkili oldugu goriilmektedir
(15, 16).

Ayrica, ¢calismamizda 1-131 tedavisi alan hastalarda, tedaviden sonra hastalarin periferik kan
lenfositlerinde MN sikligi (MN testi ile) ve plazmalarinda oksidatif DNA hasar1 (8-OHdG
Olctimii ile) degerlendirilerek, I-131 tedavisinin DNA {izerine etkileri arastirilacaktir.
Cushing’s Sendromu devamli patolojik hiperkortizolemi sonucunda ortaya c¢ikan bir hastalik
tablosudur. Bu stresin  DNA onarimi ve/veya apopitozda degisikliklere yol acarak
karsinogeneze zemin yarattifi One siiriilmektedir (17, 18). Ayrica, stres hormonlarindan
ozellikle kortizol ve noradrenalinin DNA hasari artirabilecegi de bildirilmektedir (19). Fakat
Cushing’s Sendromu’nda DNA hasari ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Endojen ya
da inatrojenik olarak kortizol salintminin arttig1 ve sirkadiyen ritminin bozuldugu Cushing’s
Sendromunda da, hem periferik kan lenfositlerinde MN sikli§i incelenerek, hem de

plazmalarinda 8-OHdG diizeyleri 6lciilerek DNA hasarinin arastirilmasi amaglanmaistir.
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2.GENEL BiLGILER

Tiroid kanserleri, tiim kanserlerin %1-2’sini olusturmasina ragmen, son yillarda insidansi
hizla artan en sik endokrin kanserlerinden biridir (1-3). Tirod kanserlerin goriilme sikligi
erkek: kadin icin 1:3 oranindadir. Tiroid kanserlerinin ¢ogu tiroid folikiiler hiicrelerden
kaynaklanir (3). Tiroid kanserleri, papiller, folikular, medullar ve anaplastik olmak iizere 4
farkli formda olusmaktadir (1, 3). Bunlar arasinda en sik rastlanilan formu papillar tiroid
karsinomodur (PTC) ve yaklasik tiim tiroid kanserlerinin %80’nini olustururlar (1, 3).
Folikular tiroid karsinomu (FTC) en yaygin ikinci tiroid kanser tipidir ve tiim tiroid
kanserlerinin %15’ini olusturur. PTC tiroid folikiiler hiicrelerden koken alirken, FTC ya
dogrudan tiroid epitel (folikiiler) hiicrelerden ya da daha dnceden var olan benign folikiiler
adenomdan olusur. Hem PTC hem de FTC iyi farklilasmis (diferansiye) kanserlerdir.
Anaplastik tiroid karsinomlar1 az farklilasmis epitelyal kdkenlidir ve tiim tiroid kanserlerinin
%1-2’sini olustururlar. Medullar karsinoma tiim tiroid kanserlerinin yaklasik %3’ nii
olustururlar ve parafolikiiler C hiicrelerinden orjinlenirler (3). Iyot eksikligi, radyasyona
maruz kalma, endemik ve sporadik guatr, benign tiroid nodiilleri, ailesel gecmis, Graves gibi
bazi tiroid hastaliklar1 ve cesitli onkogenler (ras, braf, trk, met ve RET gibi) tiroid
kanserlerinin gelismesi i¢in 6nemli faktorlerdir (1, 4, 5).

Endokrin hastaliklariin genel nedeni tiroid fonksiyonundaki degisikliklerdir (20). Normal bir
tiroid fonksiyonu tiroid hormonlarinin sentezi icin gerekli bir iz element olan iyotun varligina
baghdir. Ciinkii iyot tiroit hormonu trioksinin (T4) sentezi i¢in major bir substrattir (5, 21).
Iyot eksikliginde en sik goriilen klinik belirtilerden biri endemik (bolgesel) guatr olarak
bilinen tiroid biiyiimesidir. Tiroid biiylimesi daha sonra tiroidin nodular transformasyonuna

yol agabilir (21).
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Tiroid hormonlarinin biyosentezi i¢in reaktif oksijen tiirevlerinden (ROT) olan H,O;‘e
gereksinim vardir. Ciinkii tiroid hormonu olan trioksin (T4)’nin sentezinde triglobine iyot
atomunun baglanmas1 H,O;’i gerektirir (6, 21, 22). Tiroid nodiilleri, guatr, Graves gibi
endokrin hastaliklarinda ve tiroid kanserlerinde, tiroid hormon sentezinin oksidatif dogasindan
kaynaklanan ve buna ilave olarak iyot eksikliginden de kaynaklanan oksidatif stresin etkili
oldugu belirtilmektedir (6, 7).

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA’da baz ve seker modifikasyonlari, tek ve cift
zincir kiariklart (kromozom kiriklar1), DNA-protein capraz baglanmasi gibi bir takim
lezyonlara neden olarak hasara yol actig1 bilinmektedir (8).

ROT’lar DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar iiriiniiniin olusmasina yol agar (23). Bu
hasara ugrayan bazlar arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), oldukca duyarh ve
en sik karsilasilan oksidatif DNA hasariin gostergesidir (8-10). Modifiye bir baz olan 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin, DNA’da guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikalinin
baglanmasi sonucu olusur. DNA replikasyonu sirasinda G-C’den A-T’ye doniisiime neden
olarak mutasyona egilimi artirir (8-10) ve bu bilesigin DNA’y1 tamir edici enzimler tarafindan
ortadan kaldirilmasi da yeni hatalara sebep olur (24). Bu nedenle 8-OHdG 6l¢iimii, DNA’daki
oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte olup oksidatif DNA hasarin
belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemdir (8-10).

Sitokinez-blok mikronukleus (CBMN) testi, insan periferal kan lenfositlerde mikronukleus
(MN) frekansim1 degerlendirmek ic¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (12, 25, 26). MN,
kromozom pargalarin1 ya da boliinen hiicrelerde anafazda geri kalma sonucu olusan tam
kromozomlari igerebilir. Boliinen hiicrelerde MN, tamir edilemeyen ya da yanlis tamir edilen
DNA lezyonlarindan, mitoz boliinme sirasindaki kusurlardan kaynaklanan hatali kromozom
ayrilmalarindan olusur. Bu olaylara ise oksidatif stres, cesitli mutajenik ajanlara maruz kalma,
hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarindaki genetik hatalar, DNA tamir genlerindeki kusurlar ve
beslenme bozukluklar1 neden olmaktadir (27).

DNA hasar ile kanser gelisimi arasinda bir iliskinin oldugu rapor edilmistir (2). Tiroid
kanserlerinde DNA hasarini arastiran ¢cok az ¢alisma bulunmaktadir ve sonuclari da birbiri ile
celigkilidir (28, 29). Bunlardan, MN sikligin1 arastiran iki ¢alismada tiroid kanserli hastalarla
(hangi tipi oldugu belirtilmemis) kontrol grubu arasinda MN frekansi agisindan bir fark
olmadig1 (30, 31), bir ¢calismada ise tiroid kanserli hastalarda MN sikliginin kontrollere gore
onemli Olgiide arttigr bulunmustur (2). Tiroid kanserli hastalarda oksidatif DNA hasarim (8-

OHAG igerigini) arastiran herhangi bir ¢calismaya da rastlanilamamaistir.
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Radyoaktif iyot (I-131), tiroid kanserli hastalarin tedavisinde kullanilan en yaygin tedavi
yontemlerinden biri olup oldukga etkili ve giivenilir bir tedavi seklidir (13, 14, 15, 32). I-
131’le tedavinin avantajlart olmasina ragmen, dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ciinkii
radyoaktif iyot, bir iyonize radyasyondur. Hastalara verilen I-131 tirod hiicreleri tarafindan
alinir ve iyot-tironin olarak depo edilir (14). Dolayisiyla I-131 tedavisi sirasinda normal
saglikli hiicrelerde radyasyona maruz kalmaktadir ve bu alan da doku yikimi goriilmektedir
(14, 15). Iyonize radyasyon, tek ve ¢ift zincir kiriklarini igeren, kromozom kiriklarina neden
olan ve niikleotid degisimlerine yol agan ¢esitli DNA hasarlarina sebep olur. Ayrica, iyonize
radyasyon, serbest radikallerin olusumuna, mitozun gecikmesine ve dnlenmesine apopitozun
indiiklenmesine yol acar. Iyonize radyasyonun bu etkilerinden dolay, I-131 tedavisi alan tiroid
kanserli hastalarda, I-131’in DNA hasar1 {izerine etkileri farkli yontemler (kardes kromatid
degisimi, comet assay, kromozom aberasyonlar1) kullanilarak arastirnllmistir. Ancak, bu
caligmalar sinirli sayida olup ¢eliskili sonuglar rapor edilmistir (14, 15, 33). I-131 tedavisinin
MN siklig1 iizerine etkisi ile ilgili birka¢ ¢alisma bulunmakta ve bu calisma sonuglari da
birbiriyle celismektedir. Monteiro ve ark (13) tiroid kanserli 19 hastanin I-131’le tedavi
edilmeden Once ve tedaviden 1 ay ve 6 ay sonra periferal kan lenfositlerinde MN sikligim
incelediklerinde, 1 ay ve 6 ay sonra MN sikliginin arttigin1 bulmuslardir. Gutierrez ve ark
(16), tiroid kanserli hastalarin terapiden (I-131) once ve terapiden 1 hafta, 6 ay ve 1 yil sonra
ki MN sikligim1 arastirdiklarinda, terapiden sonra MN sikliginin arttifini, terapiden 1 hafta
sonra bu artisin maksimuma ulastigini zaman gectikce MN sikliginin azaldigimi bulmuslardir.
Oysa, Federico ve ark (34) I-131 tedavisi alan tiroid kanser hastalarinda, tedavi almadan
onceki MN frekans: ile tedavi aldiktan 24 ve 48 saat sonraki MN frekansi1 arasinda fark
olmadigimi gostermislerdir. Joseph ve ark. (2) I-131 tedavisi alan tiroid kanserli hastalarda
tedaviden Once ve tedaviden lay ile 126 ay degisen siirelerde alinan kan 6rneklerinde MIN
sikligim1 aragtirmiglardir. Hastalardan farkli araliklarla alinan kan Orneklerinde MN
frekansinin degismedigini ve radyoaktif iyot tedavisinin DNA hasarin1 artirmadigim ileri
stirmiislerdir. Radyoaktif iyot tedavisinin oksidatif DNA hasarina yol agip agmadigi ile ilgili
herhangi bir calismaya rastlanilamamustir.

Glukokortikoidler organizmanin homeostazisinin devamini saglamak ve fiziksel ya da
emosyonel strese kars1 organizmay1 hazirlamakla gorevlidirler. Insanlarda ana glukokortikoid
hormon olan kortizol, adrenal bezlerden salinir ve salintminin sirkadiyen ve pulsatil 6zelligi
vardir (35). Cushing’s Sendromu devamli patolojik hiperkortizolemi sonucunda ortaya ¢ikan

bir hastalik tablosudur. Bu stresin DNA onarimi ve/veya apopitozda degisikliklere yol acarak
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karsinogeneze zemin yarattigi one siiriilmektedir (17, 18). Stres hormonlarindan o6zellikle
kortizol ve noradrenalinin DNA hasarini artirabilecegi de bildirilmektedir (19). Endojen ya da
inatrojenik olarak kortizol salimmminin arttifi ve sirkadiyen ritminin bozuldugu Cushing’s
Sendromunda da, literatiir incelemesine gore hem kromozomal DNA hasarin1 hem de

oksidatif DNA hasarini arastiran herhangi bir ¢calismaya rastlanilamamustir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

1. Etiiv (Heto/ Cell Hause 200)

Su banyosu (Thermal)

Vorteks (Janke & Kunkel VF2)

Mikroskop (Nikon Labophot 2 ve Zeiss Primo Star model)
Santrifiij ( ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas terazi (Kern S 2000 ve Ohaus Pioneer)

Derin dondurucu

Buzdolab1

A S N S

Dengeleme terazisi

10. Otomatik pipet

11. Fotomikroskop (Leica DM 2500 )

12. Elisa Cihaz1 (Biotek-Epoch Multi-Volume Spectrophotometer System)
Sarf Malzemeler

1. Hazir Medyum, (Biological Industries, B-01-198-1B) Peripheral Blood Karyotyping

Medium (Complete culture medium w/o phytohemagglutinin),
2. Fitohemaglutinin (Biological Industries, B1-12-006-1H)
3. Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

4. Dimetil siilfoksit, DMSO (Merck)
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Heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat Ila¢c Sanayi)
Giemsa (Merck, 5400512)

KH,PO, (Merck, 9021622)

Na,HPO42H,0 (Merck, K1690176)

A A

Glasial asetik asit (Merck, 247K 18855556)
10. Metanol (Merck, 502K05275408)

11. Ksilol (Merck, 207K037553)

12. Entellan® (Merck, 640171987)

13. Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)

14. KCL (Merck, 340TA611835)

15. Alkol (%96’ 1ik Tekel)

16. Distile su

17. Tuplik

18. Cesitli cam malzemeler

19. Konik tabanli 10mlI’lik steril kiiltiir tiipii
20. Enjektor

21. Cesitli ebatlarda puarlar

22. Pastor pipeti

23. Filtre Kagidi (Whatman Filter Papers 125 mm)
24. Lam (Isolab, 76x26 mm)

25. Lamel (Isolab, 24x32 mm)

26. 8-OHAG Eliza Kiti (NWK- 80HdGO02, Northwest Life Science Specialties, LLC, WA,
USA)

3.2. YONTEM
Calisma Grubu

Bu calisma Ekim 2010 ve Ekim 2013 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Endokrinoloji Poliklinigine basvuran hastalar iizerinde yapildi. Calisma Oncesi Erciyes

Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurul onay alind1 (Etik kurul karar no: 2010/46). Calismada,
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cerrahi disinda herhangi bir tedavi almamis (folikiiler ve papiller) tiroid kanser siipheli 36
hastadan ameliyat Oncesi ve sonrasi kan Ornekleri toplandi. Ancak bu siipheli hastalardan
patoloji sonucu karsinoma (folikiiler ve papiller karsinom) ¢ikan 16 hastadan ameliyet 6ncesi
ve sonrast ve I-131 tedavisi aldiktan 1 hafta, 6 ay ve 1 yil sonrasi, ayrica nodiiler guatri olan
30 hastadan, ekzojen ve endojen Cushing’s tanis1 alip herhangi bir tedavi almamis Cushing’s
sendromlu 20 hastadan ve benzer Ozelliklere sahip 30 saglikli kisiden kan Ornekleri alindi.

Hasta ve kontrol kisilerin yaglari, 18-65 yas aralig1 arasindaydi.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin isim, soy isim, dosya numarasi, yas, cinsiyet, yasadigi

yer, telefon numaralar1 ve operasyon sonrasi patoloji raporlar1 kaydedildi.

Ayrica hasta ve kontrol kisilerin, az miktarda (3 fincan) cay icen, son alti ayda siddetli
enfeksiyon yada viral hastalik gecirmeyen, herhangi bir ila¢ kullanmayan, bilinen genotoksik
kimyasal bir ajana maruz kalmamis olan, farkli bir beslenme aliskanligi olmayan,
hipertansiyon, diyetle regiile diyabet, kalp, kanser gibi herhangi bir hastaligi olmayan ve
ailede de kanser Oykiisii olmayan kisiler olmasina dikkat edildi. Calismaya katilan kisilere

calismanin amaci anlatilarak, yazili onaylar1 alind1 (Ek 1).

CBMN Yontemi

CBMN yontemine gore Ozetle, hastalardan alinan kan 6rnekleri hiicre kiiltiir medyumu iceren
kiiltiir tiiplerine eklendi ve 72 saatlik tam kan Kkiiltiirii yapildi. Kiiltiiriin 44. saatinde
sitokalazin-B (cyt-B) ilave edilerek biniikleer hiicrelerin olusmasi saglandi. 72 saatlik kiiltiir

sonrasi kiiltiir sonlandirilarak preparatlar hazirland1 (12, 36, 37).
1. Kiiltiir Ortaminin (Besiyerinin) Hazirlanmasi

Kullanilan malzemeler ve miktarlari;

Malzeme Miktari
Hazir Medyum 100 cc ( complete culture medium)
Fitohemaglutinin 25¢cc

Besiyeri, steril ortamda 100 cc’lik hazir medyum i¢ine fitohemaglutinin eklenip, elle yavas
bir sekilde bir ka¢ kez karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan medyum yine steril ortamda 5’er
cc olmak iizere steril vidali kapakli konik tabanli kiiltiir tiiplerine boliiniip, 10-15 dakika

laboratuarda bekletildikten sonra -20 °C’ye kaldirildi.
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2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Hasta ve saglikli kisilerin yazili onaylar1 alindiktan sonra, heparinle yikanmis enjektorlere 5
ml periferik kan ornekleri alindi. Ayrica, I-131 tedavisi alacak olan folikiiler ve papiller tiroid
kanserli hastalardan (n=36), tedaviden 1 hafta, 6 ay ve 1 yil sonra da heparinle yikanmis
enjektorlere 5 ml periferik kan 6rnekleri alindi.

3. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 cc medyum iceren kiiltiir tiiplerine steril ortamda,
alinan kan orneklerinin ilk 3-4 damlas1 disar1 atildiktan sonra 12 damla (~0.4 ml) kan ilave
edildi. Tiiplerin iizerine kisi adi yazildi ve her bir kisi icin 2 tiipe ekim yapildi. Tiipler
hafifce karistirilarak 37 °C’ lik etiivde 44. saatte biniikleer hiicre elde etmek i¢in cyt-B

(final konsantrasyonu: 3pg/ml) eklenmek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi.
4. Cikarim Islemleri

MN elde etmek icin kullanilan Fenech (12 ) metoduna gore ve baz1 modifikasyonlarla (37, 38)

cikarim islemleri yapildi.

1. 72 saat inkiibasyondan sonra kiiltiir tiipleri etiivden ¢ikartilarak 1200 rpm’de 6 dakika

santrifiij edildi.
2. Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar iistteki siipernatantlar atildi.

3. Daha sonra tiiplere laboratuvar 1sisinda beklemis olan 0.1 M hipotonik soliisyonundan 6

ml eklenerek 4 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.
4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 1200 rpm’de 6 dakika santrifiij
edildi.

5. Siipernatantlar1 atilip iizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1, metanol:
glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 6 dakika 1200 rpm’de

santrifiij edildi.

6. Siipernatantlar1 tekrar atilip iizerine aym fiksatiften 6 ml ilave edilip, 6 dakika 1200
rpm’de santrifiij edildi.

7. Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak siipernatantlari tekrar atildi ve bir giin
buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.
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5. Preparat Hazirlama

Lamlar temizlenerek i¢inde %70’lik metanol bulunan saleye yerlestirilip soguyuncaya
kadar buzdolabir buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden c¢ikarilan lamlar iyice
kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltiir tiiplerine pipetaj yapilarak hiicre
siispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden (1- 2 cm yukaridan) 9-
10 damla damlatildi. Lamlara hafifce iiflenerek hiicrelerin lam {izerine iyice dagilmasi
sagland1 ve kurumaya birakildi. Her bir kisi icin, bir kiiltiir tiipiinden 2 tane olmak iizere
toplam 4 preparat hazirlandi. Her kiiltlir tiipli icin ayr1 pastor pipeti kullanilarak farkli

preparatlar hazirland1 ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.
6. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi
Sorenson boya tamponu (pH=7.0):

Sorenson boya tamponu 5.26 g KH,P04 ve 8.65 g Na,HP04.2H,O tartilip distile su ile 1000

ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

94 ml Sorenson boya tamponu iizerine 6 ml giemsa boyasi eklenerek giemsa boyasi
hazirlandi. Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan % 6’lik giemsada 8 dakika boyandiktan
hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar ksilolden

gecirildikten sonra entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

7. Lamlarin Incelenmesi

Hazirlanan preparatlarda 151k mikroskobunda X40 biiyiitmede;

DNA hasart i¢in; 1000 biniikleer hiicre sayildi ve bulunan MN sayilar1 kaydedildi.

Sitokinezi bloke edilmis biniikleer hiicreler, MN frekansini degerlendirebilmek icin

asagidaki kriterleri icermek zorundadirlar (12) :
e Hiicreler iki ¢ekirdekli olmalidir.
e BN hiicredeki iki ¢ekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun boyanmalidir.

e BN hiicredeki iki ¢ekirdek, niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu niikleoplazmik

koprii, ¢ekirdek capinin % ‘{inden biiyiik olmamalidir.
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e BN hiicredeki iki ¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak birbirinin iizerine
ctkmamis olmalidir. iki gekirdegi iist iiste ¢ikmus olan bir hiicre eger her bir cekirdegin

cekirdek sinirlari ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

e BN hiicrenin sitoplazmik sinir1 ya da zar yapis1 bozulmamis olmali ve komsu hiicrelerin

sitoplazmik sinirindan agikg¢a ayirt edilebilmelidir.

MN sayma kriterleri:

MN’lar morfolojik olarak c¢ekirdek ile aym ancak cekirdekten daha kiiciiktiir. MN
ozellikleri asagida belirtilmistir (12) :

a) Insan lenfositlerindeki MN’larin ¢ap1, genellikle ana ¢ekirdegin ortalama capinin 1/16 ve

1/3’1 arasinda degisebilir.

b) MN’lar kirilgan olmamalidir ve boylece boyanan partikiiller gibi artefaktlardan kolayca

ayirt edilebilir olmalidir.
¢) MN’lar ana ¢ekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

d) MN’lar ana c¢ekirdege temas edilebilir ancak iistiine binmis olmamalidir ve

mikroniikleer sinir ¢ekirdek sinirindan ayirt edilebilir olmalidir.

e) MN’lar genellikle ana c¢ekirdekle aynmi yogunlukta boyanmalidir, ana c¢ekirdek bazen
daha yogun (koyu) boyanabilir.

f) Hiicrelerin 6 tane MN’dan daha fazlasini icermemesi gerekir.
8. 8-OHdG seviyelerinin belirlenmesi

Kan ornekleri alindiktan hemen sonra 1500 devirde 10 dk santrifiij edilerek plazmalar1 ayirt
edildi ve calisma yapilincaya kadar plazma Ornekleri —80°C’de depoland: (38). Plazma 8-
OHAG seviyesi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuarinda
bulunan Biotek Marka ELISA cihazinda, ticari kit (Northwest Life Science Specialties, LL.C,
WA, USA) kullanilarak belirlendi.

Islem: Reaktiflerin tamami oda 1sisina getirildi. Plaka iizerinde standartlarin ve orneklerin
konulacagi kuyucuklar belirlendi, 50 pL standartlardan ve oOrneklerden kendileri icin
belirlenen kuyucuklara eklendi. Blank icin ayrilan kuyucuga da 50 pL. PBS eklendi.
Sulandirilmig primer antikordan blank haricindeki biitiin gézlere 50 pL ilave edilip, igerigin
diizgiin karigmasini saglamak icin plaka hafifce calkalandi. Agiz kismina kapak yapistirilan
plaka bir gece boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. Icerigi bosaltilan kuyucuklarin her
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birine 250 pL yikama tamponu ilave edilip, yitkamadan iyi sonu¢ almak icin plaka yavasca
sallandiktan sonra igerigi bosaltildi ve yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. Yikama isleminin
ardindan sulandirilmis sekonder antikordan her bir goze 100 pL eklenip, icerigin karistigindan
emin olmak icin yavasca calkalandi. Yapiskan bant ile agz1 kapatilan plaka oda sicakliginda
bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi plaka icerigi bosaltild1 ve yikama islemi ii¢ defa
tekrarlandi. Plakanin her goziine 100 uL. TMB substrat eklendikten sonra hafifce karistirilarak
karanlikta ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Her bir gbze 100 puL stop soliisyonu
eklenerek 450 nm’de absorbansi okundu. Standart egri ELISA kiti icinde mevcut olan

standardize edilmis 6rneklerden elde edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Standart Kalibrasyon Egrisi
9. istatistiksel Degerlendirme

Hastalara ve kontrollere ait MN frekanslar1 ve plazma 8-OHdG seviyeleri istatistiksel
olarak nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi, Friedman test ve Kruskal-Wallis
testi ile karsilastirildi. Ayrica hastalara ait MN frekanslart ve plazma 8-OHdG
seviyelerinin, yas ile iliskisi Spearman rho korelasyon analizi ile degerlendirildi. Veriler,

ortalamazstandart sapma olarak verildi. P degeri < 0.05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda tiroid kanserli 50 hasta toplanmasi planlanmasina ragmen, kanser siipheli 36
hastadan kan oOrnegi toplanabilmis ve bu siipheli hastalardan 16 hastanin patoloji sonucu
karsinoma (folikiiler ve papiller karsinom) ¢ikmistir. Ancak bu tiroit karsinomali hastalardan
sadece 8 hastanin takibi (tedaviden 6nce ve I-131 tedavisi aldiktan 1 hafta, 6 ay ve 1 yil sonra)

yapilabilmistir.

16 tiroid kanserli, 30 nodiiler guatr1 olan ve 20 ekzojen ve endojen Cushing’s sendromlu
hastadan ve benzer oOzelliklere sahip 30 saglikli kisiden alinan kan Ornekleri materyal ve
metotta belirtilen yontemlere gore kiiltiire edildi ve kiiltiir sonunda preparatlar1 hazirlandi.
Ancak, bu hastalardan 12 tiroid kanserli, 20 nodiiler guatri olan ve 10 ekzojen ve endojen
Cushing’s sendromlu hastanin ve benzer 6zelliklere sahip 20 saglikli kisinin preparatlar
CBMN yontemine gore MN frekansi icin degerlendirilebilmistir. Ayrica, bu hasta ve kontrol

kisilere ait plazma orneklerinde 8-OHdG seviyeleri de ol¢iilmiistiir.

CBMN yontemine gore, elde edilen preparatlar mikroskopta incelenerek, DNA hasarini
belirlemek i¢in, 1000 kadar biniikleer hiicreler sayildi ve MN’lu biniikleer hiicreler

kaydedildi (Resim 4.1.).
2

a. b.
Resim 4.1. a. iki cekirdekli biniikleer hiicre; b. Bir MN’lu biniikleer hiicre.
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Takibi yapilabilen tiroitd kanserli 8 hastanin MN frekans1 ve 8-OHdG seviyelerinin sonuglari

Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Tiroit kanserli 8 hastaya ait MN frekans1 ve 8-OHdG seviyeleri.

Tedavi oncesi Ameliyattan 10 | Iyottan 1| Iyottan 6 | Iyottan 1
(Ameliyatdan giin sonra hafta sonra | ay sonra yil sonra
once) (n=8)
MN frekansi 1.67 +0.72 1.53 +0.69 2.16+£0.71% | 2.26+0.67* | 1.52+0.75
(%)

8-OHdG . y

seviyesi 1.29 £0.58 1.31 £0.47 1.48 £0.39 1.56 £0.51 1.18 £0.62

(ng/mL)

Tedavi Oncesi hastalarla ile karsilastirildiginda, *p <0.05.

Calismamizdaki kontrollere, tiroid kanserli, nodiiler guatrli ve Cushing’s sendromlu hastalara

ait MN frekansi ve 8-OHdG seviyelerinin sonuglar1 Tablo 4.2’ de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Kontrollere, tiroid kanserli, nodiiler guatrli ve Cushing’s sendromlu hastalara ait

MN frekans1 ve 8-OHdG seviyeleri.

Tiroid
kanserli hasta Nodiiler Cushing’s
Kontrol (n=20) (n=12) guatri olan sendromlu hasta
(Tedavi hasta (n=20) (n=10)
oncesi)
MN frekansi (%) 0.87 +£0.51 1.72 £0.57*% | 1.43+0.64* 1.54+0.59*
8-OHAG seviyesi 0624032 | 124+0.63% | 1.09£0.37* 1.08£0.78*
(ng/mL)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, *p <0.05 ve **p<0.01.
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TARTISMA VE SONUC

Projede hedeflenen 50 tiroid kanserli hastadan sadece 36 hastanin (16 hastanin patoloji sonucu
karsinomadir), nodiiler guatr1 olan 30 hastanin ve ekzojen ve endojen Cushing’s tanist alip
herhangi bir tedavi almamis 20 Cushing’s sendromlu hastanin ve benzer ozelliklere sahip 30
saglikli kisinin kan o6rnekleri toplanabilmistir. Ancak proje siiresince medullar tiroid kanserli
hasta bulunamamustir. Ayrica, bu hastalardan 12 tiroid kanserli, 20 nodiiler guatr1 olan ve 10
ekzojen ve endojen Cushing’s sendromlu hastanin ve benzer ozelliklere sahip 20 saglikli
kisinin preparatlar1 incelenebilmis ve plazma Orneklerinde 8-OHdG seviyeleri de
Olciilebilmigtir. Proje siiresinin sona ermis olmasina ragmen tiroid kanserli hastalarin ileri
takibi (alt1 ay ve bir yil sonra kan ornek alimi) ve incelenmeyen preparatlarin incelenmesine

de devam edilmektedir.

Tiroid kanserleri, tiim kanserlerin %]1-2’sini olusturur ve son yillarda insidansi hizla
artmaktadir (1-3). Tirod kanserlerin goriilme siklig1 erkek: kadm i¢in 1:3 oranindadir. Tiroid
kanserlerinin ¢ogu tiroid folikiiler hiicrelerden kaynaklanir (3). Tiroid kanserleri, papiller,
folikular, medullar ve anaplastik olmak {izere 4 farkli formda olusurlar. En sik rastlanilan
formu ise papillar tiroid karsinomdur ve yaklasik tiim tiroid kanserlerin %80 nini olustururur
(1, 3).

CBMN yontemi, insan periferal kan lenfositlerde MN frekansini degerlendirmek iizere yaygin
olarak kullanilmaktadir (12, 25, 26). MN, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan,
esas cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan kdken
alan olusumlardir. Ayrica, boliinen hiicrelerde MN, tamir edilemeyen ya da yanlis tamir edilen
DNA lezyonlarindan, mitoz boliinme sirasindaki kusurlardan kaynaklanan hatali kromozom
ayrilmalarindan olugabilir. MN sayisindaki artig, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu

sayisal ve yapisal kromozom  diizensizliklerinin  indirekt  gOstergesi  olarak
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degerlendirilmektedir. Diger taraftan, kromozomal DNA hasari ile kanser gelisimi arasinda bir
iliskinin oldugu da rapor edilmistir (11).

Calismamizda, tiroid kanserli, nodiiler guatrli ve Cushing’s sendromlu hastalara ait MN
sikligt ve 8-OHdG seviyeleri kontrol kisilerin MN sikligi ve 8-OHdG seviyeleri ile
karsilastirildiginda, hastalarda bu degerlerin arttig1 bulunmustur.

Tiroid nodiilleri toplumda ¢ok sik goriilen (~%7 oraninda) hastaliklardan biridir. Tiroid
nodiillerinin biiyiik cogunlugu (%90) iyi huylu olmasina ragmen, tiroid nodiillerinin az bir
kisminda (%10) tiroid kanseri goriilebilmektedir. Bu olasilik nedeniyle, nodiiler guatrl
hastalarda DNA hasarinin degerlendirilmesi tiroid kanser riski agisindan onemlidir. Biz de
calisjmamizda, nodiiler guatrli hastalardaki MN siklig1 ve 8-OHdG seviyelerinin kontrollere
gore arttigin1 gosterdik. Bundan dolayi, bu hastalarin kanser riski agisindan takip edilmesini
Onerebiliriz.

Glukokortikoidler organizmanin homeostazisinin devamin1 saglamak ve fiziksel ya da
emosyonel strese kars1 organizmay1 hazirlamakla gorevlidirler. Insanlarda ana glukokortikoid
hormon olan kortizol, adrenal bezlerden salinir, ve saliniminin sirkadiyen ve pulsatil 6zelligi
vardir (35). Cushing’s Sendromu devamli patolojik hiperkortizolemi sonucunda ortaya ¢ikan
bir hastalik tablosudur. Bu stresin DNA onarimi ve/veya apopitozda degisikliklere yol acarak
karsinogeneze zemin yarattigi one siiriilmektedir (17, 18). Stres hormonlarindan o6zellikle
kortizol ve noradrenalinin DNA hasarini artirabilecegi de bildirilmektedir (19). Endojen ya da
inatrojenik olarak kortizol saliniminin arttigi ve sirkadiyen ritminin bozuldugu Cushing’s
sendromu ile ilgili olarak literatiir incelemesine gore hem kromozomal DNA hasarin1 hem de
oksidatif DNA hasarim1 arastiran herhangi bir calismaya rastlamilamamigstir. Bu yOniiyle
Cushing’s sendromu ile ilgili sonuclarimiz bir ilk olacak ve literatiire katki getirecektir. Bu
calismada, Cushing’s sendromlu hastalara ait MN siklig1 ve 8-OHdG seviyelerinin kontrol
kisilerin MN siklig1 ve 8-OHdG seviyelerine gore arttig1 gosterilmistir.

Radyoaktif iyot (I-131) tiroid kanserli hastalarin tedavisinde kullanilan en yaygin tedavi
yontemlerinden biri olup oldukca etkili ve giivenilir bir tedavi seklidir (15, 32). I-131’le
tedavinin avantajlar1 olmasina ragmen, dezavantajlart da bulunmaktadir. Ciinkii radyoaktif
iyot, bir iyonize radyasyondur. Hastalara verilen I-131 tirod hiicreleri tarafindan alinir ve iyot-
tironin olarak depo edilir (14). Dolayisiyla I-131 tedavisi sirasinda normal saglikli hiicreler de
radyasyona maruz kalmaktadir ve bu alanda doku yikimi goriilmektedir (14, 15). Iyonize
radyasyon, tek ve cift zincir kiriklarini i¢ceren, kromozom kiriklarina neden olan ve niikleotid

degisimlerine yol acan cesitli DNA hasarlarina sebep olur. Ayrica, iyonize radyasyon, serbest
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radikallerin olusumuna, mitozun gecikmesine ve 6nlenmesine apopitozun indiiklenmesine yol
acar.

Calismamizda, I-131 tedavisi alan tiroid kanserli hastalarin tedavi oncesi, ameliyattan on giin
sonrasi, I-131 tedavisinden bir hafta, alti ay ve bir yil sonrast MN siklig1 ve 8-OHdG
seviyeleri karsilastirildiginda tedaviden bir hafta ve alt1 ay sonrasinda MN siklig1 ve 8-OHdG
seviyelerinin arttig1, ancak tedaviden bir y1l sonra artan MN siklig1 ve 8-OHdG seviyelerinin
azaldig gosterilmistir.

Literatiirde ise, I-131 tedavisinin MN siklig1 iizerine etkisi ile ilgili birka¢ ¢alisma bulunmakta
olup bu calisma sonuclar1 da birbiriyle ¢eliskilidir. Monteiro ve ark. (13) tiroid kanserli 19
hastanin I-131’le tedavi edilmeden Once ve tedaviden 1 ay ve 6 ay sonra periferal kan
lenfositlerinde MN sikligin1 incelediklerinde, 1 ay ve 6 ay sonra MN sikliginin arttigini
bulmuslardir. Gutierrez ve ark (16), tiroid kanserli hastalarin tedaviden (I-131) Once ve
tedaviden 1 hafta, 6 ay ve 1 yil sonraki MN sikligim1 arastirdiklarinda, terapiden sonra MN
sikliginin arttigini, terapiden 1 hafta sonra bu artisin maksimuma ulastigini zaman gectikge
MN sikliginin azaldigini bulmuslardir. Federico ve ark. (34) ise I-131 tedavisi alan tiroid
kanser hastalarinda, tedavi almadan onceki MN frekans: ile tedavi aldiktan 24 ve 48 saat
sonraki MN frekansi arasinda fark olmadigini gostermislerdir. Joseph ve ark. (2) da I-131
tedavisi alan tiroid kanserli hastalarda tedaviden Oonce ve tedaviden lay ile 126 ay degisen
siirelerde alinan kan orneklerinde MN sikligimi1 arastirmiglardir. Hastalardan farkli araliklarla
alman kan Orneklerinde MN frekansinin degismedigini ve radyoaktif iyot tedavisinin DNA
hasarini artirmadigini ileri stirmiislerdir. Radyoaktif iyot tedavisinin oksidatif DNA hasarina
yol acip agmadigi ile ilgili herhangi bir calismaya ise rastlanilamamaistir.

Yukarida belirtilen calismalarin 1s1ginda ve bizim sonuglarimiza gore, tiroid kanserli
hastalardaki I-131 tedavisinin MN siklig1 iizerine etkileri igin farkli (geliskili) sonuclarin
bulunmasinin nedeni, onceki calismalarda kan Orneklerinin toplanma zamanlarinin farkli
olmas: ile aciklanabilir. Bu yOniiyle, ayn1 zamanlarda alinan kan orneklerine ait kromozomal
ve oksidatif DNA hasar sonuglarini karsilastirmak daha saglikli olacaktir.

Sonu¢ olarak, nodiiler guatr ve Cushing’s sendromlu hastalardaki artan kromozomal ve
oksidatif DNA hasar parametreleri, bu hastalarda ileride gelisebilecek olas1 kanser riski ile
iliskili olabilir. Bu nedenle, nodiiler guatr ve cushing’s sendromlu hastalarin kanser riski

acisindan uzun siireli olarak takip edilmesini Onerebiliriz.
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Ek 1:

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF) (radyoaktif iyot (I-131) tedavisi
alan hastalar igin)

BILGILENDIRME:

Arastirmanin Adi; Tiroid nodlll ve farkh tipte tiroid karsinomu olan hastalarda ve
Cushing’s sendromu olan hastalarda  mikronukleus sikligi ve  8-OHdG dizeylerinin
arastirilmasi.

Arastirmanin Amaci: Calismamizda, radyoaktif iyot (I-131) tedavisi alan hastalarda,
[-131 tedavisinin DNA hasari Uzerine etkisi arastinlacaktir. 1-131 tedavisinin olasi DNA
hasarina yol agmasi durumunda ikincil kanser gelisimine katkisinin olup olmayacagi
arastirilacaktir.

Arastirmanin Suresi; Yaklasik 2 yil
Arastirmaya Katilan Gondilli Sayisi; 155

Arastirmada izlenecek Yoéntem; DNA hasarini 6lgmek icin, tedaviden énce,
tedaviden 1 hafta, 6 ay ve 1 yil sonra heparinli enjektdrlere 5 ml periferal kan 6rnegi
alinacaktir. Caligma icin ayrica bir ilag uygulamasi ya da tibbi midahale yapiimayacaktir. Bu
nedenle ¢alismanin size herhangi bir yan etkisi bulunmamaktadir.

Calisma ile ilgili olarak kan alma disinda 6zel bir girisimde bulunulmayacaktir.

Bu calismaya katiimakta 6zgUrsiniz. Baglangigta kabul edip daha sonra fikir
degistirip, hicbir gerekgce gbstermeden calismadan ayrilabilirsiniz. Bu durumda sizinle ilgili
tibbi 6zende bir degisiklik olmayacaktir.

Kimliginizi ortaya koyacak kayitlariniz gizli tutulacaktir; kamuoyuna agiklanamayacak;
arastirma sonugclarinin yayimlanmasi halinde bile kimliginiz gizli kalacaktir.

Arastirma Siresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Adi / Soyadi / Telefonu:
Uzm. Dr. ilkay Cakir
Tel: 0 352 437 49 01/20957
GONULLU OLURU

Bilgilendirilmis Gondlli Olur Formundaki tim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazih ve sézli agiklama, asagdida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Arastirmaya génilli olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul
ediyorum.

Gondilliniin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Acgiklamalari Yapan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kiginin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
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BILGILENDIRILMiIS GONULLU OLUR FORMU (BGOF) (hasta ve saglkl géndlliler igin)

BILGILENDIRME:

Arastirmanin Adi; Tiroid nodlll ve farkh tipte tiroid karsinomu olan hastalarda ve
Cushing’s sendromu olan hastalarda  mikronukleus sikligi ve  8-OHdG dizeylerinin
arastirilmasi.

Arastirmanin Amaci: Galismamizda, Tiroid nodili ve farkh tipte tiroid karsinomu
olan hastalarda ve Cushing’s sendromu olan hastalarda DNA hasari 6lgllerek, tiroid kanseri
alt tipleri ve serum kortizol diizeylerinin ylkselmesi ile ile genotoksisite arasinda bir iligkinin
olup olmadigi tespit edilecektir.

Arastirmanin Suresi; Yaklasik 2 yil
Arastirmaya Katilan Gondilli Sayisi; 155

Arastirmada izlenecek Yoéntem; DNA hasarini élcmek icin, hastalardan ve
hastalarla benzer yas ve cinsiyete olan saglikli génullilerden bir kez heparinli enjektére 5 ml
periferal kan 6rnegi alinacaktir. Galisma igin ayrica bir ilag uygulamasi ya da tibbi midahale
yapillmayacaktir. Bu nedenle ¢alismanin size herhangi bir yan etkisi bulunmamaktadir.

Bu calismaya katiimakta &6zglrsiniz. Baslangigta kabul edip daha sonra fikir
degistirip, hicbir gerekce géstermeden ¢alismadan ayrilabilirsiniz.

Kimliginizi ortaya koyacak kayitlariniz gizli tutulacaktir; kamuoyuna agiklanamayacak;
arasgtirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde bile kimliginiz gizli kalacaktir.

Arastirma Siresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Adi / Soyadi / Telefonu:
Uzm. Dr. ilkay Cakir
Tel: 0 352 437 49 01/20957
GONULLU OLURU

Bilgilendirilmis Gondlli Olur Formundaki tim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazih ve sézli agiklama, asagida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Arastirmaya génilli olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul
ediyorum.

Gondillintin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Acgiklamalari Yapan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih




