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METASTATIK ve NONMETASTATIK SPORADIK MEDULLER
TIROID KARSINOMLARINDA YENIi NESIL DiZiLEME
YONTEMIYLE MOLEKULER DEGISIMLERIN TESPITi

OZET

Amag: Mediiller tiroid karsinomlar1 (MTK'lar) %75 sporadik ve %25 kalitsal
olarak ortaya ¢ikar. Bu caligmada {iniversite hastanesinde yeni nesil dizileme (NGS) ile
metastatik ve metastatik olmayan sporadik MTK’lardaki molekiiler degisikliklerin

saptanmasi amaglanmistir

Gerec¢ ve Yontem: Calismaya dahil edilen 13 hasta, akciger-tiroid gen paneli ve
diger kanserle iliskili genler dahil olmak tizere toplam 63 gen igin tiim ekzom dizilimi
(WES) ile analiz edildi. Siiriicii veya yolcu olabilecek mutasyonlar, biyolojik yolak

zenginlestirme analizi ve yapay zeka modellemesi ile arastirildi

Bulgular: RET mutasyon orani %30,8 (4/13) idi ve tiim RET mutasyonlar1 yanlis
anlamli mutasyonlardi. RET mutasyonu olan hastalarda nodal tutulumda KDR gen
mutasyonu varken, nodal tutulumu olmayan hastalarda KDR gen mutasyonu gézlenmedi.
RET mutasyonu olmayan hastalarda nodal tutulumda MLH1, GNAS, HRAS gen
mutasyonlart bulunurken, nodal tutulumu olmayan hastalarda bu gen mutasyonlari
gbzlenmedi. Yapay zeka modellemesi ile HRAS, MAP3K1 ve EIF1AX genlerinde 6nemli
olma potansiyeline sahip mutasyonlar bulundu.

Sonug: Sonug olarak, RET mutasyonunun varliginda veya yoklugunda lenf nodu
metastazini tahmin edebilecek farkli gen mutasyonlari tespit edildi. HRAS, MAP3K1 ve
EIF1AX gibi tiimdr ilerlemesine dahil olabilecek ve prognostik dnemi olan mutasyonlar
goriildi. KDR mutasyonunun nodal tutulumdaki 6nemi gosterildi. Bulgularin ATA
(Amerikan Tiroid Dernegi) tarafindan hazirlanacak tedavi kilavuzlarina dahil edilebilmesi

i¢cin daha fazla hasta ile ek ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Mediiller Karsinom WES, Metastaz, Mutasyon NGS, Tiroid,
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DETECTION OF MOLECULAR CHANGES IN METASTATIC AND
NONMETASTATIC SPORADIC MEDULLARY THYROID
CARCINOMAS BY NEXT GENERATION SEQUENCING

ABSTRACT

Aim: Medullary thyroid carcinomas (MTCs) occur 75% sporadic and 25%
hereditary. In this study, it was aimed to detect molecular changes in metastatic and

nonmetastatic sporadic MTCs by next generation sequencing in the university hospital.

Materials and Methods: 13 patients included in the study were analyzed by whole-
exome sequencing (WES) for a total of 63 genes, including lung-thyroid gene panel and
other cancer-related genes. Mutations that could be drivers or passangers were investigated

with biological pathway enrichment analysis and artificial intelligence modeling.

Results: The RET mutation rate was 30.8% (4/13) and all RET mutations were
missense mutations. While there was a KDR gene mutation in nodal involvement among
patients with RET mutation, no KDR gene mutation was observed in patients without nodal
involvement. MLH1, GNAS, HRAS gene mutations in nodal involvement among patients
without RET mutation, while these gene mutations were not observed in patients without
nodal involvement. With artificial intelligence modeling, mutations with the potential to be
important were found on the HRAS, MAP3K1 and EIF1AX genes. In conclusion, we
identified different gene mutations that could predict lymph node metastasis in the presence

or absence of RET mutation.

Conclusion: As a result, different gene mutations were identified that could predict
lymph node metastasis in the presence or absence of RET mutation. Mutations with
prognostic significance were seen that may be involved in tumor progression, such as HRAS,
MAP3K1 and EIF1IAX. The importance of KDR mutation in nodal involvement was
demonstrated. Additional studies with more patients are needed to include the findings in
the treatment guidelines to be prepared by the ATA (American Thyroid Association).

Key Words: Medullary Carcinoma WES, Metastasis, Mutation NGS, Thyroid

XVi



1. GIRIS VE AMAC

Tiroid kanseri diinya genelinde her iki cinste kanserler arasinda 9. sirada yer
alirken, kadinlar arasinda meme kanserinden sonra 2. sirada yer alir. Kansere bagl
oliimler siralamasinda her iki cinste 24. sirada iken kadinlarda 19.sirada gelmektedir (1).
Kadinlarda 100.000'de 10.1 olan kiiresel insidans orani, erkeklerdekinden 3 kat daha
yuksektir. En yiliksek insidans oranlar1 her iki cinsiyet i¢in Kuzey Amerika,
Avustralya/Yeni Zelanda, Dogu Asya ve Giliney Avrupa'da ve ayrica kadinlar igin
Mikronezya/Polinezya ve Giiney Amerika'da bulunur (2). Kiiresel Kanser Gozlem
(GLOBOCAN) verilerine gore 2020 yilinda diinya genelinde yaklasik 586.202 yeni vaka
ve 43.646 Olim bildirilmistir (2). Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii, Siirveyans,
Epidemiyoloji ve Nihai Sonuglar (SEER) Programi verilerine gore 2022 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde yaklasik 43.800 yeni vaka (tiim kanserler i¢inde %2.3) ve tiroid
kanseri nedenli 2.230 Olim (tim kanserden Oliimler arasinda %0.4) olacagini
ongormektedir (3). 2020 GLOBOCAN verilerine gore Tiirkiye’de tiroid kanseri,
kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda 2. sirada gelmekte olup 13 682 yeni vaka ile
iilke genelinde tiim kanserler arasinda 5. sirada, 795 oliimle iilke genelinde kansere bagl

Oliimler siralamasinda 21. sirada yer almaktadir (4).

Tiroid kanserleri follikiil epitel hiicrelerinden koken alan neoplazmlardir. Cogu
sporadik (%75) olarak ortaya ¢ikmakla birlikte, kalitsal (%25) formlar1 da olan mediiller
tiroid kanseri, tiroidin C hiicrelerinden kaynaklanan bir tiimérdiir (5-7). Sporadik form,
tiroid nodiilii ya da boyun kitlesi seklinde ortaya ¢ikarken kalitsal formlar MEN2A ve
MEN2B adinm1 alan sendromlarin bir pargast seklinde de goriilebilir (5-8). Tiimoriin
davranig1 follikiil epitel hiicrelerinden koken alan diferansiye tiroid kanserlerinden
oldukga farklilik gostermektedir (9). Tami ve tedavi yaklasimlari da benzer sekilde
diferansiye tiroid kanserlerine gore pek ¢ok farklilik igerir (10). Kalitsal neoplazmlar
sporadik olandan farkli olarak ¢ogu kere aile bireylerinden birinde mediiller kanser
saptanmasi sonrasi yapilan genetik testlerle belirlenir. Bu nedenle Mediiller tiroid kanseri
tanisi alan her hastaya germline RET mutasyon testi yapilmalidir. RET mutasyonu tespit
edilmesi durumunda hastanin biitiin 1. derece akrabalarinda da bu inceleme yapilmalidir

(9,11).



Mediiller tiroid kanserinde temel tedavi cerrahidir. Sporadik olgularda
tiroidektomiye ilaveten santral kompartman ve lateral boyun diseksiyonu onerilmektedir.
RET mutasyonu saptanan olgularda mediiller kanser heniiz mevcut olmasa bile profilaktif
cerrahiye ihtiya¢ vardir. Profilaktif cerrahi zamanlamasinda ise RET mutasyonun tipi
onem arz etmektedir. Buna iligskin 'kodon iliskili “profilaktik tiroidektomi” kavrami
ortaya atilmistir (11). Kodonlarin tespitinde 6nemli bir yeri olan gen analizi 2010 yilindan
once real-time PCR ve mikroarray gibi yontemler ile sinirh idi (12). Tim genlerin es
zamanli analizi hem kompleks bir prosestir hem de genis kapsamli teknolojiler
gerektirmektedir (13, 14). Giiniimiizde yeni nesil dizileme (next-generation sequencing,
NGS) teknolojileri; DNA, RNA, mikro-RNA gibi hiicre igerisindeki molekiiller hakkinda
diisiik maliyetle, hizl1 ve buna paralel olarak ¢ok biiyiik miktarda veri elde edilmesini
saglamistir (12). NGS teknolojisi, tek bir 6rnekten alinan ve milyonlarca pargaya ayrilmig
olan bir DNA molekiiliiniin her bir pargasinin ayni anda ve uyum igerisinde paralel olarak
islenmesini temel alan bir metottur (12—14). Beraberinde getirdigi avantajlar ile pek ¢ok
alanda ylriitiilen biyolojik arastirmalarin vazgecilmez bir parcast haline gelmistir.
Genomun yalnizeca %2'lik kismu protein kodlamasi yaptigindan genomun tiimiinii analiz
etmek yerine sadece protein kodlayan kisimlari yani tim ekzomu analiz etmek,

giiniimiizde DNA mutasyonlarini taramanin en iyi yolu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (13,
15,16).

MAPK yolagmin onkojenik aktivasyonu tiim tiroid kanserlerinin %70’inde
gozlenir. Somatik RET mutasyonlar1 ise sporadik mediiller kanserlerde %40-60
arasindadir. Giiniimiizde RET tirozin kinaz reseptdr blokeri olan Vandetanib (17),
Imatinib, Sorafenib, Suritinib gibi ilaglar tedavide kullanilmaktadir (18,19). Ancak
tilkemizde sporadik mediiller tiroid kanserlerinin hangi mutasyonlari, hangi kodonlarda
icerdigine dair kapsamli bir veri bulunmadigindan dogru ilacin segilmesi de miimkiin
olmamaktadir. Bu arastirma ile iilkemizde endokrin cerrahi yogun tersiyer bir merkezde
sporadik mediiller tiroid karsinomlarinin tiim ekzom analizinin yapilmasi, lenf nodu
metastazi  gosteren ve goOstermeyen hastalarin  mutasyonlarinin  belirlenmesi,
histopatolojik parametreler ile iliskisinin ortaya konulmasi amaglanmistir. G6zlenen
mutasyonlarin hangileri oldugu ve hangi kodonda goriildiigli daha iyi anlasilacak ve bu
yolla siniflandirilma ve hedefli tedavi igin yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak

saglayacaktir.


https://www.drozdogan.com/dna-nedir-dna-hasari-kanserlesmeyi-nasil-etkiler/
https://www.drozdogan.com/tum-ekzom-sekanslama-genom-dizi-analizi-nedir/

2. GENEL BILGILER

2.1. TIROID EMBRIYOLOJiSi

Faringeal aparat, bag ve boyun bolgesinin ¢ok sayida boliimiiniin olusumundan
sorumludur. 3. gebelik haftasinda, primitif farenksin orta hattinda, tuberculum impar ile
kopula arasindaki birinci faringeal arktan kaynaklanan daha sonra foramen ¢ekum olarak
anilacak bir noktada endodermin hipertrofisi vardir. Bu tiroid primordium daha sonra
genisler ve tiroglossal kanal olarak bilinen i¢i bos bir tiiple ilkel farinks tabanina baglanir.
Kanal, tuberculum impar'in kaudalinde (medyan dil tomurcugu) ve kopulanin rostralinde
(hipobrankiyal eminens) foramen g¢ekum ile iletisim kurar. Tiroid primordium, dilin
tabaninda yer alan bir tiroid plakoduna dogru ilerler; daha sonra aort kesesinin apikal

kutbu yakininda tiroid divertikiiliinii olusturur (20,21).

Tiroid divertikiilii daha sonra laringeal kikirdaklarin ve hyoid kemigin 6niinden
gegerek son pretrakeal hedefine dogru algalmaya baslar. Bu seyir sirasinda tiroglossal
kanal vasitasiyla primitif farinks tabani ile baglantisini siirdiiriir. Normal kosullar altinda,
tiroglossal kanal dejenere olur ve divertikiil mezenkim iginde askida kalir. Solid yapz,
solid hiicresel diizenlemenin bozulmasina neden olan vaskiiler mezengim tarafindan istila
edilir. Daha sonra, hiicreler kendilerini bir epitel kordon ag1 halinde diizenlerler. Bez, aort
kesesi ile yeniden temas kurar ve ardindan ¢atallanir. Bu siireg, tiroid progenitdr
hiicrelerinin hizli, tiroid uyarict hormondan (TSH) bagimsiz proliferasyonu ile iliskilidir
(20-22).

Gebeligin 5. haftasinda, iiltimobransiyal cisim (4. faringeal arktan ¢ikan) tiroid
bezi ile birlesir. Bundan 6nce endodermal bir tiirev olan ultimobrangiyal cisim noral krest
hiicreleri tarafindan istila edilir. Bu hiicreler, hipokalsemik kosullar altinda kalsitonin
tireterek kalsiyum homeostazina katilan C hiicrelerini olusturur (22). Zuckerkandl
tiiberkiilii olarak bilinen yapu, iki ilkel yapinin birlestigi noktada geriye kalan tek yapidir.
Bu tiiberkiil cogu eriskinde bezin arka yiiziinde goriilebilir. Sinir rekiirren laringeal sinirle

yakin bir iligki i¢inde oldugundan, tiroidektomiler sirasinda klinik 6nemi vardir (23).

7. gebelik haftasinda bez biiyiimeye devam eder ve proksimal trakeada tiroid

kikirdagin her iki tarafinda sol ve sag loblar olusmaya baglar. Tiroid istmusu ile



birbirlerine baglanirlar. 10. gebelik haftasinda, epitel kordonlari daha kiigiik gruplar
halinde kiimelenir. Hiicreler bir liimen etrafinda tek bir tabaka halinde toplanir ve tiroid
folikiillerini olusturur. 11. haftada tiroglobulin iiretiminin baglamasiyla sonuglanan
hiicresel farklilasma meydana gelir ve tiroid folikiillerinde kolloid goriilebilir. 20. haftada
TSH seviyeleri yiikselmeye baslar ve bu da tiroid hormonlarinin {iretilmesine neden olur.
Son trimesterde fetiiste yetiskin tiroid hormonu seviyeleri gozlenebilir ve hiicresel

proliferasyon TSH'ye yanit verir (22,24).

2.2. TIROID ANATOMISI

Enstitiimiiz saglik temali ilk iiniversite olan SBU niin ¢atis1 altinda 2015 yilinda
kurulmustur. Modern bilimsel yontem ve teknikleri kullanarak, kisisel gelisim ve mesleki
yeterliligi 6nemseyen bir egitim anlayis1 ¢ergevesinde, ulusal ve uluslararasi diizeyde
bilime katki saglayacak, yaratici, donanimli ve oOzgiliveni yiiksek bilim insanlari
yetistirmek oncelikli hedeflerimizdir. Enstitiimiiz, bu hedefleri dogrultusunda Hamidiye
Tip Fakiiltesi, Hamidiye Dis Hekimligi Fakiiltesi, Hamidiye Eczacilik Fakiiltesi,
Hamidiye Saglik Bilimleri Fakiiltesi ve Hamidiye Hemsirelik Fakiiltesi’nin biinyesinde
yer alan 54 Ana Bilim Dali’nda 94 farkli Yiiksek Lisans ve Doktora programi ile

lisansiistli egitim vermektedir.

Tiroid bezi, boynun 6n orta hattinda yer alan kelebek seklinde, vaskiiler, kirmizi-
kahverengi bir endokrin bezdir. Normal sartlarda 5. servikal vertebra seviyesinden (C5)
1. torasik vertebraya (T1) kadar uzanir. Ortalama olarak, bez 15 ila 25 g agirligindadir ve
endokrin bezlerin en biiyiigiidiir. Organin sag ve sol loblarmi inferomedial olarak
birbirine baglayan merkezde bir istmustan olusur. 8 ay ile 15 yas arasinda tiroid bezi hem
erkeklerde hem de kadinlarda ayni goriiniir. Bununla birlikte, bez, 15 yasin lizerindeki

kadinlarda, benzer yastaki erkeklere gore biraz daha agirdir (25,26).

Her bir lob, kabaca koni seklindedir, tepe siiperolaterali, taban inferomediali (4.
ve 5. trakeal halkalar arasinda) gosterir. En genis noktalarinda, her lob enine diizlemde
yaklasik 3 cm ve 6n-arka boyutta 2 cm'dir. Loblar kabaca 5 cm uzunlugundadir. Istmus,
2. veya 3. trakeal kikirdaklarin iizerinde yer alir ve hem enine hem de dikey diizlemde
1.25 cm'dir. Baz1 kisilerde, piramidal lob olarak bilinen tiroid bezinin {i¢ilincii bir lobu
olabilir. Ayni1 zamanda istmustan hyoid kemige kadar uzanan konik bir yapidir. Bazi
durumlarda, sol veya sag loblarin inferomedial yoniinden de kaynaklanabilir; ancak daha

cok sol lobdan koken aldig1 goriilmektedir (25).



Biiyiik laringeal kikirdaklar tiroid bezi i¢in bir iskele gorevi goriir. Bez
posteromedialde lateral tiroid baglar1 ile krikoid kikirdaga baglanir. Ek olarak,
fibromiiskiiler bir yap1 olan levator glandulae tiroideae (tiroid bezinin levatorii) de

istmusu veya piramidal lobu hyoid kemige tutturur (25)

Medial olarak, bez larinks ve trakea ile iliskilidir ve Berry'nin asic1 bagi ile ilk iki
trakeal halka ile birlikte krikoid kikirdaga sabitlenir. Krikotiroid kaslar ve farinksin alt
konstriktdrleri medial kas iliskileridir. Eksternal laringeal sinir de bu sinir boyunca bezin
yanindan gecer. Hem rekiirren laringeal sinir hem de trakea, tiroid bezinin medial sinir1

ile posteroinferior olarak iligkilidir (25,27).

Karotis kilifi, bezin posterolateral sinirina yakin bir yerde bulunabilir. Superior ve
inferior tiroid arterlerin 6n dali, sirastyla tiroid bezinin 6n ve arka kenarlariyla iligkilidir.
Tiroid bezinin sol lobuyla posteroinferior iliskisi olan bir diger 6nemli yap1 torasik
kanaldir. Ek olarak, paratiroid bezleri siklikla bezin {ist ve alt uzantilarina da gémiiltidiir.

Sekil 2.1°de gosterilmistir (27).
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Sekil 2. 1: Tiroid anatomisi (Encyclopedia Britannica) (27)

2.2.1. Tiroidin Kanlanmasi

Saglik bilimleri alaninda modern bilimsel yontem ve teknikleri kullanarak, kisisel
gelisim ve mesleki yeterliligi 6nemseyen bir egitim anlayisi ¢ergevesinde, etik degerlere
sahip nitelikli bilim insanlarinin yetistirilmesine yonelik lisansiistii egitim vermek

SBE’nin temel amacidir.

Superior tiroid arteri (eksternal karotid arterden ¢ikan) ve inferior tiroid arteri

(subklavyan arterin tiroservikal dalindan ¢ikan) tiroid bezine oksijenli, besin agisindan



zengin kan getirir. Tutarsiz bir sekilde, ayni zamanda bezi besleyen brakiyosefalik
govdeden dogrudan ¢ikan arteria tiroidea ima da vardir (25). Biiylik damarlar ve dallari
arasinda ¢ok sayida intraglandiiler ve periglandiiler anastomoz noktalar1 vardir. Superior
tiroid arteri bez tizerinde isthmusa dogru ilerleyen bir anterior dala ve lobun arkasindan
asag1 inen posterior dala ayrilir. Inferior tiroid arterin ¢ikan dali ile anastomoz yaparlar.
Inferior tiroid arter, pretrakeal fasyanin disinda fasyay1 delen ve beslenmek icin bezin alt

kutbuna ulasan 4-5 dala ayrilir (25,27).

Cerrahin superior tiroid arter ile eksternal laringeal sinir arasindaki ¢ok yakin
iligkinin farkinda olmasi biiylik nem tasir. Bu sinir superior kutupta artere ¢ok yakindir.
Ek olarak, rekiirren laringeal sinir en sik olarak inferior tiroid arterin arka dali ile
iligkilidir. Her iki sinirin de hasar gérmesi ciddi komplikasyonlarla iliskilidir (25).
Superior tiroid arterin bifurkasyonu, damar pretrakeal fasyay1 beze girmek i¢in deldikten
sonra meydana gelir. Sirasiyla anterior, lateral ve medial yiizeyleri perflize eden anterior
ve posterior dallart olugturur. Alt tiroid arteri de tiroid bezinin alt kutbuna yaklastik¢a

cikan {ist ve alt dallara ayrilir. Posterior ve inferior yiizeyleri beslerler (25,27).

Bu organin vendz kollar birleserek superior, orta ve inferior tiroid damarlarin
olusturur. U¢ damardan ilki, tiroid bezinin iist kutbundan ¢ikar ve benzer sekilde
adlandirilan arter boyunca ilerler. Karotis kilifina dogru ilerler ve ardindan internal
juguler vene bosalir. Orta tiroid damari, bezin yan tarafindan ¢ikar, bezin alt kismindan
deoksijenlenmis kan1 getirir ve ayrica i¢ juguler vene akar (25,27). Ust ve orta tiroid
damarlar1 arasindaki iletisimi saglayan glandiiler bir vendz pleksus vardir. Bu pretrakeal
pleksus daha sonra inferior tiroid venini olusturur. Sol tarafta, inferior tiroid veni sol
brakiyosefalik vene akar. Sagda, inferior tiroid veni egik bir seyir izler, sag brakiyosefalik

arteri gecer ve sag brakiyosefalik vene katilabilir veya dogrudan siiperior vena kavaya
akabilir (25).

2.2.2. Tiroidin Lenfatikleri

Tiroid bezinden ¢ikan lenfatik pleksus da trakeal lenfatik pleksus ile iletisim
kurar. Tiroid kistaginin iizerinde bulunan Delphian (prelaringeal) lenf diiglimlerine
bosalirlar. Daha sonra paratrakeal ve pretrakeal lenf bezlerine de drenaj vardir. Tiroid
bezinden timus yakinindaki brakiyosefalik lenf diigiimlerine lenfatik drenaj1 destekleyen
kanitlar da vardir (25). Derin servikal lenf diigiimleri, bezin yan kismindan lenf alir. Bu

stv1, superior tiroid damari1 boyunca ilerleyen lenf kanallari tarafindan tasinir. Tiroidden



cikan ve tiim lenf diigiimlerini atlayarak dogrudan torasik kanala akan baska lenf

damarlari da vardir (25,27).

2.2.3. Tiroidin Sinirleri

Sempatik ganglion zinciri, vertebral kolonun her iki tarafinda yer alan, iki tarafli
olarak eslestirilmis bir dizi otonomik sinir lifi ve bunlarla iliskili hiicre govdeleridir.
Servikal, torasik, lomber ve sakral kisimlara ayrilmistir. Her iki sempatik ganglion da

koksikste koksigeal ganglion olarak son bulur (25).

Servikal sempatik ganglion ayrica iist, orta ve alt ganglionlara boliinmiistiir. Ug
gangliyonun en biiyiigii C1'den C3'e uzanan tsteki gangliyondur. Orta ganglion en sik
Co6'da goriiliir ve alt ganglion C7-T1 bileskesinde bulunabilir. Her {i¢ ganglion da tiroid
bezine ve damar sistemine otonomik innervasyon saglarken, inferior ganglion da inferior
tiroid arterinin ¢evresinde bir pleksus olusturur. Bu pleksus ayni zamanda bezin
parasempatik innervasyonunu da saglayan hem dis hem de tekrarlayan laringeal sinirlerle

etkilesime girer (25,27).

2.3. TIROID BEZIi HiSTOLOJiSi

Sekretlerini dogrudan kan dolagimina salgilayan diger endokrin bezlerin aksine,
tiroid bezi hormonlarii folikiillerde depolar. Folikiiller, tiroidin her bir lobunun
parankimini olusturan ¢ok sayida lobiil olusturmak i¢in siklikla bir araya toplanir.
Lobiiller ayrica cevreleyen fibroz kapsiiliin istilact kisimlari tarafindan olusturulan
septalarla ayrilir. Septalar ayrica norovaskiiler ve lenfatik yapilarin bezi gegmesi igin bir
kanal gorevi goriir. Her folikiil, merkezi bir liimeni ¢evreleyen basit algka kolumnar veya
kiiboidal epitelden olusur. Bez uyku halindeyken, epitel skuaméz de olabilir (28,29).
Tirositlerin (folikiiler hiicreler) yuvarlak bir ¢cekirdege ve islevine (yani protein sentezi ve
salgilanmasi) uygun nispeten ¢ok sayida organele (mitokondri, kaba endoplazmik
retikulum, Golgi cisimcikleri, vb.) sahip oldugu belirtilmistir. Graniiler endoplazmik
retikulum, hiicrelerin tabanina dogru daha fazla bulunurken, Golgi cisimcikleri apekse

dogru bulunur (28).

Gegici olarak Golgi aparatinda depolanan yeni sentezlenmis tiroglobulin, vezikiil
hiicre tepe noktasina ulastiginda liimene ekzositoz edilmek {izere hazirlanir. Bu hiicrelerin
apikal kutbu birka¢ mikrovillus igerir. Tiroglobulin, folikiil liimeninde kolloid olarak

bilinen yari1 kat1 bir iiriin olarak depolanir. Hematoksilen ve eozin (H&E) ile parlak pembe



boyandig1 i¢in 151k mikroskobunda gbzlemlenen temel histolojik 6zelliklerden biridir.
Apikal olarak, tirositler, hiicreleri bir arada tutan ¢ok sayida zonula okludensine (siki
baglanti noktalar1), zonula yapisikliklarina (sabitleme baglantilar1) ve makula

yapisikliklarina (spot desmozomlar) sahiptir (28,30).

Timositlerin {izerinde bulundugu bazal lamina, tiroid bezinde de bulunan
parafollikiiler (C hiicreleri) i¢in bir iskele gorevi goriir. Bu endokrin hiicreler, tirositlerden
biraz daha biiylktiir ve daha soluk goriiniir (daha az H&E alir). Ayrica kalsiyum
homeostazin1 korumaya yardimci olmak icin kalsitonin sentezleme ve salgilama
islevlerini destekleyen ¢ok sayida organelleri vardir (28,29). Esas olarak timositler ve
parafolikiiler hiicreler tarafindan isgal edilmesine ragmen, tiroid bezinin stromasi ayrica
seyrek retikiiler bag dokusu icerir. Ek olarak, tiroid hormonlarini sistemik olarak
dagitabilmeleri icin ana dolasimlarina tasimak icin mevcut olan genis bir pencereli kilcal

damar ag1 da vardir (29).

2.4. TIROID BEZi HORMON SENTEZi

Tiroid hormon sentezi hipotalamus tarafindan yonetilir. Dolasimdaki tiroid
hormonu seviyeleri diisiik oldugunda, hipotalamus tirotropin salgilatict hormon (TRH)
salgilar. Bu hormon daha sonra tiroid uyarict hormonun (TSH) salinmasini tesvik ettigi
on hipofiz glandina gider. TSH kan dolagimina girer ve tiroglobiilinin transkripsiyonunu
ve translasyonunu yukari regiile ettigi tiroid bezine gider (Sekil 2.2). Tiroglobulin, Golgi
govdesi tarafindan ekzositoz edilen vezikiillerde paketlenir. Bilesik daha sonra gegici

olarak folikiiler limende depolanir (22,29).

Iyot, tiroid hormonlarinin iiretimi igin de nemlidir. Iyot, diyet yoluyla saglanir
ve bazolateral sodyum-iyodiir (Nat-1-) simporterleri araciligiyla hiicreler iginde
konsantre edilir. Tirositler i¢indeki iyodiir daha sonra pendrin pompalart (apikalde
bulunan iyodiir-kloriir (I--Cl-) pompalar1) vasitasiyla folikiiler liimene pompalanir.
Ayrica fazla sodyum, Na+-K+ ATPaz pompalan tarafindan sistemik dolasima geri
pompalanir (22). Folikiiler hiicrelerin liimen yiizeyindeki iyodiir, mikrovilluslara bagl
peroksidaz tarafindan iyodine oksitlenir; bu daha sonra tiroglobulin proteininin tirozin
kisminin organizasyonu i¢in kullanilir. Ortaya ¢ikan monoiyodotirozin (MIT),
diiyodotirozine (DIT) daha fazla organize edilebilir. Tiroperoksidaz varliginda, MIT ve
DIT veya iki DIT molekiilii sirastyla triiyodotironin (T3) veya tiroksin (T4) olusturmak

lizere reaksiyona girer (21,22).
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2.5. TIROID BEZi FONKSIiYONLARI

Hiicresel diizeyde, hormonlar hiicre i¢indeki toplam mitokondri sayisinda ve ayni
zamanda mitokondrinin toplam ylizey alaninda bir artisi tesvik eder. Mitokondri
miktarindaki bu artig, organizmada gozlenen artan metabolik hiza da dogrudan karsilik
gelmektedir (22). Ayrica hiicresel diizeyde, tiroid hormonlari hiicre zarlar1 boyunca aktif
iyon tagima hizinda bir artisa neden olur. Bu, ilgili iyonlarin taginma hizini artiran
sodyum-potasyum adenozin trifosfataz (Na=-K+ ATPaz) enziminin etkinliginin
artirllmasiyla elde edilir. Bu enerjiye bagl aktivite, organizmanin metabolik hizindaki

yukarida belirtilen artisla da desteklenir (yani, artan ATP {iretimi) (21,22).

Tlgingtir ki, tiroid bezi anne karninda ¢alismaya baslayan ilk endokrin organlardan
biridir. Yukarida belirtilen hiicresel degisikliklerin, tiroid hormonunun diger dokuya 6zgii
islevleriyle birlikte biiyiime ve gelismeyi destekledigi gosterilmistir. Gastrointestinal
sistemden karbonhidratlarin artan emilimi, glikoliz ve glukoneogenezin optimizasyonu
ve artan insiilin aktivitesi ile kanitlandigi gibi, karbonhidratlarin emilimini ve

metabolizmasimi tesvik eder. Ayrica, yag depolarindan lipitlerin mobilizasyonu ile
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trigliserit, kolesterol ve fosfolipid miktarinda azalmaya neden olan tiroid hormonu
seviyelerindeki artis da gozlenmistir. Kolesteroliin biiyiik bir kismi digkiyla (safra
yoluyla) atilir. Bu olaylar ve diger dokuya o0zgii aktiviteler, organizmanin bazal

metabolizma hizinda bir artisa neden olur (21).

Kardiyovaskiiler sistemde, tiroid hormonlarinin kalbin kasilma hizini ve giiciinii
ve dolayisiyla genel kalp debisini arttirdig1 gosterilmistir. Bu fenomenin, organizmanin
artan metabolik hiziyla iligkili artan oksijen ihtiyacina bagli oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Artan kan akisi, meydana gelen metabolik reaksiyonlardan iiretilen fazla 1s1y1 dagitmak
icin de gereklidir. Artan metabolik siire¢ler tarafindan iiretilen fazla karbondioksiti disar1
atma (ve daha fazla oksijen elde etme) ihtiyact oldugu icin organizmanin solunum

fonksiyonu da artar (6,21).

Kas-iskelet sistemi iginde tiroid hormonlari, kas liflerinin norotransmitterlere
reaksiyonunu tesvik eder. Sonug olarak, kas lifleri, tiroid hormonlarinda kabul edilebilir
yiikselmelerle daha giiclii yanit verir. Ote yandan, tiroid hormonlarindaki bir azalma,
norotransmitterlere karsi azalmis bir kas tepkisi ile iliskilendirilecektir. Bu hormonlarin
merkezi sinir sisteminde de sirasiyla yiiksek veya azalmis hormon seviyeleri ile anksiyete

veya depresyonu tesvik etmek gibi uyarici etkileri vardir (21,22).

Hormonun etkileri ayn1 zamanda cinsel iremeye kadar uzanir; dyle ki hastalar
libido kaybi, iktidarsizlik (erkeklerde) veya adet dongiisii bozukluklari (menoraji,
polimenore, oligomenore veya amenore) yasayabilir. Son olarak, diger endokrin bezleri
de tiroid hormonlarinin aktivitesinden etkilenir. Tiroid hormonlari, hedef doku diizeyinde
diger hormonlara olan talebi artirarak diger endokrin bezlerin negatif geri bildirim
mekanizmalarini ~ degistirir.  Ornegin, karacigerde glukokortikoid hormonlarmin
metabolizmasini artirarak, hormonlarin dolagimdaki seviyelerinin diismesine neden olur.

Bu, glukokortikoid tiretimini artirarak yanit veren adrenal bezler tarafindan tespit edilir
(6,21).
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2.6. TIROID KANSERLERI

2.6.1. Genel Ozellikler ve Epidemiyoloji

Tiroid malignitelerinin %98'inden fazlasini olusturan tiroid karsinomu, tiim insan
kanserlerinin %1'ini olusturur (31). Kiiresel diizeyde, tiroid karsinomu insidansinda,
100.000'de 0,5-10 vaka arasinda degisen, dnemli cografi farkliliklar vardir (32). ABD ve
Avrupa'da insidans, 100.000 niifusta yaklasik 3'tiir (33). Ayrica insidans, insanlar bir
bolgeden digerine gog ettiginde degisebilir, 6rnegin, Hindistan'da tiroid kanseri insidansi
1.0'dir, ancak yasayan Hintliler dahil giiney Asyalilar arasinda ABD'de insidans
100.000'de 2.3'e yiikselmistir (34). Kadinlar erkeklerden ii¢ kat daha sik etkilenir. Tiroid
karsinomu tiim yas gruplarinda gortilebilmekle birlikte en sik goriildiigli yaslar dordiincii
ve besinci dekatlardir. Tiroid karsinomlarinin ¢ogu diferansiye tiimorler olup yavas
seyirlidirler. Tiroid karsinomunun en agresif formlarindan biri olan anaplastik karsinom,

ozellikle yedinci ve sekizinci dekatlardaki yaslilarda goriiliir (31).

Tiroid karsinomu, tiroid hormonu iireten folikiiler hiicrelerden veya kalsitonin
tireten C hiicrelerinden kaynaklanabilir ki bunlar mediiller karsinom olarak adlandirilir
ve sporadik olabilir veya multipl endokrin neoplazinin (MEN) bir parcas1 olarak ailesel
bir ortamda ortaya ¢ikabilir. ABD'de 5.500'den fazla vakay1 iceren genis, ¢ok merkezli
prospektif bir kohort calismasinda, folikiiler hiicre kaynakl tiroid karsinomu arasinda en
sik papiller karsinom (%81), sonra folikiiler karsinom (%10), Hurthle hiicreli karsinom
(%3,6) ve anaplastik karsinom (%1,7) gelmektedir (31). Papiller, folikiiler dahil olmak
tizere mediiller olmayan tiroid karsinomu, ve anaplastik karsinom da ailesel bir ortamda

ortaya ¢ikabilir (35).

2.6.2. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Tiroid kanserinin belirlenmis bir etiyolojik faktorii yoktur, ancak birkag on yildir
radyasyona maruz kalma su¢lanmistir. Tiroid kanseri insidansinda artisa yol agan
radyasyona maruz kalma olgusu, II. Diinya Savasi sirasinda Hirosima ve Nagazaki'de
atom bombasina maruz kalmanin ardindan belgelenmistir (36). Daha yakin zamanlarda,
Cernobil kazasindan sonra radyasyon serpintisine maruz kalan ¢ocuklar arasinda tiroid
kanserinde keskin bir artisin meydana geldigi gosterilmistir (37). Cocukluk doneminde

diisiik doz radyasyona maruz kalmak da (6rnegin, tedavi amagli radyasyon alan hastalarda
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16semi/lenfoma) tiroid kanseri insidansinda artis ile iligkilidir (38). Radyasyona maruz
kaldiktan sonra tiroid kanseri insidansi daha yiliksek olmasma ragmen, hastaligin
biyolojik davranisi hem radyasyona maruz kalan hem de radyasyona bagli olmayan tiroid
kanserinde benzerdir. Bu nedenle, radyasyon maruziyeti hastaligi tetiklemek i¢in 6nemli

olsa da, malignitenin agresifligini belirlemede bir rol oynuyor gibi gériinmemektedir.

Iyot eksikligi olan bolgelerde folikiiler karsinom insidansi daha yiiksektir ve
%45'e kadar ¢ikabilir (32). Ancak, diinyanin bazi bolgelerinde yeterli iyot takviyesi ile
folikiiler karsinom insidans1 son birka¢ on yilda azalmistir (39). Yakin tarihli bir
epidemiyolojik incelemede Maso ve ark. (40) tiroid karsinomu ig¢in Onemli risk
faktorlerinin iyonlastirici radyasyona maruz kalma ve iyot eksikligini i¢erdigi sonucuna
varmistir. Ayrica iyi huylu tiroid nodiilleri/adenomu veya guatr 6ykiisii ile giiclii bir iligki
var gibi goriinmektedir. Sebzeler acisindan zengin bir diyet, tiroid kanserini 6nlemeye
yardimci1 olabilir, ancak diyetle dogrudan bir nedensel iliski heniiz kurulmamistir; tiroid
kanseri i¢in diinya ¢apinda 6lim oranlari kadinlar i¢in 0.8/100.000 ve erkekler igin

0.4/100.000'dir (40).

2.6.3. Tiroid Karsinomlarinda Simiflama

Tiroid bezi en yaygin endokrin tiimérlerdir, bu nedenle, DSO Endokrin ve
Noroendokrin Tiimdrler Smiflandirmasimin yeni 5. baskisi en biiyiik bolimiinii temsil
eder. DSO siniflandirma serisinin tiim ciltleri, tiimdrleri anatomik bolgeye gore diizenler
(41). Bu baskida benimsenen yaklasim onceki yinelemelerinden biraz farklidir; Carl
Linnaeus'un (42,43) yaklasimini izleyerek taksonomiye odaklanir. Dort ana taksonomik
siralama kategori, aile (sinif), tip ve alt tiptir. Sitogenez, bu yeni siniflandirmanin
gergevesinin temelini olusturur, histoloji ve molekiiler 6zelliklere sahip tiimdr tiplerini ve

alt tiplerini tanimlar.

Son 15 yilda tiroid patolojisinde molekiiler biyolojinin 6nemi hem bu disiplinde
devrim yaratmis hem de klasik histopatolojinin dogal degerini kanitlamistir. Bu,
patologlarin belirli molekiiler degisiklikleri yansitan kaliplar1 uzun siiredir tanidig1 bir
alandir, ancak patologlarin tanisina molekiiler testlerin eklenmesi, hedefe yonelik
tedavilerin etkinligini ngdrme ve tahmin etme yetenegimizi gelistirmistir (41,44). Yeni
siniflandirma, tiroid tlimdrlerini, hiicre kdkeninin, patolojik 6zelliklerin (sitopatoloji ve
histopatoloji), molekiiler siniflandirmanin ve biyolojik davranigsin daha net anlagilmasini

saglayan birkag yeni kategoriye ayirmustir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Endokrin ve
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Noroendokrin Tiimorler kitabinin 2022 yilinda yayimlanan 5. baskisindaki tiroid

timorleri siiflamasi Tablo 2.1°de gosterilmistir (41).

Tablo 2. 1: Tiroid timorleri siniflamasi

Tiroglossal duktus kisti

Diger konjenital tiroid anomalileri

1.Benign tiimorler

Tiroid follikiiler nodiiler hastalik

Follikiiler adenoma

Papiller yapili follikiiler adenoma

Tiroidin onkositik adenomu

2.Diisiik riskli tiimorler

NIFT-P (Papiller benzeri niikleuslu invaziv olmayan follikiiler tiroid timori)

Malignite potansiyeli belirsiz tiroid tiimorleri

Hyalinize trabekiiler timor

3.Malign tiimoérler

Follikiiler tiroid karsinomu

Invaziv enkapsiile follikiiler varyant papiller karsinom

Papiller karsinom

Onkositik karsinom

Follikiiler kokenli karsinom, yiiksek grade

- Diferansiye high grade tiroid karsinomu

- Kot diferansiye tiroid karsinomu

Anaplastik follikiiler hiicre kodkenli tiroid karsinomu

Mediiller tiroid karsinomu

Mukoepidermoid karsinom

Tiikriik bezi tipi sekretuar karsinom

Skleroze mucoepidermoid karsinom, eozinofilili (SMECE)

Kribriform morular tiroid karsinom

Aliesel timoma

Timus benzeri elementler i¢eren igsi epitelyal tiimér (SETTLE)

Ailesel timik karsinom

Tiroblastom




2.6.4. Tiroid Karsinomlarinda Evreleme

TNM (tiimor/nod/metastaz) sistemi ise klinik ve patolojik bir evreleme olup
Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC), diferansiye, anaplastik tiroid kanser ve
mediiller tiroid kanseri i¢in asagida belirtildigi gibi farkli TNM sistemi kullanir. Her iki

evreleme sistemi Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2. 2: Tiroid karsinomlarinda evreleme

T Evresi Tamm
TO Primer tiimore dair kanit yok
T1 Timor tiroide sinirli, en genis timor ¢ap: <2 cm
Tla Tiimor tiroide sinirli, en genis timor ¢ap1 < 1 cm
T1lb Tiimor tiroide smnurli, en genis tiimor ¢apt > 1 cm ama <2 cm
T2 Tiimér tiroide sinurli, en genis timor ¢apt >2 cm ama <4 cm
Tiroidle sinirli 4 cm'den biiyiik timér veya sadece strap kaslari tutan gros ekstratiroidal
i yayilim
T3a Tiroide sinirli 4 cm'den biiyiik timor
Herhangi bir boyuttaki bir timorden yalnizca strap kaslarini (sternohyoid, sternotiroid,
T3b thyrohyoid veya omohyoid kaslari) tutan gros ekstratiroidal yayilim
T4 Aski kaslarinin 6tesinde gros ekstratiroidal yayilimi igerir
Herhangi bir boyuttaki bir tiimorden deri alt1 yumugak dokulari, larenks, trakea, 6zofagus
Ta veya tekrarlayan laringeal siniri tutan gros ekstratiroidal yayilim
e Herhangi bir biiyiikliikteki tiimorden prevertebral fasyayi tutan veya karotid arteri veya
mediastinal damarlar1 kaplayan gros ekstratiroidal yayilim
Mediiller Kanser i¢in pT0, pT1, pT2, pT3 evreleri aymdir.
T4 [lerlemis hastalik
e Orta derecede ilerlemis hastalik; Subkutan yumusak doku, larinks, trakea, 6zofagus veya
rekiirren laringeal sinir
Cok ilerlemis hastalik; Omurgaya veya yakindaki biiyiik kan damarlarma dogru uzanan,
T4b prevertebral fasyayi istila eden veya karotid arteri veya mediastinal damarlar1 kaplayan
gros ekstratiroidal yayilim ile herhangi bir boyuttaki timor
N Evresi Tamim
NO Rejyonel lenf nodu metastazi yok
i Seviye VI veya VII (pretrakeal, paratrakeal ve prelaringeal / Delphian veya iist
mediastinal) lenf diigiimlerine metastaz. Bu tek tarafli veya iki tarafli bir hastalik olabilir.
Tek tarafli, iki tarafli veya kontralateral lateral boyun lenf diigtimlerine (seviye L, II, III, IV
N1b veya V) veya retrofarengeal lenf diigiimlerine metastaz
M Evresi Tanim
Gegerli degil - pM, gonderilen 6rnek(ler)den belirlenemez
M1 Uzak metastaz
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2.6.5. Tiroid Bezinin C Hiicre Kokenli Tiimorleri

Mediiller tiroid karsinomu (MTK), tiim tiroid malignitelerinin %35-10'unu
olusturur ve vakalarin %75'inde sporadik olarak ortaya ¢ikar, geri kalani ise c¢oklu
endokrin neoplazi (MEN) 2A, MEN2B veya ailesel MTK (FMTK) ile birlikte gelisir (5,
6, 8). MEN2 sendromlari, otozomal dominant kalitim paternlerine sahip olanlar, RET
proto-onkojenindeki (10g 11.2) germ line mutasyonlarinin sonucu olarak ortaya ¢ikar.
MEN2A'da profilaktik tiroidektomiler i¢in kilavuzlar, MEN2B ve FMTK mutasyon
analizlerinin sonuglarina dayanmaktadir (6,8). Tiimoérler, oldukga genis bir histolojik
goriinlim yelpazesi sergiler ve her tiir tiroid malignitesini taklit edebilir. Vakalarin kii¢iik

bir kismu1 mikst folikiiler ve C hiicreli neoplazmlar1 temsil eder.

Cogalan C hiicrelerinin preinvaziv maligniteleri (karsinoma in situ) temsil ettigi
goriisiinii destekleyen artan sayida veri olmasina ragmen, C hiicre hiperplazisi (CCH),
hiperkalsemi, hipergastrinemi, Hashimoto hastalig1 olan hastalarda ve folikiiler hiicre
neoplazmalarinin (peritimoral CCH) hemen yakininda da goriiliir (46). Hiperplazi tiirler,
MEN2 sendromlarindaki C hiicre proliferatif degisiklikleriyle karsilastirildiginda
fizyolojik veya sekonder CCH olarak simiflandirilmistir (47). C hiicrelerinin ¢ogunlukla
sitolojik  olarak normal goriindiigii fizyolojik hiperplazinin aksine, MEN2
sendromlarindaki C hiicreleri siklikla displastiktir. Ancak bu ayrimlar C hiicre dagilimi
ve morfolojisinde 6nemli farkliliklar gosterebilen bazi normal bezler dahil olmak {izere

bireysel vakalarda her zaman belirgin olmayabilir (48).

2.6.6. Tiroid Mediiller Karsinomun Genel Ozellikleri

Noroendokrin tiimorler hemen hemen tiim organlarda goriiliir, ancak dikkate
deger mediiller karsinom disinda, tiroid bezinde son derece nadirdirler. Mediiller tiroid
karsinomu (MTK), immiinoreaktif kalsitonin ve/veya kalsitonin MRNA'nin varligiyla
kendini gosteren C hiicre farklilagmasi kanit1 olan malign bir tiroid tiimoéridiir (5,6,10).
Daha onceki raporlar bu tiimor tipinin varligini 6ne siirmiis olsa da, Horn 1951'de
hyalinize bag dokusu arka planinda keskin bir sekilde tanimlanmis yuvarlak veya oval,
orta biiytlikliikte kompakt hiicre gruplar1 ile karakterize edilen bir dizi birincil tiroid
kanseri vakasi bildirmistir (49). Prognozlari, farklilasmamis (anaplastik) tiroid
karsinomlar1 ile papiller veya folikiiler tiplerin farklilasmis karsinomlar1 arasinda orta
diizeydedir. Stromal amiloid birikimlerinin varligi da dahil olmak {izere bu tiimor tipinin

ana histopatolojik 0Ozellikleri daha sonra Hazard ve serilerindeki bir¢cok vakanin
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goriinlimiine dayanarak mediiller tiroid karsinomu (MTK) terimini 6neren arkadaslar
tarafindan tanimland1 (50). E.D. Williams, kopeklerde ve diger hayvanlarda yapilan
karsilastirmali ¢alismalara dayanarak, MTK'larin tiroid parafolikiiler hiicrelerinden
gelistigini  O6ne siirdii  (51). Sonraki immiinofloresan c¢alismalari, kalsitoninin
parafollikiiler hiicre kokenini (52) ve bu hormonun tiimér ekstraktlarinda ve etkilenen
hastalarin serumundaki varligini (53,54) dogrulamistir. Mediiller karsinomlar gogu seride
tlim tiroid malignitelerinin %5-10'unu olusturur (5,6,10). Serum bazal ve pentagastrin ile
uyarilan kalsitonin c¢aligmalarina tabi tutulan nodiiler tiroid hastalig1r olan hastalarda,
MTK prevalansi, baslica Avrupa'dan bildirilen dokuz seriye dayali olarak % 0.24-%2.85
(ortalama 9%0.61) arasinda degismektedir (55). Pacini ve ark. ayrica nodiiler tiroid
hastalig1 olan 1300'den fazla hastada MTK'nun nispeten yiiksek prevalansinin altini
¢izmistir (56). Calismalarinda MTK, tesadiifen kesfedilen tiim tiroidlerin karsinomlarinin

yaklagik %15'ini temsil ediyordu.

2.6.7. Sporadik ve Kahtsal MTK’unun Klinik Ozellikleri

Mediiller tiroid karsinomlar1 (MTK'lar), sporadik olarak veya otozomal dominant
ozellikler olarak kalitilan MEN2 sendromlari ile birlikte ortaya ¢ikar (57). Sporadik
timorler vakalarin yaklasik %75'ini temsil ederken, geri kalant MEN2 ile iliskili timorler
olusturmaktadir (58). Etiyolojileri hakkinda diinyanin farkli yerlerinde ¢ok az sey
bilinmekte, papiller ve folikiiler karsinomlarin aksine, radyasyona maruz kalma ile MTK

gelisimi arasinda belirgin bir iligki yoktur (8,58).

Sporadik MTK oncelikle orta yash erigkinlerde goriiliir ve kadinlarda erkeklere
gore biraz daha fazladir. Cogu hasta, iliskili servikal lenfadenopati ile birlikte veya tek
basina agrisiz bir timor kitlesi ile bagvurur. Kebebew'in serisinde, hastalarin yaklasik
%75'inde tiroid kitlesi goriiliirken, %15'inde disfaji, nefes darlig1 veya ses kisikligi
semptomlar1 goriilmektedir (59). Servikal lenf nodu metastazlart mevcut olabilir ve bazi
durumlarda uzak metastazlar da bagvuru aninda belirgin olabilir. Etkilenen hastalar,
kalsitonin, diger peptitler, aminler veya prostaglandinlerin tiretimi ile iliskili ¢esitli belirti
ve semptomlar gosterebilir. Ornegin, metastatik hastalig1 olan hastalarda siddetli ishal
veya kizarma olabilir ve bu semptomlar dolasimdaki yliksek kalsitonin seviyeleri ile
iliskili olabilir. Kebebew'in serisinde, hastalarin yaklasik %10'u sistemik semptomlarla

bagvurmustur.
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MTK'lu hastalarin  %1l'inden daha azinda goriilen Cushing sendromu,
adrenokortikotropinin (ACTH) tiimdr tarafindan iiretiminin bir sonucudur. Sendromun
ortaya ¢ikmasindan sonra hayatta kalma orani kotiidiir (60). Bu tiimérleri olan hastalarda
cok yiiksek seviyelerde kalsitonin bulunabilmesine ragmen, hipokalsemi neredeyse
yoktur. MEN2'nin yillik yaklasik 1.25-7.5/107 insidansi ve 1/35.000 tahmini prevalansi
vardir. MEN2'li hastalarin %90'dan fazlasinda MTK gelisir (58).

MEN2A [MIM# (Mendel Kalittmi Man Number) 1714007] tiim kalitsal MTK
vakalarinin %75'inden fazlasini olusturur. Etkilenen hastalarda ayrica vakalarin yaklasik
%40-60'inda feokromositoma ve hiperparatiroidizm (%10-30) vardir. MEN2A veya
FMTK'li baz1 akrabalarda, sirtin iist kisminda kasintili plaklar olarak goriilen kutanoz
liken amiloidozu da olabilir (61). Kasintinin, tekrarlayan kagimalardan kaynaklanan
amiloidoz ile kutandz liken amiloidoz gelisiminde Onemli bir rol oynadigi ileri
striilmistiir (62). Hirschsprung hastaligi, birkag¢ ailede MEN2A ile iliskilendirilmistir
(63). MEN2A'l1 hastalar genellikle 25-35 yaslar1 arasinda tiroid tiimorleri ile bagvururlar.
Ancak, 1970'lerde kalsitonin tarama ¢alismalarinin ve son on yilda RET mutasyonlari
icin molekdiler tani testleri gelistirilmesiyle bagvuru yas1 giderek daha geng hale gelmistir
(58,61). Olgularin yaklasik %]10'unda feokromositomalar tiroid tiimoérleri ortaya
c¢tkmadan Once belirginlesir. Bu sendromdaki feokromositomalar genellikle iki tarafli ve
¢ok merkezlidir ve gelismelerinden 6nce adrenal mediiller hiperplazi fazlar1 gelir (64,65).
Malignite sikligt MEN2A ile iligkili feokromositomalarda, sendromik olmayan tiimdrleri
olan hastalarda gozlenenden 6nemli dlgtlide farkli degildir. Hiperparatiroidizm, etkilenen
hastalarin %30'a kadarinda goriiliir ve rezeke edilen paratiroid bezleri tipik olarak

hiperplastiktir (57,66).

MEN2B (MIM# 162300), MEN2 sendromlarinin fenotipik olarak en belirgin
tipidir (58,67). MTK'unun kalitsal formlarinin yaklagik %5'ini olusturur ve vakalarin
onemli bir oran1 de novo mutasyonlar1 temsil eder. MEN2B'li hastalarda vakalarin %40-
60'mda feokromositoma vardir, ancak paratiroid anormallikleri neredeyse yoktur.
Etkilenen hastalarda ayrica dilde noromalar ve/veya gastrointestinal sistemde
gangliyondromatoz, marfanoid habitus ve/veya medullali korneal sinir lifleri olabilir. Bu
sendromdaki MTK'lar, MEN2A veya FMTK’lu hastalarda meydana gelenlere gore daha

erken baslangicl ve daha agresif bir klinik seyir gosterir.
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Ailevi MTK sendromlari olan bazi akrabalar, yalnizca tiroid tiimorleri gosterebilir
ve bu hastalar FMTK'na sahip olarak smiflandirilir (MIM# 155240) (58,68). Etkilenen
hastalar tipik olarak ailesel olmayan MTK'lar1 olanlarla ayn1 yasta ortaya ¢ikar. Daha da
onemlisi, belirgin sporadik MTK'lar ile bagvuran hastalarin énemli bir orani, molekiiler

analizler temelinde FMTK ’na sahip olduklarini kanitlayacaktir (69).

2.6.8. Patolojik Ozellikler ve Ayirict Tam

Mediiller karsinomlarin boyutu zar zor goériilebilenlerden tiroidin tiim lobunu
kaplayanlara kadar degisir (5,6). Timorler genellikle keskin bir sekilde sinirlidir, ancak
kapsiillii degildir. Tiimdrlerin ¢ogu, genellikle yumusak bir kivamda, ten rengi ila pembe
renktedir, digerleri fokal kalsifikasyonlar1 temsil eden graniillii sar1 renk degisikligi
alanlar1 ile sert ve fibrotiktir. Daha kii¢iik timoérler genellikle, normalde C hiicrelerinin
baskin oldugu bir alan olan loblarin {ist ve orta 1/3” liik kisminin birlestigi yerde meydana
gelir. Tiimorler ¢ok biiytlidiigiinde, peritiroidal yumusak dokulara ve trakeaya uzanan tiim

lobu degistirirler. Aksine, kalitsal tiimdrler tipik olarak iki tarafli ve ¢ok merkezlidir (58).

Sporadik ve ailesel mediiller karsinomlar, neredeyse tiim diger primer tiroid
tiimorlerini taklit edebilen genis bir histolojik model yelpazesine sahiptir (5,6). Olagan
mediiller karsinom, tiimoriin komsu normal tiroide fokal yayilimina dair kanitlarla
birlikte, lobiiler, trabekiiler, insular veya tabaka benzeri bir biiylime paternine sahiptir.
Tiumor hiicreleri yuvarlak, ¢cok koseli veya ig seklinde olabilir ve bu hiicre tiplerinin sik
stk karigmasiyla olusur. Cekirdekler kaba kiimelenmis veya benekli (tuz ve biber)
kromatine ve genellikle géze carpmayan niikleollere sahiptir. Birka¢ ¢ekirdek, papiller
karsinomlarda goriilenlere benzer yalanci inkliizyonlar igerebilir. iki ¢ekirdekli hiicreler
yaygindir ve ara sira ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler gorilebilir. MTK'larin ¢ogu orta

derecede pleomorfizm sergiler, ancak mitotik aktivite genellikle diistiktiir (58).

Sitoplazma, eozinofilik ile bazofilik arasinda degisir ve iyi fikse edilmis
preparasyonlarda ince graniiler griiniir. Immiinohistokimyanin ortaya ¢ikmasindan dnce,
argirofil boyalar1 (6rn. Grimelius teknigi), MTK'larin tanimlanmasi i¢in tercih edilen
yontemlerdi (70). Kiiglik tiimorlerde nekroz ve kanama odaklart nadirdir; ancak, daha
biiyiik tlimorler bu 6zellikleri daha yaygin olarak sergiler. Tiimoriin ilerleyen doneminde
lenfatik ve vaskiiler invazyon goriilebilir. Biiylik tiimorlerde, kontralateral lobda lenfatik
invazyon odaklar1 bulunabilir. Nadiren, 1 cm'den az ¢apli tiimoérlerle iliskili olarak nodal

ve uzak metastazlar mevcut olabilir (5,6).
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Baz1 MTK'lar, belirgin fibroz alanlar igerir ve vakalarin %80'inde stromal amiloid
birikintileri bulunur. Ultra yapisal olarak, amiloid birikintileri, diger amiloidoz
formlarinda goriilenle ayni olan fibriler bir ultra yapiya sahiptir. Kalsitonin immiin
boyalar1 siklikla amiloid birikintileri iginde pozitif boyanma gosterir. Daha Onceki
caligmalar, amiloidin kalsitonin onciisiinden tiiretildigini ileri siirmesine ragmen (71),
daha yeni calismalar, tam uzunluktaki kalsitoninin, amiloidin tek bileseni oldugunu
gostermektedir (72). Amiloid kalsifikasyonu meydana gelebilir ve ara sira tlimorler
psammoma cisimcikleri igerebilir. Birka¢ mediiller karsinom neredeyse tamamen

amiloidden olusabilir ve bu vakalarin amiloid guatrlardan ayirt edilmesi zor olabilir.

2.6.9. Sitolojik Ozellikler ve Ultrayap:

Mediiller karsinomlar, sitolojik preparasyonlarda degisken sekilde hiicreseldir
(58,73). Hiicreler genellikle tek tek veya zayif sekilde tanimlanmis hiicre kenarlari ile
gevsek bir sekilde kohezyonlu gruplar halinde bulunur. Aspiratlar tipik olarak pleomorfik
goriiniir ve bazi hiicreler kiigiik ve yuvarlak iken digerleri kiibik, cokyiizlii veya ig
seklinde olabilir. Cekirdekler sitoplazma i¢inde eksantrik olarak bulunma egilimindedir
ve bu 6zellik, timor hiicrelerine plazmasitoid bir goriiniim verir. Kromatin kaba tanelidir
ve niikleoller genellikle kii¢lik ve gbze carpmaz. Nadiren niikleer yalanci inkliizyonlar

mevcut olabilir (73).

Papanicolaou ile boyanmis preparasyonlarda sitoplazma genellikle soluk ve
fibriler olup ara sira proses olusum alanlart vardir. Wright-Giemsa ile boyanmig lamlarda,
sitoplazmik graniilerlik belirgin olabilir ve bazi durumlarda graniiller metakromatik
goriiniir. Amiloid, Papanicolaou boyalarinda kolloidden ayirt edilemeyebilir, ancak
amiloidin varhigin1 dogrulamak i¢in bir Kongo kirmizisi boyasi yapilabilir. Mediiller

karsinom tanisi, kalsitonin veya kromogranin i¢in immiin boyalarla dogrulanmalidir

(58,73).

Ultrayapisal olarak, MTK'lar, kalsitonin ve diger peptit ve amin fiirlinlerinin
depolanma bdlgelerini temsil eden zara bagli yogun c¢ekirdek salgi graniilleri igerir.
Ortalama ¢ap1 280 mm olan Tip 1 graniiller, sinirlayici zarlarina yakindan uygulanan orta
yogunlukta ince taneli igerikler icerir. Tip 2 graniillerin ortalama c¢apr 130 mm'dir ve
sinirlayici zarlarindan dar bir elektron saydam boslukla ayrilmis elektron yogun igerikleri

ile karakterize edilirler. Her iki graniil tipi de kalsitonin igerir (74).
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2.6.10. Mikst Mediiller ve Follikiiler Hiicreli Karsinomlar

Noroendokrin ve folikiiler hiicre farklilagmasina sahip kombine timdrler arasinda
mikst mediiller ve folilkiiler/papiller karsinom, tiroglobulin immiinoreaktivitesi olan
mediiller karsinom ve noroendokrin belirtegleri birlikte eksprese eden tiroglobulin pozitif
timorler bulunur (58,75-77). lkinci grup arasinda nadiren farklilasmis (insular)
karsinomlar, mukoepidermoid tiimorler ve hiyalinizasyon trabekiiler tiimorler vardir
(78,79). Ornegin, insular tipteki kotii diferansiye karsinomlar tiroglobulin ve
somatostatini birlikte eksprese edebilirken hyalinize trabekiiler tiimorler néroendokrin

belirtecler i¢in pozitif boyanabilir ve elektron yogun néroendokrin tip graniiller icerebilir.

DSO Endokrin Tiimérler Siniflandirmasina gore mikst timérler, "hem kalsitonin
immiinoreaktivitesi gosteren mediiller karsinomun morfolojik 6zelliklerini hem de
tiroglobiilin pozitif follikiiler (veya papiller) morfolojik ozellikler gosteren tiimorler
olarak tanimlanir (41). Bu tanim basit gibi goriinse de hapsedilmis normal folikiillerin
neoplastik folikiillerden ayrilmasi imkansiz degilse bile zor olabilir, ¢ilinki genelde
periferik bolgelerde hapsolmus folikiiller bulunur. Ancak bazen daha merkezi bolgelerde

bulunabilirler.

Papiller ve mediiller bilesenleri olan mikst timdrler de ortaya ¢ikar (80). Papiller
bilesenler tiroglobulin pozitiftir ancak kalsitonin ve CEA icin negatiftir. Mediiller
bilesenler ise kalsitonin ve CEA pozitiftir ancak tiroglobulin i¢in negatiftir. Her iki
bilesen de birincil timoérlerde ve metastatik bolgelerde taninmistir. Boyle tiimorlerin
varligi, mikst follikiiler ve mediiller karsinomlarla ayni histogenetik sorunlart ortaya

cikarmustir.

Volante ve arkadaslari, bir dizi 12 mikst mediiller ve follikiiler/papiller karsinomu
incelemek i¢in molekiiler yaklagimlar kullandilar (81). Bu ¢alisma, iki bilesenin farkli
hiicrelerden tiiretildigi goriisiinii destekledi, ¢iinkii yedi vakanin bilesenleri siirekli olarak
RET mutasyonlari, alelik kayiplar ve klonal kompozisyon modellerinde farkliliklar
gosterdi. Volante ve ark. “rehine” hipotezine gore neoplastik olmayan sikigsmis
folikiillerin, mediiller karsinom tiirevli trofik faktorler tarafindan uyarildigini ve bunun
hiperplastik folikiiler odaklara yol a¢tigin1 6ne siirdiiler. Bununla birlikte, varsayilan
trofik faktorlerin dogasi bilinmemektedir. Follikiiler hiicrelerde daha sonra edinilmis
genetik kusurlar, bunlarin neoplastik transformasyonuna ve metastaz yapma kapasitesine

sahip papiller veya follikiiler karsinom bilesenlerinin gelismesine yol acar. ilging bir
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sekilde, "mikst tiimorler"in bir alt kiimesi, hiperplastik follikiiller i¢eren bir mediiller
karsinomdan olusur Ki bu tiir folikiillerin genellikle poliklonal veya oligoklonal oldugu

gercegine dayanir (77,81,82).

Nadiren, germ line RET nokta mutasyonlar1 olan ailelerde hem MTK hem de
papiller tiroid karsinomu (PTK) gelisir, bu da yeniden diizenlemelerden ziyade RET
nokta mutasyonlarmin PTK gelisimini yonlendirebilecegini diigiindiiriir. Bu tiir ailelerde
bulunan mutant RET, seviyesi RET/PTCl'den 6nemli 6lgiide daha diisilk olmasina
ragmen, kiiltiirlenmis tiroid folikiiler hiicreleri (PCC13) i¢in yapici kinaz aktivitesi ve
mitojenik etkiler kaydetmistir (81,82). Bu bulgular, RET nokta mutasyonlarinin tiroid
folikiiler hiicreleri i¢in baskin onkogenler olarak iglev gérme kapasitesine sahip oldugunu
gostermektedir. Mediiller ve folikiiler/papiller karsinomlarin heterojen bir grubu temsil
ettigi agiktir (82). "Rehine" hipotezi ile agiklanan tiimérlere ek olarak, bazi mikst timérler
carpisma tiimorlerini temsil edebilir veya C hiicrelerine veya follikiiler hiicrelere

farklilagabilen bir kok hiicrenin tiirevleri olabilir (82,83).

2.6.11. Immiinohistokimyasal Ozellikler

Mediiller tiroid karsinomlari, follikiiler hiicre orijinli tiimorlere benzer sekilde,
tiroid transkripsiyon faktorii-1 (TTF-1) i¢in pozitiftir (58). Tiroglobulin boyalart tipik
olarak negatiftir, ancak sikigsmis normal tiroid folikiilleri pozitif boyanabilir. Tiimorler ise
tipik olarak pozitiftir. Diisiik molekiiler agirlikli sitokeratinler igin ve en yaygin olarak
sitokeratin 7 pozitif/sitokeratin 20 negatif fenotipe sahiptir (84). Vimentin, timor
hiicrelerinde degisken bir sekilde bulunur ve bazi tiimdrler, norofilament pozitif

hiicrelerin alt popiilasyonlarini igerir (84).

Timorler genellikle kalsitonin, kromogranin ve sinaptofizin dahil olmak iizere
genis bir jenerik ndroendokrin belirte¢ yelpazesi i¢in pozitiftir (58). Kromogranin,
mediiller karsinom i¢in duyarli bir belirtectir ve aslinda bu tiimor tipinin tanimlanmasinda
kalsitoninden daha duyarli olabilir. Calbindin-D28K ve NCAM"n (neural cell adhesion
molecule) polisialik asidi igeren diger iiriinler de bu tiimorlerde bulunur (85). Kalsitonin,
timorlerin %80-90'inda bulunur. Bir¢ok vaka tiimdriin tamaminda yaygin kalsitonin

immiinoreaktivitesi gosterse de, digerleri sadece fokal ve zayif reaktivite gosterebilir (58).

Kalsitonin peptidi ve kalsitonin genine bagli peptit i¢in negatif olan bazi timorler

in situ hibridizasyon kullanarak kalsitonin mRNA i¢in pozitif sinyaller verir (85). Cesitli
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diger peptitler bu tiimorler iginde lokalize edilmistir ve bunlarin mevcudiyeti, timor
ekstraktlarinin radyoimmiinoanalizleri ile dogrulanmistir. Hem somatostatin hem de
gastrin salan peptit, normal C hiicrelerinin alt popiilasyonlarinda bulunur ve bu peptitlerin
her ikisi de mediiller karsinomlarda yaygin olarak eksprese edilir (86,87). Somatostatin

reseptorleri de bu tiimorlerde siklikla eksprese edilir.

Yaygin olarak bulunan diger peptidler arasinda ACTH, leu-enkefalin, nérotensin,
P maddesi, vazoaktif bagirsak peptidi ve koryonik gonadotropin yer alir (88). Nadiren,
tiimorler glukagon, gastrin ve instilin i¢cin immiinoreaktif hiicrelerin alt popiilasyonlarini
igerebilir ve hem katekolaminler hem de serotonin de mevcut olabilir (89). Galektin-3,
kalitsal mediiller tiroid karsinomlarnin %92'sinde bildirilmistir (90). Boyanma,
karsinomlarm %26'sinda fokaldir ve geri kalaninda diffiizdiir. Ilging bir sekilde, nodal
metastazlarda galektin-3 azalir veya yoktur, C hiicresi hiperplazi odaklar ise galektin-3

icin negatiftir. CEA seviyeleri tipik olarak plazmada yiikselir.

MTK'lu hastalar ve bagmtili immiinohistokimyasal ¢alismalar, tiimorlerin
neredeyse tamaminin CEA pozitif oldugunu gostermistir. Birkag grup, MTK'larin bir alt
kiimesinin kalsitonini sentezleme ve salgilama yetenegini kaybederken CEA sentezi igin
kapasitelerini koruyabilecegini gostermistir. Aslinda, mediiller karsinomdaki kalsitonin
negatif alanlar siklikla CEA icin pozitiftir. Artan CEA diizeyleri karsisinda kalsitonin
diizeylerinin diistiigii bulgusu genellikle agresif bir klinik gidisi 6ngoriir (91).

2.6.12. Mediiller Tiroid Karsinom Varyantlar
Asagida dzetlendigi gibi ¢ok sayida mediiller karsinom alt tipi tarif edilmistir (58)

% Ampikrin varyant: Timor hiicreleri miisin igerir ve kalsitonin eksprese eder

% Anjiyosarkom benzeri varyant: Kanamali yarik- bosluklar igerir

¢ Berrak hiicreli varyant: Optik berrak hiicreler bulunur

% Enkapsiile varyant: Timiyle kapsiillidiir

¢ Folikiiler varyant: Eozinofilik sekresyon i¢eren folikiillere sahiptir

% Dev hiicreli varyant: Iri ¢ekirdekli biiyiik hiicreler, daha agresif olabilir

% Melanotik varyant: Melanin pigmentasyonu igerir

% Onkositik varyant: Hiirthle hiicreli adenomu / karsinomu taklit eder ancak belirgin
fibrovaskiiler septaya sahiptir

% Papiller varyant: Fibrovaskiiler korlar boyunca hizalanmis timor hiicreleri igerir
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% Paraganjiyom benzeri varyant:
-I¢ ige tiim&r hiicreleri, paragangliyomayi taklit eder
-Sustentakiilar hiicrelere benzeyen pigmentli dendritik hiicreler ile yuva benzeri
desen olusturu

% Psodopapiller varyant: Damar kaynagindan uzakta tiimor hiicrelerinin
nekrozundan kaynaklanan bir psddopapiller patern oldukca yaygindir.

& Kiiciik hiicreli varyant: Akcigerin kiigiik hiicreli karsinomuna benzer, oldukga
agresif

% [gsi hiicreli varyant: Yalnizca igsi hiicreleri igerir

s Skuamoz varyant: Fokal skuamoz farklilagmaya sahip olabilir

Mediiller mikrokarsinomlar, tanim geregi, 1 cm'den daha kiiciik ¢aptadir ve
sporadik olarak veya MEN2 ile birlikte ortaya ¢ikabilir. Yuvalanma, trabekiiler veya
yaygin bliylime modelleri sergileyebilirler ve ara sira mikrokarsinomlar, kii¢iik folikiiler
adenomlara veya adenomatdz odaklara benzeyen mikrofolikiiler biiylime modeline sahip
olabilir. Bildirilen vakalarin ¢ogu baska nedenlerle veya kalsitonin anormallikleri
acisindan taranan nodiiler tiroid hastaligi olan hastalarda ¢ikarilan tiroidlerde tesadiifi

bulgular olmustur. Nadiren mikrokarsinomlar metastaza neden olabilir (92).

2.6.13. Mediiller Karsinomda Ayiricit Tani

Mediiller karsinomlar, iyi huylu ve kotii huylu tiroid tiimoérlerinin tiim
spektrumunu taklit edebilir. Hem papiller/psddopapiller hem de diger MTK varyantlari
niikleer yalanci inkliizyonlar ve psammoma cisimcikleri icerebilir; ancak, papiller tiroid
karsinomlarinda (PTK'lar) tipik olan niikleer berraklagsmadan yoksundurlar. Ayrica
mediiller karsinomlar kromogranin, kalsitonin ve sinaptofizin i¢in pozitifken PTK'lar bu
belirtegler icin negatiftir. Mediiller karsinomlar folikiil igerebileceginden, tipik olarak
tiroglobulin i¢in pozitif ve kalsitonin, kromogranin ve sinaptofizin i¢in negatif olan
follikiiler hiicre neoplazmalarindan ayirt edilmelidirler. Insiiler tipteki az diferansiye
karsinomlar, follikiiler hiicrelerin yuvalarindan ve adacik benzeri diizenlemelerinden
olusur ve mikrofollikiiller i¢erebilir. Bu tiimérler ayrica tiroglobulin i¢in pozitiftir ve tipik
olarak kalsitonin, kromogranin ve sinaptofizin i¢in negatiftir. Bununla birlikte, az sayida
farklilasmis karsinom, jenerik ndroendokrin belirtegleri gdsterebilir. Igsi ve dev hiicreli

mediiller karsinom tipleri, néroendokrin belirtecler, kalsitonin, tiroglobulin ve TTF-1 i¢in
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negatif olan follikiiler hiicre kaynakli farklilasmamis karsinomlardan ayirt edilmelidir
(41,58).

Kiiclik hiicreli mediiller karsinomun malign lenfomalardan ayrimi, 6zellikle
kiiciik biyopsi veya sitolojik dérneklerde zor olabilir. CD45'in ve T ve B hiicre soyunun
belirteclerinin gosterilmesi lenfoma tanisini koyar. Akcigerlerin ve diger bolgelerin
kiiciik hiicreli karsinomu tiroide metastaz yapabilir ve kiiclik hiicreli tip mediiller
karsinomu taklit edebilir (93). Cesitli orijinli kiigiik hiicreli karsinomlara ek olarak TTF-
1 hem akcigerde hem de tiroid tiimdrlerinde eksprese edildiginden, bu markirin varligi
yararl bir ayirt edici degildir (58). Ayrica kalsitonin ve jenerik ndroendokrin belirtegler
diger kiiciik hiicreli karsinomlarda bulunabilir. Bu durumlarda, dikkatli bir klinik ve
radyolojik inceleme, bir pulmoner veya ekstra pulmoner primer tiimori belirlemede

yardimci olabilir.

Mediiller karsinomlarda miisin bulunabileceginden, bu tiimorler tiroide metastaz
yapmis miisindz karsinomlardan da ayirt edilmelidir. Onkositik mediiller karsinomlar,
follikiiler  hiicre kaynakli onkositik timdrlerden ve onkositik paratiroid
neoplazmalarindan ayirt edilmelidir (58). Onkositik follikiiler hiicreli timdrler
tiroglobulin ic¢in pozitifken, paratiroid tiimdrleri paratiroid hormonu igin pozitiftir.
Hyalinize trabekiiler tiimor tipik olarak mediiller karsinomun bazi varyantlarinda oldugu
gibi kapsiilliidiir. Her iki tiimor tipinde de trabekiiler bir patern mevcuttur ve her ikisi de
hyalinizasyon alanlar1 sergileyebilir. Bununla birlikte, mediiller karsinomun stromasi
amiloid i¢in pozitifken, hyalinize trabekiiler tiimorlerin stromasi sadece kollajen igin
boyanir. Mediiller karsinomlar kalsitonin ve CEA icin pozitif boyanirken, hyalinize
trabekdiler tiimodrlerde bu belirtegler negatiftir. Nadiren hyalinize trabekiiler timorlerin

jenerik néroendokrin belirtegler i¢in pozitif olabilecegine dikkat edilmelidir (94).

Mediiller karsinomlar1 paragangliomalardan ayirmak zor olabilir. ikinci timérler
bir "Zellballen" yapisina sahiptir ve kromogranin ve sinaptofizin i¢in pozitiftir ancak
kalsitonin i¢in negatiftir. S-100-pozitif sustentakiiler hiicre popiilasyonu tipik olarak
paragangliomalarda hiicre yuvalarinin ¢evresinde bulunur, ancak MTK'larda yoktur (58).
Intratiroidal paratiroid adenomlarin1 mediiller karsinomlardan ayirt etmek de zor olabilir.
Paratiroid tiimdrleri, paratiroid hormonu ve kromogranin i¢in pozitiftir, ancak kalsitonin
icin boyamalar negatiftir ve bu tiimor tiplerini ayirt etmeye hizmet etmelidir. Tiroid bezini

tutan metastatik noéroendokrin karsinomlart MTK'lardan ayirt etmek 6zellikle zor olabilir
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(93). Metastatik noroendokrin karsinom tanisin1 destekleyen oOzellikler arasinda
interstisyel bir yayilma paterni, ¢oklu timor odaklarinin olusumu, follikiilotropizm
(foliktilleri kaplayan tiimor hiicreleri), kiitikiiler smirlar1 olan rozet olusumlar1 ve

kalsitonin ve CEA i¢in immiinreaktivite eksikligi yer alir (58).

2.6.14. Sporadik ve Kalitsal MTK’da Molekiiler Ozellikler

Ailesel MTK sendromlariin molekiiler kokenlerine iliskin ¢alismadaki biiyiik bir
ilerleme, varsayllan MEN2A geninin, kromozom 10'un perisentromerik bolgesiyle
eslestiginin  gozlemlenmesiydi (95). Daha sonraki ¢alismalar, ailesel MTK
sendromlarinin tastyicilarini tanimlamak i¢in kisitlama uzunlugu polimorfizmlerinin
kullanilmasina yol agmistir (96). Nihayetinde sorumlu gen, RET proto-onkogenini igeren
kromozom 10 (10q11.2) bolgesine haritaland1 ve etkilenen bireylerde germline missense
RET mutasyonlar1 gosterildi (97). RET proto-onkogeni 21 ekzom igerir ve baglanma
bolgesi sistein agisindan zengin bir hiicre disi alan, bir transmembran bdlge ve iki
sitoplazmik tirozin kinaz alani ve bir cadherin ligandi ile bir hiicre yiizeyi tirozin kinaz
reseptoriinii kodlar (9). Kadherin baglama bolgesi, hiicre sinyallesmesinde 6nemli bir rol
oynarken, sistein bakimindan zengin hiicre dis1 alan, reseptér dimerizasyonu igin
onemlidir. RET, c¢esitli noral krest tiirevlerinde (C hiicreleri, adrenal medulla,
ekstraadrenal paraganglia, sempatik ve enterik ganglionlar), paratiroid bezinde ve

tirogenital sistemde eksprese edilir (98).

RET reseptorlerinin anormal aktivasyonu ile sonuglanan germ line mutasyonlari
MEN2A, MEN2B ve FMTK'nda karakterize edilmistir (18,44,99). Mutasyonlar missense
tiptedir ve en yaygin olarak ekzom 10 ve 11'1 ve daha az yaygin olarak ekzomlar etkiler.
13,14,15 ve 16. Mutasyonlarin ¢ogu sistein acisindan zengin hiicre dis1 alan1 (MEN2A,
FMTK) etkiler. Kodon 634 mutasyonlari, MEN2A hastalarimin yaklasik %80'inde
bulunurken, kodon 609, 618 ve 620 mutasyonlari, FMTK vakalarinin ve Hirschsprung
fenotipine sahip hastalarin %60'indan fazlasini olusturur. Kodon 634 mutasyonlari,
feokromositoma ve hiperparatiroidizm gelisimi ile giiclii bir genotip-fenotip iliskisine
sahiptir. Sisteinin birka¢ baska amino asitle yer degistirmesi, aktif RET dimerlerinin
olusumunu artirarak bunlarin transformasyon potansiyeline yol agar. 768 veya 804
kodonlarini (tirozin kinaz alani) etkileyen mutasyonlar da meydana gelebilir (100). ATA

kriterlerine gore mutasyonlarin risk kategorileri Tablo 2.3’de gosterilmistir.
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Tablo 2. 3: Yaygin RET mutasyonlarinin mediiller tiroid karsinom riskiyle iligkisi (100)

RET mutasyon 2 MTK risk seviyesi & FEO insidans: © HPTH insidansi® CLAZ  HD3
G533C 3 MOD + - N N
C609F/G/R/S/Y 10 MOD +]4++ + N Y
Co11F/G/S/Y/W 10 MOD +/++ + N Y
C618F/R/S 10 MOD +/4+ + N Y
C620F/R/S 10 MOD +jer + N Y
C630R/Y 11 MOD +]4++ + N N
Da31Y 11 MOD +++ - N N
C634F/G/R/S/W/Y 11 H ++4 ++ Y N
K666E 11 MOD + - N N
E768D 13 MOD - - N N
L790F 13 MOD + - N N
VB04L 14 MOD + + N N
VE04M 14 MOD + + Y N
ABB3F 15 H - - N N
58914 15 MOD + + N N
R912P 16 MOD - - N N
M918T 16 HST - - N N

Not: ®MTK'dae bildirilen tiim RET mutasyonlar1 PAgresif MTK riski: MOD, orta; H, yiiksek; HST, en
yiiksek. PHEO ve HPTH insidansi:+=~%10;++=~%20-%30;+++=~%50. Y, pozitif; N, negatif kutandz
liken amiloidozis (CLA). Hirschsprung hastaligi (HD).

Tirozin kinaz domainini (kodon 918) etkileyen mutasyonlar, MEN2B'li hastalarda
ve bazi sporadik mediiller karsinomlarda meydana gelir (99). Bu mutasyon metiyoninin
treonin ile yer degistirmesiyle sonuglanir. Alanin yerine fenilalaninin yer degistirmesiyle
sonuclanan kodon 883 mutasyonlari, MEN2B'li hastalarin kiiciik bir alt grubunda da
ortaya ¢ikar (18). MEN2B mutasyonlari RET monomerik formunda aktivasyon ile
sonuglanir. Bu mutasyonlar, tirozin kinaz domainin katalitik c¢ekirdek bdlgesinde
mevcuttur ve bunlarin, bu bolgede tirozin kinaz aktivitesinin artmasina veya substrat
ozgilliglinde degisiklige yol acan bir konformasyonel degisiklige neden olduklar1 6ne
striilmistiir (66). MEN2A ve 2B'de yaygin olarak tespit edilen mutasyonlar, NIH 3T3
hiicreleri, RET mutasyonlarinin altinda yatan tiimorijenik mekanizmanin, timor
baskilayici fonksiyon kaybindan ziyade baskin onkojenik doniisiimden kaynaklandiginm

diisiindiiriir. Ayrica, transgenik farelerde MEN2A mutant RET formlarinin C hiicrelerine
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hedeflenmesi, hayvanlarin %100{inde CCH veya MTK gelisimi ile, yaklasik %50'sinde

meme ve parotis bezi karsinomlart ile sonuglanir (101).

Belirgin sporadik MTK vakalarinda RET germ line mutasyonlarinin sikligi,
birka¢ calismada degerlendirilmistir (102). Kodonlarda goriilen mutasyonlar
(609,630,768,790,791,804,891 (level-1), 611,618,620,634 (level-2), 883,918,922 (level-
3) risk seviyesine gore smiflandirilmigtir (103). Cesitli ¢alismalarin  sonuglari
bilestirildiginde, belirgin sporadik tiimoérleri olan hastalarin yaklasik %7'sinin germ line
mutasyonlarma sahip oldugu tahmin edilmistir (102). Bu bulgular, belirgin sporadik
mediiller karsinom ile bagvuran tiim hastalarda RET analizinin yapilmasi gerektigi

goriistinti desteklemektedir.

Sporadik MTK'larin %70'e kadarinda kodon 918'deki somatik mutasyonlar
gozlemlenmistir (102, 103). MEN2B'deki 918 germ line mutasyonuyla ayni olan bu
mutasyon, metiyonin yerine treoninin yer degistirmesiyle sonuglanir. Bu mutasyona sahip
sporadik tiimorlerin daha agresif bir seyir izledigini ileri siiriilse de bu nokta tartismalidir.
Sporadik mediiller karsinomlarda 630,634,766,768,804 ve 833 kodonlarindaki somatik
mutasyonlar, kodon 918 mutasyonlarindan ¢ok daha az yaygin olarak gozlenmistir

(18,99,102).

Fizyolojik/sekonder CCH'nin ailesel olmayan MTK gelisimi ile iligkisi
tartismalidir. Izole edilmis veya ailesel olmayan MTK ile iliskili 24 CCH vakasmin lazer
yakalama mikrodiseksiyon ¢alismalarina dayanan son ¢aligmalar, {i¢ eszamanli MTK'de
kodon 918 mutasyonlarinin varligina ragmen, CCH odaklarinda RET mutasyonlari
gosterememistir (104). 620,630,634 ve 918 kodonlarini igceren RET mutasyonlari,
sporadik feokromositomalarin %10-20'sinde goriiliir (102,105). Buna karsilik, paratiroid
hiperplazilerinde veya adenomlarinda, hipofiz adenomlarinda, pankreatik endokrin

tiimorlerinde, karsinoidlerde veya ndroblastomlarda RET mutasyonlar1 saptanmamistir

(105).

RET mutasyonlar1 ayrica Hirschsprung hastaliginin otozomal dominant
formlarinin %40'a kadarindan ve sporadik hastalig1 olan hastalarin bir alt grubundan
sorumludur (102,106). Mutasyonlar gen boyunca dagilir ve RET proteininin fonksiyon
kaybina neden olur. Nadiren, FMTK veya MEN2A, Hirschsprung hastalig1 ile birlikte
bulunabilir ve bu birliktelige sahip bes tiirde, 609,618 ve 620 kodonlarinda mutasyonlar
tanimlanmustir (106).
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2.6.15. Tedavi ve Prognoz

Molekiiler genetik testlerin sendromlari olan hastalarin tedavisinde derin bir etkisi
olmustur (9,11,103). Profilaktik tiroidektomi yapma karar1, ge¢gmiste kullanilan kalsiyum
ve pentagastrin provokatif testlerinin kullanimindan ziyade artik yalnizca molekiiler
testlerin kullanimina dayanmaktadir. Negatif bir test sonucuna gore, sendrom gelistirme

riski tastyan aile liyelerinin ek testlere tabi tutulmasina gerek yoktur.

Bir dizi ¢alisma, MEN2'li hastalarda profilaktik tiroidektomilerin temeli olarak
genetik analizlerin degerini degerlendirmistir (107). Kanitlanmig RET mutasyonlar1 olan
75 ¢ocuk ve ergende tiroidektomi yapilan bir arastirmada, %61'inde MTK ve %39'unda
tek basma C hiicre hiperplazisi bulunmustur (75). RET mutasyonlari i¢in test yapmak,
arttk MEN2'li hastalar i¢in bakim standardidir (11). MEN2A'l1 hastalar i¢in 5 ila 10
yaslar1 arasinda profilaktik tiroidektomi onerilir. MEN2B'li hastalar icin 6 ay ile 3 yas
arasinda tiroidektomi onerilir. FMTK ile iliskili mutasyonlar1 olan hastalar i¢in en uygun

terapotik strateji heniiz belirlenmemistir (11,107).

Mediiller tiroid karsinomlu hastalarin cerrahi tedavisine, bu tiimorlerin, 6nce
ipsilateral sonra kontralateral servikal lenf nodlarini takip eden santral kompartman lenf
nodlarini igeren bilinen yayilim paterni rehberlik eder (108,109). Palpabl primer timorii
olan hastalarin yaklasik %50'sinde aslinda servikal nodal metastaz kanit1 olacaktir. Bu
nedenle hem sporadik hem de kalitsal MTK'lar genellikle santral lenf nodu diseksiyonu
ve total tiroidektomi ile tedavi edilir. Palpabl primer tiimorii olan hastalarda, bazi
cerrahlar tam lokal kontrol sansini optimize etmek i¢in ipsilateral ve hatta kontralateral
servikal lenf nodu diseksiyonlarinin yapilmasini savunmaktadir (108). Bazal ve uyarilmig
kalsitonin diizeylerinin yani sira diger biyobelirteglerin postoperatif azalmasi,

biyokimyasal iyilesme hakkinda bilgi saglamada oldukga etkilidir.

MTK'lu hastalarin hayatta kalmas1 evre ile giiglii bir sekilde iligkilidir. Cerrahi,
tiimor ¢ap1 birkag milimetreden kiiclik olan hastalarin hemen hemen hepsinde, timdrleri
bir santimetreden kii¢iik olanlarin %90'inda ve bir santimetreden biiyiik olan tiimérlerin
%350'sinde iyilesme saglar (110,111). Genel olarak 10 yillik sagkalim oranlari ortalama
%75-85'tir. Sporadik ve kalitsal MTK igeren 104 hastalik seride, hastalarin %49.4'i
iyilesmis, %12.3'linde niikks timor ve %38.3%inde kalict tiimor bulunmustur (59).
Ortalama takip stiresi 8,6 yil olup sirasiyla %10,7 ve %13,5 5 ve 10 yilda 6liimlere neden

olmaktadir. Bu seride kalitsal timorii olan hastalarin %32'sine genetik veya biyokimyasal
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tarama calismalari ile teshis konulmustur. Tahmin edilecegi gibi, bu hastalarda servikal
nod metastazi insidansi sporadik tiimorleri olan hastalara gore daha diisliktiir ve son
takipte %94.7'si iyilesmistir. Diyare, kemik agris1 ve kizarma (flushing) gibi sistemik
semptomlar1 olan hastalarda yaygin metastatik hastalik gelismis ve bu hastalarin tigte biri

5 yil iginde Slmiistiir.

MTK'lu hastalarda 50 yasindan biiylik yas ve evre en Onemli prognostik
faktorlerdir. Nitekim Kebebew’in ¢alismasinda yas ve evre sadece iki bagimsiz
prognostik faktordii (59). Erkek cinsiyet, tek degiskenli analizlerde istatistiksel
anlamliliga yaklagmis ve bilylik olasilikla kiigiik bir risk faktoriinii temsil ediyordu.
Servikal lenf nodu metastazlar1 olan hastalarda tekrarlayan veya kalic1 hastalik olasiligi
daha ytiksekken bu parametre 6nemli 6l¢iide daha yiiksek bir mortalite ile iligkili degildi.
MTK tipinin (sporadik MTK,FMTK,MEN2A,MEN2B) bazi ¢alismalarda 6nemli bir
prognostik faktor oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, bir calismaya gore evre veya ¢ok
degiskenli analizler kontrol edildiginde, MTK'nin alt tipi 6nemli bir prognostik faktor gibi
goriinmemektedir (112).

Hiicresel bilesim (igsi hiicreye karsi yuvarlak hiicre), pleomorfizm, amiloid
birikiminin boyutu ve kalsitonin boyanmasinin kapsami dahil olmak iizere ¢cok sayida
histolojik ve immiinohistokimyasal parametre, potansiyel prognostik parametreler olarak
incelenmigtir, ancak ¢ok degiskenli analizlerde higbirinin anlamli  oldugu
kanitlanmamustir (110). Koperek ve ark. primer tiimordeki dezmoplazinin, nodal
metastatik potansiyeli ongérmek i¢in giivenilir ve tekrarlanabilir bir parametre oldugunu
gostermislerdir (113). Benzer sekilde Scheuba ve ark da (114) dezmoplazik reaksiyonun
lenf nodu metastazi i¢in intraoperatif giivenilir bir parametre oldugunu belirtmektedirler.
Hem Kkalsitonin hem de CEA serum iki katina ¢ikma siireleri, MTK'lu hastalarda
prognostik indeksler olarak da kullanilmigtir (115).

Hizli kalsitonin ikiye katlanma siiresine sahip hastalarin prognozu, iki katina
cikma siiresi daha uzun olanlara gére daha kétiidiir. Ozellikle kodon 918'i iceren bir
somatik RET mutasyonunun varligi, kotii prognozla iliskilendirilmistir (18,99,116).
Kodon 918'1 igeren RET mutasyonlari, biiyiik tiimdrlerde ve nodal ve uzak metastazlar
olan tiimorlerde daha sik goriiliir (116). Daha kotii bir sonugla iligkili oldugu bulunan tiim
prognostik faktorler arasinda, yalnizca tani aninda ileri evre ve RET mutasyonlarinin

varlig1 bagimsiz bir korelasyon gostermistir (18,116).
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2.6.16. Tirozin Kinaz Inhibitérleri (TKI) ile Hedefe Yénelik Tedavinin

Temeli

Germline RET mutasyonlari, MEN2A ve MEN2B'li hemen hemen tiim hastalarda
mevcuttur. Sporadik MTK'lu hastalarin yaklasik yarisinda somatik RET mutasyonlari
bulunur ve somatik RET mutasyonlar1 olmayan hastalarin %18-80'inde somatik RAS
mutasyonlart vardir (117,118). Ayrica, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
reseptorleri (VEGFR-1 [FLT-1] ve VEGFR-2 [FLK-1, KDR]), hem tiimor hiicrelerinde
hem de destekleyici vaskiiler endotelyumda siklikla MTK'da asir1 eksprese edilir (119).
VEGFR-2 kinazi hedefleyen birgok ajan ayni zamanda RET kinazi1 da hedefler. Son
yillarda birkag TKI (axitinib, cabozantinib, gefitinib, imatinib, motesanib, sorafenib,
sunitinib ve vandetanib) ilerlemis MTK'lu olan hastalarin faz I, I ve III klinik
caligmalarinda degerlendirilmistir (100). Faz II klinik deneylerinde, kismi yanit oranlari
%0 ila %50 arasinda degismektedir ve ¢ok sayida hasta uzun siireli stabil hastalik
gostermistir. ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA), yakin
zamanda tamamlanan faz III klinik deneylere dayanarak, ¢ok ileri MTC hastalarin
tedavisi icin oral yoldan uygulanan iki TKI'yi, vandetanib (2011) ve cabozantinib'i (2012)

onaylamustir.

2.7. RET GENIi

2.7.1. Biyoloji ve Fizyoloji

RET geni, sentromere yakin 10q11.2 kromozomunda bulunur ve 21 ekzom igerir
(103). Takahashi ve ark. (120) RET'i (Transfeksiyon Sirasinda Yeniden Diizenlenme-
REarranged during Transfection) ilk kez 1985'te sitojenik yeniden diizenlemeyle
aktivasyona ugrayabilen bir proto-onkogen olarak tanimlamistir (120). Ug y1l sonra ayn1
aragtirmacilar tarafindan RET geni klonlanmistir (121). RET geni plazma membran
bagliyan tirozin kinaz enzimini kodlar. RET reseptorii, tiroid C hiicreleri, adrenal
mediiller hiicreler, parasempatik, sempatik ve kolonik gangliyonlar, iirogenital sistemin
hiicreleri ve brankial yariktan kdken alan paratiroid hiicreleri gibi ndroendokrin ve ndral

hiicreler tarafindan eksprese edilir (120,121).
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RET proteini, bir N terminal sinyal peptidi, bir hiicre dis1 bolge (dort kaderin
benzeri tekrar, bir kalsiyum baglama bdolgesi ve sistein agisindan zengin bir bolge), bir
transmembran bolgesi ve iki hiicre i¢i tirozin kinaz bolgesinden olusur (103,122). Hiicre
dis1 kaderin benzeri alanlar hiicre-hiicre sinyallesmesi i¢in Onemlidir, oysa sistein
acisindan zengin hiicre dis1 alan, reseptér dimerizasyonu i¢in onemlidir. RET'in C-
terminal kuyrugu, C'lerinde 9 (RET9; kisa izoform), 43 (RET43; orta izoform) veya 51
(RET51; uzun izoform) farkli amino asitli ii¢ protein izoformu iireten ii¢ farkli ekleme
varyant1 gosterir (122). Ug izoform, in situ hibridizasyon ¢alismalarinin gdsterdigi gibi,
bobrekler, enterik ganglionlar ve sempatik ve duyusal ndronal hiicrelerin gelisiminde
fizyolojik olarak farkli rollere sahiptir (123). Sadece bir izoform ile farelerde yapilan
calismalar, bobrek morfogenezi ve bagirsak sinir sistemi gelisimi i¢in yalnizca kisa
izoformu olan RET9'un gerekli oldugunu gostermistir (124). Bununla birlikte, uzun
izoformu olan RET51, farelerde i¢ mediiller toplayici kanal hiicrelerinin hayatta
kalmasini ve tiibiilogenezini tesvik ederek bobrek farklilasmasina katilir. Ayrica RET51,
olgun sempatik noronlarin metabolizmast ve biliylimesi i¢in gereklidir. Kisa ve uzun

izoformlar ayrica noronlarda farkli sinyal yollarini aktive eder (122,124).

Bugiine kadar, RET reseptorii igin dort ligand tanimlanmustir (9,125). Bu ligandlar
glial hiicre dizisinden tiiretilen norotrofik faktér (GDNF), neurturin, artemin ve
persephindir (125). RET sinyali, RET reseptorii ve GDNF ailesi reseptorii- (GFR-a) 1-4
olarak adlandirilan dort farkli yiiksek afiniteli glikosil-fosfatidilinositol baglantili ko-
reseptorden olusan multimetrik bir kompleksten baglar. Dort RET ligandinin GDNF,
neurturin, persephin ve artemin'in tercihen sirasiyla GFR- a 1, GFR- a 2, GFR- a 3 ve
GFR- a4 ile etkilesime girdigi gosterilmistir (125). Sinyallesme, spesifik tirozin
kalintilar1 iizerinde reseptor hiicre i¢i alaninin tirozin otofosforilasyonu ile sonuglanan
GDNF ile indiiklenen RET reseptorii dimerizasyonunu gerektirir. RET C-terminal ucu 16
tirozin kalintist ig¢erir ve uzun izoform RETS51, C terminalinde iki ekstra tirozin kalintisi
gosterir. Bu tirozin kalintilar1 arasinda Y1062,SHC,FRS2,DOK4/5,IRS1/2 ve Enigma
dahil olmak iizere bir dizi transdiiksiyon molekiilii ile etkilesime giren bir c¢oklu
yerlestirme bolgesidir. RET reseptorii, Y1062,RES/hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz,
fosfatidilinositol-3 kinaz/AKT,p38/MAPK ve JNK yollar1 dahil gesitli sinyal yollarini
aktive edebilir. GDNF/RET sinyal yolu, Takahashi (123) tarafindan gézden gegirilmistir.
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2.7.2. RET Geninin Insan Malignitelerindeki Rolii

1985'te Takahashi ve meslektaslar1 (120), bir insan T lenfomasindan yeni bir
onkogen klonladilar; bu onkogen, Kkiiltiirde transfeksiyondan sonra fibroblastlari
doniistiirmeyi basardi. Doniisen onkogen, muhtemelen transfeksiyon prosediirii sirasinda
meydana gelen, birbirine baglanmamis iki DNA fragmani arasindaki rekombinasyon
tarafindan tretildiginden, RET (REarranged during Transfection) olarak adlandirildi.
Arastirmacilar, wild tip RET'in 3'-terminal dizisi ile RFP'nin (encoding RET finger
protein) 5'-terminal dizisi arasinda fiizyon meydana geldigini gosterdi. 1989'da RET,
kromozom 10'un (10q11.2) uzun koluyla eslendi ki bu RET'in, ayn1 zamanda s6z konusu
kromozomal bolgeye eslenmis olan ¢oklu endokrin neoplazi tip 2 (MEN2) sendromu
(Box 1) igin bir aday gen oldugunu gosteren bir kilometre tas1 idi (126). 1989'da, RET'in
tirozin kinaz (RTK) aktivitesine sahip bir transmembran reseptdriinii kodladig1 gosterildi
(127). Bu kesfin ardindan, 1990'da RET fiizyonlarinin papiller tiroid karsinomunun
(PTC; fiizyonlara RET-PTC adi verildi) yaygin bir onkojenik driver oldugu gosterildi.
RET'te mediiller tiroid karsinomunun (MTK) kalitsal ve sporadik formlarinda belirtiler
tanimland1 (128). Son olarak, 2012'de kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomunda
(KHDAK) ve ardindan kolon, meme ve diger kanser tiirlerinde RET fiizyonlari
tanimland1 (129).

MTK'unun biyolojik davranigi, kalitsal MTK'lu hastalarda spesifik RET
mutasyonu ile iligkilendirilebilinir. Risk altindaki hastalarda RET proto-onkogeninin
DNA bazli mutasyon analizi, gen tasiyicilarmin tespiti ve spesifik mutasyonun
tanimlanmasi i¢in 6nemlidir (9,100). Hem ileri yas hem de MTK risk grubu, MTK
saldirganliginin bagimsiz belirtegleridir. MTK yonetiminde erken miidahalenin ve
feokromositoma taramasinin 6nemi nedeniyle, RET mutasyonu tasiyicilarinin
tanimlanmasi hastaliga bagli morbidite ve Oliimleri en aza indirebilir. MEN 2 veya
FMTK'lu hastalarin kapsamli bakimi ayrica uygun genetik danigmanligi ve uzun siireli

slirveyansi igermelidir (18,99).

2.8. MUTASYONLAR

Haploid insan genomu 3 milyar niikleotitten olusmasina ragmen, tek bir baz
ciftindeki degisiklikler bile dramatik fizyolojik hasara neden olabilir. Ornegin, orak
hiicreli anemi, en kiiciik genetik degisikliklerin neden oldugu bir hastaliktir. Burada

hemoglobin proteininin (kani kirmizi yapan oksijen tasiyan protein) beta zinciri genindeki
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tek bir niikleotidin degismesi normal bir hemoglobin genini orak hiicreli hemoglobin
genine doniistiirmek i¢in yeterlidir. Bu tek niikleotid degisikligi, protein zincirinde

yalnizca bir amino asidi degistirir, ancak sonuglar yikicidir (16,130).

Herhangi bir hiicredeki DNA, belirli kimyasallara, ultraviyole radyasyona, diger
genetik hasarlara ve hatta replikasyon siirecinde meydana gelen hatalara ¢evresel maruz
kalma yoluyla degistirilebilir (130,131). Bir germ line hiicresinde (gametleri, yani
yumurta veya sperm hiicrelerini olusturacak olan) bir mutasyon meydana gelirse, bu
mutasyon bir organizmanin yavrularina gegebilir. Bu, gelismekte olan embriyodaki her
hiicrenin mutasyonu tasiyacagi anlamina gelir. Germ line mutasyonlarinin aksine, bir
organizmanin viicudunun bagka yerlerinde bulunan hiicrelerde somatik mutasyonlar
meydana gelir. Bu tlir mutasyonlar, mitoz siirecinde yavru hiicrelere aktarilir, ancak eseyli

tireme yoluyla gebe kalan yavrulara aktarilmaz (130,132).

2.8.1. Mutasyon Tipleri

Uc tip DNA Mutasyonu vardir (132): Baz degisimleri (base substitutions),

silmeler (deletions) ve eklemeler (insertions).

2.8.1.1. Baz degistirmeler: Tek baz degisimine nokta mutasyonlar1 denir Orn;
orak hiicre hastaligina neden olan Glu ----- > Val nokta mutasyonu). Nokta mutasyonlari

en yaygin mutasyon tiiriidiir ve iki tiirii vardir (Sekil 2.3).

Transizyon: Bu, bir piirin bagka bir piirin ile ikame edildiginde veya bir pirimidin
baska bir pirimidin ile ikame edildiginde meydana gelir.
Transversiyon: Bir pirimidin yerine bir piirin geldiginde veya bir piirin bir

PR

pirimidin ile degistiginde.
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Transitions: pyrimidine to purine to
pyrimdine purine
T %——p C A = G

Transversions: pyrimidine purine to
to purine A pyrimidine
T —< A _<

G C

Sekil 2. 3: Baz degisimleri (transizyon ve transversiyon)

Proteinleri kodlayan DNA dizilerinde meydana gelen nokta mutasyonlar1 ya

sessiz (silent), yanlis (missense) ya da anlamsizdir (nonsense) (Sekil 2.4).

Sessiz (silent): Eger kodonun iigiincli konumunda bir baz degisimi meydana
gelirse, esanlamli1 bir kodonun tiretilmesi i¢in 1yi bir sans vardir. Béylece gen tarafindan

kodlanan amino asit dizisi degismez ve mutasyonun sessiz oldugu soylenir (130,132).

Yanlhs (missense): Baz degisimi, farkli bir amino asidi belirten ve dolayisiyla
farkli bir polipeptit dizisine yol agan bir kodonun iiretilmesiyle sonuglandiginda olur.
Amino asit siibstitlisyonunun tipine bagli olarak, yanlis anlamli mutasyon ya
konservatiftir ya da degildir. Ornegin, degisim olmus amino asidin yapis1 ve dzellikleri
orijinal amino aside ¢ok benziyorsa, mutasyonun konservatif oldugu sdylenir ve biiyiik
olasilikla elde edilen proteinlerin yapisi / iglevi lizerinde ¢ok az etkisi olacaktir. Degisim,
cok farkli yap1 ve ozelliklere sahip bir amino aside yol acarsa, mutasyon koruyucu
degildir ve elde edilen proteinlerin yapisi / islevi (yani orak hiicre noktas1 mutasyonu)

icin muhtemelen zararli (kotii) olacaktir (130,132).

Anlamsiz (nonsense). Bir baz degisimi, bir durdurma kodonunun nihayetinde
translasyonu kesmesine ve biiyiik olasilikla islevsel olmayan bir proteine yol agmasina

neden olur.
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Normal Protein

Open reading frame Zam
Amino acids Met Thr Asp Gln Pro Gin Tyr Glu Leu Ala Phe Lys Ala —
RN AUGACGGAUCAGCCGCAAUAICGAAUUGGCGUUUAAGGCG
= . " - - - - - - .
Protein
Missence mutation
f °

Open reading frame
Amino acids | (Met ~ Thr — Asp - GIn — Pro ~ Gin @ Glu — Leu — Ala - Phe — Lys — Al —

AUGACGGAUCAGCCGCAAURBICGAAUUGGCGUUUAAGGCG
mRNA! L i iy = o T L g s L T1 I L

7o LLLLT]
Codons |
Substitution
Nonsense mutation
Protein
Open reading frame '
Amino acids Met Thr Asp Gln Pro Gln STOP —
L I 1 I L
mMRNA 'AUGACG“GAU“CAG:‘CCGCAA“UA@HGAA‘LUUG‘GCG“UUU“AAG“GCQ

Codons
Substitution

Sekil 2. 4: Mutasyon tipleri (133)

2.8.1.2. Silmeler (deletions): Cergeve kaymasiyla sonuglanan bir silme,
DNA'dan bir veya daha fazla baz ¢ifti kayboldugunda sonuglanir (Sekil 2.5). Bir veya iki
baz silinirse, dteleme cergevesi degistirilir ve bu da bozuk bir mesaja ve islevsiz bir iirline
neden olur. Ug veya daha fazla bazin silinmesi, okuma gergevesini oldugu gibi birakir.
Bir veya daha fazla kodonun silinmesi, bir veya daha fazla amino asidin eksik oldugu bir

proteinle sonuglanir. Bu zararli olabilir veya olmayabilir (130,132)

2.8.1.3. Eklemeler (insertions): Ek baz g¢iftlerinin eklenmesi, {i¢ baz ¢iftinin
katlarinin eklenip eklenmedigine bagli olarak cerceve kaymalarina yol acabilir. Cesitli

sonuglara yol agan ekleme ve silme kombinasyonlar1 da miimkiindiir.

deletion insertion duplication inversion translocation

Sekil 2. 5: Yapisal varyasyonlar: Bes ana SV tipinin sematik gosterimi (16).
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2.9. DNA DIiZILEME (SEKANSLAMA)

DNA dizileme yetenegi, molekiiler patoloji alani i¢in ¢ok dnemlidir, ¢linkii dizi
bilgisi PCR, PCR alternatifleri ve basarili Southern blot analizi i¢in gerekli olan problarla
hibridizasyon i¢in bir 6n kosuldur. Gegen yetmis yillik siire iginde bir ¢ok gelisme
kaydetmistir (15,16).1953'te Watson ve Crick, DNA'nin ¢ift sarmal yapisini ¢dzen ufuk
acict makalelerini yayinladilar (134). Calismalarinda, "bilindigi kadariyla zincir boyunca
bazlarin dizilisinin diizensiz oldugunu" ve "tek bir zincirdeki baz dizisinin hicbir sekilde
sinirlt goriinmedigine” dikkat cektiler. Genetik bilginin depolanmasi ve zincir boyunca
bazlarin tam sirasinin belirlenmesinin 6neminin vurgulayarak DNA'nin iki 6nemli roliinii

kaydettiler.

Insiilinle ilgili caligmalarda, RNA 6nce RNAse A ve RNAse T1 ile parcalands,
pargalar kromatografi ile ayrildi ve bozunma {iriinleri dizisini ¢ikarmak i¢in kullanildi

(135) (Sekil 2.6).

g ] = by w B - O om = = = I Ti] i ]
E =R T = B TR e T I = 1] EVI | S A - -
5] [T il i I R Ll I o T g ] = 2 =T, 1| = e 0= Uy Ay =k [ul ]
[wal
: — = g MM o oy o= By P = "ﬁ—-:"'ﬁ

L I e e B T T B -~ I VR | e A e 1 3 o
-g DR FLO00U w0 AP0 Q0 R0
- L 1

Sekil 2. 6: Si1g1r insiilininin amino asit dizisi (135)

Not: Disiilfit kopriileri kirmizi ile gésterilmistir

1960'larin sonunda, RNA dizilimi hala DNA dizilimin 6niindeydi. 1968'de, faj A
kos-sitesinin 12 baz uzunlugundaki tamamlayici uglari dizilenen ilk DNA molekiilleriydi
(136). Aymi yil, Sanger'in de dahil oldugu bir ekip, 32P etiketli RNA ve kagit
fraksiyonasyon tabanli bir yaklasim kullanarak 120 baz c¢ifti (bp) uzunlugunda 5s
rRNA'y1 belirledi (137). 1972'de Fiers, RNA viriisii faj MS2'den ilk geni, kaplama
proteini geninin 510bp'sini diziledi (138). 1973'te Gilbert ve Maxam, DNA'sint RNA'ya
kopyalayarak Escherichia coli laktoz baskilayict baglanma bdlgesinin 24 bazini rapor

ettiler (139). 1976'da, faj MS2, 3569bp RNA genomunun tamamen sekanslandigi ilk
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organizmaydi (140,141). 1970'lerin ortalarinda, DNA dizileme gelismek {lizereydi.
Dizileme teknolojisi son 40 yilda inanilmaz gelismeler kaydetti (Sekil 2.7).

Human cytomegalovirus - 229 kbp Mouse - 2.6 Gbp Genor;\e 10K V<.3P
. °
v f H. lnﬂ.uenzae - 1.8 Mbp ! POQ -2.3Gbp 'Wellcome Trust 'Earth BioGenome
Epstein-Barr vius | M. jannaschii Human| T Rat.275Gbp | UK10K GP i Project
172 kbp [ ' % 166 Mbp 29Gbp, ; ¢ [ Zebrafish 1
' i ot ® | 1 | Chimpanzee 1 | 1.4 Gby i | Axolot|
Phage X174 | : : : Arabidopsis: Lo o4 hp : : - 5 P : :33 Gbp
| i
544?kbp i ! s ! 15Mbp | Lo : A | - | 1 [
E. Coli5s rRNA | ) i 10 e ' ' | | I1KGenomes ; ! | AllofUs ! 4
120bp 1 | ! | | C.elegans B ! Project (GP) | | 1 - 1 1
1 1
" i i SR OO O 7Mool G A i : i
1 1 1 1 1 1 1 1 1 AL 1 1 ()
e m m om
1 ' ] 1 1 . 1 1 1 T ! 1 s
i ik | A .
i i i : Vs o iR e 4 ! ! C.merolae 1 | ' 1 1 Cow
o . k! lEcw g ' JesMop ! o4 ! ; 13 Gbp
i ! Phage A - 48 kbp | 146Mbp ! ] o E | | |
O : ) ! ! Rice 1 : . ! °
N | Yeast ] ¢ 389 Mbp L8 Denisovan L 10K Plants
(i Phage M52 | 12 Mbp 1 Malaria mosquito i = 1
: 3569 bp (RNA) ‘ ; 278 Mbp : Neanderthal -
$IEhage Acos=site - 12 bp M. genitalium Fruit fly Mais African clawed frog
Yeast - 76 bp (partial tRNA) 0.58 Mbp 120 Mbp 2.3 Gbp 3.1 Gbp

Sekil 2. 7: NGS evrimi

Not: Biiyiik genom birlestirme basarilarindaki kilometre taglarini gésteren bir zaman ¢izelgesi. Arka plan
rengi, ne tiir dizilemenin kullanildigini gosterir: Kirmizi, erken dizileme yontemlerini, sar1, Sanger tabanli

yontemleri, yesil, NGS'yi ve mavi, tigiincii nesil dizilemeyi temsil eder (16).

2.9.1. Sanger Dizileme

1975'te Sanger ve Coulson (142), DNA dizilimi i¢in 'art1 ve eksi' yontemini
gelistirdiler ve bunu faj ¢X174 tek sarmalli DNA'daki iki kisa bolgeyi belirlemek i¢in
kullandilar. Bu DNA dizileme yontemi, hem klinik laboratuvarlarda hem de Insan

Genomu Projesi igin gergeklestirilen gogu DNA dizilemenin temelini olusturdu (Sekil
2.8).

Bir dizileme reaksiyonunun gerceklestirilmesinden oOnce, dizilenecek DNA
sablonunun uygun sekilde saflastirilmasi ve miktarinin belirlenmesi gerekir. Sekanslama
reaksiyonunda kullanilmak iizere sekansa 6zgii bir tamamlayici primer sentezlenmelidir.
Sekanslama primerleri ayn1 zamanda yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) ile
saflastirilmis veya en azindan tuzdan arindirilmis olmalidir. Numuneler, kilcal damar
igine enjeksiyon igin rekabet edecek tuzlardan, fazla boyalardan ve fazla primerlerden
kurtulmak i¢in sekanslama reaksiyonunun ardindan saflastirilmalidir. Reaksiyon sonrasi
saflastirma icin ¢ok sayida protokol ve ticari kit mevcuttur. Etanol ¢okeltme en ucuz
saflagtirma yontemidir, ancak ¢ok sayida jel filtrasyonu ve dondiirme kolonu yontemleri

de kullanilabilir (15,16).
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Sekil 2. 8: F. Sanger tarafindan dizilenen bakteriyofaj ¢X174'iin 5.386 bp'lik genomu.

Not: Her renkli blok bir geni temsil eder (141).

Sanger dizileme reaksiyonu, PCR'nin ¢ok tekrarli amplifikasyonu yerine lineer
amplifikasyonlu tek bir DNA primeri ve DNA polimeraz kullanir. Sanger dizileme
reaksiyonu igin gerekli olan bilesenler sunlari igerir; (143) diizinelerce veya yiizlerce
niikleotid uzunlugundaki DNA iplik¢iklerindeki tek niikleotid uzunluk farkliliklarini net
bir sekilde ayirt edebilen bir elektroforez teknigi, (144) ileri reaksiyonda kullanilan bir
primer ile diziye 6zgii tamamlayic1 primerler ve her bir DNA sablon ipligi icin ters
reaksiyonda kullanilan (145) ve polimeraz reaksiyonunda kullanilan geleneksel
deoksiriboniikleosit trifosfatlara (ANTP'ler) ek olarak kii¢iik oranlarda dideoksiniikleosit
eklenen trifosfatlar1 (ddNTP'ler). Dideoksiniikleotidler deoksiniikleotid {izerinde bulunan
bir OH grubu yerine 3' karbona bagli bir hidrojen atomuna sahip olmasiyla
deoksiniikleotitlerden farklidir. ddNTP'lerde bir 3'-hidroksil grubu bulunmadigindan,
yeni polimerize edilmis DNA zincirinin uzamasi, bir ddNTP dahil edildikten sonra
gerceklesemez (arabinontikleositler ayrica uzama inhibitdrleri olarak da kullanilabilir).

Sonug, bir dizi yeni ddNTP'nin zincirin 3' ucuna dahil edildigi noktaya gore belirlenen
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uzunluk ile sablon DNA'y1 tamamlayict olan ancak uzunlugu degisen sentezlenmis DNA

zincirleridir (130).

2.9.2. Yeni Nesil Dizileme (NGS)

NGS teknolojisi yillar i¢inde inanilmaz bir gelisme kaydetmistir. Prensip olarak,
Sanger (142) ve yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin arkasindaki kavramlar
benzerdir. Hem NGS hem de Sanger dizilemede (dideoksi veya kilcal elektroforez
dizileme olarak da bilinir), DNA polimeraz floresan niikleotidleri biiyiiyen bir DNA
sablon sarmalina birer birer ekler. Dahil edilen her niikleotit, floresan etiketi ile tanimlanir

(13,14).

Sanger dizileme ve NGS arasindaki kritik fark, dizileme hacmidir. Sanger
yontemi bir seferde yalnizca tek bir DNA pargasini dizilerken, NGS biiyiik Olciide
paraleldir ve ¢alisma basina ayni anda milyonlarca pargay1 diziler. Bu siireg, bir seferde
yliizlerce - binlerce genin dizilenmesi anlamina gelir. NGS ayrica derin dizileme ile yeni

veya nadir varyantlar1 tespit etmek i¢in daha fazla kesif giicii sunar (13,15,16).

Sinirlt sayida 6rnek veya genomik hedef (~20 veya daha az) {izerinde kiiciik bir
DNA bolgesini sorgularken Sanger dizileme iyi bir se¢im olabilir. Aksi takdirde,
hedeflenen NGS'nin ihtiyaglar karsilama olasiligi daha yiiksektir. NGS, daha fazla
numuneyi uygun maliyetle taramaya ve genomun hedeflenen alanlarinda birden fazla
varyant1 tespit etmeye olanak tanir; bu, Sanger dizileme kullanilarak maliyetli ve zaman
alict olabilecek bir yaklagimdir (13,14). Her iki yontem arasindaki fark Tablo 2.4’de

gosterilmistir.
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Tablo 2.4: Sanger ve NGS dizilemede fayda ve zorluklar (13)

Sanger Dizileme Hedeflenen NGS
Faydalar e Az sayida hedef igin (1-20 e Daha yiiksek siralama
hedef) hizli, uygun maliyetli derinligi, daha yiiksek
siralama hassasiyet saglar (%1'e
e Tamdik is akis1 kadar)

o Daha yiiksek kesif giicti*

o Daha yiiksek mutasyon
cOzliniirligut

e Ayni miktarda girdi DNAZ
ile tiretilen daha fazla veri

e Daha yiiksek numune

verimi
Zorluklar o Diisiik hassasiyet (algilama o Diisiik sayida hedefi (1-20
stnir1 ~%15-20 hedef) siralamak i¢in daha
o Disiik kesif giicii az maliyetli
e (Cok sayida hedef igin (> 20 e Azsayida hedefi (1-20
hedef) o kadar uygun hedef) siralamak i¢in zaman
maliyetli degil alic1

e Artan Ornek giris
gereksinimleri nedeniyle
diistik 6l¢ceklenebilirlik

Not: * Kesif giicli, yeni degiskenleri belirleme yetenegidir. ¥ Mutasyon ¢oziinirligi, tanimlanan
mutasyonun boyutudur. NGS, tek niikleotit varyantlarina kadar biiylik kromozomal yeniden diizenlemeleri
tanimlayabilir. £ 10 ng DNA, Sanger dizileme ile ~1 kb veya hedeflenen yeniden dizileme ile ~300 kb
iiretecektir (250 bp amplikon uzunlugu x 1536 amplikon, AmpliSeq for Illumina is akisi ile)

2.9.3. Tiim Genom Dizileme (Whole-Genome Sequencing/WGS)

Tiim genom dizileme (WGS), tiim genomlar: analiz etmek ic¢in kapsamli bir
yontemdir (13,14). Genomik bilgi, kalitsal bozukluklarin tanimlanmasinda, kanserin
ilerlemesini  saglayan mutasyonlarin karakterize edilmesinde ve hastaliklarin
izlenmesinde etkili olmustur (130). Dizileme maliyetlerinin hizla diismesi ve giiniimiiziin
dizileyicileri ile biiyilk hacimli veri iiretme yetenegi, tim genom dizilemeyi genom

arastirmalart i¢in gii¢lii bir arag haline getiriyor (15,16).

Tiim Genom Dizilemenin avantajlar: su sekilde siralanabilinir;

41



<> Genomun yiiksek ¢oziiniirliikli, taban tabana gériiniimiinii saglar

<> Hedeflenen yaklasimlarla gozden kagabilecek hem biiyiik hem de kiigiik
varyantlar1 yakalar

X/

<> Gen ekspresyonu ve diizenleme mekanizmalarinin daha ileri takip
calismalari i¢in potansiyel nedensel varyantlari tanimlar

X/

> Yeni genomlarin birlestirilmesini desteklemek i¢in kisa siirede biiyiik

hacimli veriler sunar (15,16).

2.9.3.1. Biiyiik tiim genom dizileme (Large WGS): Biiyiik genomlarin (> 5
Mb) dizilenmesi, hastalik ve popiilasyon diizeyindeki calismalar i¢in degerli bilgiler
saglayabilir. Arastirmacilar genellikle tiimdrleri analiz etmek, hastaliklarin nedenlerini
arastirmak ve popiilasyonlar arasindaki ortak genetik varyasyonlar1 belirlemek i¢in genis

tim genom dizilimi kullanirlar (13,14).

2.9.3.2. Kiigiik tiim genom dizileme (Small WGS): Kiigiik genom dizileme
(£ 5 Mb), bir bakteri, viriis veya bagka bir mikrobun tiim genomunun dizilenmesini ve
ardindan dizilim bilinen bir referansla karsilastirilmasini igerir. Kiigiik mikrobiyal
genomlarin dizilenmesi, halk sagligi, bulasici hastalik gézetimi, molekiiler epidemiyoloji

caligmalar1 ve gevresel metagenomikte gida testi igin yararli olabilir (13,14).

2.9.4. Tiim Ekzom Dizileme (Whole-Exome Sequencing/WES)

Tim ekzom dizileme, genomun protein kodlayan bdlgelerinin dizilenmesini
igeren, yaygin olarak kullanilan bir yeni nesil dizileme (NGS) yéntemidir. Insan ekzomu,
genomun %?2'sinden daha azini temsil eder, ancak bilinen hastalikla ilgili varyantlarin
~%385'In1 igerir, bu da bu yontemi tiim genom dizilemesine uygun maliyetli bir alternatif
haline getirir (15,16). Ekzom zenginlestirme kullanan ekzom dizilimi, popiilasyon
genetigi, genetik hastalik ve kanser calismalar1 dahil olmak iizere genis bir uygulama

yelpazesinde kodlama varyantlarini verimli bir sekilde tanimlayabilir (146).
Tiim genom ve ekzom dizileme arasindaki farklar su sekilde 6zetlenebilir;

Bir numune veya birey i¢indeki eksiksiz genomik bilgi, tiim genom olarak bilinir.

Ekzomlar, genomun protein kodlayan bdolgeleridir ve topluca ekzom olarak bilinirler.

42



Ekzomun tiim genomdaki nispeten kiigiik oranina (yaklasik %2) ragmen, hastalikla ilgili

bilinen varyantlarin ¢ogunu kodlar (15,16).

2.9.4.1. Tiim genom dizileme (WGS):

X Kodlayan, kodlamayan ve mitokondriyal DNA dahil olmak fiizere tiim

genomu analiz etmede

<> Yeni genomik varyantlar1 kesfetmede (yapisal, tek niikleotit, ekleme-

delesyon, kopya numarasi)

X8 Gelecekteki hedefli g¢aligmalar icin Onceden bilinmeyen varyantlari

tanimlamada (13,14)

2.9.4.2. Tiim exome dizileme (WES):

X Verimlilik yeteneklerini artirmada

X/

X Ornek bagma maliyeti optimize etmede

<> Yonetilebilir veri kiimelerini analiz etmede ve veri depolamay1 en iist

diizeye ¢ikarmada

2.9.5. Uciincii Nesil Dizileme (Third Generation Sequencing-TGS)

2010'lardan baslayarak, kokten yeni teknolojiler, Ugiincii Nesil Dizileme (TGS)
cagmi agtt (15,16,146). TGS degisik sekillerde tanimlanabilir, ancak genellikle
amplifikasyon olmadan tek DNA molekiillerini dizileyebilen teknolojiler olarak
adlandirilir. Giinlimiizde bu teknolojiler, her biri birkag ila yiizlerce kbps'yi kapsayan
NGS'den ¢ok daha uzun okumalar iiretmeye izin veriyor. (147). Genom montaji
baglaminda, uzun okumalarin mevcudiyeti biiyiik bir avantaj teskil eder, ¢linkii NGS kisa
okumalar1 arasindaki Ortiismeleri saptamanin zorlugu, uzun siirekli konsensiis dizileri
olusturma yetenegini azaltir. Bu da montajlarin genel kalitesini etkiler (148). Bu sorun,

tekrarlanan ve diisiik karmagsikliktaki DNA bolgelerinin varligiyla daha da kétiilesir.

Daha karmagsik genomlar ele alindikca, aynt HMW DNA fragmanindan
kaynaklanan ayni barkodu paylasan kisa okumalar1 gruplandirmak i¢in kullanilan tekrar
elemanlarmin etkisi artar (149). Disiik karmasiklik bolgelerinin 'ekstra’ DNA'nin

cogundan sorumlu oldugu amfibilerinki gibi ekstra biiyiik genom boyutlari, NGS tabanli
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WGS i¢in pratik olarak asilmaz bir engel olusturur. TGS, benzeri goriillmemis kalitede

(149,150) genom diizenekleri olusturmak i¢in bu eksikliklerin giderilmesini saglar.

Dizileme isleminin toplam siiresi platformun dizileme prosediiriinii ne kadar
zamanda tamamladigini ifade etmektedir. Bu siire genellikle 4 saat — 6 giin arasinda
degismektedir. Tablo 2.5°de Illumina’ya ait farkli platformlarin toplam dizileme
kapasitesinin, dizi okuma uzunlugunun ve dizileme islemi siirelerinin yer aldigi tabloyu

gorebilirsiniz.

Tablo 2.5: Illumina platformlarina ait bazi bilgiler (151)

Illumi
Pla;::ll'l::a . MiniSeq MySeq NextSeq HiSeq HiSeq X NovaSeq
<1-3.5 giin
(HiSeq
Dizileme 3000/HiSeq
SR |4=24 saat [4-55saat | 12-30 saat < 3giin 19-40 saat
Islemi Siiresi 4000) g
7 saat—6 giin
(HiSeq 2500)
Toplam
Dizileme 7.5 Gb 15 Gb 120 Gb 1500 Gb 1800 Gb 6000 Gb
Kapasitesi
Dizi Okuma
. 25 Milyon (25 Milyon 400 Milyon | 5 Milyar & milyar 20 milyar
Uzunlugu v v ¥ ¥ Y Y
Maksimum
Okuma 2x150 bg  [2x300 bg 2x 150 bg 2 %150 bg 2x150bg | 2x150bg
Uzunlugu

2.10. BiYOINFORMATIK

2.10.1. Verilerin Analiz ve Yorumlanmasi

Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri, DNA/RNA molekiilleri igindeki
niikleotitlerin kesin sirasini belirlemek i¢in yiiksek verimli, hizli ve dogru yontemler
sunar (146,152). Modern dizileme tekniklerinin ortaya ¢ikisindan bu yana, niikleik asit

dizilerinin tanimlanmasi, biyoloji biliminin tiim alanlarinda her yerde bulunan ve temel
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bir ara¢ haline geldi. Buna bagli olarak, biyoinformatik alani, bu biyolojik verilerin
yorumlanmasi ve uygulanmasinin merkezinde yer alir. Cok cesitli programatik diller
tarafindan uygulanan matematiksel ve istatistiksel yontemleri kullanan biyoinformatik
araclar, biyolojik bilgileri molekiiler, hiicresel ve genomik diizeyde organize eder, analiz
eder ve yorumlar. NGS ve biyoinformatigin birlesik giici teshis, tibbi tedavi ve
epidemiyolojik arastirmalar i¢in hayati 6nem tasimaktadir. NGS veri analizi siireci li¢ ana
adimi igerir: birincil, ikincil ve licilinciil veri analizi. Baz1 adimlar siralama aletinde
otomatik olarak gergeklestirilir, diger adimlar ise siralama tamamlandiktan sonra
gerceklesir (152). Sekil 2.9°da yeni nesil dizileme (NGS) biyoinformatik is akiginin

asamalar1 0zetlenmistir.
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v
folexi
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Demulti Local Read < -Alignment
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) ¢ ‘ Interpretation

Adaptor /

mmming Variant Calling |
Generation of VCF file [ Rgpoﬂ]

Sekil 2. 9: Yeni nesil dizileme (NGS) biyoinformatik is akisina genel bakis

Not: NGS biyoinformatik birincil (mavi), ikincil (turuncu) ve igiinciil (yesil) analiz olarak alt bolimlere
ayrilmistir. Birincil veri analizi, ham verilerin saptanmasi ve analizinden olusur. Ardindan, ikincil analizde,
okumalar referans insan genomuna (veya de novo toplanmis) gore hizalanir ve arama gergeklestirilir. Son
adim, varyant agiklamasini, varyant filtrelemeyi, onceliklendirmeyi, veri gorsellestirmeyi ve raporlamayi
iceren tglinclil analizdir. CNV— copy number variation; kopya sayisi degisimi; ROH— runs of

homozygosity; homozigotluk dizileri, VCF— variant calling format degisken arama bigimi (153).
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2.10.1.1. Birincil veri analizi: Gergek Zamanli Analiz (RTA) yazilimi,
siralama kimyas1 ve goriintiileme dongiileri sirasinda c¢alisarak, DNA veya RNA
sarmallarinin birincil yapisini temsil eden baz cagrilar ve iliskili kalite puanlar1 saglar.
Bu yerlesik yazilim, bazi ticari siralama sistemlerinde birincil veri analizini otomatik

olarak gerceklestirilir.

2.10.1.2. ikincil veri analizi: DNA veya RNA fragmanlarinin hizalanmas1 ve

birlestirilmesi, genetik varyantlarin belirlenebilecegi bir numune i¢in tam diziyi saglar.

+«» DNA Dizileme Veri Analizi; Baz: ticari sunucular DNA dizisi hizalamasini,
degisken cagirmay1 ve veri gorsellestirmeyi basitlestirmek ve ultra hizli ikincil

analiz saglamak icin sezgisel biyoinformatik araglar sunar.

® RNA Siralama Veri Analizi; Kullanic1 dostu yazilim araglari, gen fiizyon
tespitinden toplam RNA ekspresyon profili olusturmaya kadar ¢cok ¢esitli RNA

dizileme deneyleri i¢in NGS veri analizini basitlestirir.

2.10.1.3. Ugiinciil veri analizi: Dizi verilerinden, verileri bilgiye doniistiirmek

icin biyolojik veri madenciligi ve yorumlama arac¢larini kullanilabilinir.

2.10.1.4. Biyolojik verilerin yorumlanmasi: Genetik ¢esitliligin
yorumlanmasi, temel biyolojiye, hastaliklarin nedenlerine ve bunlarin nasil tedavi

edilecegine veya Onlenecegine iligkin bilgi ve 6ngoriileri saglar (154) (Sekil 2. 10).
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Sekil 2. 10: Analizler sonrasi liretilen dosya ¢esitleri

Not: J Mol Diagn 2017’dan degistirilerek alinmigtir (154).

2.10.2. NGS Kitaphg (NGS Library)

NGS'de bir kitaplik, tiim genomu/transkriptomu veya bir hedef bolgeyi temsil
eden bir DNA/RNA fragmanlari koleksiyonu olarak tanimlanir (153). Her NGS
platformunun kendine 6zgii Ozellikleri vardir, ancak basit bir ifadeyle, bir NGS
kitapliginin hazirlanmasi, baslangic materyalinin par¢alanmasiyla baslar, ardindan dizi
bagdastiricilari, bu parcalarin zenginlestirilmesine izin vermek icin pargalara baglanir
(155). Iyi bir kitaplik, biiyiik bir duyarliliga ve 6zgiilliige sahip olmalidir. Bu, ilgilenilen
tiim pargalarin kitaplikta esit sekilde temsil edilmesi ve rastgele hatalar (spesifik olmayan
tirlinler) igermemesi gerektigi anlamina gelir (156). Bununla birlikte, genomik bolgelerin
dizilenmeye esit derecede yatkin olmamasi nedeniyle, hassas ve spesifik bir kitapligin

olusturulmasini zorlastirdigindan, séylemesi yapmaktan daha kolaydir (153).

Niikleik asit fragmantasyonu iizerine fragmanlar, istenen kiitiiphane boyutuna
gore segilir (Sekil 2.11). Bu, NGS cihazinin tiirii ve 6zel dizileme uygulamasi ile
sinirhidir. [llumina ve Ion Torrent gibi kisa okunan siralayicilar, DNA kitapliklar1 benzer
boyutlarda daha kisa pargalar igerdiginde en iyi sonuglari verir. [llumina fragmanlari, Ion

Torrent'ten daha uzundur ve 1500 baz uzunluga kadar ¢ikabilir (155), lon Torrent'te ise
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fragmanlarin uzunlugu 400 baza kadar ¢ikabilir. Aksine, PacBio RS II (157) gibi uzun
okumal1 dizileyiciler, bir DNA fragmanini tam olarak dizileyerek ultra uzun okumalar
iretme egilimindedir. En uygun kitaplik boyutu da siralama uygulamasiyla sinirlidir.
Tiim genom dizilimi i¢in daha uzun fragmanlar tercih edilirken, insan ekzonlarinin cogu
200 baz ¢iftinin altinda oldugundan, RNA-seq ve ekzom dizilimi i¢in daha kiigiik
fragmanlar uygundur (158).

DNA ekstraksiyonu

1

DNA fragmantasyonu

Vektorlere klonlama

OOO OOOOO O OOO

1

Bakterileri doniistiirmek, gelistirmek, vektor DNA'sm izole etmek
Kitaphg siralama

+-9-9-9-8-9-

Bitisik parcalan birlestirme

et TV e e TN ¥
- S - > > > e

S A S e A S A S

Sekil 2. 11: Genomik DNA’da sekanslama hazirligi

Not: Rastgele pargalara boliiniir ve bir bakteri kiitiiphanesi olarak klonlanir. Bireysel bakteri klonlarindan

DNA sekanslanir ve sekans, ortiisen DNA bolgeleri kullanilarak birlestirilir (153).
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2.11. ISLAK LABORATUVAR CALISMALARI (WET-LAB)

Klinik laboratuvarlarda islak tezgah (wet bench) siireclerinin ayrintili bir
dokiimantasyonu, kalite degerlendirmesinin hayati bir bilesenidir (159). Bu amagla DNA
izolasyonu ve kiiclik parcalara kesilmesi, kiitiiphane hazirligi, barkodlama, 6rnek havuzu
ve dizi liretimine ait tiim standart ¢aligsma protokolleri kayit altina alinmali, boylece her

bir adim ve sonraki manipiilasyonlar takip edilmelidir (160) (Sekil 2.12).

-PCR zenginkestinmea
-Kitiphane hazirlanmasn

“Kitlphane Qc

Kitiphane
olusturulmasi, kesme,

Niikleik Asit | Uglann tamiri, ' Ornek
(DNA, RNA) adaptor ligasyonu Kiitiiphanesi

- = - a 1]Baz ragirma ve OC degerlendirmeler
Dizileme kalite metrikleri Okumalann ve OC deferlerin olusturulmas, kalite metriklerinin
| [PASS/FAIL/error rates) | L analizl ve ham verilerin filtrelenmesi

Ham veri (FastQ)

Haritalama Raporu . 2} Haritalama
| Cowverage, Duplikas.l,ron | Haritalama (BWA) | Okumalann referans genoma hizalanmas:

Analize hazir
dosya(BAM)

-Duplilassyonlann igaretlenmesi /

3) SNV INDEL
tespit|

BAM dostasimin

imasi
yeniden hizalama [INDEL

Hizalama et islenmesi — .
SONrasi -Baz kalitesinin rekalibrasyanu GATK. picard) a) JN'.'.-INI:_bl:L andiasyony, filtreleme ve
igemler ve — degerkendirme
SNV/INDEL Analize hazir +  SHWYINDEL anctasyonu, filtereleme ve OC
*  SNAWYINDEL agr v ve iligki calgrmalar
tespith ve ormek Y agregasyponu ve ilighi alg 1

yeniden Varyant cagirma SNWINDEL Cagwma [HamsNVsve | Anotasyon ve filteleme (SNVs,
kallbrasyonu | g porlan (SNV ve INDEL) (GATK HC/UG-samtools) INDELler {VCF) INDELs){Annovar veya inhouse tool )

Sekil 2. 12: Wet-lab ve dry lab ana islemlerinin sematizasyonu

Not: Expert Rev Mol Diagn 2015°dan degistirilerek alinmigtir (160).

2.12. KALIiTE KONTROL

Okuma Filtreleme ve Kirpma (Read Filtering and Trimming) asamalarinda hem
Ion Torrent hem de Illumina siralamasinda hatalar meydana geldiginden, logaritmik bir
hata olasilig1 olan Phred puani kullanilarak kalite puanlari ile ifade edilir (161, 162). Bu
nedenle, 10'luk bir Phred puani (Q10), 10'da 1 olasilikla yanlis olan veya %90.0'lik bir
dogrulukla bir tabani ifade eder ve Q30 i¢in 1000'de 1 olasilikla yanlis bir taban veya
%99.9 dogruluk anlamina gelir. Fastq dosyalari, tiim ham siralama okumalarini, dosya
adlarim1 ve kalite degerlerini igerdiginden, daha yiiksek sayilarin daha yiiksek kaliteleri

gosterdiginden, ilk kalite kontrol adimi i¢in 6nemlidir (162). Ham dizinin kalitesi, NGS
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analizinin genel basaris1 igin kritik 6neme sahiptir, dolayisiyla ham verilerin kalitesini
degerlendirmek i¢in NGS QC arag takimi, QC-Chain ve FastQC gibi birkag
biyoinformatik arag gelistirilmistir (162,163). FastQC en popiiler olanlardan biridir. Cikt1
olarak FastQC, okuma kalitesinin farkli yonleri hakkinda iyi yapilandirilmis ve grafiksel
olarak resimlenmis bilgiler igeren bir rapor verir (Sekil 2.13). Sekans okumalar1 yeterli
kaliteye sahipse, sekanslar referans genomla hizalanmaya/haritalanmaya hazirdir. Phred
puani, dizileri filtrelemek ve kirpmak i¢in de kullamishdir. Bagdastiric1 dizilerini
kaldirmak i¢in her okumanin sonunda ek kirpma gergeklestirilir. Genel olarak kirpma
adimi, okumalarin toplam sayisini ve uzunlugunu azaltsa da, kaliteyi kabul edilebilir
seviyelere vyiikseltir (159,162). Kirpma gerceklestirmek i¢in BTrim, IeeHom,
AdapterRemoval ve Trimmonatic gibi Illumina verileriyle ¢esitli araglar gelistirildi (153).
Yine de, en iyi ara¢ yoktur, bunun yerine se¢im, asagi akis analizine ve kullanici

tarafindan kararlastirilan parametreye bagl yapilir.

R Festc [o e =]

File Help

bad_sequence.txt | good_sequence_short. bit

Basic Statistics ) . ,
Quality scores across all bases (Ilumina =+1.3 encoding)

Per base sequence quality

a4
5z ____IIIIIIIIIIIIIIIII

Per sequence guality scores an

Per base sequence content 28 [~
26 s H
Per base GC content 54 T
Per sequence GC content |22 T I~ 11

20

13

Per base N content

Sequence Length Distribution| 16

14
Sequence Duplication Levels
12

Overrepresented sequences |1q

Kmer Content 5

COO00OO00LO

Z JTHT w

1 3 ) 7 9 11 13 15 17 19 21 23 2% 27 29 31 33 3% 37 39
Pasition in read (bp)

Sekil 2. 13: Yiiksek verimli sekans verileri i¢in bir kalite kontrol aract olan FastQC (163).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. OLGU SECIMIi VE KLINIKOPATOLOJIK OZELLIiKLER

Retrospektif dizayn edilen g¢alismada, 01.01.2007-31.12.2019 yillar1 arasinda
Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji
Klinigi’nde tiroidektomi materyaline ait parafin bloklarindan elde edilen kesitleri
incelenen ve mediiller tip tiroid karsinomu tanist alan hastalar alindi. Toplam 20 olgu
saptandi. Olgulara ait Hematoksilen-Eozin (H&E) boyali lamlar arsivden ¢ikarildi.
Papiller karsinom ile birliktelik gosteren mikst/kombine mediiller kanser i¢eren 2 olgu,
parafin bloklarina/H&E boyal1 kesitlerine ulagilamayan 1 olgu, %30’dan az tiimdr alani
igeren 1 olgu ve 10 nanogram/mikrolitre (ng/ul) den az DNA igeren veya yetersiz DNA
kalitesinde 3 olgu olmak tizere toplam 7 olgu ¢alisma dis1 birakildi. Calismaya dahil
edilen 13 olguya ait preparatlarin tamami retrospektif olarak, board sertifikali endokrin
patolog (SA) tarafindan yeniden degerlendirildi. Olgularin patolojik evrelemesi WHO
2022 Endokrin Patoloji serisine (41) ve AJCC 8. baskisina (45) gore yapildi.

Bakirkoy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulu’nun 22/07/2019 tarihli toplantisinda ETIK KURUL: 2019-14-Karar numaras ile
calisma igin onay alind1 (Bkz. EK).

3.1.1. Demografik  Veriler

Hastalara ait tan1 anindaki yas, yerlesim yeri, cerrahi prosediir bilgileri, lokal/uzak
yayilim gibi parametreler hastane elektronik bilgi yonetim sisteminden, timdr c¢api,
enkapsiilasyon, histolojik timor tipi, tiimor derecesi, lenfatik-vaskiiler-perindral
invazyon, cerrahi sinir durumu, ekstra tiroidal yayilim, lenf nodu tutulumu gibi
histopatolojik 6zellikler mikroskobik yeniden degerlendirme sonucu elde edildi. Takipte
ulagilabilen 13 hastanin son durum bilgileri, takip siiresi, hastaliksi1z sagkalim (DFS) ve

genel sagkalim (OS) siireleri endokrin cerrrahi klinigi tarafindan saglandi.

o1



3.2. HISTOMORFOLOJIiK DEGERLENDIRME

Olgulara ait H&E boyali kesitlerin tamami, endokrin patolog (SA) tarafindan
Nikon marka Eclipse Ni-U model mikroskopta incelendi. Histolojik alt tip verifikasyonu

icin DSO 2017 tiroid tiimdrleri siiflamasi (10) temel alindi.

3.2.1. Tumorin Gradelemesi

Bilimin giincel verileri, gelismeleri izlemesine iyi bir ornek olacak sekilde
caligmalar devam ederken tez konusu ile ilgili giizel bir gelisme yasandi: Bugiine kadar
gradelemesi yapilmayan Tiroid Mediiller kanserlerde tanimlanan yeni kriterlere gore artik
derecelendirmeye gidildi. Memorial Sloan Kettering Cancer Center’den Bin Xu ve ark.
(164) 2022 yili ilk ¢eyreginde mediiller kanserlerde mitoz ve/veya Ki 67 proliferasyon
indeksine, nekroz durumuna gore gradeleme yapilabilecegini ve bunun uluslararasi
gecerliligi olan kabul edilebilir bir sistem oldugunu c¢ok merkezli bir ¢alisma ile
gosterdiler. Buna gore asagidaki 6zelliklerden en az bir tanesini igeren tiimorler high

grade digerleri low grade olarak derecelendirildsi;

e 2 mm?*de 5 ya da daha fazla mitoz (>5/ 2mm?),
e Ki-67 proliferasyon indeksi %5’e esit ya da daha biiytlik (>%5 Ki67),

¢ Yadanekroz igerenler

Bu amagla tiimor ornekleri makalede belirtildigi sekilde H&E boyali lamlar

{izerinden nekroz ve mm?’deki mitoz sayilarina gore derecelendirildi.

3.2.2. Dezmoplazinin Degerlendirilmesi

Dezmoplastik stromal reaksiyon (dezmoplazi), invaziv epitelyal timor hiicrelerini
cevreleyen yeni olusan fibrotik (kollajendz) bir stromanin varligi olarak tanimlandi. Bu
stroma olusumunun miktarina ve kapsamina bakilmaksizin, yukarida tanimlandig: gibi
yogun kollajenden zengin bir stroma gozlemlendiginde, bir tiimdr dezmoplazi i¢in pozitif
kabul edildi. Sadece gevsek retikiiler lifler ve damarlardan olusan stroma, desmoplastik
stromal reaksiyon i¢in negatif olarak siniflandirildi (113). Dezmoplazi skorlamast,

negatif (0), hafif (1+), orta (2+) veya yogun (3+) olarak kaydedildi (165).
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3.2.3. Amiloid Birikiminin Degerlendirilmesi

Mediiller kanserlerin bir 6zelligi olan amiloid birikimi (166) raporlama yaparken
kullandigimiz Cristal Viyole (CV) ve Kongo red (CR) histokimyasal boyama sonuglarina
gore yapildi. Cristal Viole boyasi ¢ok hizli soldugu i¢cin Kongo Red boyasi ile polarize
filtreli mikroskop altinda birefrigent (¢ift kirinim) veren elma yesili renk degerlendirildi.
Amiloid skorlamasi; dezmoplaziye benzer sekilde birikim negatifse (0), hafif (1+), orta
(2+) veya yogun (3+) olarak kaydedildi.

3.2.4. C Hiicre Hiperplazisinin Degerlendirilmesi

Mikroskopik olarak x100 biiylitme alaninda en az 50 hiicre ve iizeri C hiicre
hiperplazisi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle C hiicre hiperplazisi varligi
durumunda literatiirde tanimlandig1 sekilde fokal-nodiiler-diffiiz olarak siniflandirildi

(47).

3.2.5. pTNM’ye Gore Evreleme

Olgularin patolojik evrelemesi CAP 2022-Mart Tiroid Kanser Protokolii (167) ve
AJCC 8. Baskisina (45) gore yapildi. Boyun diseksiyonu/lenf nodu diseksiyonu yapilan
olgularda lenf nodlarina ait H&E kesitlerde metastaz varligi arastirildi; mikrometastaz
pTNM siniflamasinda yer almadigindan herhangi bir metastaz varligi lenf nodu metastazi
(LNM) olarak kabul edildi, siipheli izole hiicre odaklari AJCC evrelemesini

degistirmemesi nedeniyle dikkate alinmadi.

3.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM VE DEGERLENDIRME

Immiinohistokimyasal degerlendirmenin standartlara gore yapilabilmesi igin
kontrol dokular1 igcermelidir. Bu nedenle Kalsitonin i¢in normal tiroid dokusu igerisinde
bulunan ve internal kontrol olarak kabul edilen C hiicreleri referans alindi. Toplam 13
olguya ait nekroz ve hemoraji igermeyen, histomorfolojiyi optimal bi¢cimde yansitan
bloklardan daha o©nce hazirlanan ve mediiller kanser tanist i¢in gerekli olan
(Laboratuvarimizda bulunan otomatik immiinohistokimya cihazinda (Dako Omnis);
Kalsitonin (Rabbit Policlonal Anti-Human Kalsitonin, Ready to use) boyali lamlar
kullanildi.  Kalsitoninin ~ tiimo6r  hiicrelerindeki  niikleer ~boyanmasi  pozitif
immiinoreaktivite olarak kabul edildi. Kalsitonin boyanma yiizdesi 50 alt1 olanlar (< %50)

ve ylizde elliye esit veya lizeri olanlar (%50<) seklinde gruplandi.
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3.4. MOLEKULER YONTEM

Secgilen mediiller karsinom olgularina ait H&E boyali lamlarda nekroz ve
hemoraji icermeyen en az %30 tiimor dokusu bulunan alanlar, Nikon Eclipse Ni-U 151k
mikroskobu altinda isaretlendi. H&E boyali lamlara ait tiimorli parafin bloklardan 5’er
um kalinliginda, 5-10 adet doku kesiti alindi. Tiimdr dis1 odaklar 11 numarali bisturi ucu

ile uzaklastirildi.

3.4.1. Orneklerden DNA izolasyonu, DNA’nin Kalitatif ve Kantitatif Analizi

FFPE dokudan DNA izolasyonu, Quick DNA FFPE kit (Zymo Research,
#D3067) ile iiretici firmanin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. FFPE
orneklerinden mikrotom ile (Leica, RM2235) 10 um boyutunda 5-6 kesit alinarak 1.5
mL’lik mikrosantrifiij tiiplere alinmis ve ilizerine 400 uL deparafinizasyon sollisyonu
eklenerek 55 °C’de 1 dk siireyle inkiibe edilddi. Ardindan dokularin pargalanmasi i¢in 2X
Digestion buffer ve Proteinase K eklenerek 55 °C’de 12 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda ornekler 94 °C 20 dk boyunca ikinci bir inkiibasyona alinmis ve ardindan 5 pL
RNase A eklenerek 5 dk siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. 350 pL Genomic Lysis
Buffer eklenen ornekler iyice vortekslendikten sonra 135 pL isopropanol eklenerek
12.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant filtreli spin column
tizerine eklenerek 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edilerek, DNA’nin spin column iizerine
tutunmast saglandi. Genomic DNA Wash Buffer 1 ve 2 ile yapilan iki ayr1 yikama
sonrasinda spin columndan DNA, 50 uL. DNA Elution Buffer kullanilarak eliie edildi.
Elde edilen DNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri sirasiyla Genomic DNA
ScreenTape Assay kiti kullanilarak TapeStation 4150 (Agilent) cihazinda ve dsDNA BR
Assay Kit kullanilarak Qubit 4.0 fluorometre ile gergeklestirildi (Sekil 3.1). Orneklerin
0D260/280 degerleri ise Take 3 Plate kullanilarak Synergy Neo 2 Multi-Mode reader
(BioTek) ile kaydedildi. DIN degeri 7 >0D260/280 degeri 1.8-2.0 ve konsantrasyonu 20
ng/ul’nin iizerinde olan ornekler ¢alismaya dahil edildi. DNA izolasyonunun hemen
ardindan kiitliphane hazirlig1 gerceklesecegi icin, izole edilen DNA o6rnekleri +4°C’de

saklanda.
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Sekil 3. 1: Deparafinizasyon akis semasi

3.4.2. Tiim Ekzom Dizileme (WES) Kiitiiphane Hazirhg:

FFPE dokulardan elde edilen DNA’larin WES kiitiiphane hazirligi Sure Select XT
HS /Low Input Target Enrichment with Pre-Capture Pooling kit (Agilent) kullanilarak
Saglik Bilimleri Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Yeni Nesil
Dizileme laboratuvarinda  gergeklestirildi.  Kiitiphane  hazirh@  Oncesinde,
konsantrasyonu belirlenen her bir genomik DNA (gDNA) 6rnegi, 50 pL’de 100 ng gDNA
olacak sekilde 1X TE Low TE buffer kullanilarak diliie edildi. Diliie gDNA 6rnekleri
SureSelect XT HS and XT Low Input Enzymatic Fragmentation kit kullanilarak
pargalanmis ve 150-200 bp boyutlarinda DNA fragmanlari elde edildi. Ardindan Repair
and dA-Tail islemi ile DNA’nin 3' ucuna non-templated niikleotid eklenmesi

gerceklestirilmis ve yaklasik 70 pL hacmindeki 6rnekler lizerine 25 pL Ligation Master

55



Mix ve her 6rnek i¢in spesifik olmak tlizere 5 pL Adaptor Oligo Mix eklenerek 6rneklere
adaptorler baglandi. AMPure XP beadler kullanilarak gergeklestirilen yikama islemleri
sonrasinda elde edilen adaptor bagl kiitiiphaneler Pre-Capture PCR Amplifikasyonu ile
cogaltildi. Amplifiye edilen kiitiiphane orneklerinde istenmeyen fragmanlar AMPure XP
beadler ile uzaklastirilmis ve hazirlanan kiitiiphane 6rnekleri D1000 ScreenTape Assay
kit kullanilarak analiz edildi. Her bir 6rnekten esit hacim alinarak 8 6rnek tek tiipte pool
edilmis ve toplamda 1500 ng indekslenen ornekler, Capture Library ve SureSelect Fast
Hybridization Buffer kullanilarak hibridize edildi. Hibridize edilen kiitiiphane drnekleri
Streptavidin kapli beadler ile yakalanarak beadlerden eliie edilmis ve ardindan elde edilen
kiitiiphaneler Post Capture PCR Amplifikasyonu ile ¢ogaltildi. Cogaltilan kiitliphane
ornekleri AMPure XP beadler kullanilarak yikanmis ve beadler tarafindan tutulan
kiitliphane ornekleri 25 pL Low TE buffer ile ¢oziilerek kiitiiphane konsantrasyonu ve
biiylikliigli High Sensitivity D1000 kiti ile TapeStation 4150 cihazinda Olgiilerek
kaydedildi. Her bir kiitiiphanenin konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan, dizileme

islemine kadar kiitiiphane 6rnekleri -20°C’de muhafaza edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2: Pipetle alinan uygun konsantrasyon {iriiniin flow cell denen plaka {izerine

yerlestirilmesi

3.4.3. WES Kiitiiphanelerinin Analizi

Hazirlanan kiitiiphane ornekleri NovaSeq 6000 Sequencing System Guide

kullanilarak analiz i¢in hazirlandi. Elde edilen kiitiiphane 6rnekleri 2nM olacak sekilde
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pool edilmis ve 2.5 nM PhiX eklendikten sonra 0.2 NaOH ile denatiire edildi. PhiX iceren
denatiire kiitiiphanelerin analizleri, SP flowcell 300 cyc kit kullanilarak Novaseq 6000°de
gergeklestirildi. Analizlere iliskin temel kalite Olgiimleri asagida sunuldu: (Sekil 3.3 -
3.6).

T T

Filenams good_sequence_short.txt
File type Conventional base calls
Encoding I1lumina Novaseq 6000
Total Sequences 253020

Sequences flagged as poor quality @
Sequence length 48

%GC 45
Sekil 3. 3: NovaSeq6000 cihazi ile yapilan iyi kalite NGS dizi analizi

Her baz icin dizi kalitesi

Quality scores acress all bases (illumina 1.5 encoding)

TR T TTT T T I IITIT ﬁﬁﬁf‘ﬁf‘ﬁT

&

S 12345678910 12 14 15 L& 0 2 24 26 I8 30 32 34 36 38 40
Position in read (bp)

Sekil 3. 4: Her baz i¢in dogrulanan dizi kalitesi
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Her dizi icin Phred Skor

Quality score distribution aver all sequences

Average Quality per read

150000
140000
120000
100000
80000
60000

40000

20000

253458678910 12 14 16 18 20 2@ 24 2 2B I Iz 5 I 38
Mean Seguence Quahty (FPhred Scare)

Sekil 3. 5: Her dizi i¢in Phred skoru

Her baz icin dizi icerigi
Segquence content across all bases

100
%T
%iC

s0 £,
W

BO

70

a0

50

40

30 —

20 |

10

L]

123456785810 12 14 16 1B 20 2 24 26 I8 30 32 34 38 3B 40
Positicn in read (bg)

Sekil 3. 6: Her baz i¢in uygun dizi igerigi
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3.4.4. 1gili Genlerin Bakilmasi ve Tiim Ekzom Analizinin (Wes) Yapilmasi

Kombine/mikst tlimor olmayan, yeterli tiimdr alan1 igeren (en az %30) ve nekroz
bulundurmayan tiroid mediiller karsinom tanil1 parafin bloklar TUBITAK MAM Tibbi
Biyoloji ve Genetik Miihendisligi boliimiinde NGS analizi i¢in degerlendirildi. Yeterli ve
kaliteli miktarda DNA igeren Orneklerden WES analizi yapildi. Islemler illumina
NovaSeq 6000 (USA) cihazinda gerceklestirildi.

Planlandig1 sekilde RET geni dahil 63 gene (ABL1, AKT1, ALK, AXL, APC, ATM,
BRAF, CALCA, CCND1, CDH1, CSF1R, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, FBXW, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, GNA1l, GNAQ, GNAS, HNFla, HRAS, IDHI, IDH2, JAK2, JA3, KDR, KIT,
KRAS, KRT20, KRT7, MAP2K1, MET, MLH1, MPL, NOTCH1, NPM1, NRASNRG1, NTRK1,
NTRK2, NTRK3, PIK3CA, PPARG, PTEN, PTH, PTPN11, RB1, RAF1, RET, ROS1, SLC5A5,
SMAD4, SMARCBL, SMO, SRC, STK11, THADA, TP53, TTF1, VHL) bakild:.

Mediiller kanserler daha ¢ok RET geni ile ilisikli oldugundan o6ncelikle 10.
Kromozom {izerindeki RET geni iizerine yogunlasildi. Ayni1 zamanda sporadik
timorlerde de en sik gorillen mutasyon olan ekzom 16° daki M918T mutasyonu
arastirildi. 1. asamada ilgili analiz tiim WES baz alinarak yapildi, 2. asamada ise yukarida
da bahsi gecen 63 genlik listede mevcut olan genlerden herhangi birinde sadece ilgili

hastaya 6zel bir mutasyon olup olmadigina bakildi.

3.5. BIYOLOJIiK YOLAK ZENGINLESTIRME YONTEMI

Calismanin  bir sonraki basamaginda kullanmak {izere KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) veri tabanin1 baz alarak bir biyolojik yolak
zenginlestirme analizi yapildi (168). Burada amag; ilgili genlerin her birinin katildig
biyolojik yolaklar1 gormek ve bunlar arasindan hastalik ile direkt iligkilendirilenler/dikkat
¢ekenler veya onemli olabilecegi diisiiniilenleri segmekti. Bu sekilde listelenmis bir
yolagin hedef hastalik i¢in ilging bir bulgu olabileceginin 6n goriilmesi durumunda ilgili
yolakta gorev alan fakat 63 genlik liste icerisinde bulunmayan diger genleri de boylece
inceleme imkani olacakti (168). Tiim yolaklar ve iliskili genler tabloda gdsterildi (Tablo
3.1).
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Tablo 3.1: Biyolojik yolaklar ve iliskili genler

i | Term | werln P-value

1 | Pathways in cenoer 33/53] LEI136EA45
3 | Centrel carbon metabolizm in cancer 1870 142132E33
4 | Rapl signaling pathway 07210 BO1145E-28
5 |PI3K-Akt signaling pathway 11334 1LATI0SE-26
& | Endomstriz] cancer 1438 172793E-15
7 | Gastric cancer 17/148 5835 14E-23
& | Prostate cancer 1587 411863E-24
9 | Melanome 14/72 49017E-4

10 | Mon-smeil call lung cancer 1471 49027E-24

11 |Breast cancer 16/1473.8TR1TE-23
12 | Proteoglycens in cnoer 17/205 LE1SE-1

13 | Rzs zignaling pathway 17231 1 38757811
14 | MLAPK signzling pathway 18284 LR93E3E-11
15 | Bladder cancer 1141 LIMIE-1D

15 | Hepatoce!lulzr carcinoma 15/168 230300E-20
17 | Colorecta] cencer 1286 B30RLSE-1D
12 | Sipnaling pathways rerulzting pluripotency of s 13/143 B35306E-18
19 | Glioma 1175 149REE-17
20 | Chronic mpeloid leukemia 1176 1,74858E-17
21 |ErbB zignaling pathway 118 642151E-17
22 | Humen cytomegzlovins inbotion 143225 51 M43E-1T
73 | MicroRNAs in cancer 15310 143413816
24 |Hzpatitis B 12161 2,15837E-13
25 | Calcium zignaling pathway 137240 756592E-15
6 | PD-L] expression and PD-1 checkpoint pathwsy 1089 B,1E146E-13
27 | Fox0 signaling pathway 117131 LR4820E-15

22 | Thyroid cancer 837 1RIS03E-14
29 | Humen pepil lomevius inkotion 14/331 LE3561E-14
20 | Foczl adhasion 12201 192871E-14
=1 | Acutz myzloid lukemiz Q8T

32 | Renal cell carcinoms 280 4

33 | Regulztion of actin cytoskelzton 111877

976 111R3E-13
9/8F  4R1596E-13

24 | Pancrsatic cancsr
35 | Gzp junction

3 | Phospholipese D signaling pathway 10/148 1L 48316E-12
57 | Humen T-cell leudemia virus 1 inction 11218 150876E-12
= |Hapatitis C 10/157 16B440E-11

33 | Adherens junction i 1E-12
40| Growth hormons synthesis, seoretion 2nd action 9/119 TE-11
41| Neurotrophin signaling pathway Q118 TT4ERTE-1D
4z | Thyroid hormons signaling pathway 9121 B0171E-12
43| Chemaking signzling pathway 10/192 1.99851E-11

Adjusted P-value  Old P-vah Old Adjusted P-vi Odds Ratio

LA3163E43
12630431
SO0004E-26
SATTLTEDS
G40134E-14
LEETOE-13
103516E-11
1.03529E-1]
103525E-11
LB
1TIEMEDL

LIEBE-N

9,T1015E-18
S18143E-17
L35T1IE-1§
LT185E-16
G.00411E-16
TARITEE-16
10BB0IE-15
1,73301E-14
5E0511E-14
§,11873E-14
G36467E-14
1,11503E-13
L11503E-13
1ERES1E-13
133361E-13
198304E-13
4,51801E-13
8.96061E-13
16M4NE-11
T9M3IE-1]
135043E-11

LENTIEL
LENTIEL
4,11260E-11
LEDESEE-11

0

L I I e e

0

L I I e e

1144144215
137,3450808
1704873284
5200746088
181,8600351
B5,08015152
1135818445
143510456
143,522466
TEDETO2044
3857335461
5200263566
H51144
2005154444
.66178471
511034740
330254118
f4.85616319
5348050820
108285796
3968381014
3113622881
45,164
33,1250651%
§7.98178826
5050060444
140,8301503
1617E04083
3515306121
8124092339
8315

31R6601941

JS':C‘CL 74151
3641478213
54,76180476
41,741626%
41,7241 6268
4185700128
1835506436

3093 450481
10543,11884
4746848572
6116325609
TR0R163719
TB0R.163719
4030,124048
2585068365
2408477208
211428043
0340,184548
1741370385

3607154744
3060403043

518534870
1080346328
1205443280
1634,123725
4458,662406
3117158355
1117238740

870,1183308
1688,827081
1083,043001
1083,043001
1067,046184
1133116703

ALK;FELRET,C3FIR.NOTCH] FLT3, FTEN EGFR.NRAS, CTHI GNALL ERERY, ABL ] AKT] VHL, JAK ] HR A%, JAK3 PDGFRA, SAAD4 BRAF MLH] APC PIK3CA SN0
RET,PLGFRAFLTS,IDH] PTEN,EGFR, KRAS PIKICA, EREE L KIT, AKTL KRAS, HRAS FGFRI MET, TP33 FGFRI FGFRL
C3FIR.PDGFRA,SRC BRAF EGFR,NRAS, PICICA,COHL GNAQKIT,KDR, GNAS, AKT1,CTNNE], KRAS HR AS FGFR3 MET, FGFRI, FGFRL
C3FIR.PDGFRAFLT3, PIEN EGFR.NRAS, 3TK11 PIK3CA . ERER4, ERBE L KIT KDR, AKT] KR AS, JAK ) HR AR JA¥3 FGFR3 MET, TP33, FGFRY,FGFRL
PIEN ERAFMLHL EGFR NRAS APC PIK3CA CDHL,EREEL AKT1, CTNNEL KRAS HRAS TR33

REB1;3MADY BRAFMLHL,EGFR NRAS, APC, PIK3CA,CDH] EREEY, AKTI, CTRNB] KRAS, HRAS MET,TP33 FGFR2
RB1 PDGFRAFTEN, BRAF, EGFR NRAS PI3C A EREEL, AKT],CTNNE] KRAS HR A5 TP33 FGFRY,FGFR1
FB1;PDGFRAPTEN BRAF EGFR, NRAS PIK3CACDHI AKT] KR A% HRASMET, TP33 FGFRL
ALKFELRET.BRAFEGFR. NEAS FIEICAERERD AKT] KRAS HRAS; JAK3 MET,TR33
RE1NOTCHL,PTEN BRAF EGFR. NRAS, APC PIK3CA EREE2, KIT, AKT] CTNNEL KRAS HRAS, TP33,FGFR]
SRCERAFPTEN1L, EGFR,NRAS PIK3CA;SMO,EREE4 ERBE2 KIR, AKT], CTNNBL KRAS;HRAS MET, TP33 FGFR1
C3FIRFDGFRAFLT3, PPN, EGFR. NRAS PIK3CA KIT, ABLL KO, AKT] KR AS HRAS, FGFRI MET,FGFRL,FGFR]
CSF1R.FDGFRAFLT3 BRAF EGFR, NRAS ERBE4,EREB ] KIT KO, AKT1 KR A% HRASFGFR3 MET,TP33;FGFRL;FGFR]
RB1NRAS,SRC,CDH]ERBE BRAF KRAS HRAS FGFR3 TP33,;EGFR.
RB1;3MAD4;SMARCEL,PTEN ERAF EGFR. NRAS APC PIK3CA AKTL, CTRNE]L KR AS HRAS MET TP33

NRAS;SMADH APC.PIICA AKT] CTNNE]L BRAF KRAS MLH] HR A5 TR33 EGFR.

SMAD4 NRAS, APC,PIKICA AKT] CTHNEL KRAS, JAK L HRLAS, JAKS FGFR3 FGFRI FGFRL

RB1 PDGFRANRAE PIK3CAPTEN AKT] BRAF KRATHRAS TP33 EGFR

FB1NFAS SMADY PIEICA, ABLLAKT ] BRAF PTPN1] KRAS HRAS P33

NRASPI3CA;SRCERER4EREBL, ABLL AKT] BRAF KRAS HRAS EGFR
RBLPDGFRAIRC EGFRNRAS PIKICA,GRALL GNAQ GNAS AKT], CTNNEL KRAS HRAR TPI3
PDGFRANOTCH],PTEN EGFR, NRAS, APC, PIK3CA ERERY, ABLL, AT KR AS HR AT FGFR3 MET, TP33
RELNRAS,EMADY PIKICA, SRE, AKTL ERAF KRAS JAK ] HRAS, JAKS TP33
RET,PDGFRAEGFR,ERBB4,GNALL,GNAQ,ERBEL KTR, G AL FGFR3 MET,FGFR1, FGFR1

ALK NRASPIEICAPTEN, AKTL,PTPN 1 L KRAS, JAK D HR AR EGFR.
NRASSTK11,SMADY PIKSCAPTEN, AKT],BRAF, ATM KRAS HRAS EGFR.
RETNRAS,CDHI,CTNNEL BRAFKRAS HRAS, TPS3

RB1NOTCHIPTEN EGFR,NRAZ, APC, PIK3CA, GNAS, AKT1,CTNNEL ATALKRAS HRAS TPS3
PDGFRAPIK3CA,ZRC,ERBEY,PTEN, KDR, AKTL,CTNNE |, ERAF HRAS MET,EGFR

CIFIRNRAR PIK3CAFLT3 KITAKT],ERAF KRAS HRAS

NRASPICAAKT] BRAF PTEN11 KRAS, VHL HRAS MET
PDGFRANRAS, APC PI3CA, SRC BRAF KRAS, HRAS FGFR3 EGFR.FGFRL,FGFR]

RB1;EMAD4 PIK3CA;ERBBL AKTLERAF,KRAS, TP53,EGFR

PDGFRANRAS,SRC,GNALL GNAQ, GAS KR AL HR AS EGFR.

PDGFRANRAS, PIC3CAKIT, GNAS, AKT],PTPNL L, ERAS HRAS,EGFR.

RELNRAS SMADY PIKICAPTEN, AKT] ATM KRAS HRAS JAK3 TP33

REL NRAS POGCA; AKT], CTWNEL, BRAF KRAS HRAS, TP33 EGFR.

SMAD4;2RC,COHL ERBBI, CTRKE] MET EGFR.FGFR]

NEASPIKICA,GNALLGNAQ,GNAS AKTL KRAS JAKD HRAS

NRAZPIICAABLL AKTL BRAF, PTRN1], KR AS HRAS, TP33

NRASNOTCH] PIK3CA, SRC, AKT],CTNNB] ERAS HRAS TPS3
NRASPICASRC,GNAQ AKT],BRAF KR AS, JAT ] HRAS; JAKS
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Tablo 3.1 (devam)

=4

&3

&5

&5

7 | Autophzsy

s | Human immunodaficiency vimes 1 inBction

7 | Mitophzey

4 | Kaposi sarcoma-zssociated herpesvirus inction 100183

Eztrogen sipnaling pathway 2137
nBH zignzling pethway 223
VEGF zignzling pethway Ti5
Long-term daprassion THED
Callular sensscence 158
TAE-ETAT zignzling pathway 2182
GnFH zacrstion Tie4
Chemicz] carcinogsnssiz 100238
Cholinergic synapss B/113
Drolactin sipnaling pathway T
Sphingolipid signaling pathway Bl
Azon guidsnos U182
Ralzzin sipnaling pathway 2129
aTOR. signzling pathway B/154
Cushing syndroms B/155
Choline metabolizm in czncer TeR
AGE-FAGE zignzling pethway in dizbetic comg 7/100
Mzlznogensziz 101
Longevity rzgulating pathway 7102
4 | C-typ= lectin receptor signzling pethway 104
5 | Viral carcinogenssiz

Agpalin signaling pathway

Lipid 2nd ztherosclenosis
Apoptosis

Oovtocin sipnaling pathway
Alzheimer dizsezse
Dzrathyroid hormons spathesis, seoretion 2nd 20
Earotonergic synapss
Long-term potentiztion

Fr epsilon BI signzling pethway

Waturzl killer c2ll mediated cytotoxicity
Inzulin signaling pathway

Fluid shesr strass znd athenosclenosiz
Bacterizl invazion of epithalizl calls

B call receptor signaling pethway !
Bmall c2ll lung canesr 542

L | Thagas dizszze 5/102
T cell receptor signzling pethway 5104

HIF-1 signzling pethway 5109

110416E-11

B93037E-11
L1365E-10

1,39315E-10
1,72BEIE-10
11141BE-10
166036E-10
3,2065E-10

3,54586E-10
6,12461E-10
150905E-09
LG40E0E-(D
191315E0%
33 T4EE-(D
3.61514E-00
3.ET4TIEDD
4 44165E-09
119TISE-DE
3,034B0E-08

7 3,034B0E-Q

3.07TBESE-DE

5 3,43365E-08

3,B3EE-D8
6,79TTEDE
LE4851E-07
L TIS6E-DT
1519R1EDT
4. 0B564E-07
53T191E-DT
53TI81E-DT
E0625TE-DT
T.EBETIE-DT
B SED0SE-DT
1O0IIRE-DE
LIGDETE-DE
143003E-D6
40443 5E-06
4445 TRE-DE
3,603 T1E-D6

9,15106E-11
1,18233E-10
1E1032E-10

4,79313E-10
5,21053E-10
533%01E-10
T.60181E-10
£ 3B636E-10
L1104E-D9

120685E-09
10451 8E-%
BI3143E-00
B51403E-00
0.1640E-00

L0504 7E-0B
1,10815E-0
116B66E-08
131830E-08
6421003 E-D8
B5031E-08

B5032E-02

B5932E-08

S44257E-DE
LO33TEADT

1EBL386E-DT
4 3444E8E-07
4491 20E-07
548047E-07
1150BEE-06

LESLITE-DE
103311E-D6
1341BIE-D6

5541 65E-06
S 11158E-06
S.008D6E-DE
1132BIE-D5

D DD DD D DD DD DD DD DD DD DD

£ 0000000000000 0000000000000 0o

2819805051
3668177138

65, 70754717
3191084855
30,6501548

51,08421053
23, 27TRE4083

o b
E &R
— k3 Un a bn b

1288013158
2805317073
1714262027
3E19315436
503401
SE503401
21316819
1433625
BOE1TEDR
31873381
31,13565163
27,18300805
147

23,87445887
22, 72053401

[ S L Y]

3
2
1

[}

TIT.RIETIR4
BD1.5831383

1521 254806
T3E2B0D61

S08.7474300
L3B616068T
5132670476
B63.7008013
1218118245
B01.5ER19D3
5388.2152027
7132135277
5510806053
343,5085813
7305774731
720040624

TIB.65TRTS

TORS106660
SBED503028
3664081376
461.52747

5542414171
5416118087
5416118087
3313202529
3111732165
304 60R068

4540600353
4112103436
3514230117
3026200404
1941057304

RBLNRASPIKSCASRCAKTL, CTNNEBL EFRAS JAT ), HRAS, TP53
NRASPIF3ICA;SRC,GNAQ,GNAS, AKT] KRAS HRAS EGFR
NEAE SRS, GNALLGNAQ, GNAS KFAS HR AR, EGFR.
NRASPIF3ICASRCEKDR AKT]LERAS HRAS
NERASGNAL],GNAQ,GINAS, BRAF, KRASHRAS
RE1;NEAS,PIESCAPTEN, AKT] ATM KR AS HE AR, TP53
PDGFRA PIE S CAMPL, AKT]L,PTPN1 1, JAK ), HE A JAR 3, EGFR
NEAEPIKICA,GNALL GNAQ,AKT] KRAE HRAS

BBl NRASPIKSCASRC, GNAS AKTL ERAS JAKD HR AL EGFR
NFRASPIKICA,GNALL GNAQ,AKT] KRAS JAKY, HRAS
NFASPIKICASRC AKT]L KRAS JAK Y HRAS
NEASPIE3CA, GNAQPTEN, AKT] KR AS HR AS;TP53
NRASPIFICA;SMO; SR, ABLL,PTPN1 ] KRAS HRAS MET
NFASPIKICASRC,GNAS AKT] KRAS HRAS EGFR
NEASSTE11,PIESCA PTEN, AKT], ERAF, KRAS,HRAS
RBLAPC,GNALLGNAQ, GNAS,CTNNE], BRAF EGFR
PDGFRANFAS PIKSCAAKT] KRAS HEAS EGFR

NEAZ EMADY PICA AKTL KRAS JARK T HR AR
NRAS,GNAQEIT,GNAS,CTHNNE] KR AS HRAS

NEASSTE 11 PTESCA AF T KRAS HRAS; TP33

WERAS PIK3CA SRC AKTL,PTEN1] KRAS HRASR
RE1;NEASPIESCA;ERC KRAS HR AR, JAK S, TP53
NEAEEMADY, CDHI1, GNAQ, AKT] EKRAS HRAS
NEASETK11,PIKSCA,PTEN; AKT] KRAS HRAS
NEASPIKICA,GNALL GNAQ AKT] ATAKRAS HRAS
NFRASPIKICASRC AKT]L ERAS JAK Y, HRAS, TP53
NFEASPIKICA AKTL ATM KFRAS HEAS, TP53
NRAS,SRC,GNAQ,GNAS KFAS HRAS, EGFR

NRAS, APC PIKICA GNAQAKT],CTHNNE]L ERAF, KRAS HRAS
GNALLGNAQ,GNAS BRAF. EGFR, FGFR]
NEAS,GNAQ,GNASBRAF KRAT HEAS
NEAS,GNAQBRAFKRAS HRAS
NEASPIE3CAAKTLERASHRAS
NEAS;SRCKRAS HEAS TS

NREAZPIKICABRAF.PTPN1] KRAS HRAS
NEASPIE3CA AT BRAFKRAS HRAS
DPIESCASRCKDE, AKTL . CTNNE]L, TPS3

DIK3CA SR, CDHI CTNNEL MET

NEAEPIESCAAKTL ERAS HRAS
RE1,PIE3ICA,PTEM, AKT],TP53

DI 3CA,GNALLGNAQ,GMAS AKT]

NFRASPIKICAAKT] KRASHRAS

PIE3CAEREEL AKTL,VHL EGFR
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Tablo 3.1 (devam)

=7 | Call cypcle

=2 | Platalat activation

#a | Bazzl cell carcinoma

=0 | Thermopsnssis

o1 | Adipocytokine signzling pathway

5124
5124
"4/63
6232
"a/60

=2 | Epithelial call signaling in Halizobacter pylori {"4/70

oz | Bhigsllosis
=4 | Endacytosis
=5 | Alcoholism

6246
6152
5/186

o | Inflamemztony mediztor serulztion of TRE channsl 408

o7 | Transoriptionz] mizsregulztion in cancer

== | Progasterone-madizted oocyte maturztion

=5 | Ampehizsiz

100| Epstein-Bar vines ingction

101 | Pathways of neurodegensration

10z| Insulin resistancs

03| Vasoular smooth muscls contraction
104 | Ragulation of lipolysis in adipocytes
105 Yersinia infction

0= hlezzlas

1o7| Cortizol synthesiz znd secrstion

1c=| Hippo sipnaling pathway

12| Wat signaling pathway

110/ p53 signzling pathway

111 | Herpas simplex virus 1 iniction

11z| Insulin saorstion

112| Thl znd Th call diferentiztion

114| Aldosterons synthesiz 2nd secrstion
115| Hemztopoistic call linsage

118 CAMP sipnzling pethway

117| Th1 7 call diferentiztion

12| Flucagon signzling pathway

112| Leukoocyts transendothelizl migration
120 Szlmonslla inkction

121| ANPE zignzling pethway

122| Dgteoclzst diferentiztion

5182
4/100
4102
5102
7475
4/108
4/133

355
4137
4138

"3/65
4/163
4/166

Fo mn

P P = |
6/458
N
1]
398
380
4216
3noT
3noT
N4
4248
i
3T

105196E-05
1.05186E-05
144002E-05
LE47T57E-DS
LDGRTRE-DS
L1204E-05

1I8333E-05
16261E-D3

T3G55RE-DS
212441E-D5
B.55E5E-DS

BEQTIIE-DS
O.6092E-03

0000108601
000112710
Q00118930
DODN2ET103
DOD0I01ET3
000030006

0003 16027
DO TREEE
QO0RETTI4T
000061167
OODDETADTS
DU0D1044730
DOOLDESTI4
0001319222
0001582125
QD01 62ERS3
DODLEH0ESE
00034429
0002034420
QD43 6387
DO02T4ET4T
QO0IELTRESR
Q003306016

LI6112E-D5
1361 12E-05
3. 05046E-03
3,45195E-03
4,10B47E-D3
4.50114E-05
JB65E]
5.2B043E-D3
000014855
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CEFIR,PIESCAAKTI
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Tablo 3.1 (devam)

123| Aldosterone-ragulated sodivm razbeonption
124 | Diopeminsrgic synapss

1z5| Spinocersbellar ataxia

1z6| Adrenergic sipnaling in cardioamyocytes
127 | Carbohpdrate digastion znd sbeoaption

128| Endocrins znd other Bctor-reeulated caloivem 1221
129 oGMP-PEG signzling pathway

130| Tight junction

131 | Influenza 4

13z | Tuberculosis

133| Newtrophil extracallular trap formation

134| Pathogenic Escherichiz coli inction

135| Renin secration

13| Drizbetic cardiomyopathy
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SEE0BEY
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]

203
137 | Inositol phosphate metzbolizm 73
128 Thyroid hommons sypathesis 75
133| Gastric acid sacrstion 76
140| Salivary sacrstion 2183
141 | Circadizn entrainment 2187
14z| Fr gz R-medizted phagooytosis 2187
143| Phosphatidylinositol signzling system 187
144| Paforsatic seoretion iy Ling
145 Toll-like receptor signaling pathway 2104
14| TNF signaling pathway 113
147| Tomoplz=mosis 2112
42| Glutzmatergic synapss 2114
14a| Ubiguitin medizted prot=olyzis 1148
150| Non-zlooholic Sty liver dizazzs 2155
151 | Mismztch repair 1/33
15z | Naoroptosis iy i
153 Maturity onsst dizbstes of the voung 1526
154 | Citrate owpcla (TCA oycls) 1/30
155 African Hypanosomizsis 137
155 | Primery immunodaficisncy 1/38
157 | Ferrophosis 1/41
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D001 82771
O021E4404

OOT1E4404

OO21E4404

O02308E36]
D.024850435
D02RE533701
028523701
D.02046008

0042843333
003141054

D.052T03538
O033T913E

0030374257
DDEE10T0D

DOEI442556
DOESE00454
O0e 44358
O0SI04435E

0005236068
0005604160
000605406

0.00TETRLIT
0.00E107113
0010181864
001034825

0010608715
001104507

00124127125
0014054145
0015612621
0016010815
0016674040
0017568047
0018358577
0.01B60138

0.0271617TE
OO2ETEH4T
OO2ETEH4T
OO2ETES44T
0051380396
0.032205726
0036533782
0.036533782
0.03748TETR
0054135657
0054522455
0065703731
0066615815
0073045861
0.0E3351900
0101323103
0103272805
0108632452
0108632451

=N -N - = =R - RN M= - R - MR- R R - R R R R R R - R R R N - R - - R R R ]

=R =N R - R - R B - R = M R R B R - R - R - R R R R - R R R R R B - R R R = R R ]

15219250841
1047780127
S5401E8E312
D 16458401
10,662322713
1734370085
2217134145
B127180581
TRE1T10587
THITETI6N
7145957742
5044353317
15181537645
6733877273
134456084

1210350078
11.838335534
LTeDE10501
Q2002101398
SI00201398
2100207308
BRIZF55556
2540673203
BD1T7ITITIT
BO17373T3T
TETI41265E
6381642512
5. 751633987
1550455403
56039631990
17 32R60565
1493553213
1203717391
1170152761
10.82228261
1082238261

143 6441165
SETOREER4R
5180545042
4819512797
1024370333
2630330835
40, TI3E0003
3996368273
JBB6353T4
36.14538653
3342115428
3125361197
SES35E001E
10 TEIIRTS
5426550045
515073856
5114271985
IT.E5T400E]
353244715
353244715
353244715
3121330791
318538835
IR51TO5R00
2B51TR5R08
177481635
20 10318573
170703881
S5TRE1E316E
1537E37TE45
4893440801
40107182
1987085114
1876311181
1581638024
15 E163E934

BIESCA KFRAR
GMAQGNAS AKT]
PIESCA, GNAG AKTI
GMAQGNAS AKTL
PIESCAARTI
GNAQ,GNAL
GMNALLGNACQ AKTI
STK11,5RZ.ERBE2
PIEICAART] JARD
SR ARTL JARD
BIESCA SRCAKTI
SR ABLLPTEN]L
GMNAQGMNAS
PIESCA PTEM; AKTI
PIESCA PTEN
GNAQGNAS
GNAQ,GHAS
GHAQGHAS
GHAQGHAS
BIESCAARTI
BIESCA PTEM
GNAQ,GNASL
PIESCAARTI
PIESCAARTI
AKTLIAKD
GNAQ,GHAS
FBEW T, VHL
BIESCAARTI

AIH1

TAR D TAES

HNFlA

ICHI1

GNAQ

TAKS

TB33

ATHI



¥9

Tablo 3.1 (devam)

15a| Vasopressin-rezulated water rasbeoaption
1eo| Typse IT dizbetes mallitus

151 | Cofonavines dizazzs

162| Coczine addiction

163| Vibrio cholerzs infction

154 hlzlzriz

1e5| Onvarizn sterpidogenssiz

165 Parkinson dizsaze

157 | Fafuoond anemia pathway

12| Hedeshoe sipnaling pathway

1ea| Glutzthions metzbolizm

17o| Notch signzling pathway

171| Viszl myocarditiz

17z| Prion dizazzs

173| Amphetzmine addiction

174| Cytokoina—cytoliine recaptor interaction
175 Huntington dizzzz=
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1/48
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27245
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1/56
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l'g8
217385
2306

176| Arrhrthmossnic right ventriculzr cardioareopath 1777

177| Leishmenizzis

172 | Paroxizsoms

179 FABASEIC svnapss

1z0| Bile seorstion

121 | Morphins addiction

12z| TGF-betz sipnzling pathway
123| Dilated cardioamyopathy
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124| Visz]l protein interaction with ortokine and crtod 1/100
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127 | 22l adhesion molecules
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3.6. YAPAY ZEKA MODELLEMESI

Tiim hastalar CHASMplus THCA kullamilarak degerlendirildi (169). Ilgili
yazilim bir yapay zeka 6rnegi olup makine 6grenim modeli algoritmasidir (Sekil 3.7). 32
kanser tiirtinden 8.657 oOrnege uygulanan CHASMplus, 240 gende 4.000'den fazla
benzersiz driver mutasyonu tanimlar ve ayrica spesifik kanser tiirleri ile ayirt edilir (170).
Calismamizda ozellikle tiroid kanseri iizerine egitilen bu yazilim bize sunulan data

icerisinde ilgili hasta i¢in driver veya passanger olabilecek mutasyonlar1 gdsterdi.

CANCER YYPES

@Vﬁam

g

Machine learning predictions

sample size

Driver Passenger

Sekil 3. 7: Yapay zeka modellemesinin ¢alismasinin prensibi (170)

3.7. ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin analizinde SPSS 25.0 (Statistical Package for the Social Sciences)
programi kullanildi. Kantitatif sonuglar aritmetik ortalamatstandart sapma ile ifade
edildi. Kategorik veri tiirline sahip olan veri gruplar1 arasindaki bagimlilig1 yani iliskiyi
incelemek icin ki-kare testi kullanildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik olup
olmadigin1 arastirmak i¢in siirekli verilerde orneklem sayisi 20’den az oldugu igin

parametrik olmayan testlerden Mann-Whitney U testinden faydalanildi.
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4. BULGULAR

4.1. DEMOGRAFIK, KLINIiK VE PATOLOJIK BULGULAR

Calismaya dahil edilen 13 olgunun yas araligi 26-68 olup yas ortalamasi
50,4+14,8, ortanca degeri 55°dir. Kadin hastalarin sayis1 10 (%77), erkek hastalarin sayisi
3 (%23) olup kadin/erkek orani: 10/3=3,33"diir (Sekil 4.1).

Yas ve Cinsiyet Dagilimi
70 66

60 55

68
64 62
53
50
39 38
40 36
29

30 26

20

10

0

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4. 1: Olgularin yas ve cinsiyet dagilimi

Not: Kirmizi - Kadin  Mavi - Erkek

Olgularin 9’unda (%69) enkapsiilasyon yokken, 2’sinde (%15) fokal, 2’sinde
(%15) total enkapsiilasyon goriilmistiir (Sekil 4.2). Kapsiil igeren 4 adet tiimorde kapsiil
invazyonu tespit edilmistir. Enkapsiile olmayan ya da fokal kapsiillii olan tiimoérlerden 6
tanesinde metastaz yokken 5 tanesinde lenf nodu metastazi vardir. Benzer sekilde kapsiil

invazyonu olan 4 olguda lenf nodu metastazi varken 4 olguda lenf nodu metastazi yoktur.
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Timorde Enkapsiilasyon

total 2; 15%

yok 9; 70%

fokal 2; 15%

m yok = fokal = total

Sekil 4. 2: Ttimorlerde Kapsiil durumunun dagilimi

Vakalarin 7’si (%54) follikiiler, 4’1 (%31) tubulopapiller (Sekil 4.3), 2’si (%15)
spindle hiicreli mediiller karsinom histolojik alt tiptedir (Sekil 4.4).

Sekil 4. 3: Tubuler paternde tiroid mediiller kanser mikroskopisi (H&E; x100)

Not: Solda normal tiroid dokusuna karsin sagda tubulopapiller paternde tiimér infiltrasyonu goriiliiyor
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Histolojik Alt Tipler

= follikliler = spindle = tubulopapiller

Sekil 4. 4: Histolojik alt tiplerin dagilim1

Tiimdr ¢aplar1 0,3 cm ve 5 cm arasinda degismekte olup ¢ap ortalamas: 2,16+1,46

cm, ortanca degeri 2 cm dir.

Amiloid birikimi (Sekil 4.5) ve dezmoplazi varligi tiim hastalarda farklilik
gostermektedir (Sekil 4.6). Calismaya katilan hastalarin 2’sinde (%15) dezmoplazi
varken, 11’inde (%85) dezmoplazi yoktur. 6’sinda (%46) amiloid varken, 7’sinde (%54)
amiloid birikimi yoktur (Sekil 4.7).

Sekil 4. 5: Tiimor iginde sagda amiloid ile uyumlu yogun amorf materyal (H&E; x100)
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Dezmoplazi ve Amiloid Birikiminin Hastalara Gore
Dagilimi

3
2,5
1,5
O' ] ] ]
7 8 9 10 11 12 13

1 2 3 4 5 6

N

[ERN

(2]

o

W Dezmoplazi = Amiloid

Sekil 4. 6: Her bir hastada dezmoplazi ve amiloid varliginin dagilimi

Dezmoplazi ve Amiloid Dagilimi

11(%85)
12
10 7(%54)
6(%46)
8
6
2(%15)

4

2

0

amiloid desmoplazi
Hvar Hyok

Sekil 4. 7: Tiimorlerde dezmoplazi ve amiloid varligimin dagilimi

C hiicre hiperplazisi yalnizca bir hastada (%7,7) nodiiler paternde goriildii. Tan
aninda uygulanan Kalsitonin immiinohistokimya boyanma yogunlugu (Sekil 4.8); 6
hastada (%46) %50’den az boyanma gdosterirken 7 hastada (%54) %50’ye esit veya daha
fazla boyanma gosterdi (Sekil 4.9).
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Sekil 4. 8: C hiicre natiiriinii dogrulayan Kalsitonin immiinohistokimyas1 (x40)

Not: C hiicrelerinin bir belirteci olan Kalsitonin immiinhistokimyasi ile soldaki mormal tiroid iginde

boyanma yokken sagda mediiller kanser hiicrelerinde kuvvetli boyanma goriiliiyor (x40).

Kalsitonin Boyanma Yogunlugu

7(%54)

6,8

6,6
6.4 6(%46)

<%50 2%50

6,2

5,8
5,6
5,4

Sekil 4. 9: Timorlerde kalsitonin boyanma yogunlugunun dagilimi
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Vakalarin yalnizca bir tanesinde angioinvazyon varken (%7,7), 5 hastada (%38,4)

lenfatik invazyon (Sekil 4.10) vardi. Metastaz Kalsitonin boyasi ile dogrulandi (Sekil

4.11). Ancak boyun lenf nodu diseksiyonu yapilan 13 hastadan 6’sinda (%46) level I-VI
lenf nodu metastazi var iken 7 hastada (%54) yoktu (Sekil 4.12).

Sekil 4. 11: Tiroid mediller kanser metastazint dogrulayan Kalsitonin

immiinhistokimyast.

Not: Solda nodun tamamu tiimor ile infiltre, sagda ise ¢ok kii¢iik birka¢ odakta (x40)
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Lenf Nodu Metastazi

7(%54)

6,8
6,6
6,4 6(%46)

6,2

5,8
5,6
5,4

var yok

Sekil 4. 12: Lenf nodu metastazi durumu

Cerrahi sinir durumuna bakildiginda 3 hastada (%23) tiimdr cerrahi sinirda
devamlilik gostermektedir. Bu hastalardan biri (9 nolu) uzak metastaz nedeni ile dlen

hastadir. Vakalarin 2 tanesinde (%15,3) extratiroidal yayilim mevcuttur.

Yeni kriterlere gore incelenen tiimdrlerin hig birinde nekroz yok iken (Sekil 4.13)
iki vakada (9 nolu hastada; 8 mitoz, 13 nolu hastada; 12 mitoz) 2 mm?’de 5 ya da daha
fazla mitoz (>5/ 2mm?) vardir. DSO 2022 smiflamasina gére bu 2 olgu (%15) high grade
iken, 11’1 (%85) low grade olarak siniflandirilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 13: Nekroz ve mitoz icermeyen mediiller kanserde %3 (diisiik) Ki67

proliferasyon indeksi.

Not: DSO 2022 simiflamasina gore low grade. (x400)

Histolojik Grade (WHO 2022)

11(%85)

12 /

10

2(%15)

low grade high grade

Sekil 4. 14: WHO 2022 endokrin tiimérlere gore mediiller kanser gradelemesi

Hastalarin timiintiin (13/13, %100) takip bilgilerine ulagilmig, 1 (%8) hasta
hastaliga bagli uzak metastaz1 nedeniyle 6lmiistiir; 1 (%8) hasta hastalikli, diger 11 hasta
(%84) hastaliksiz yagamaktadir (Sekil 4.15). 13 hastanin ortalama takip siiresi, DFS ve
OS siireleri Tablo 4.1°de verilmistir. Ortalama 58,30 ay takip siiresi sonucunda ortalama

DFS siiresi ve ortalama OS siiresi 58,30 ay olarak hesaplanmustir.
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Hasta Son Durumu

1; 8%

1; 8% .

11; 84%

® hastaliksiz yagiyor = hastalikliyasiyor ~ = hastaliga bagli ex

Sekil 4. 15: Hasta son durum dagilimi

Tablo 4.1: Hastalarin takip, hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim siireleri

Takip Siiresi (ay) DFS (ay) OS (ay)
Aralk 25-119 25-119 25-119
Ortanca 58 58 58
Ortalama#SS 58,30+25,72 58,30+25,72 58,30+25,72
Kisaltmalar: DFS hastaliksiz sagkalim, OS genel sagkalim, SS standart sapma

Calismadaki olgularin 4 tanesinde (%30,8) RET mutasyonu varken 8 tanesi
(%69,2) RET negatifidi. RET geninde izlenen mutasyonlarin tiimii missense mutasyonlar

idi (Sekil 4. 16). Lenf nodu metastazi ile diger tiim parametreler arasindaki iliski Tablo
4.2°de gosterildi.
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RET Mutasyon Dagilimi

= RET (+) = RET(-)

Sekil 4. 16: RET mutasyonu gosteren hastalarin yiizdesi

Tablo 4.2: Lenf nodu metastazina gore RET mutasyonu ve diger parametrelerin iligkisi

Lenf Nodu Metastazi

Parametreler Yok var p

Negatif 4 (%57,1) 5 (%83,3) 0,31°
RET Mutasyonu Pozitif 3(%42,9)  1(%16.7)

pT1 6 (%85,7) 1 (%16,7) 0,022
Evre pT2 1(%14,3) 1 (%16,7)

pT3 - 4 (%66,7)

Ex - 1 (%16,7) 0,252
Son durum Hastaliksiz yasiyor 7 (%100) 4 (%66,7)

Hastalikl1 yasiyor - 1 (%16,7)

Yok 7 (%100) 4 (%66,7) 0,252
Dezmoplazi Orta - 1 (%16,7)

Yogun - 1 (%16,7)

Yok 4 (%57,1) 3 (%50) 0,33?

i 0, 0,

Amiloid Varlig g?:;f ; EQ ;g:g; 2 (A)Eg3’3)

Yogun - 1 (%16,7)

Follikiiler 4 (%57,1) 3 (%50) 0,212
Varyant Tubulopapiller 3 (%42,9) 1 (%16,7)

Spindle - 2 (%33,3)

. Unifokal 7 (%100) 4 (%66,7) 0,10°

Fokalite Multifokal - 2 (%33,3)
Cinsiyet Erkek 2 (%28,6) 1 (%16,7) 0,612

Kadin 5 (%71,4) 5 (%83,3)
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Tablo 4.2 (devam)

. Negatif 6 (%85,7) 4 (%66,7) 0,422
Cerrahi Sinir Pozitif 1(%143) 2 (%33.3)
o <%50 3 (%42,9) 3 (%50) 0,80°
Kalsitonin Yiizdesi 50450 4 (%57.1) 3 (%50)
Grade Low 6 (%85,7) 5 (%83,3) 0,91°
High 1(%14,3) 1 (%16,7)
o . Yok 6 (%85,7) 6 (%100) 0,342
C Hiicre Hiperplazisi Var 1 (%14,3) i
Kansil [nvazvons Yok 5 (%71,4) 1 (%16,7) 0,05 *
P Y Var 2 (%28,6) 5 (%83,3)
VI Yok 6 (%85,7) 2 (%33,3) 0,052
Var 1(%14,3) 4 (%66,7)
Enkapsiile degil 5 (%71,4) 4 (%66,7) 0,982
Enkapsiilasyon Fokal enkapsiile 1(%14,3) 1 (%16,7)
Total enkapsiile 1 (%14,3) 1 (%16,7)
Ekstratiroidal Yayihm Yok 7 (%100) 4 (%66,7) 0,102
(ETE) Var - 2 (%33,3)
i Yok 7 (%100) 5 (%83,3) 0,262
) Y Var : 1(%16,7)
]S);S (Ay, Ortalama & 62,86 426,52  53+24,84 0,63
OS (Ay; Ortalama + ss) 62,86 £26,52 53+ 24,84 0,63°
Yas (Yil; Ortalama + 47,17 + b
s5) 53,29+ 11,86 18,25 0,63
Timor Capt (cm; b
Ortalama + ss) 1,41 +0,76 3,05+ 1,65 0,05
Not: *p<0,05; *ki-kare testi istatistigi; ® Mann-Whitney U testi istatistigi
[statistiksel analizde su sonuglara ulasildi:
<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin

%57,1’inin RET mutasyonu negatif iken %42,9’unun pozitiftir; lenf nodu metastazi
olanlarin %83,3’liniin RET mutasyonu negatif iken %16,7’sinin pozitiftir. Lenf nodu
metastazi olma durumu ile RET mutasyonu durumlari arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%385,7’sinin evre durumu pT1 iken %14,3 liniin pT2’dir; lenf nodu metastazi olanlarin
%16,7’sinin evre durumu pT1; %16,7’sinin pT2 ve %66,7sinin ise pT3’tiir. Lenf nodu
metastazi olma durumu ile evre durumlar1 arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin %100’

hastaliksi1z yasamaktadir; lenf nodu metastazi olanlarin %16,7si ex; %66,7’s1 hastaliksiz
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yasamakta ve %16,7’si hastalikli yasamaktadir. Lenf nodu metastaz1 ile son statii
durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%100’linde desmoplazi yoktur; lenf nodu metastazi olanlarin %66,7’sinde desmoplazi
yoktur; %16,7’sinde orta ve %16,7’sinde yogun desmoplazi vardir. Lenf nodu metastazi
ile desmoplazi durumlari arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%57,1’inde amiloid varlig1 yok; %14,3’linde hafif ve %28,6’sinda orta amiloid vardir;
lenf nodu metastazi olanlarin %50’sinde amiloid varligi yok; %23,3’linde hafif ve
%16,7’sinde yogun amiloid vardir. Lenf nodu metastazi ile amiloid varligi durumlari
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%57,1’inde follikiiler varyant; %42,9’unda tubulopapiller varyant vardir; lenf nodu
metastazi olanlarin %50’sinde folliikiiler varyant; %16,7’sinde tubulopapiller varyant ve
%33,3’linde spindle varyant vardir. Lenf nodu metastaz ile varyant durumlar: arasindaki
iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%100’iinde unifokal fokalite vardir; lenf nodu metastazi olanlarin %66,7’sinde unifokal
fokalite ve %33,3’tinde mulitifokal fokalite vardir. Lenf nodu metastazi ile fokalite
durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%28.,6’s1 erkek ve %71,4’1 kadindir; lenf nodu metastazi olanlarin %16,7’si erkek ve
%383,3’1 kadindir. Lenf nodu metastazi ile cinsiyet durumlari arasindaki iliski istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%835,7’sinin cerrahi sinir1 negatif ve %14,3’linlin pozitiftir; lenf nodu metastaz1 olanlarin
%66,7’sinin cerrahi sinir1 negatif ve %33,3’liniin pozitiftir. Lenf nodu metastaz1 ile
cerrahi sinir durumlari arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%42,9’unun kalsitonin yiizdesi %50°nin altinda ve %57,1’inin %50 nin istlindedir; lenf
nodu metastazi olanlarin %50’sinin kalsitonin yiizdesi %50°nin altinda ve %350 sinin
%350’nin Ustlindedir. Lenf nodu metastazi ile kalsitonin yiizdesi durumlar1 arasindaki

iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%85,7’sinin grade durumu diisiik ve %14,3 iiniin yiiksektir; lenf nodu metastazi olanlarin
%83,3’iiniin grade durumu diisiik ve %16,7 sinin yiiksektir. Lenf nodu metastazi ile grade
durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%85,7’sinin C hiicre hiperplazisi yoktur ve %14,3’iiniin vardir; lenf nodu metastazi
olanlarin %100’iiniin C hiicre hiperplazisi yoktur. Lenf nodu metastaz1 ile C hiicre
hiperplazisi durumlar1 arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%71,4’tinlin kapsiil invazyonu yoktur ve %28,6’sinin vardir; lenf nodu metastaz
olanlarin %16,7’sinin kapsiil invazyonu yoktur ve %483,3’liniin vardir. Lenf nodu
metastazi ile kapsiil invazyonu durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%85,7’sinde LVI yoktur ve %14,3’linde vardir; lenf nodu metastazi olanlarin %33,3 {inde
LVI yoktur ve %66,7’sinde vardir. Lenf nodu metastazi ile LVI durumlar1 arasindaki
iliski istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%71,4°1 enkapsiile degildir; %14,3°1 fokal enkapsiiledir ve %14,3’1 enkapsiiledir; lenf
nodu metastazi olanlarin %66,7’si enkapsiile degildir; %16,7’si fokal enkapsiiledir ve
%16,7’s1 enkapsiiledir. Lenf nodu metastaz1 ile enkapsiile durumlar1 arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%100’linde ekstratiroidal yayilim yoktur; lenf nodu metastazi olanlarin %66,7 sinde
ekstratiroidal extension yoktur ve %33,3’linde vardir. Lenf nodu metastaz1 ile
ekstratiroidal extension durumlar arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
%100’tinde anjoinvazyon yoktur; lenf nodu metastazi olanlarin  %83,3’linde
anjoinvazyon yoktur ve %16,7’sinde vardir. Lenf nodu metastaz1 ile anjoinvazyon

durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

78



<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
(X=62,86; ss=26,52) ve lenf nodu metastaz1 olanlarm (X=53; ss=24,84) DFS ortalamalar1
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
(X=62,86; ss=26,52) ve lenf nodu metastazi olanlarin (X=53; ss=24,84) OS ortalamalar1
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Arastirmaya katilan
hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin (X=53,29; ss=11,86) ve lenf nodu metastaz
olanlarin (X=47,17; ss=18,25) yas ortalamalar: arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan lenf nodu metastazi olmayanlarin
(X=1,41; ss=0,76) ve lenf nodu metastazi olanlarmn (X=3,05; ss=1,65) timdr cap1

ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

RET Mutasyonu ile diger tim parametreler arasindaki iliski Tablo 4.3’te

gosterildi.
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Tablo 4. 3: RET mutasyonu durumuna gore lenf nodu metastazi ve diger parametreleerin

iliskisi
RET Mutasyonu
Parametreler Negatif Pozitif P
Yok 4 (%44.,4) 3 (%75) 0,312
Lenf Nodu Metastazi var 5 (%55,6) 1 (%25)
pT1l 5 (%55,6) 2 (%50) 0,812
Evre pT2 1(%11,1) 1 (%25)
pT3 3 (%33,3) 1 (%25)
Ex 1(%11,1) - 0,592
Son durum Hastaliksz 7 (%77,8) 4 (%100)
yastyor
Hastalikli yasiyor 1(%11,1) -
Yok 8 (%88,9) 3 (%75) 0,252
Dezmoplazi Orta - 1 (%25)
Yogun 1(%11,1) -
Yok 5 (%55,6) 2 (%50) 0,272
_ . Hafif 3 (%33,3) -
Amiloid Varligt Orta 1(%11,1) 1 (%25)
Yogun - 1 (%25)
Follikiiler 4 (%44.,4) 3 (%75) 0,492
Varyant Tubudllopapiller 3 E%33,3; 1 (%25)
Spindle 2 (%22,2 -
Fokalite Unifokal 8 (%88,9) 3 (%75) 0,522
Multifokal 1(%11,1) 1 (%25)
Cinsivet Erkek 2 (%22,2) 1 (%25) 0,912
y Kadin 7 (%77,8) 3 (%75)
y Negatif 7 (%77,8) 3 (%75) 0,912
Cerrahi Sinir Pozitif 2 (%22.2) 1 (%25)
e . <%50 5 (%55,6) 1 (%25) 0,312
Kalsitonin Yiizdesi 50450 4 (%44.4) 3 (%75)
Grade Low 8 (%88,9) 3 (%75) 0,522
High 1(%11,1) 1 (%25)
. . L Yok 9 (%100) 3 (%75) 0,122
C Hiicre Hiperplazisi var i 1 (%25)
Kavsiil invazyon Yok 4 (%44,4) 2 (%50) 0,852
psul nvazyonu Var 5 (%55,6) 2 (%50)
LVI Yok 5 (%55,6) 3 (%75) 0,512
Var 4 (%44.,4) 1 (%25)
Enkapsiile degil 6 (%66,7) 3 (%75) 0,532
Enkapsiilasyon Fokal enkapsiile 2 (%22,2) -
Total enkapsiile 1(%11,1) 1 (%25)
0 0 a
Ekstratiroidal Yayilim (ETE) \Y/Z:( ; onz Z’g; 4 (/0_100) 031
Anjoinvazyon Yok 8 (%88,9) 4 (%100) 0,492
Var 1(%11,1) -
DFS (Ay, Ortalama =+ ss) 61,56 +29,72 51+13,78 0,83"
OS (Ay; Ortalama = ss) 61,56 +29,72 51+13,78 0,83"
Yas (Yil; Ortalama = ss) 47 £ 14,79 58,25+ 13,28 0,11°
Timor Capi (cm; Ortalama + 2224178 2,05+ 024 1,000

)

*p<0,05; Ki-kare testi istatistigi; ® Mann-Whitney U testi istatistigi
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Istatistiksel analizde su sonuglara ulasildi:

<> Aragtirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%44,4’1iniin lenf nodu metastazi yok iken %55,6’sinin vardir; RET mutasyonu pozitif
olanlarin %75’inin lenf nodu metastaz1 yok iken %25’inin vardir. RET mutasyonu
durumu ile lenf nodu metastazi olma durumlart arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlaml degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%55,6’smin evre durumu pT1;%11,1’inin pT2 ve %33,3’liniin pT3’tiir; RET mutasyonu
pozitif olanlarin %50’sinin evre durumu pT1; %25’inin pT2 ve %25’inin ise pT3’ tiir.
RET mutasyonu durumu olma durumu ile evre durumlari arasindaki iliski istatistiksel
olarak anlaml degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin %11,1’1
ex; %77,8’1 hastaliksiz yasamakta ve %11,1°1 hastalikli yasamaktadir; RET mutasyonu
pozitif olanlarin %1001 1 hastaliksi1z yasamaktadir. RET mutasyonu durumu ile son statii
durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%388,9’unda desmoplazi yoktur ve %]11,1’inde yogundur; RET mutasyonu pozitif
olanlarin %75’inde desmoplazi yoktur ve %25’inde orta desmoplazi vardir. RET
mutasyonu durumu ile desmoplazi durumlari arasindaki iligki istatistiksel olarak anlaml
degildir (p>0,05).

> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%55,6’sinda amiloid varlig1 yok; %33,3’linde hafif ve %]11,1’inde orta amiloid vardir;
RET mutasyonu pozitif olanlarin %50’sinde amiloid varligr yok; %?25’inde orta ve
%?25’inde yogun amiloid vardir. RET mutasyonu durumu ile amiloid varlig1 durumlari
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%44,4’tinde follikiiler varyant; %33,3’linde tubulopapiller varyant ve %?22,2’sinde
spindle varyant vardir; RET mutasyonu pozitif olanlarin %75’inde folliikiiler varyant;
%25’inde tubulopapiller varyant vardir. RET mutasyonu durumu ile varyant durumlari

arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%88,9’unda unifokal fokalite ve %11,1’inde multifokal fokalite vardir; RET mutasyonu
pozitif olanlarin %75’inde unifokal fokalite ve %25’ inde mulitifokal fokalite vardir. RET
mutasyonu durumu ile fokalite durumlar arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%22,2’s1 erkek ve %77,8’1 kadindir; RET mutasyonu pozitif olanlarin %25°1 erkek ve
%75’1 kadindir. RET mutasyonu durumu ile cinsiyet durumlar1 arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%77,8’inin cerrahi sinir1 negatif ve %22,2’sinin pozitifti;, RET mutasyonu pozitif
olanlarin %75 inin cerrahi sinirt negatif ve %25’inin pozitiftir. RET mutasyonu durumu
ile cerrahi sinir durumlari arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%355,6’s1n1n kalsitonin yiizdesi %50 nin altinda ve %44,4’linlin %50 nin tistiindedir; RET
mutasyonu pozitif olanlarin %25’inin kalsitonin yiizdesi %50 nin altinda ve %75’inin
%350’nin istiindedir. RET mutasyonu durumu ile kalsitonin ytizdesi durumlari arasindaki
iliski istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%88,9’unun grade durumu diisiik ve %11,1’inin yliksektir; RET mutasyonu pozitif
olanlarin %75’inin grade durumu diisiik ve %25 inin yiiksektir. RET mutasyonu durumu
ile grade durumlar1 arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%100’lniin C hiicre hiperplazisi yoktur; RET mutasyonu pozitif olanlarin %75’ inin C
hiicre hiperplazisi yoktur ve %25’inin vardir. RET mutasyonu durumu ile C hiicre
hiperplazisi durumlar1 arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%44,4’tinlin kapsiil invazyonu yoktur ve %55,6’simin vardir; RET mutasyonu pozitif
olanlarin %75 inin kapsiil invazyonu yoktur ve %25’inin vardir. RET mutasyonu durumu
ile kapsiil invazyonu durumlar1 arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin

%355,6’sinda LVI yoktur ve %44,4’tinde vardir; RET mutasyonu pozitif olanlarin
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%350’sinde LVI yoktur ve %50’sinde vardir. RET mutasyonu durumu ile LVI durumlari
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%66,7’s1 enkapstile degildir; %22,2’si fokal enkapsiiledir ve %11,1°1 enkapsiiledir; RET
mutasyonu pozitif olanlarin %75°1 enkapsiile degildir ve %251 enkapsiiledir. RET
mutasyonu durumu ile enkapsiile durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0,05).

<> Aragtirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%77,8’inde ekstratiroidal yayilim yoktur ve %22,2’sinde vardir; RET mutasyonu pozitif
olanlarin %100’linde ekstratiroidal yayilim yoktur. RET mutasyonu durumu ile
ekstratiroidal extension durumlar arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
%88,9’unda anjoinvazyon yoktur ve %11,1’inde vardir; RET mutasyonu pozitif olanlarin
%100’linde anjoinvazyon yoktur. RET mutasyonu durumu ile anjoinvazyon durumlari
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
(X=61,56; ss=29,72) ve RET mutasyonu pozitif olanlarin (X=51; ss=13,78) DFS
ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
(X=61,56; ss=29,72) ve RET mutasyonu pozitif olanlarin (X=51; ss=13,78) OS
ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml degildir (p>0,05).

> Aragtirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin (X=47;
ss=14,79) ve RET mutasyonu pozitif olanlarn (X=58,25; ss=13,28) yas ortalamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

<> Arastirmaya katilan hastalardan RET mutasyonu negatif olanlarin
(X=2,22; ss=1,78) ve RET mutasyonu pozitif olanlarmn (X=2,05; ss=0,24) tiimor ¢ap1

ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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4.2. MOLEKULER BULGULAR (NGS ANALIZI)

Calismada planlanan ABL1, AKT1, ALK, AXL, APC, ATM, BRAF, CALCA,
CCND1, CDH1, CSF1R, CTNNB1, DDR2, EGFR, ERBB2, FBXW, FGFR1, FGFR2,
FGFR3, GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1a, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JA3, KDR, KIT,
KRAS, KRT20, KRT7, MAP2K1, MET, MLH1, MPL, NOTCH1, NPM1, NRASNRG]I,
NTRK1, NTRK2, NTRKS, PIK3CA, PPARG, PTEN, PTH, PTPN11, RB1, RAF1, RET,
ROS1, SLC5A5, SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, THADA, TP53, TTF1, VHL
olmak tizere 63 gen arastirildi. Molekiiler patogenezde iliskili olan RET geni iizerinde
yogunlasildi. 10.kromozom iizerinde bulunan RET geni i¢in yapilan degerlendirmede 4

hastada (%30,8) RET geninde mutasyon vardir (Sekil 4.17).

RET Mutasyonu Gosteren Hastalarin Dagilimi

68
66
70 64
62 60 60

60 53 55

50
& 39 38
T 40 36
© 29
*g 30 26
T

20

10

0

missense missense missense missense

Mutasyon tipi

Sekil 4. 17: RET mutasyonlarinin hastalara gore dagilimi

[llumina NovaSeq6000 NGS cihaz1 ile RET geni ve iizerindeki aminoasit
dizilimlerine gore goriilen tim RET mutasyonlar1 yanlis anlamli (missense)
mutasyonlardir. RET mutasyonu olan hastalardaki degisimler, 10. kromozomlardaki ilgili
genlere ait aminoasit dizisindeki farkiliklar, allelik frekanslar, mutasyonlarin tipi, hasar

derecesi, skorlar1 gibi tiim veriler sirasi ile su sekildedir:
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1 nolu hasta: ¢.1902C>G p.Cys634Trp (Ekzom 11) (Sekil 4.18, Tablo 4.4)
7 nolu hasta: ¢.2257A>C p.Thr753Pro (Sekil 4.19, Tablo 4.5)
11 nolu hasta: ¢.2370G>T p.Leu790Phe (Ekzom 13) (Sekil 4.20, Tablo 4.6 )

13 nolu hasta: ¢.1901G>T p.Cys634Phe (Ekzom 11) (Sekil 4.21, Tablo 4.7)
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41 bp
43,609,940 bp 43,609,950 bp 43,609,960 bp 43,

1 1 1 | | 1 1 1

10094-2_813 FIXED_SoRTED_C | 1082

EDUP barn Coverage

10054-2_513_FIXED_SORTED_{
EDUP barm

<
=
B
A
9
R
N

Sequence -

Refseq Genes

4 tracks loaded J[PJknrio:43.605.560 I
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Tablo 4. 4: 1 nolu hastada RET genindeki WES analizi

Variant_Annotation 1000_Genomes CADD_Exome
Chrom Position Ref Base Alt_Base Gene Transcript Sequence_Ontology cDNA_change Protein_Change Samples AF Score Phred
chr10 5499436 c G CALMLS ENST00000380332.5  start_lost c.3G=C p-Met1? Patient 1 2.352199 219
chr10 8747050 c T TASOR2 ENST00000645567.1  missense_variant c.4274C>T p.Ser1425Leu Patient 1 1,773417 17.54
chr10 19136775 A G MALRD1 ENST00000454679.7  missense_variant c.1405A=G p-Thrd69Ala Patient 1 0,068490415 0,29982 4,287
chr10 20869799 c T NEBL ENST00000377122.8 missense_variant c.523G>A p.Ala17a8Thr Patient 1 0,000399361 1,22717 13.85
chr10 27155460 G C MASTL ENST00000375940.8  missense_variant c.34G=C p-Gly12Arg Patient 1 0,004392971 1,322596 14,55
chr10 27167161 c T MASTL ENST00000375940.8 missense_variant c.871C=T p.Leu291Phe Patient 1 0,000399361 3.448347 245
chr10 43114502 C G RET JENSTO0000355710.8  missense_variant |c.1902C>G p.Cys634Trp |Patient 1 3,769394 257
chr10 58388810 A - TFAM EMNST00000487519.6  frameshift_truncation c.440del p.Glu148SerfsTer2  Patient 1

chr10 82973915 G A NRG3 ENST00000372141.7  missense_variant c1412G=A p.Argd71Llys Patient 1 6.601847 36
chr10 86942614 - CGGCCC MMRMN2 ENST00000372027.10 inframe_insertion c.2165_2170dup p.Gly722_Ala723dup Patient 1

chr10 87022343 G C FAM25A  ENST00000343959.5 missense_variant c.103G=C p-Val35Leu Patient 1 0,037739617 3.249364 24
chr10 91908383 T C FGFBP3 ENST00000311575.6  missense_variant c.587A>G p.Lys196Arg Patient 1 0,009185304 0.,905708 10,49
chr10 93515926 G A CEP55 ENST00000371485.8  missense_variant c.1043G=A p.Arg348lys Patient 1 0,033945687 2,390786 22
chr10 94402760 GGAGGAGGC- TBC1DM2  ENST00000225235.5  inframe_deletion c.172_189del p.Alag8_GluB3del Patient 1

chr10 96160082 A T ZNF518A  ENST00000316045.9  missense_variant c.3T60A>T plle1254Phe Patient 1 0,035942492 0,75223 8,933
chr10 101550817 c A BTRC ENST00000370187.8 missense_variant c.A775C=A p.Pro592His Patient 1 0,006589457 2.381038 22
chr10 103288460 A C INA ENST00000369849.9 missense_variant c.1291A>C plled31Lleu Patient 1 0,017971246 1,210442 13,72
chr10 122085634 c T TACC2 ENST00000369005.6  missense_variant c.3134C=T p.Pro1045Leu Patient 1 0,000599042 1,564892 16,15
chr10 124412065 c G OAT ENST00000368845.6 missense_variant c.107G=C p.Gly36Ala Patient 1 2181505 207
chr10 125026676 c G CTBP2 ENST00000309035.11 missense_variant c.1084G=C p-Gly362Arg Patient 1 0,000599042 1,357936 14,8
chr10 133073046 c T ADGRA1  ENST00000607359.5 missense_variant c.584C>T p-Pro195Leu Patient 1 0,005591054 1,219581 13,79
chr10 133080335 c T ADGRA1  ENST00000607359.5 missense_variant c.784C>T p.Arg262Cys Patient 1 0,012779553 0,183741 2,94
chr10 133093243 T C ADGRA1  ENST00000607359.5 missense_variant c.2018T=C p.Leu673Pra Patient 1 0,01158147 0,342869 4,783
chrit 400124 c G PKP3 ENST00000331563.7 missense_variant c.1431C>G p.Asnd7T7lys Patient 1 0,001996805 0,236322 3.544
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Tablo 4. 4 (devam)

MutationTaster

Variant_Count (Tissue) Varia Match Prediction Prediction Functional Rank_Score
MNeutral Tolerated 0,81001
MNeutral Tolerated 0,08974
Damaging Tolerated low 0,81001
[["lung”, 2]] 2 Exact Match Meutral Tolerated  low 0,08975
Meutral Damaging__ medium 0,54505
I[["thyrnid", 9 9 [Exact Match Damaging  Damaging medium  |0,81001
[["stomach”, 6], ['upper a118  Protein Change
[["ung”, 1] 1 Genomic Location Damaging Tolerated  low 0.81001
MNeutral Tolerated 0,31842
[["thyraid”, 1]] 1 Exact Match Meutral Tolerated  neutral 0,08975
[["skin”, 1]] 1 Exact Match Meutral Tolerated  low 0,43845
[["stomach”, 2], ["pancrea 3 Exact Match neutral
MNeutral Tolerated  low 0,52396
Neutral Tolerated  neutral 0,27345
["large intestine”, 1]] 1 Genomic Location Tolerated  low 0,20551
[["pancreas”, 1]] 1 Exact Match Damaging Tolerated  low 0.81001
MNeutral Tolerated 0,08974
MNeutral Tolerated
MNeutral Tolerated
MNeutral Tolerated 0,08975
Meutral Damaging medium 0,54805

VCF_Info
Prediction Phred
Damaging 449
Polymorphism 476
42,3
Damaging 61.9
Polymorphism 452
Damaging 46,6
Automatic Disease Causir41.9
225
Damaging 237
60.8
Damaging 51
Polymorphism 51
Automatic Polymorphism 52,5
44
43.3
Damaging 50
Palymorphism 482
Palymorphism 62,3
Polymorphism 559
Polymorphism 58
477
48.8
Polymorphism 353
Damaging 64

VCF_filter Zygosity P-value

PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS

het
het
hom
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het

0,02975
0.54539
0.94201
0,13339
0.57191
0,25807
0,00283

0.09766

0.52545
0.99787
0.79101

0,93837
0,29273
0.84921
0,30543
0.31889
0.48264
0.71147
0.84921
0,36403
0,05253
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Activities W org-broad-igv-ui-Main ¥

Human (GRCh37/hgl9)| = | |chrl0o

File Genomes View Tracks Regions Tools Help

- ||chrl0:43,612.132-43.612.171]

Go it «

Cum 1042 @

0O x 9

GV

Sl &

p15.2 Pl pl3  plz32  plz.2 plLz3  pil2l  qlL1 ql1.22 q2L.1 Q212 q21.3 Q221 q22.2 q22.3 Q231 q23.2 q23.32 q2el Q2431 q25.1  q2%.2 q25.3 a26.12 q26.2  q26.3
a1bp
43,612,140 bp. 43,612,150 bp 43,612,160 bp 43,612,170 bp
1 1 I 1 1 1
% 14730-11_$20_FIXED_SORTED_ =12 |
DEDUP bam Coverage
.
wp o
- 14730-11_520_FIXED_SORTED_ c
DEDUF bam
C
c
i
’ (c
Sequence -
Refseq Ganes
4 tracks loaded [[P]fchr10:43.609.942 I [o1m of 260m
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Tablo 4. 5: 7 nolu hastada RET genindeki WES analizi

Variant_Annotation
Chrom
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid

Position
1044113
B05941T

Ref Base
C
[
[
[
[
G
[
G
E)
G
[
A
C
C
C
G
C
G
C
G
CCGCCG

OO0 0G0 R0 0000

z
I

oy
E

A A rErEAdAr A4 EA0 A A4 044> =Ag—A——-4

Gene

)]
AKRICI
TAF3
BENDT
FRMD4A
FAMIT1AT
ITGAR
DMAJCT
ARMCZ
ARHGAPZT
CCDCT
ZMF33B
RET
ZMF4ET
AGAFE
ADAMTS14
COH2Z3
VSIR
MCU
SEC24C
KATEE
ZMFED2
KCNMAT
AMNKATT
DYDC2
RGR
ATADT
MARCHFS
KIF11
CYP26C1

Transcript
ENSTODII3E1344. T missense wariant
EMSTODIII3EIEE4 & missense wariant
ENSTOD0344253 8 missense_wariant
ENSTODI0341083.T missense_wariant
ENSTOIDIIIAET44T.T missense wariant
ENSTOOIDIATEI1E. S missense_variant
ENSTOIIIATEITE 4 missense wariant
ENSTOMMMIATESED.E missense wariant

ENSTOOMI028E032. 10 frameshift_truncatior ¢ 10221032421

ENSTONM0296432.7  stop_gained

Sequence_Ontolog cOMA_change

c. 159G=A
C.538C=T
c.2056C>T
C.323G=A
c.2682G=A
c. 158TC>G
C.2524G=A
c. 1196C>T

C.2E20ET

EMSTIM0GISE2S.1 | frameshift_elongation . 230dup

EMSTOMMII3EE45T 8 missense_warnant
ENSTOOMD03EET10.8 missense variant
ENSTOIDIIOEE1155.1 missense wariant
ENSTODO0412531.5 missense wariant
ENSTODI0ETIZ0T.2 missense wariant
ENSTOODD0ZZ4T21.12 missense_variant
EMSTODO022435T B missense wariant
ENSTOOODI3ETIST. 10 missense_wvariant
EMSTOOIN345254 5 missense wariant
ENSTOOD0Z2ETZ35. 10 missense_variant
ENSTOOOD03T2524.5 inframe_deletion
ENSTOODIZ2EE528. 14 missense_variant
EMSTODO0472582 B missensewariant
ENSTOI0ZES035. 3 missense wariant
ENSTOIDIIIEE2052.2 missense warniant
ENSTOOD020E448. 11 missense_variant
ENSTOII3EE53E 3 missense warniant
ENSTOOD02E80TI1.5 missense_variant
ENSTOMMIIEE12EE.1 missense wariant
EMSTOMI)I3EE2E62. 9 missense_warnant
EMSTIIII042T157.2 missense_warnant
ENSTOOD0225235.5 stop gained
EMSTOMMI0E0TZIZ.E missense_warnant
EMSTOIIO0435148.2 missense_warnant

|

Protein_Change
p.AspiTAsn
p.Proi80Sar

p. Prof8GSer

p. Ghy 108Giu

p. GhyBB8Sar
p.Prof23Ala
p.ValgdZhst
p.Prod&slsu
p.Cys344Ter
p.AngediTer
p.LeuTTPhefsTed

. JZ2ETARC p.Thr753Fro
C.ZITCET p. ThrTglle
c.97T8C>T p.His32TTyr
c.33TC>T p.Proi108Leu
c. 1058G=A p.Ala388Thr
C.T3G=A p.AlZ25Thr
c.512G=C p.CysiT15ar
c.2858C>T p.ProS53leu
C.243TG=A p.AspE13Azn
c.60_85del p.Gly25_Gly2Tdel
. 454554 p.Val152Met
c. 1105G=A p.Glul8slys
C.42TGEA p.Ghy1435=r
c.521C=T p.ThriT4lle
C.2Z2GEA p MetT4lle
c.B23G=A p.Arg208Gin
c. 108G=A p.AlEITThr

c. 117TEG=A p.Arg3E2His
. B845G=A p.ArglEEZLys
C. 418564 p.Ghyl4dAsp
c. 1818C>T p.AngSd0Ter
C. 204154 p.ValEElle
©.BEEC>T p.His315Tyr

Samples
Fatient 7
Fatient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7
Fatient 7

1000_Genomes
AF

0,008585262

0008288581

0,02T9EE2T2
0001555805
0000155681

0001757125
001158147

CADD_Exome

T 653333

0,104778
3956258
0457772
2,112018
0,529087
365738

1,208444
0047509
4013324
4211728

2332118
4315783
0.587312
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Tablo 4. 5 (devam)

Mmool el ¢ & |ywrnpdecdd 5™, 171 1

Mg, M 1
skin®, 17 1

Miwe, 1M 1
Muwray™, 11, Mo inbes i ma®, 1], Fercommsdd ™, 1], Fum 5
MMange irkesdre™, 171 1
Murg™. 1M 1

Mainga irbesdira”, 171 1

Mainga irbessdira™, 17] 1

™, 21, Piwe®, 1T

== kL

Warkand_Cound (M cus) wariani Medch

Mg, 471 4 Exact Match
TMeaniral merecis SyEtam™, 17 1 Exact Match
oy ™, 2], Phidreey™, 17, P57 1], MMasmabopoi ol c am 6 Probed m T
Maigs irkesdreT, 17] 1 Exact Match

Exack Match
Exact Match

Exack Makch
Exack Match
Exack Match

Exack Match

Exack Match

Exack Match

Exack Match
Exact Match
Exact Match
Exact Match

Prediction Frediction Funotionsl_impact Fank_ Eoore

D Tolerabend  mrged Lim (=g o uj]
Pzl Toleratod | low Q44227
Daraging Tolarabed | |ow QLS00
Bbcidral Tl erahad 035339
ezl Tolerabed  retal 032220
ezl Toleratod | low QLSETEq

Daraging Tolorated | 0w OZE0za
Daraging Tolarmbed | |ow Q=009
Pbaiiral Tolerabed  rafal O0ESTS
ezl Tolerabed  retal 024173
Demaging Damaging mddum =100
Carraging Tolerabed 0E1009
Pbaiiral Tolerabed | raufal OA0E5

Pzl Tolerated  ratral 0ZEI15
sl Tolerabed  refal 05714
Camraging Tolerabed  Righ 053761
Pzl =001
Darmraging  Tol erabed QLS00
Demraging Tolermbed  neutral 047544
Camraging Tolerabed | |ow =001
Daraging Toloradd | mdum =001
sl Tolerabed | mredum 0445

Daragireg Damaairag  mrdsd Lm (=g o uj]
Deraging Damaging |ow QLSETEq
Pl Tl erated QLS00
Bbcidral Tolerahed  retral 0453
Pbaiiral Tiod erabied 03157

ezl Tolerated  ratral QUsdE0s
Daraging Tolembed  neuial Q5T
Pbaiiral Tolerabad | mredum 0311686
Pzl Camaging low QCEsTs
Pl QIesaT

Fhl-EHFg WCF_infio

Prediction Prediction Frediction Fhred
D ginng Fafraoageric Damangirg 195
[ T Frafregeric Damaging 50
[T T Frafrecagidic Mhairal prc-iic]
Daraying Prafracagemic Mairal w7
Darmaagirg Barign Peiral 47z
[~ T Frafrecagiinic Maitral 171
5.2
186
=z
437
53
172
B
235
4
41z
511
417
T
427
w:|y
347
[ T Frafrecagiinic Maitral =
Darding Fafroganic Damaging 49,1
FPodymopdd sm Barign [ =0 557
Podymompdd sm Barign =0 i |
[~ T Frafrecagiinic Maitral 195
Daraying Pafraoageric Damangirg #5.4
Dasmanginng Frafiracagpesmic Iheiral ITE
Pl il S Frafrecagiinic Maitral 5=
Frodymoipdd sm Barign el 1.4
D ginng Frafracagpemic Darmangirg 7.4
Mikoimalc Disassa Coising Patredganic e
[T T Fraffegeic =R |
[~ ] Fraffagaii s Mhairal 161
Dasmanginng Frafiracagpesmic Iheiral 441
[ T Frafrecgeric Damagirg 277
Darding Frathegamic Neitral 453
D ginng Frafraoagemic Darmangirg 172
[ T Frafrecagiinic Maitral HE
[T T Fafrgeric Damaging 17.5
Polyrmaomdd sm Banign izl 503
Podymopdd sm Barign [ =0 =T
[~ T Frafrecagiinic Maitral 5=
Austormalic Polymomhism  Banign el 425
FPodymopdd sm Frafiraca i Iheiral 531
Pl il S Frafrecagiinic Maitral 405
Damaging Pafrogenic Damaging 355

Tol eimbeed | sl iam

R RERER R R AR RERERERERERAERERERECRRARRERERE

0. S0
QoET

03075
uivy b B
o1
05435
QETET
oo1Ez
QLOd0S

0AT14
Q0145




43)

Cum 10:44 &

Activities ® org-broad-igv-ui-Main ¥

GV

LB il Genomes View Tracks Regions Tools Help
Human (GRCh37/hg19) |+ | |chrl0 w | |chr10:43,613,886-43,613,929) Go Tt « @0 x| [ R
E T I
pL9.7 pla pl3  pl2.32 pl2.2 plL.23 pILZ1 qLLT qll.22 qZ1.1 Q1.7 q21.3 q22.1 q22.2 q22.3 q23.1 qZ3.2 q23.32 q24.1 q24.31 q25.1  q29.2 q25.3 926.12
a1 bp
43,613,290 bp 43,613,900 bp 43,613,910 bp 43,613,920 bp
1 1 1 1 1 1 1 1
% 18616-5_511_FIXED_SORTED,_( | |10- 891
EDUP.bam Coverage
A !
LTy T
T
. T
2 T
. T
T
; .
T
T
T
19616-5_511_FIXED_SORTED_{
EDUP.bam T
T
T
T
T
T
T
T
Sequence = c A ¢ ¢ ¢© A € A T G T € A T €© A A A T T 6 T A T G G G G € € T G € G € € A G G
H H \ K L Y G A [ 8 Q
Refseq Ganes
RET
.e
ces
“es

s tracks loaded [[Plkchr10:43.617.408 I

Jr22m of 260m
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Tablo 4 .6: 11 nolu hastada RET genindeki WES analizi

Variant_Annotation
Chrom
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chr10
chrid
chr10
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid
chrid

o=

It_Base

rnrnmrﬂmrﬂﬂﬂrrﬂmgrmrrﬂn

Hom—m

Position Ref Base
EgEZEE4 T
TZB4026 C
15213153 G
19204380 G
ZIITHIET A
27935146 G
Z345TE0S -
38056438 A
43118458 G
443856594 G
453036518 -
50025704 G
439ZIF1Z A
60911362 C
63193078 G
T405TZTD A
TTBOETIZ A
53587284 G
24334208 A
85927282 G
57862567 G
STETHTES A
BB244135 G
1002345382 TAATGTTGCTGATT -
101526085 T
101575778 C
102146908 C
103405088 G
103417888 G
104187448 TTTCATC
104841822 G
128123150 G
131311544 G
132808222 G
132334777 G

PoiD= = pe et

Gene
ASBI32
SFMBTZ
FAMITIAL
MALRD1
COMMD-BMIT
ARMC4
SWIL
FMFIIA
RET
RASSF4
OR13A1
WASHCZA
FARG
RHOBTE1
JWIDIC
WCL
DLGS
FFaAR4
NOC3L
CC2028
Fl4E2A
AVFIT
RIHCCIL
ELF2
BTRC
POLL
FFRC1
FOCD11
FOCO11
CFAFP43
S0ORCS2
MKIET
TCERGIL
CFAP46
CFAP4G

Transcript
EMSTOOMMEETTO0. 11
EMSTOOMMIE15TZ.B
EMSTOOMMETET16.9
EMSTOOMME48T.T
EMSTOOMGIZIS0.5
EMSTOOMI05242. 10
EMSTOOMMISEEET. 8
EMSTOMHN03Z500.7
EMSTOOMESST 10.8
EMSTOOMMI40258. 10

Sequence_Ontology cOMA_change  Protein_Change Samples

missenss_variant
missense variant
missense_variant
missense variant
missense_variant
missense variant
inframse_insartion
missense variant
missense_variant
missense variant

EMSTOMEEITIE.E | frameshift_slongation ¢ B05dup

ENSTOODMZE2E3Z. 10
ENSTOONI203E. T
ENSTOODMEITS10.10
ENSTOOMMESE2EE. T
ENSTOONMZ1155E.9
ENSTOOMMETZIo.T
ENSTOOMIET1481.8
ENSTOOMMET1351.2
ENSTOOMMG46031.2
ENSTOODMETHE3].2
ENSTOOMMETIEG. 4
ENSTOOMIG124TE.4
ENSTOOMMZZE0E1.9
ENSTOODMETOIET.E
ENSTOODMETOIEE.8
ENSTOOMMETENTD.T
ENSTOOMMESTIT.B
ENSTOOMMESTIT.B
ENSTOORMGETED.
ENSTOOMMESTD B
EMSTOOMMIIEEEE4.8
ENSTOOMMGEEE4Z 4
ENSTOONMIIGBEES. 10
ENSTOODMEEEES. 10

missense variant
missense_variant
missense variant
missense variant
missense variant
missense variant
missense variant
missense variant
missense variant
missense variant
missense variant
missense variant
inframe_deletion

missense variant
missenss_variant
missense variant
missenss_variant
missense variant

framashift_truncatior ¢ 1728_1732d=l

missense variant
mizsanss_variant
missense variant
mizsanss_variant
missense variant

c. 1T0A=G p.His5TArg
. 650G=A p.Arg21THis
©. 2435C=T p.AlaB12Val
. 2TTTGEA p.SermT2tAsn
c.11284=G p.Met3TTVal
©. 2359C=T p.ArgT8TCys
. 5908 5910dup p.SeriST0dup
¢ 211445 p. el T2Val
¢ 2IT0G=T LeuT30Phe
. P r
p. Tyr288leufsTarsd
. 13466=T p.Ghy449Val
c. 1513T=A p.LeuS05Met
c. 181G=A p.ValiMet
. BEIBCET p.Pro1580Leu
c. 181045 p. ThrE04Ala
c.B11TT=4A p.LeuiT0EGIn
c.TE1G=A p.Arg254His
©.2ITIT=C p.Phel™315er
. 2EEG=C p.Ser¥SThr
¢ 983G=A p-Arg32EGin
¢ 10TT=G p.Leul8Asng
. 2356G=A p.GhyTBG5er
c.2817_2831del | p.LeuB4d LeuBdddel
. GZETG p.LewZ104Arg
c. 1403G=A p.Ghy468Asp
¢ 1916056 p.Proi1208Ala
¢ 469GC p.Ghy15TArg
¢ 188TGE=T p.AlaG215er
p.AspETESarfsTarTT
©.295G=A p.Ghy335er
o 112C0=T p.Arg3BCys
©.52C0T p.Ala31Val
o MBTICT p.5erB81len
c.BHCT p.Arg2BiCys

Patient 11
Patient 11
Fatient 11
Patient 11
Fatient 11
Patient 11
Fatient 11
Patient 11
Fatient 11
Patient 11
Fatient 11
Patient 11
Fatient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patiznt 11
Patient 11
Patiznt 11
Patient 11

1MM_Genomes CADD_Exome

AF

0,03354568T

0,07T4880152

0,000199681
0, 024550004
0,000199681
0010583087
0,014576028
0,001506805
0,00508EE18

0,005391174
0,047T23842

0,000155681

0001506805
0026757188

0,08525293
0,0003:55381

0026757188

Score
3,823428
312326
3,330784
1,85381
2,885846
1,487277

0,17956
2,593508
2,960002

2125266
1,622735

1.815047
4077105
3.560021
242184

3. 702T53
0638185
3705126
3.5985378
4,050582

3.575801
3.827591

1.41488
0, 209158

0, 715859
4, TB817TE
2140722
0,482372
1,184314

8,601

204
6,107
13,51
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Tablo 4. 6 (devam)

Variant_Count (Tissue)
[[ung™, 1], [Narge intesting”, 1] 2
[['wpper aerodigestive tract”, 1], [skin™, 1] 2

[Cliver, 1 1

[['central nervous system”, 1]] 1
[Fendometrivm”, 1])
[[heng”, 2], [haematopoietic: and hyrmphoid ti 3

[MMarge intestine”, 1]] 1
[["largs intesting”, 1]] 1
[[stemach™, 1]) 1

[[thyroid”, 1], [pancreas”, 1], [large intestin 3

[saft tizsue", 21, [lung”, 111 4

[[wrinary tract”, Z]] 2z

WVariant, Match

Exact Match

Predictior Predictior Predictior Functional Rank_S5Score  Prediction

Damaging Damaging | Damaging  medium
Damaging Tolerated Tolerated  medism

Exact Match Neutral Tolerated Tolerated low
Meutral Tolerated Tolerated
Camaging Tolerated Tolerated

Exact Match Meutral  Tolerated Tolersted newtral
Meutral  Tolerated Tolerated low

Protein Changs JNsutral D= ing Da ing | low

Exact Match maging | oler. oler. LA

Protein Changs
Neutral Tolerated Tolerated
Meutral Tolerated Tolerated low

Exact Match Damaging Damaging Damaging  newtral
Camaging Tolerated Tolersted newtral
Damaging Tolerated Tolerated low
Damaging Tolerated Tolerated  medium

Exact Match Meutral  Tolerated Tolerated medism
Meutral  Tolerated Tolersted medism
Meutral  Tolerated Tolersted

Exact Match Damaging Tolerated Tolerated newtral

Exact Match Damaging Tolerated Tolerated  medium
Camaging Tolerated Tolersted low
Damaging Tolerated Tolerated high
Damaging Tolerated Tolerated low
Meutral  Tolerated Tolersted low
Meutral  Tolerated Tolersted low

Exact Match Neutral Tolerated Tolerated neuwtral
Meutral  Tolerated Tolersted newtral
Damaging Damaging Damaging low
Meutral  Tolerated Tolersted low
Neutral Tolerated Tolerated

Exact Match Meutral Tolerated Tolerated

MutationTaster

0,81001 Damaging
0,58781 Damaging

0, 50225 Damaging
0,19593 Pohymeorphism
0, 58781 Damaging

0, 08575 Aurtomatic: Pohymorphism
0,2185 Pohymecrphism
0, 54805 Damaging
0,81001 Damaging
0,81001 Damaging
0,81001 Damaging
0,81001 Damaging
0,81001 Damaging
046831 Damaging
0,28342 Pohymorphism
0,81001 Damaging

0, 08575 Paohymerphism
0, 58781 Damaging
0498537 Damaging
0,58781 Damaging
0,81001 Damaging
0.81001 Damaging
0,81001 Damaging

0, 08575 Paohymerphism
0, 08575 Pohymorphism
0, 08575 Automatic Pohymonphism
0,81001 Damaging
0,27314 Paohymerphism
0,085TE Pohymarphism
0, 08575 Pohymeorphism

FhD-5NPg VCF_Info
Predictior Predictior Phred
Pathogenic Damaging | 50,6
Pathogenic Meutral 54,1

Pathogenic Newtral 35,4
Benign Mewtral 53,3
Pathogenic Meutral 43,6
Benign Meutral 47,2

e ifi]

Benign Neutral

Pathogenit Damaging 28,4
Pathoganic 6.5
Pathogenic Meutral 65,3
Pathogenic Meutral 42,3
Pathogenic Damaging 40,5
Pathogenic Damaging 37,9
Pathogenic Neutral 47,3
Pathogenic Damaging 37,6
Benign Newtral E5,T
Pathogenic Neutral 45,3
Pathogenic Damaging 50,7
Pathogenic Damaging 35,9

Pathogenic Neutral 54,5

Pathogenic Neutral 45,2
Benigmn Neutral 45,8
Pathogenic Meutral 45,1
Benign Newtral 352

4.2
Benigmn Mewutral 45 1
Pathogenic Damaging 25,2
Pathogenic Meutral 45,3
Benign Neutral 55,5
Benigmn Damaging 55,5

VCF_filter Zygosity P-value

PASS
PASS
PASS
FASS
PASS

EEEEERR R R RRRRRRRERRRRERRRRRRERER

0.0111
00,2411
0,3514
0,5042
0,2207
0,5304

0,9103
0,0053
0,1244
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Tablo 4. 7: 13 nolu hastada RET genindeki WES dizisi

Variant_Annotation 1000_Genomes CADD _Exome
Chrom Position Ref_Base Alt_Base Gene Transcript Sequence_Ontology cDNA_change Protein_Change Samples AF Score Phred
chr10 864266 G A LARP4B ENSTOO000316157.6 missense_wvariant c.148C=T p.ProdSLeu Patient 13 4258445 282
chr10 5394110 G A TUBAL3 ENSTO0000320419.8  missense_variant c.748C=T p.Arg250Trp Patient 13 0,044528754 2285988 21,4
chri0 5742385 C A TASOR2 ENSTO0000545567.1  missense_variant c.3261C=A p.Asn1087Lys Patient 13 0,550027 7,018
chri0 14820083 C G CONF ENSTOO000465530.2 missense_variant c.461G=C p.Trp1545er Patient 13 0,013578275 4041384 273
chr10 24473904 G A KIAa1217 ENSTOO000376454.8  missense_variant c.1523G=A p.ArgS08His Patient 13 0,002795527 411587 278
chr10 37952793 ACATTCAGT - ZNF25 ENSTO0000302509.8 inframe_deletion c.597_T05del p.Thr233_Cys235del  Patient 13
chri0 42593638 G T ZNF338 ENSTO0000359467.8 missense_variant c.1312C=A p.Gin43ELys Patient 13 0,301633 4308
| chri0 43114501 G T IRET _lENSTEIDDEIDBE-E—T'I 0.8 missense_variant lc.1801G=T p.Cyg634FPhe |Patient 13 4321417 258
chr10 48185800 C T FRMPD2 ENSTOO000374201.8  missense_variant c.2312G=A p.Argf71GIn Patient 13 0,001597444 0,181953 292
chr10 50009895 G C AGAPS ENSTO0000412531.5 missense_variant cATT0G=C p.GIn5%0His Patient 13 0,198677 3,088
chri0 70145978 G A TW'SND1 ENSTOO0000287078.7  missense_variant c.608C-T p.Pro203Leu Patient 13 0,027555911 1,586476 16,29
chr10 70255211 G T NPFFR1 ENSTOOO000277842.7  missense_variant c.1038C=A p.Arg347ser Patient 13 0,029752396 1,670543 16,83
chr10 73803313 T G NDST2 ENSTO0000309579.11 missense_variant c.2189A=C p.Tyr730%er Patient 13 3,342068 243
chri0 75107995 C G DUSP13 ENSTOOO000372702.Y  missense_variant c.364G=C p.Gly1224rg Patient 13 0,012779553 1,720058 17,18
chri0 77821284 C T DLGS ENSTOO000372391.7  missense_variant c.3200G=A p.Arg1067His Patient 13 2401287 221
chr10 80144342 - AGA PLACS ENSTOO000372263.4  inframe_insertion c.283_283+1insAAG p.GlySd_AspSSinsGlu  Patient 13 0,020557093
chr10 80167303 C T ANXA11 ENSTOO000422582.8  missense_variant c.572G=A p.Arg131Gin Patient 13 0,021964856 3,525757 248
chri0 80609445 C T SH2D4B ENSTOO000646507.1  missense_variant c.383C=T p.Arg23sCys Patient 13 0,028952077 1,90401 18,52
chri0 87158123 T C SHLD2 ENSTOO000253785.4 missense_variant c.1601T=C p.LeuS34Pro Patient 13 4 083541 276
chr10 38815200 G C LIPK ENSTOO000404743.9 missense_variant c.687G=C p.LeuZ2%Phe Patient 13 0,018570288 1,195423 13,6
chr10 95384089 T C SORBS1 ENSTOO0000807232.5 missense_variant c.B214=G p.Tyr27T4Cys Patient 13 0,021964858 1,480253 15,61
chri0 06084349 C A LCOR ENSTO0000421806.3 missense_variant c.3B88C=A p.Pro1287Thr Patient 13 2,49571 224
chr10 101018271 CTC - PDZD7 ENSTO0000619208.6  inframe_deletion c.1348_13504del p.Glu450del Patient 13 0,000798722
chr10 104212153 C T CFAP43 ENSTOO000357060.8  missense_variant c.580G=A p.\Mallg7Met Patient 13 0,0033945689 2,385485 22
chri0 112165485 A G GPAM ENSTO0000348367.9 missense_variant c.1157T=C p.le388Thr Patient 13 0,007388179 2637766 27
chri0 124044732 C T CHST1S ENSTO0000435907.6 missense_variant c.734G=A p.Gly245GIu Patient 13 2,335335 21,8
chr10 125026332 GBGGCCTBGGTGRAL - CTBP2 ENSTO0000309035.11 frameshift_truncation c.1415_1428del p.Leud72GInfeTer125 Patient 13
chr10 128109348 G A WMKIBT ENSTO0000368554.8  missense_variant c.2494C=T p.Arg832Trp Patient 13 0,013577638 2373018 22

chril 132168227 C A JAKMIPS ENSTOO0000666210.1 missense_variant c.2807C=A p.Alag364sp Patient 13 0,008586262 0,068283 1,822
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Tablo 4. 7 (devam)

MutationTaster PhD-SNPg VCF_Info
Variant_Count (Tissue) Variant_ Match Predictior Predictior Functional Rank_Score  Prediction Predictior Predictior Phred VCF_filter Zygosity P-value
Damaging Tolerated medium 047118 Damaging Pathogenic Dramaging 15,6 PASS het 03054
MNeutral Tolerated  high 0,31365 Polymaorphizm Pathogenic Damaging 48,1 PASS het 0,3391
Neutral Damaging 0,08975 Pahymorphism Benign Neutral 215 PASS het 0632
Damaging Tolerated medium 081001 D:amaging Pathogenic Damaging 483 PASS het 03723
[Clung™, 3] 3 Exact Match Damaging Tolerated medium 081001 Damaging Pathogenic Damaging 45 PASS het 00256
16,4 PASS het
Neutral Tolerated  neutral 018612 Pahymorphizm Benign Neutral 51,3 PASS het 0, 7572
[Mthyroid™, 2]] 2 |Exact Match |IDamaging Damaging medium | 0,31001 Damaging | Pathuqenic.lﬂamﬁging 45 PASS het 00045
[Clung™, 27 2 Genomic Location  Meutral Tolerated neutral 0,08875 Pahymorphizm Benign Neutral 22 PASS het 02452
Neutral Tolerated neutral 034791 Damaging Benign 172 PASS het 0 6557
[["pancreas”, 1], ["large intestine™, 11] 2 Exact Match Neutral Tolerated medium 0,08875 Pahymorphizm Pathogenic Meutral 49 3 PASS het 0,5749
Damaging Tolerated neutral 026151 Polymorphizm Pathogenic Neutral 534 PASS het 0 5876
Damaging Damaging low 0,52396 Damaging Pathogenic Dramaging 43,6 PASS het 00543
[lung®, 17] 1 Exact Match Damaging Tolerated low 081001 Damaging Pathogenic Neutral 54 PASS het 0 7607
Neutral Tolerated low 081001 Pahymorphizm Pathogenic Meutral 49 2 PASS het 0,651
386 PASS het
["oe=sophagus”, 1], ["pancreas”, 1]] 2 Exact Match Damaging Tolerated low 058781 D:amaging Pathogenic Neutral 56,6 PASS het 02835
Neutral Tolerated 0,58781 Damaging Pathogenic Dramaging 44,3 PASS het 0, 3841
Damaging Tolerated 081001 D:amaging Pathogenic Damaging 51,2 PASS het 00032
Neutral Tolerated low 0,2506 Pahymorphism Pathogenic Meutral 431 PASS het 0, 5808
MNeutral Tolerated low 02854 Polymaorphizm Benign Damaging 47,1 PASS het 03334
Neutral Tolerated 0,33852 Damaging Pathogenic Dramaging 52,8 PASS het 05508
[Movary™, 111 1 Protein Change 46 PASS het
[["haematopoietic and wmphoid tissue”, 1]] 1 Exact Match Neutral Tolerated 0,32163 Pahymorphism Benign Neutral 439 PASS het 01225
[["haematopoietic and ymphoid tissue”, 2] 2 Exact Match MNeutral Tolerated low 028087 Polymaorphizm Benign Neutral 43 4 PASS het 01098
Neutral Tolerated low 0,48557 Damaging Pathogenic Meutral 456 PASS het 03144
177 PASS het
[["meninges”, 7], [lung™, 4]] 11 Exact Match Neutral Tolerated low 0,08875 Pahymorphizm Benign Damaging 51,4 PASS het 0,5302
539 PASS het

Movary™ 10 1 Exact Match Meutral Tolerated  medium 031712 Polvmarchism Benian MNeutral 47.3 PASS het 0.5071



4.2.1. RET Mutasyonu Gosteren Hastalarin Analizi

1 nolu hasta; ¢.1902C>G p.Cys634Trp dizilimi ile missense mutasyonu
gostermekte ve damaging kategorisinde yer almaktadir. Tanimlanan orta derecede bir
fonksiyonel hasar olup patojeniktir. Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz
icermemesi ile diigiik gradelidir. Follikiiler suptipte pT1No olan 39 yasindaki erkek
hastanin boyun diseksiyonunda metastaz yoktur. Taramalarinda MEN iliskili
(Feokromositoma, hiperparatiroidi vb) hastaliga rastlanmamustir. 40 aylik takibi ile

hastaliksiz yagsamaktadr.

7 nolu hasta; c.2257A>C p.Thr753Pro dizilimi ile missense mutasyonu
gostermekte ve damaging kategorisinde yer almaktadir. Tanimlanan orta derecede bir
fonksiyonel hasar olup patojeniktir. Tiim hastalar i¢erisinde C hiicre hiperplazisi gosteren
tek hastadir. Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz icermemesi ile diisiik
gradelidir. Follikiiler suptipte pT1No olan 68 yasindaki kadin hastanin boyun
diseksiyonunda metastaz yoktur. Taramalarinda MEN iliskili (Feokromositoma,

hiperparatiroidi vb) hastaliga rastlanmamaistir.67 aylik takibi ile hastaliksiz yasamaktadir.

11 nolu hasta; ¢.2370G>T p.Leu790Phe dizilimi ile missense mutasyonu
gostermekte ve damaging kategorisinde yer almaktadir. Tanimlanan diisiik derecede bir
fonksiyonel hasar olup patojeniktir. Tiim hastalar ig¢erisinde amiloid birikimi en yogun
olan (skor3) ve orta siddette desmoplazi (skor 2) gosteren tek hastadir. Negatif cerrahi
sinira sahiptir ve nekroz, mitoz icermemesi ile diisiikk gradelidir. Follikiiler suptipte,
bilateral yerlesimli pT3N1 olan 66 yasindaki kadin hastanin boyun diseksiyonunda sag
lateralde 5 adet, sol lateralde 9 adet olmak {izere toplam 14 adet lenf nodu metastazi

vardir. Bu 6zelligi ile RET mutasyonu gosteren hastalar icerisinde tek lenf nodu metastazi

olan hastadwr. Taramalarinda MEN iligkili (Feokromositoma, hiperparatiroidi vb)

hastaliga rastlanmamustir. 39 aylik takibi ile hastaliksiz yasamaktadir.

13 nolu hasta; ¢.1901G>T p.Cys634Phe dizilimi ile missense mutasyonu
gostermekte ve damaging kategorisinde yer almaktadir. Tanimlanan orta derecede bir
fonksiyonel hasar olup patojeniktir. Nekroz icermemesi ancak >5/2mm? mitoz icermesi
ile yiiksek gradelidir. Cerrahi sinir1 da pozitif olup bu iki 6zelligi ile RET mutasyonu
gosteren hastalar i¢inde tektir. Tubulopapiller suptipte pT2No olan 60 yasindaki kadin

hastanin boyun diseksiyonunda metastaz yoktur. Taramalarinda MEN iliskili
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(Feokromositoma, hiperparatiroidi vb) hastalia rastlanmamistir.58 aylik takibi ile

hastaliksiz yagamaktadir.

4.2.2. RET Mutasyonu Negatif Ancak Lenf Nodu Metastaz1 Olan Hastalarin

Analizi

2 nolu hasta; Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz igermemesi ile diisiik
gradelidir. Tubulopapiller suptipte pT2N1 olan 64 yasindaki kadin hastanin boyun
diseksiyonunda sol lateralde 3 adet lenf nodu metastatiktir. Taramalarinda MEN iliskili
(Feokromositoma, hiperparatiroidi vb) hastalia rastlanmamistir.32 aylik takibi ile

hastaliks1z yagamaktadir.

5 nolu hasta; Ayni lobda 4 adet odak igermektedir ve bu 6zelligi ile RET
mutasyonu gostermeyen hastalar arasinda tek multifokal olanidir. Negatif cerrahi sinira
sahiptir ve nekroz, mitoz icermemesi ile diisiik gradelidir. Follikiiler suptipte pT1N1 olan
26 yasindaki kadin hastanin boyun diseksiyonunda bilateral santralde 4 adet, sag lateralde
1 adet olmak tlizere 5 adet lenf nodu metastatiktir. Taramalarinda MEN iliskili
(Feokromositoma, hiperparatiroidi vb) hastalia rastlanmamistir.68 aylik takibi ile

hastaliks1z yagamaktadir.

8 nolu hasta; 5 cm gapli tiimorii ile ¢aligmadaki tiim hastalar arasinda en biiyiik
capa sahip olanidir. Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz igermemesi ile diistik
gradelidir. Spindle suptipte pT3N1 olan 38 yasindaki kadin hastanin boyun
diseksiyonunda, sag lateralde 2, sag santralde 2 adet olmak {izere 4 adet lenf nodu
metastatiktir. Taramalarinda MEN iliskili (Feokromositoma, hiperparatiroidi vb)

hastaliga rastlanmamistir.89 aylik takibi ile hastaliksiz yasamaktadir.

9 nolu hasta; Skor3 ile caligmadaki tiim hastalar arasinda dezmoplazisi en yogun
olamdir. Kapsiil invazyonu, lenfatik invazyon ve angioinvazyon gostermesi ile tiim
hastalar icinde tektir. Pozitif cerrahi sinira sahiptir ve ekstratiroidal yayilim1 mevcuttur.
Nekroz, yiiksek mitoz (1 adet/2mm?) igermemesi ile diisiik gradelidir. Ancak spindle
suptipte pT3bN1b olan 60 yasindaki kadin hastanin boyun diseksiyonunda, sol lateralde
4, sol santralde 3 adet olmak {izere 7 adet lenf nodu metastatiktir. Ayrica tanidan 1 ay
sonra karaciger metastazlar1 tespit edilmigtir. Taramalarinda MEN iligkili
(Feokromositoma, hiperparatiroidi vb) hastalifa rastlanmamistir. Radyoterapi ve

Dakarbazin tedavisi sirasinda takibin 25. Ayinda hastalik nedeni ile ex olmustur.
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12 nolu hasta; 4.5 cm gapli tiimorii ile calismadaki tiim hastalar arasinda ikinci en
biiyiik ¢apa sahip olanidir. Pozitif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz igermemesi ile
diisiik gradelidir. Follikiiler suptipte pT3N1 olan 29 yasindaki erkek hastanin boyun
diseksiyonunda, sol lateralde 10, sag santralde 1, sol santralde 6 adet olmak tizere 14 adet
lenf nodu metastatiktir. Taramalarinda MEN iligkili (Feokromositoma, hiperparatiroidi

vb) hastaliga rastlanmamaistir. 65 aylik takibi ile hastaliksiz yasamaktadir.

4.2.3. RET Mutasyonu Negatif Ve Lenf Nodu Metastazi Olmayan Hastalarin

Analizi

3 nolu hasta; Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz igermemesi ile diisiik
gradelidir. Follikiiler suptipte pTINO olan 36 yasindaki kadin hastanin boyun
diseksiyonunda metastaz yoktur. Taramalarinda MEN iliskili (Feokromositoma,
hiperparatiroidi vb) hastalia rastlanmamistir. 119 ayhk takibi ile hastaliksiz

yasamaktadir.

4 nolu hasta; Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz igermemesi ile diisiik
gradelidir. Tubulopapiller suptipte pT1NO olan 53 yasindaki erkek hastanin boyun
diseksiyonunda metastaz yoktur. Taramalarinda MEN iliskili (Feokromositoma,

hiperparatiroidi vb) hastaliga rastlanmamuistir. 35 aylik takibi ile hastaliks1z yasamaktadir.

6 nolu hasta; Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz igermemesi ile diisiik
gradelidir. Tubulopapiller suptipte pT1INO olan 62 yasindaki kadin hastanin boyun
diseksiyonunda metastaz yoktur. Taramalarinda MEN iliskili (Feokromositoma,

hiperparatiroidi vb) hastaliga rastlanmamaigstir. 56 aylik takibi ile hastaliks1z yagamaktadir.

10 nolu hasta; Negatif cerrahi sinira sahiptir ve nekroz, mitoz icermemesi ile
diisiik gradelidir. Follikiiler suptipte pTINO olan 55 yasindaki kadin hastanin boyun
diseksiyonunda metastaz yoktur. Taramalarinda MEN iligkili (Feokromositoma,

hiperparatiroidi vb) hastaliga rastlanmamaigstir. 65 aylik takibi ile hastaliks1z yagamaktadir.

RET mutasyonu gdstermeyen bazi olgularin 10. kromozomlardaki ilgili genlere
ait aminoasit dizisindeki degisimler, allelik frekanslar, mutasyonlarin tipi, patojenitesi,

hasar derecesi, skorlar1 gibi veriler su sekildedir: (Tablolar; 4.8-4.10)
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Tablo 4. 8: 9 nolu hastada (ex) 10. Kromozom iizerindeki WES analizi

Chrom
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
|chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
lchr10

Position
47485
7707220
13188915
17321185
17453620
23006974
27734759
52316358
63215268
68516765
70146249
70260713
73911598
77830752
84214587
88764578
94938797
96547906
97679682
100233276
100295066
101010745
101064877
102065872
118335142
122085379
122086975
122570905
124623447
127892562
133230505

Ref_Base Alt_Base Gene

DPProoOOOO0OOOO0OOPrOProO-r-Ho00-A-4Apro0o0r

PA-4AQ AP P A4 P AAP A4 O HOOPAAAOP A A4

TuBB2
MH2
MCM10
STasla6
STasla6
ARMC3
MKX
DKK1
JMJD1C
SLC25A16
TYSND1
NPFFR1
PLAU
DLGS
CDHR1
LIPN
CYP2C9
TMISF3
AVPIH
CWF18L1
PKD2L1
PDZD7
KAZALD1
HPS6
FAMZ204A
TACC2
TACC2
DMBT1
FAMS3B
CLRN3
UTF1

Transcript
ENST00000568584.5
ENST00000358415.9
ENST00000484800.6
ENST00000377602.5
ENST00000377602.5
ENST00000298032.10
ENST00000419761.6
ENST00000373970.4
ENST00000399262.7
ENST00000609923.6
ENST00000287078.7
ENST00000277942.7
ENST00000372764.4
ENST00000372391.7
ENST00000623527.4
ENST00000404459.1
ENST00000260682.8
ENST00000371142.9
ENST00000370626.4
ENST00000354105.10
ENST00000318222.4
ENST00000619208.6
ENST00000370200.5
ENST00000299238.7
ENST00000369183.9
ENST00000369005.6
ENST00000369005.6
ENST00000338354.9
ENST00000337318.8
ENST00000368671.4
ENST00000304477.3

Sequence_Ontology cDNA_change

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
inframe_deletion

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

c.907T>C
c.179C>T
c.1253C>T
c.890T>A
C.139A>T
c.1822T>C
c.535G>A
c.4T0G=T
c.1010G>A
c.209A>T
c.338T=C
c.349A:G
c.43G>T
c.1870G>C
€.2552_2554del
€.395C>T
c.115A>T
c.1043C>T
C.224G>A
c.1568G>A
c.1414C>T
C.2144C>T
c.872C=T
c.398C>T
c.425C=T
c.2879G>A
C.4475C>T
c.185C=>G
C.1064T>A
C.223T=A
c217G=A

Protein_Change
p.Cys303Arg
p.Ser60Leu
p.Alad18Val
p.Leu297Gin
p.Thr47Ser
p.Ser608Pro
p.Glu179Lys
p.Ser157lle
p.Arg337GIn
p.His70Leu
p.Leu113Pro
p.Lys117Glu
p.ValiSLeu
p.Glu624Gin
p.Lys851del
p.Ser132Leu
p.le39Phe
p.Ala348Vval
p.Arg7SHis
p.Arg523His
p.Arg472Cys
p.Pro715Leu
p.Pro291Leu
p.Ala133Val
p.Pro142Leu
p.Arg960Lys
p.Pro1492Leu
p.SerS2Trp
p.Val3SSAasp
p.Phe7Slie
0.GINV73Ara

AF

0,059704473
0,009784345

0,012779553
0,021565495
0,006389776
0,000399361

0,006988818

0,007388179
0,005790735
0,003394569
0,008785942

0,01557508
0,015175719
0,005990415

0,001397764
0,001797125
0,081469649
0,065694888

0,036541534
0.097444089

Score
2,54904
1,513833
3,387053
3,908005
1,132516
2,039852
2,100871
2,315462
2,528444
3,324738
1,409349
4177919
1,904733
3,30273

2,751182
0,257549
3,211302
2,641943
2,986006
3,934093
1,804476
1,483752
2,272833
2,983502
0,498987
1,320935
2,234378
2,213249
3,530895
2636942

Phred
225
15,83
244
26,4
13,07
19,56
201
21,7
225
242
15,14
28,5
18,52
241

22,9
3,793
239
227
23,4
26,5
17,76
15,63
21,4
23,4
6,494
14,54
211

248
27



40)

Tablo 4. 8 (devam)

Variant_Count (Tissue) Variant_Coun Match Predictior Predictior Functional_Impac Predictior Phred VCF_filter Zygosity P-value
|[I"rnenhges", 16), ['upper aerodigestive tract”, 2]] 18 Exact Match Damaging Damaging high Pathogenic 31,6 PASS het 0,0213
["soft tissue”, 1]] 1 Exact Match Damaging Tolerated neutral Pathogenic S0 PASS het 0,8553
[["thyroid™, 1]] 1 Exact Match Damaging Tolerated low Pathogenic 45,3 PASS het 0,8695
Damaging Tolerated low Pathogenic 41,7 PASS het 0,1867
[["ung”, 41] 4 Exact Match Neutral  Tolerated neutral Benign 52,5 PASS het 0,9617
[["soft tissue”, 1]] 1 Exact Match Neutral Tolerated low Benign 88,7 PASS het 0,3619
[[Clung™, 1]] 1 Exact Match Neutral Tolerated low Pathogenic 45,2 PASS het 0,5469
Neutral Tolerated low Benign 476 PASS het 0,5255
[["skin®, 1]] 1 Exact Match Neutral  Tolerated low Pathogenic 21,8 PASS het 0,2288
Damaging Tolerated low Pathogenic 50,3 PASS het 0,0947
[["haematopoietic and lymphoid tissue”, 3], ["liver”, 1] 4 Exact Match Neutral Tolerated low Benign 449 PASS het 0,8553
Damaging Damaging medium Pathogenic 53,6 PASS het 0,0045
[[Mlung®, 2], ["thyroid™, 1]] 3 Exact Match Neutral Tolerated medium Pathogenic 53,9 PASS het 0,942
[["haematopoietic and tymphoid tissue”, 2]] 2 Exact Match Damaging Tolerated low Pathogenic 57,5 PASS het 0,0264
[["urinary tract”, 1]] 1 Protein Change 653 PASS het
Neutral Tolerated medium Pathogenic 66,9 PASS het 0,36
Neutral Tolerated low Benign 451 PASS het 0,2789
Damaging Tolerated medium Pathogenic 48,7 PASS het 0,1643
[["endometrium®, 1]] 1 Exact Match Neutral Tolerated low Pathogenic 49 PASS het 0,2592
[["lung®, 3]] 3 Exact Match Neutral Tolerated low Pathogenic 48 PASS hom 0,8337
Damaging Tolerated medium Pathogenic 45,2 PASS het 0,2635
[['NS™, 1], ["lung”, 1]] 2 Exact Match Tolerated Benign 56,6 PASS het 0,6006
[["skin®, 1]] 1 Exact Match Neutral  Tolerated neutral Benign 18,2 PASS het 0,595
Neutral Tolerated low Pathogenic 49,6 PASS het 0,5492
[[large intestine”, 1]] 1 Exact Match Neutral Tolerated medium Pathogenic 52,9 PASS het 0,3268
[["lung”, 2], ["haematopoietic and lymphoid tissue”, 1] 3 Exact Match Tolerated low Benign 409 PASS het 0,7494
Tolerated low Pathogenic 59,1 PASS het 06264
Neutral Tolerated neutral Benign 57,3 PASS het 0,5372
[["thyroid™, 1]] 1 Genomic Locatio Neutral Tolerated low Pathogenic 46,1 PASS het 0,2612
[["thyroid™, 1]] 1 Exact Match Damaging Tolerated medium Pathogenic 47,6 PASS het 0,4696

Msoft tissue”. 71. Mthvroid™. 11. Mstomach”. 111 9 Exact Match Neutral Tolerated neutral Benian 522 PASS het 0.9557
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Tablo 4. 9: 3 nolu hastada 10. Kromozom tizerindeki WES analizi

Chrom
Ichr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
Lchr10

Position

1217086

4839754

5001629

11999922
12814301
13110400
16954524
17849602
18527661
18545933
19280171
20880798
25599039
35031553
45003481
45440473
45616447
47357335
48240413
48901836
49627654
58807019
59362453
60073712
66280531
66926939
68174451
68886378
70598609
73053471

Ref_Base Alt_Base Gene

C
A
A
c
G
T
T
C
G
C
G
c
G
C
G
c
G
G
G
c
G
c
G
c
T
T
C
G
c
c

-4

MO =IO =P>=P>=>PP=APAPD=A==DDOAOODP>P> ==

ADARB2
AKR1E2
AKR1C2
UPF2
CAMK1D
OPTN
CUBN
MRC1
CACNB2
NSUNE
MALRD1
NEBL
GPR1S8
cuL2
ZNF22
ALOXS
ZFAND4
RBP3
FRMPD2
WDFY4
CHAT
BICC1
FAM13C
ANK3
CTNNA3
LRRTM3
MYPN
STOX1
PRF1
P4HA1

Transcript
ENST00000381312.6
ENST00000298375.12
ENST00000380753.8
ENST00000357604.10
ENST00000619168.4
ENST00000378747.8
ENST00000377833.10
ENST00000569591.3
ENST00000324631.12
ENST00000377304.7
ENST00000454679.7
ENST00000377122.8
ENST00000376351.4
ENST00000374749.7
ENST00000298299.4
ENST00000374391.7
ENST00000344646.10
ENST00000584701.2
ENST00000374201.8
ENST00000325239.11
ENST00000337653.6
ENST00000373886.8
ENST00000618804.5
ENST00000280772.7
ENST00000433211.7
ENST00000361320.5
ENST00000358913.9
ENST00000298596.11
ENST00000441259.2
ENST00000263556.3

Sequence_Ontology cDNA_change Protein_Change AF

missense_variant
frameshift_truncation
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_retained_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

C.1547G>A
¢.608del
C.13TT>A
c.1742G>A
C.748G>A
€.293T>A
C.4720A>G
¢.1087C>G
c.1018G>A
c.1410G>A
€.3204G>T
c.476G>A
€.3413G>A
c.1237G>A
C.113G>A
¢.1025C>T
c.2173C>T
€.3622G>A
c.647C>T
C.7559C>T
¢.980G>A
€.2237C>T
c.8C>T
c.7169G>A
c.1823A>T
€.23T>C
€.2359C>T
€.2582G>A
¢.1112G>C
C.583G>A

p.ArgS16His

p.GIn203ArgfsTerd 0,001597444

p.Phe46Tyr
p.Arg581Gin
p.Asp250Asn
p.Met98Lys
p.Met1574Val
p.Pro363Ala
p.Ala340Thr
p.Terd70=
p.GIn1068His
p.Ser159Asn
p.Gly1138Glu
p.Aspé13Asn
p.Arg38GIin
p.Ser342Leu
p.Pro725Ser
p.Gly1208Arg
p.Thr216lle
p.Ala2520Val
p.Gly327Glu
p.Pro746Leu
p.Ser3Phe
p.Gly2390Asp
p.Asp608Val
p.Leu8Pro
p.Pro787Ser
p.Arg861Lys
p.Arg371Thr
0.AsD195Asn

0,064396166

0,078674121

0,008586262

0,004392971

0,005391374

0,000199681

Score

12,794808

0,591298
4127228
3,508497
0,60879

0,401199
3,009721
317125

0617738
2,234654
3,366459
2,381673
3,503195
1,758078
3,598591
3,322208
4203164
0,311306
1,151221
2,270502
4,396252
4458232
3,597521
4,114699
2,810626
0,873604
1,476242
1,141446
2.451324

Phred Score

23

7428
28
247
7,598
5,44
234
238
7,684
211
243
2
247
17,43
25
242
287
442
1324
214
3

2
25
279
23
10,16
15,58
13,15
23

0,017

0,018
0,065
0,04

0,024
0,012
0,027
0,027

0,034
0,029
0,008
0,102
0,008
0,055
0,038
0,033
0,004
0,017
0,012
0,051
0,036
0,051
0,042
0,019
0,02

0,018
0,015
0.024



v0T

Tablo 4. 9 (devam)

Variant_Count (Tissue)

[['skin”, 1]} 1
[haematopoiatic and hemphoid tissus”, 2], [ 4
[[largs intestine”, 1]] i
[[ung™, 1]) i
[[ung”, 27] 2
[[=args int=stine”, 1]] i
[[arge intestine”, 1]] i
[["endometrium”, 2]] 3
[[urinany tract”, 1]) 1
[[breast”, 1]] i
[Mskin”, 1]) 1
[Tthyreid”, 2], ['eye", 2], [ung”, 21, [upper . 10

Variant_Cour Match

Exact Match
Exact Match
Exact Match
Exact Match

Exact Match
Genomic Location

Exact Match
Exact Match

Genomic Location

Exact Match

Genomic Location
Exact Match

Predicticr Predictior Functional_Impas Prediction
Damaging Damaging low

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Taolerated
Tolerated
Tolerated

Diamaging

Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Diamaging
Tolerated

Tolerated
Tolerated
Taolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Taolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Taolerated

Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Taolerated
Tolerated
Tolerated

Diamaging

Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated

Tolerated
Tolerated
Taolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Taolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Taolerated

Damaging

n=utral
medium
low
neutral
n=utral
medium
low

Diamaging

Automatic Pohymorphism
Damaging

Diamaging

Automatic Pohymaorphism
Polbymonphism

Damaging

Diamaging

Polbymonphism
Damaging
Pohymeorphism
Damaging
Polbymonphism
Damaging
Damaging

Polbymonphism
Pohymornphism
Damaging
Diamaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Pohbymornphism
Pohymornphism
Damaging
Diamaging
Damaging
Damaging
Damaging

Damaging

Phred
48,5
54,4
46,6
20,8
515

40,5
5.8
171
56,5
2.5
i73
e
32
205
812
48,2
35
214
8T
ETA
152
25
5.7
47,8
16,2

5

17,7
235
255
453

18,1

WCF_filter Zygosity P-value

PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS
FASS
PASS
PASS
PASS

EEEEE R R R R R R R R R R R R R SRR R

0, 1582

0,4584
0,015

02418
0,508
05244
0,220
0,073

0,1518
0,014%
04884
0,074
0,6515
0,1228
0,2651
0,0453
0,682
05778
0,078
0,054
0,0154
0,054T
0,045
0,0135
0. 7419
0,584%
0,2375
0,4571
0,1769
027
0.2173

0,0017



G0T

Tablo 4. 10: 4 nolu hastada 10. Kromozom tizerindeki WES analizi

chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10

73053471
73541709
73674883
73802480
74708444
78025696
87366280
88913290
89402510
92621392
93333862
93622062
93635545
94334233
96012620
96196917
99784750
100154921
100233267
102403210
103443301
107164204
110604285
110887675
113575993
116547306
117375196
118691296
122086003
124042201
125807469
126425871

D000 rOOOO0000F000000OO0OOOOO0O

PEAARPEEAPDP AL AAAAAAAL AP AL B AR D> A >

P4HA1
UsSPs4
AGAPS
NDST2
ADK
POLR3A
NUTM2D
STAMBPL1
IFm1
KIF11
MYOF
PDE6C
PDE6C
NOC3L
CC2D2B
BLNK
ABCC2
ERLIN1
CWF19L1
PSD
PDCD11
SORCS1
SMC3
PDCD4
HABP2
PNLIP
PDZD8
CACUL1
TACC2
CHST1S
UROS
C100rf30

ENST00000263556.3
ENST00000339859.8
ENST00000374094.8
ENST00000309979.11
ENST00000539909.6
ENST00000372371.8
ENST00000381697.6
ENST00000371926.8
ENST00000371804.4
ENST00000260731.5
ENST00000359263.9
ENST00000371447.4
ENST00000371447 .4
ENST00000371361.3
ENST00000646931.2
ENST00000224337.9
ENST00000647814.1
ENST00000421367.7
ENST00000354105.10
ENST00000020673.6
ENST00000369797.8
ENST00000263054.10
ENST00000361804.4
ENST00000280154.12
ENST00000351270.4
ENST00000369221.2
ENST00000334464.7
ENST00000369151.8
ENST00000369005.6
ENST00000435907.6
ENST00000368797.10
ENST00000284694.11

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_retained_variant
missense_variant
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
stop_gained
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense variant

C.583G>A
c.602G>A
cA777C>T
C.2623G>A
c.1088G>A
C.244C>T
cAT77C>T
c.610G=A
C.235G>A
c.1136C>T
c.4615C>T
c.854C>T
c.1318G>A
Cc.2347G>A
c.3317C>T
C.1242T>A
c.176C>T
C.764G>A
C.1577G=A
c.3065G>A
¢.5092G>A
C.323G>A
c.3637G>A
C.566G>A
c.320A>T
C.59G=A
c.32C>T
c.994C>T
€.3503C>T
c.1033G>A
€.338A>T
€.2093C>T

p.Asp195Asn
p.Arg201Gin
p.ArgS93Trp
p.Glu875Lys
p.Ter363=
p.His82Tyr
p.GInS93Ter
p.Glu204Lys
p.Glu79Lys
p.Thr379Met
p.Pro1539Ser
p.Thr28Slie
p.Asp440Asn
p.Val783le
p.Thr1106lle
p.Asndl4lys
p.SerS9Phe
p.Arg255Gin
p.ArgSs26Gin
p.Arg1022Gin
p.Ala1698Thr
p.Arg108Lys
p.Asp1213Asn
p.Arg189Lys
p.Lys107Met
p.Cys20Tyr
p.Ala11Val
p.GIn332Ter
p.Ser1168Phe
p.Gly345Arg
p.Asp113Val
p.Ala698Val

0,002595847

0,013977636

0,006190096

0,006789137

0,002196486

0,021765176

0,00778754

2,451324
2,782933
0,910045
263252

0,924111
4,008994
3,345182
3,216018
3,720755
3,994165
3,469989
3,106946
3,422593
0,347363
2,869082
1,970161
1,033249
3,035512
3,484556
1,582655
3,964865
1,370766
4,30609

1,584192
3,377761
3,783761
2618651
8,001004
1,21149

5413466
2,317088
2729902

223
23
10,54

10,7
27

242
239
255

246
236
245
4834
232
19,03
12,04
235
247
16,26
267
14,88
296
16,27
243
258
227
40
13,73

217
25.5

0,024
0,051
0,007
0,035

0,077

0,024
0,017
0,037
0,064
0,029
0,014
0,006
0,015
0,037
0,051
0,028
0,024
0,014
0,04

0,007
0,083
0,029
0,018
0,021
0,005

0,015
0,039
0,02

0.003
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Tablo 4. 10 (devam)

Chrom
chr10
|enrio
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chr10
chri0
chr10
chr10
Lchr10

Position
5395388
5401012
7717687
8058307
11463691
12081526
16890385
21733775
24533161
27169969
27170556
27170889
27211050
30028887
30626888
45826432
47351124
50009669
58196629
69208749
69483873
72274773
73426607
73517550
89307290
90749298
95414780
97599155
102139902
103442334
119030228

Ref_Base

OQPFPHAOQPPOPPOPOOO-LAOOPPOO00000PFAO0

Alt_Base Gene
TUBAL3
TUBAL3
MH2
GATA3
USPGNL
DHTKD1
CUBN
MLLT10
Klaa1217
MASTL
MASTL
MASTL
ACBDS
JCAD
LYZL2
AGAP4
RBP3
AGAPS
IPMK
SUPV3L1
TSPAN1S
DDIT4
MSS51
USPS4
IFIT2
HTR7
SORBS1
HOGA1
PPRC1
PDCD11
NANOS1

O-oorroooo-d-dorpr-Hdo-d-doorA-4ro-orr -

Transcript
ENST00000380419.8
ENST00000380419.8
ENST00000358415.9
ENST00000379328.9
ENST00000379237.6
ENST00000263035.9
ENST00000377833.10
ENST00000307729.12
ENST00000376454.8
ENST00000375940.8
ENST00000375940.8
ENST00000375940.8
ENST00000396271.8
ENST00000375377.2
ENST00000647634.2
ENST00000616763.4
ENST00000584701.2
ENST00000412531.5
ENST00000373935.4
ENST00000359655.9
ENST00000373290.7
ENST00000307365.4
ENST00000299432.7
ENST00000339859.8
ENST00000371826.4
ENST00000336152.8
ENST00000361941.7
ENST00000370646.9
ENST00000278070.7
ENST00000369797.8
ENST00000425699.3

Sequence_Ontology cDNA_change

missense_variant
stop_gained

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense variant

c.335G>A
c.79G>T
c.529G>A
C.244A:G
C.1306G>A
c.209C>G
c.8741C>T
€.2504C>T
c.3338C>T
c.1010C>A
c.1597A>G
c.1930A>C
C.968C>A
c.1261G>A
Cc.28A>G
C.1544G=A
C.2650G>A
C.1544G=A
c.698T>C
c.2075C>T
C.279A>T
C.284A>G
¢.502G>C
c.2876T>C
Cc.1334A>G
c.836C>T
c.524G>=T
c.407T>C
C.1394A>G
C.4829G>T
c.427C=G

Protein_Change
p.Arg112Gin
p.G27Ter
p.Vall77Met
p.Ser82Gly
p.Glu436Lys
p.Ala70Gly
p.Ala2914Val
p.Thr835lie
p.Pro1113Leu
p.Thr337Lys
p.MetS33Val
p.Lys644GIn
p.Pro323Gin
p.Vald21lie
p.lle10Val
p.ArgS15His
p.Vaid84Met
p.ArgS15SHis
p.le233Thr
p.Pro692Leu
p.GIn93His
p.Asn9SSer
p.Gly168Arg
p.Val9s9Ala
p.Lys445Arg
p.Pro279Leu
p.Gly175Val
p.Vali36Ala
p.Lys465Arg
p.Arg1610Leu
o.Leu143Val

AF
0,000399361

0,000798722

0,003194888
0,006389776
0,001597444
0,014376997
0,026158147

0,003594249
0,026557508

0,003194888

0,000399361

0,006789137
0,009784345

0,001198083
0,002196486
0,001198083
0,062899361

0,002795527
0,000599042

Score
2,83745
7,363161
3,741936
2,733
2,006456
2,544178
4,060667
2,056563
2,970673
0,200792
1,159721
2,384114
1,925267
0,501189
0,286243
2,483785
3,617048
2,269586
3,079511
0,828136
1,303417
1,36161
5,44425
1,058682
1,87189
2,764293
3,124748
3,288675
2,35688
4023101
1.586818

Phred Score

231
38
2586
229
19,21
225
27,4
19,69
234
3,133
13,31
22
18,68
6,517
4129
224
251
214
236
9,676
14,41
14,82
34
12,34
18,27
23
237
241
219
271
16.29

0,025

0,017
0,017
0,02

0,022
0,032
0,023
0,026
0,013
0,02

0,01

0,02

0,005
0,014
0,041
0,015
0,01

0,034
0,021
0,006
0,015
0,031
0,028
0,014
0,029
0,034
0,04

0,027
0,065
0.014
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Tablo 4. 10 (devam)

Phred Variant_Count (Tissue)

[23.1
38
256
29
19,31
25
27,4
19,69
234
3133
13,31
22
18,68
6,517
4,129
2,4
25,1
21,4
236
9,676
14,41
14,82
34
12,34
18,27
23
237
241
21,9
27,1

16.29

["'skin”, 1]] 1

[["large intestine”, 1]] 1

[Cpleura”, 1], [lung”, 1], ["breast”, 1]] 3

["haematopoietic and lymphoid tissue®, 2], ["cer 3

["upper aerodigestive tract”, 2]] 2
[["haematopoietic and lymphoid tissue”, 2]] 2

[["skin®, 3]] 3
[["upper aerodigestive tract”, 3], ["lung”, 1], ["bili 6

[["skin”, 1]] 1
[["large intestine”, 1]] 1

[["skin™, 1]]

[["lung®, 1]]

[["haematopoietic and lymphoid tissue”, 1]]
[["haematopoietic and tymphoid tissue”, 1]]
[["large intestine”, 1]]

— o e b e

Damaging
Neutral
Damaging
Damaging
Neutral
Damaging
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Damaging
Neutral
Neutral
Damaging
Neutral
Neutral
Neutral
Damaging
Neutral
Neutral
Damaging
Damaging
Damaging
Neutral
Damaging
Neutral

Tolerated

Tolerated
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated

medium

medium
low
medium
medium
medium
low
medium
low
neutral
neutral
low

low
medium
medium
medium
medium
low
low
neutral
medium
low
neutral
medium
low
medium
low
high
lowe

Variant_Coun Prediction Prediction Functional_Ilmpac Phred

47,2
37,3
487
423
456
49,1
49,8
52,7
49,7
487
54,9
49

40,3
50

55

448
406
489
51,6
57,3
483
49,9
50,9
44

478
55,4
46,9
54

483
50,7
439

VCF_filter Zygosity P-value

PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS
PASS

het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het
het

0,1566
0,4101
0,2972
0,2445
0,58
0,0722
0,3666
0,0888
04111
0,8761
0,2407
0,3435
0,1855
0,826
0,7358
04141
0,1798
0,1968
0,1159
0,9575
0,7358
0,9074
0,0s68
0,8282
0,9638
0,1176
0,129
0,0379
0,3666
0,0054
0.8733



Calismanin 2. asamasinda metod kisminda belirtilen 63 genlik listede yer alan
genlerden herhangi birinde sadece ilgili hastaya 6zel bir mutasyon olup olmadigina

bakildi. Tablo 4.11°de ortak ve belirleyici olan genler gosterildi:

RET mutasyonu (-) LN (-) olan hasta grubunda; SMAD4, ABL1, ATM,
NOTCH1, PDGFRA, KDR genlerinde missense mutasyon, KIT geninde ise sonlandirici
mutasyon (stop gained) gortildii.

RET mutasyonu (-) LN (+) olan hasta grubunda; ABL1, MLH1, NOTCH1,
HRAS, GNAS, ATM genlerinde missense mutasyon goriildii.

RET mutasyonu (+) LN (+) olan hasta grubunda; KDR ve ABL1 genlerinde

missense mutasyon goriildii.

RET mutasyonu (+) LN (-) olan hasta grubunda; SMO, ABL1, APC, MET,
GNAS genlerinde missense mutasyon, KIT geninde ise sonlandirici mutasyon (stop

gained) gorildii.

-
e RET (+)
e LN (-)
—
SMAD4 ABL1
ABL1 MLH1
AT NOTCH1
 EEEE— NOTCH1 —\
KIT HRAS
PDGFRA GNAS
e RET (-) Ko ATM * RET (-)

e LN (-) J L * LN (+)

-

Sekil 4. 22: RET mutasyonu ve lenf nodu metastazi durumuna gore gen mutasyonlari
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Tablo 4. 11: NGS analizinde hasta spesifik varyantlar

Variant_Annotation

Chrom
chr?
chrg
chr10
chr9
chr9
chré
chrS
chrs
chr7
chr10
chr1é
chré4
chrs
chr10
chr20
Ichr3
chrg
chri1
chr20
chré
chré4
chrg
chr11
chr18
chr9
chré
chrd
chr10
chri1
chr9

Position
129212026
130714339
43114502
136515524
136523109
54727915
112766328
112839717
116763168
43116704
68813425
54738462
112835165
43114501
58853749
37025815
136505767
533874
58854392
54273560
55106779
130884406
108272729
51058396
130885205
55102484
130884325
43118458
108345780
136510659

Ref_Base Alt_Base Gene

TG

D=1 O0O000OOPr00-“LooOorooorroOorr"' OO0

T
G
G
T

Transcript

SMO ENST00000249373.8

ABL1 __ ENST00000372348.7
NST00000355710.8

NOTCH1 ENST00000651671.1

GGAGGC(NOTCH1 ENST00000851671.1

PPAQAA40Pr00 AP PP Ar A O

KT ENST00000288135.5
APC ENST00000257430.9
APC ENST00000257430.9
MET ENST00000318493.11
ENST00000355710.8

Sequence_Ontolog cDNA_change Protein_Change

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
inframe_insertion
stop_gained

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

ENST00000261769.10 inframe_deletion

KT ENST00000288135.5
APC ENST00000257430.9

ENST00000355710.8
GNAS  ENST00000371100.8
MLH1  ENST00000231790.7
NOTCH1 ENST00000651671.1
HRAS  ENST00000311189.8
GNAS  ENST00000371100.8

stop_gained

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant

PDGFRA ENST00000257290.10 missense_variant

KDR  ENST00000263923.5
ABL1  ENST00000318560.6
ATM  ENST00000278616.8
SMAD4 ENST00000342988.8
ABL1  ENST00000318560.6
KDR  ENST00000263923.5
ABL1__ ENST00000318560.6
[RET__] ensT00000355710.8
ATM  ENST00000278616.8
NOTCH1 ENST00000651671.1

missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense_variant
missense variant

c.1939C>T p.Pro647Ser
c.20A>G p.Lys7TArg
c.1902C>G p.Cys634Trp
c.1862G>A p.Arg621His
c.439_483dup p.Asn147_Ser161dup
C.1867A>T p.Lys623Ter
c.138AT p.Glu46Asp
c.4123C>T p.His1375Tyr
€.2537C>T p.Ser846Phe
c.225TA=C p.Thr753Pro
€.1256_1258de p.Asp419del
€.2838C>T p.Arg946Ter
c.1958G>A p.Arg6S3Lys
c.1901G>T p.Cys634Phe
C.484A>G p.Met162Val
c.1217G>A p.Ser406Asn
c.4129C>T p.Pro1377Ser
c.182A=T p.Gin61Leu
c.1127C>T p.Pro376Leu
c.1388C>G p.Thr463Ser
C.1444T>C p.Cys482Arg
c.2116G>A p.Gly706Ser
c.3161C>G p.Pro1054Arg
C.844C=T p.His282Tyr
c.2915C>T p.Ser972Leu
c.2012G>A  p.G671Gl
c.2035T>G p.Ser679Ala
c.2370G>T p.Leu790Phe
C.8456T>A p.Val2819Asp
c.2734C>T D.Are912Tro

Samples
Patient 1
Patient 1
Patient 1
Patient 6
Patient 6
Patient 6
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 7
Patient 13
Patient 13
Patient 13
Patient 13
Patient 8
Patient 8
Patient 8
Patient 8
Patient 10
Patient 10
Patient 3
Patient 3
Patient 3
Patient 5
Patient 11
Patient 11
Patient 11
Patient 12
Patient 9

1000_Genomes CADD_Exome

AF
0,002995208

0,000599042

0,001996805
0,000399361
0,006389776

0,018170927

0,008985623
0,001597444
0,009185304

0,018570288
0,000399361
0,000399361
0,000199681

0.000399361

Score

3,198095
2,803029
3,769394
3,036301

7,882092
3,782701
3,374097
3,779189
3,956258

6,7554
6511168
4321417
1,614745
1,20801
0,058353
3,884468
2,126701
1,226598
3,622067
0,207275
2,708381
2,16917
0,255974
1,841894
0,281598
2,593508
0,733395
3.710465

Phred
239

257
235

40

258
2432
257
26,7

298
16,47
13,7
1,744

20,3
13,84
251
3,207

206

3,774
18,04
4,074

8,76
25.4



4.3. BIYOLOJIK YOLAK ZENGINLESTIRME ANALIZi

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
2021 Human PathwayEnrichment) biyolojik yolak zenginlestirme analizine gore tiroid
mediiller kanser patogenezi ile iliskili olabilecek yolaklar gozden gegirildi. PI3K-Akt
sinyal yolagi (CSF1R; PDGFRA; FLT3; PTEN; EGFR; NRAS; STK1l; PIK3CA;
ERBB4; ERBB2; KIT; KDR; AKT1; KRAS; JAK2; HRAS; JAK3; FGFR3; MET; TP53;
FGFR2;FGFR1), MAPK sinyal yolagi (CSF1R; PDGFRA; FLT3; BRAF; EGFR; NRAS;
ERBB4; ERBB2; KIT; KDR; AKT1; KRAS; HRAS; FGFR3; MET,; TP53; FGFR2,;
FGFR1), tiroid kanser yolagi (RET;NRAS;CDH1;CTNNB1;BRAF;KRAS;HRAS;TP53)
ve tiroid hormon sinyal yolagi (NRAS; NOTCH1; PIK3CA; SRC; AKT1; CTNNBI,
KRAS; HRAS; TP53) icinde yer alan genlerin tamami calisma listesindeki 63 gen
panelinde yer almaktaydi (Tablo 4. 12).

RET gen mutasyonu (-) olan hastalarda lenf nodu metastazinin belirleyicisi olarak
MLHI1 ve HRAS genleri dikkat ¢ekmisti (Sekil 4.22). Kanser yolaklari tek tek gézden
gecirildiginde MLH1’in gastrik, kolorektal, endometrial, missmatch repair ve Fanconi
anemisi ile iligkili oldugu goriildii. HRAS’1n hemen hemen tiim yolaklarda bulundugu
bunlar arasinda hepotoselliiler karsinom, kok hiicre yolagi, kanser karbon metabolizmast

yolag1 ve Erb sinyal yolaginda etkili oldugu fark edildi.

4.4. YAPAY ZEKA MODELLEMESININ KATKISI

Tiim hastalar bir yapay zeka Ornegi olan CHASMplus THCA kullanilarak
degerlendirildi. Tlgili yazilimda &zellikle tiroid kanseri {izerine egitilen modeli kullanilda.
Bu yazilim 6zetle bize sunulan data igerisinde ilgili hasta i¢in driver veya passanger
olabilecek mutasyonlar1 gosterdi. Hasta grubumuzda bu yazilim ile 3 gen tizerinde 6nemli
olma potansiyeline sahip mutasyonlar bulundu. Bu genlerden bir tanesi 63 genlik hedef
gen listemiz igerisindeyken (HRAS) diger ikisi (MAP3K1 ve EIF1AX ) bizim listemizde

mevcut degildi.

110



Py

Tablo 4. 12: Biyolojik yolaklar: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 2021_Human_PathwayEnrichment) biyolojik yolak

zenginlestirme analizindeki iligkili genler

Term Overla P-val Adjusted P-value Old P-vali Old Ad Oddz Rati Combined 5 Genes
2 |Pathways in cancer 35531 0 1,65163E43 0 0 1144145 118694147 ALK.RB1.RET.CSFIR.NOTCHI;FLT3PTEN.EGFR:NRAS;CDH1GNALL:ERBE2;ABL 1 AK T, VHL JAK 2. HRAS JTAK 3. PDGFRA SMAD4.BRAF.M
2 |Central carbon metabolizm in cancer 1570 0 2,26354E-31 0 0 237,5451 17839,8727 RET:PDGFRAFLT3IDHLPTEN,EGFR;NRAS PIK3CAERBE2KIT:AKT 1 KFAS HRAS,FGFR3 MET, TP33;FGFR2.FGFR1
4 |Rapl siznaling pathway 201210 © 3,00004E-26 0 0 7704873 480708074 CSF1R.PDGFRASRCBRAFEGFR;NRASPIKICACDHLGNAQKIT  KDRGIVAS; AKT 1,.CTNINB 1;KFAS; HRAS; FGFR3 ME T, FGFR2,FGFR L
5 |PISK-Akt siznaling pathway 22354 0 6,37717E-25 0 0 52,00747 308346848 [CEFIR.PDGFRAFLTS.PTEN.EGFRNRASSTE] |, PIESCA FREESEREE2FIT EDRAK T L ERAS TAF HRAS TAKS FGFRS,MET, TIP3 3, FGFRLJF
& |Endometrial cancer 1458 0 6 46254E-24 0 0 191.9601 10945,118% PTENBRAF.MLHI.EGFRNRASAPCPIKICA,CDHL.ERBELAKTL,CTNNELKRAS HRAS. TPS3
7 |Gastric cancer 17148 0 1,84979E-23 0 0 8508015 474664657 RB1SMADYBRAF,MLHL,EGFRNRASAPCPIKICA,CDH]ERBB2AKTL,CTHNNE], KR AS HRAS, MET, TP53;FGFR2
% |Prostate cancer 15/97 0 1,03529E-22 0 0 113,5918 611652561 RB1,PDGFRAPTEN;BRAF.EGFR;NRAS;PIK3ICA FRBB2AKT],CTNNBL;KRAS;HRAS; TP33,FGFR2;FGFR1
3 |Melanoma 1472 0 1,03529E-22 0 0 1455225 7808.16372 RB1;PDGFRAPTEN;BRAF,EGFR;NRAS.PIK3CA;CDH];AKT]KRASHRASMET, TP53;FGFR1
10 |Non-small cell lung cancer 1472 0 1,03529E-22 0 0 1455225 7808.16372 ALK:RB1.RET.BRAF.EGFR;NRAS.PIK3CA;ERBBLAKTLEKRAS;HRAS JTAK I MET, TP53
11 |Braast cancer 16/147 © 7,23236E-22 0 0 7809702 403012403 RE1LNOTCHI:PTEN.BFAF:EGFR:NRAS.APCPIK3CA:ERBELKIT AKT1.CTNNEL: KR ASHRAS. TP33,FGFR1
12 | Protzoglyeans in cancer 17205 © 2.75826E-21 0 0 39.57535 298006836 IRC.ERAFPTPNI1EGFR.NFASPIKICAEMO.EREB4:ERBE2:KDRAKTL,CTNNB]:KRAS: HRASMET TP53;FGFR1
12 |Ras signaling pathway 17232 ¢ 2.1623E-20 0 0 32,02264 248847721 CSFIR.PDGFRAFLT3.PTPN1LEGFRNFAS PIK3CAKIT ABLL:KDR; AK T 1 KFAS;HRAS;FGFR3 MET . FGFF.2:FGFR1
14 MAPK siznaling pathway 18284 ¢ 2.72708E-20 0 0 44,25112 211142604 [CSFIR;PDGFRA;FLT3;BRAF.EGFR;NRAS;EREB4;ERBB2,KIT.KDR; AKT1;KRAS;HRAS;FGFR3;MET; TP53;FGFR2;FGFR1
15 | Bladder cancer 1141 ¢ 1,36567E-19 0 0 202,91%4 9340,28495 EB1:NFAS:3RC.CDH1:ERBB2BRAFKFASHRAS.FGFR3; TP33;EGFR
16 | Hepatocellular carcinoma 15/168 0 2.87117E-1% 0 0 6066176 274297059 RB1SMAD4:SMARCB1,PTEN.BRAF.EGFR:NRAS APCPIKICA AKT].CTNNBLEKRASHRASMET, TP33
17 |Colorectal cancer 12/86 0 9. 71013E-18 0 0 2,10347 383444079 NEASSMAD4APCPIKICAAKTI,CTNNG] BRAFKRASMLHI;HRAS, TP33;EGFR
18 |Signaling pathways regulating pluripotency of stem 13/143 0 §.19143E-17 0 0 38.302%4 2289267971 SMAD4NRASAPCPIK3ICAAKTL.CTNNBLERAS JAK2:HRAS; JAK 3 FGFR 3 FGFR2;FGFR1
15 |Glioma 1175 0 1,35711E-16 0 0 9495616 3678,33226 FRB1PDGFRA;NRASPIKSCAPTENAKT1.BRAF;KRASHRAS. TP53;EGFR
20 | Chronic myeloid leukemia 1176 0 1,72183E-16 0 0 93,4906 3607,25474 RBLNRASSMAD4PIKICAABLLAKTLBRAF,PTPNILEKRASHRAS TPS3
21 |ErbB signaling pathway 1185 ¢ 6,00411E-16 0 0 2,08286 306040504 NRASPIK3CASRC.ERBE4;EREB2;ABL;AKT].BRAFKRASHRASEGFR
22 |Human cytomegalovirss infection 14225 0 7,58279E-16 0 0 3969381 1468,753 RB1;PDGFRASRC.EGFRINEASPIK ICAGNAL 1;,GNAQGNAS AKT],CTNNE 1. KR AS.HR AS. TP53
22 | MicroRINAs in cancer 15/310 © 2,08601E-15 0 0 3123623 1122,74211 PDGFRANOTCHI;PTEN.EGFRNRASAPC.PIKICA:FRBBABL LATMEKRAS HRAS.FGFRI . MET,; TP33
24 |Hepatitis B 12162 0 1,753501E-14 0 0 45264  1528,53438 RB1;NRASSMADYPIK3CASRC,AKT]BRAF,KRASJAK2 HRAS JAK S TPS3
25 | Caleivm signaling pathway 13/240 0 3,89511E-14 0 0 33,22597 1080,34633 RET;PDGFRA;EGFR;ERBB4,GNAILGNAQ;ERBB2;KDR;GNAS,FGFR3;MET FGFF2;FGFR1
2% |PD-L1 expression and PD-1 checkpoint pathway it 1089 0 6,11973E-14 0 0 6799179 220544329 ALK NRASPIK3CAPTENAKTI],PTPNILKRAS.JAK2:HRAS:EGFR
27 |FoxO siznaling pathway 0 6,36467E-14 0 0 5050069 163412373 NRASSTEI1LAMADY PIKICA.PTENAKT].BRAF, ATMERAS HRAS.EGFR
28 | Thyroid cancer 7 0 1,22393E-13 0 0 1409302 44386623 |RET:NRAS:.CDH1.CTNNE1:BEAF.KRASHRASTPS3
28 |Human papillomavires infection 14331 ¢ 1,22393E-13 0 0 2627884 831.171385 FBL:NOTCHI;PTEN:EGFR:NEAS:APCPIK3CA:GNASAKTL.CTNNBLATMEKRASHRAS. TPS3
30 |Focal adhesion 12201 © 1,88852E-13 0 0 35,85306 1117,23975 PDGFRAPIK3CASRCERBB2;PTENKDRAKTI;CTNNB1:BRAF.HRAS:MET;EGFR
31 | Acute myeloid levkemia /67 0 2.33362E-13 0 0 8124093 25116522 CEFIRNFASPIKICAFLTIKIT.AKT1:BRAFKRAS;HRAS
32 |Renal cell carcinoma Q68 0 2.98304E-13 0 0 78,325 240583207 NEASPIKSCAAKTIBRAFPTPNILEFRASVHL.HRASMET



Bu genler iizerinde bulunan mutasyonlar ve bu mutasyonlar1 hangi hastalarin
tasidigina dair bilgiler “CHASM_THCA xIsx” isimli excel tablosunda gosterildi (Tablo
4.13). Burada o6zellikle MAP3K1 iizerindeki mutasyon (c.2416G >Ap.Asp806Asn)
birgok hastamizda (1,2,3,5,6,9 ve 10 nolu) goriilmiis olmakla birlikte sadece 5. hastada
homozigot, digerlerinde heterozigot olarak goriildii. MPA3K1 genindeki mutasyonlarin
tiimii patojenik olup missense idi. Lenf nodu metastaz1 olan hastalardan iicii (2,5 ve 9

nolu) bu mutasyonu gostermekteydi.

63 genlik listemizde olmayan diger gen EIF1AX olup yalnizca bir hastada (9 no)
EIF1AX mutasyonu (c.221C>T p.Ser74Leu) mevcuttu. Patojenik ve missense mutasyonu
olan bu hasta ileri evre (pT3N1M1) idi. Karaciger metastazi nedeni ile takibin 25. ayinda

ex olmustu.
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Tablo 4. 13: Yapay zeka (CHASM_THCA) modellemesi ile bulunan genlerdeki WES analizi

Variant_Annotation

Chrom Position Ref BasiAlt Bas(Gene Transcript Sequence Ontology ¢DNA chang Protein_Change Samples

IchrS 56881616 G A |3-L1'LP3K1 _|E.“~.'S'['[][][][][]3995[]3.4 missense variant c.2416G=A p Asp806Asn  patient 10 patient 5 patient 3 patient 9 patient 2 patient 6,patient 1
chrll 533874 T A HRAS ENSTO0000311189.8 |missense_variant c.182A>T  p.Gln61Leu patient 8

chrX 20133001 G A EIF1AX ENSTO00000379607 .10 missense variant c.221C>T  p.Serf4Leu patient 9

Method:

CHASMplus is a machine
learning algorithm that
discriminates somatic
missense mutations as either
cancer drivers or
pagsengers. Predictions can
be done in either a cancer
type-specific manner or by a
model considering multiple
cancer types together (a

A MutationTaster MutPred NCBI_Gene PhD-SNPg SIFT VCF_Info VEST4
Prediction Predictior Functional Rank Score Prediction Rank_Scoi1 Description Prediction Score Predictio Predictio Phred VCF_filter Zygosity P-value

|Damagjng Tolerated medium 0,54805 Automatic Polyvmorphism The protein encoded by this ¢ Pathogenic 0,97 Neutral Tolerated 51.3;48.2:49.2:46.9:47.7:452 PASS;PASSlhet;hom;het;hetghat;het;het |l]=314

Damaging Damaging medium 0.81001 Damaging 0,83862  This gene belongs to the Ras Pathogenic 1 Damaging Damaging 47,9 PASS het 0,008
Tolerated low 0,58761 Damaging 0,61598  This gene encodes an essenti; Pathogenic 0,98 Damaging Damaging 19,2 PASS het 0,028



Tablo 4. 14: Sporadik mediiller tiroid kanserlerde RET mutasyon oranlari

) Hasta ) RET mut  Gen sayisi veya
Yazar Ulke sayilari Ornek Metod % ekzom
Agrawal @7 USA 17 Doku NGS 70,5 21000
Aydogan @7 TR 154 Kan PCR 5,2 1
Heilmann 7 USA 34* Doku HC 88 315
Tiedje @9 GER 32 Doku NGS 66 9
Wei @79 USA 9 Doku NGS 88 47 (WES)
Nikiforova 7 USA 15* Doku+ilA NGS 46,6 12
Simbolo @78 IT 20 Doku NGS 65 50
Dvorakova 7" Ccz 48 Doku PCR 48 10,11,15,16
Diwaker @/®  West Ind. 51 Kan PCR 21 1
Qu Ning @7 CN 18 Doku NGS 27,8 45 (WES)
Altinay** TR 13 Doku NGS 30,8 63 (WES)

*sporadik ve herediter vakalar, **mevcut ¢calisma. PCR: Polimeraz zincir reaksiyon, NGS: Yeni nesil dizileme,

HC: Hibrid yakalama, iiA: Ince igne aspirasyon, WES: Tiim ekzom dizileme
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5. TARTISMA

Diinya genelinde her iki cinsteki kanserler arasinda 9. sirada yer alan tiroid
kanseri, kadinlar arasinda meme kanserinden sonra 2. sirada yer almaktadir (1). Kiiresel
insidans orani Kadinlarda erkeklerdekinden 3 kat yiiksektir. Her iki cinsiyet i¢in yiiksek
insidans oranlar1 Kuzey Amerika, Avustralya/Yeni Zelanda, Dogu Asya ve Giliney
Avrupa'da iken kadinlar i¢in Mikronezya/Polinezya ve Giiney Amerika'dadir (2). Kiiresel
Kanser Gozlem (GLOBOCAN) verilerine gore 2020 yilinda tiim diinyada yaklasik
586.202 yeni vaka ve 43.646 6lim bildirilmistir (2). GLOBOCAN 2020 verilerine gore
Tiirkiye’de tiroid kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda 2. sirada olup 13
682 yeni vaka ile iilke genelinde tiim kanserler arasinda 5. sirada, 795 6liimle tiim tilkede

kansere bagli dliimler siralamasinda 21. sirada yer almaktadir (4).

Tiroid karsinomu tiim yas gruplarinda goriilebilmekle birlikte en sik gorildiigi
yaslar dordiincii ve besinci dekatlardir. Cogu diferansiye ve yavas seyirli olan tiroid
karsinomlarinin en agresif formlarindan biri olan anaplastik karsinom, 6zellikle yedinci
ve sekizinci dekatlarda goriiliir (31). Tiroid karsinomu, tiroid hormonu iireten folikiiler
hiicrelerden veya kalsitonin tireten C hiicrelerinden kaynaklanabilir. C hiicreli olanlar
mediiller karsinom olarak adlandirilir ve sporadik olabilir veya multipl endokrin
neoplazinin (MEN) bir parcasi olarak ailesel bir formda ortaya ¢ikabilir. ABD'de 5.583
vakay1 igeren ¢ok merkezli prospektif bir kohort ¢alismasinda, folikiiler hiicre kaynakli
tiroid karsinomlari arasinda en sik goriilen papiller karsinomdur (%81). Bunu folikiiler
karsinom (%10), Hurthle hiicreli karsinom (%3,6) ve anaplastik karsinom (%1,7)
izlemektedir (31).

Mediiller tiroid karsinomu (MTK), tiim tiroid malignitelerinin %35-10'unu
olusturur ve vakalarin %75'inde sporadik olarak ortaya ¢ikar, geri kalami ise ¢oklu
endokrin neoplazi (MEN) 2A, MEN2B veya ailesel MTK (FMTK) ile birlikte gelisir.
Sporadik MTK o6ncelikle orta yaslh erigkinlerde goriiliir ve kadinlarda erkege gore biraz
daha fazladir. Calismada 13 olgunun yas ortalamasi1 50,4+14,8, ortanca degeri 55 olup
kadin/erkek orani: 10/3=3,33’diir. Bu bulgular literatiir verileri (48,180-182) ile

paraleldir.
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Tam bir timor kapsiiliiniin varligt (enkapsiilasyon), hastaligin lenfatik
yayilmasinin olmadigimin giiglii bir gostergesidir (181). Gegenlerde yapilan bir arastirma
enkapsiile tiimorlerin lenf nodu metastaz1 gostermedigini ve daha iyi prognozla iliskili
oldugunu desteklemektedir (182). Calismamizdaki olgularin  9’unda (%69)
enkapsiilasyon yokken, 2’sinde (%]15) fokal, 2’sinde (%]15) total enkapsiilasyon
mevcuttur. Enkapsiile timorlerden birinde lenf nodu metastazi varken digerinde yoktur.
Benzer sekilde kapsiil invazyonu olan 4 olguda lenf nodu metastazi varken 4 olguda lenf
nodu metastazi yoktur. Enkapsiile olmayan veya fokal kapsiillii olan tiimdrlerden 6
tanesinde metastaz yokken 5 tanesinde lenf nodu metastazi vardir. Bu durum istatistiksel
olarak anlamli degildir. Ancak lenf nodu metastazi olan hastalarda kapsiil invazyonu
olmayanlara gore anlamli derecede yiiksektir. Ayrica ex olan hastanin tiimoriiniin fokal
kapsiillii olmasi, enkapsiile olmayan tiimorlerin daha kotii seyir gostereceginin bir isareti

olarak kabul edilebilir.

Sporadik MTK'da iki tarafli odaklarin yayginligi %0 ile %66,7 arasinda genis bir
aralikta bildirilmistir (183). Mevcut seride multifokalite orani %15 olup (2/13)
hastalardan birinde tiimor iki taraflidir ve pT3’tiir. Hastalik ayn1 lobda ya da istmusta
multifokal oldugunda bilateralite oran1 da artmaktadir. Yazarlar multifokalite gosteren

hastalarda total tiroidektominin 6nemli oldugunu vurgulamaktadir (183).

Mediiller tiroid kanserlerinin diger tiimorler ile ayirici tanisinda zorluk
yaratabilecek bir ¢ok alt tipi vardir (41). Seride vakalarin 7’si (%54) follikiiler, 41 (%31)
tubulopapiller, 2’si (%15) spindle hiicreli mediiller karsinom histolojik alt tiptedir. Alt
tipler ile diger parametreler arasinda istatistiksel bir iliski yoktur. Mulligan ve ark da
histolojik alt tipin prognoz ile bir iliskisi olmadigin1 yayinlamislardir (128) . 2 olgudan
ex olan bir hastanin spindle varyant olmast bu grup tiimorlerin daha kotli prognoz
gosterdigini diisindiirmektedir. Ancak bazi yazarlar spindle alt tip ile sagkalim arasinda

bir farklilik olmadigini hatta iyi seyrettigini belirtmislerdir (184,185).

Dezmoplazisi olan mediiller tiroid kanserlerinin lenf nodu metastazi ile iliskili
oldugunun gosterilmesinden sonra tiimor histolojisinde bu parametrenin varligr 6nemli
olmustur (113,114,180). Calismamizda olgular arasinda biri orta derecede digeri yogun
dezmoplazi gosteren iki olgu olup her ikisinde de lenf nodu metastazi vardir. Bu durum
dezmoplazinin siddetinden bagimsiz olarak nodal tutulum ile iligkisini dogrulamakta ve

literatiir ile paralellik gostermektedir. Cok merkezli bir calisma, tiimorlerinde
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dezmoplastik stromal reaksiyon olmayan MTK hastalarinda baslangigtaki lateral boyun
diseksiyonunun gereksiz oldugunu; dezmoplazinin cerrah i¢in olaganiistii klinik 6nemi

olan morfolojik bir parametre olarak yer almasi gerektigini gosteriyor (113).

Virchow ve Rijswijk tarafindan yapilan ¢alismalarda tiroidde amiloid birikimine
iliskin ilk rapor, sistemik amiloidozlu bir hasta iizerinde 1800'lerin ortalarindan kalmadir
(186,187). Tiroid dokusunda bulundugunda, amiloid neredeyse her zaman mediiller tiroid
karsinomu (MTK) ile sinirhi bir 6zelliktir. Calismamizdaki olgularin 6’sinda (%46)
amiloid varken, 7’sinde (%54) amiloid birikimi yoktur ve lenf nodu metastazi basta
olmak tizere diger parametrelerle anlamli bir iliski tespit edilememistir. %85 oraninda

amiloid varlig1 gosteren genis bir seride de sag kalim agisindan bir fark bulunmamigtir

(184).

Son zamanlarda yapilan bazi yeni ¢alismalar, amiloid agregasyonunun, sonugta
tiimdr hiicresi proliferasyonunu tesvik edecek olan sikline bagimli kinaz 5'in (Cdk5)
hiperaktivasyonuna yol agtigin1 gostermistir (188,189). Hatta otorler papiller karsinomu
olan hastalarin tiimorlerinde de amiloid birikimi olabilecegini bu durumun sadece

mediiller kansere 6zgii olmadigini bildirmislerdir (190).

MTK unun kalitsal formlari, genellikle C-hiicresi hiperplazisi (CCH) zemininde
multifokal hastalik olarak ortaya ¢ikan, eksik penetrasyona sahip RET proto-onkogeninin
otozomal dominant mutasyonlarindan kaynaklanir. Sporadik formlarda da CCH olabilir
ki bu aile bireylerinin taranmasini gerektirir (48). Ancak Kaserer ve ark. (180) degindigi
gibi bu kriterler, ailesel bir risk olup olmadigin1 tahmin etmede bireysel olarak hasta i¢in
giivenilir degildir. Olgularimiz igerisinde yalnizca 1 hastada (%7,7) nodiiler paternde
neoplastik CCH izlenmistir. 9 nolu hasta RET mutasyonu gostermekte olup MEN ile
iliskili degildir ve aile bireylerinin taramasinda Kalsitonin yiiksekligi goriilmemistir. 27

vakalik sporadik MTK serisinde 8 fizyolojik 3 neoplastik (%11,1) CCH izlenmistir (48).

Insanlarda 6ncelikle tiroidin parafolikiiler hiicreleri (C hiicreleri) tarafindan
iretilen Kalsitonin (tirokalsitonin), kalsiyum ve fosfor metabolizmasina katilan 32 amino
asitlik lineer bir polipeptit hormondur (molekiil agirlig1 3,421 Kd) ve CALC1 geninin
(CALC) bir tiriinii olan daha biiyiik bir pre-propeptitin proteolitik boliinmesiyle olusur
(191). Bussolatinin (52) domuz ve kopek tiroid dokusunda immiinfloresan yontemle C
hiicrelerinde Kalsitonin varligin1 gostermesinden sonra tiroid mediiller kanserlerde

Kalsitoninin serum ve dokuda tespiti biiyiik 6nem kazandi.
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Calismada Kalsitonin immiinohistokimya boyanma yogunlugu; 6 hastada (%46)
%350’den az boyanma gosterirken 7 hastada (%54) %50’ye esit veya daha fazla boyanma
gosterdi. Bu oranlar 32 olguluk serilerinin 25’ine Kalsitonin immiinhistokimyasi
uygulayan ve 13’iinde (%52) yogun-kuvvetli, 12’sinde (%48) hafif-orta boyanma bulan
otorlerinki ile uyumlu idi (192). Mevcut calismada %S50< Kalsitonin boyanma
yogunlugunun lenf nodu metastaz1 ve sag kalim ile iliskisi tespit edilemedi, ancak RET
mutasyonu gosteren 4 hastadan 3’iinde Kalsitonin boyanma yogunlugu %50 ve iizerinde
idi. Bazi yazarlar (57’si sporadik 65 vakalik MTK serisinde) diisiik kalsitonin
immniinohistokimya boyanmasinin kotii prognostik faktér oldugunu belirttiler (191).

Baz1 yazarlar ise prokalsitonin ekspresyonunun RET mutasyonu, evre ve prognozla

iliskisi oldugunu belirrtiler (193).

Hiicresel bilesim (igsi hiicreye karsi yuvarlak hiicre), pleomorfizm, amiloid
birikiminin boyutu ve kalsitonin boyanmasinin kapsami dahil olmak {izere daha once
yapilmis ¢ok sayida histolojik ve immiinohistokimyasal parametre, potansiyel prognostik
parametreler olarak incelenmistir, ancak ¢ok degiskenli analizlerde higbirinin anlamli

oldugu kanitlanmamistir (110,184,193).

MTK, vakalarin ¢ogunda tanimlanan pozitif lenf nodlar ile nodal tutulum igin
yiiksek bir egilime sahiptir (194,195). Arastirmacilar hastalarin %40-75'inde nodal
hastalik bildirmistir (196,197). Mevcut ¢alismada lenf nodu tutulum orant %46°dir.
Calismamizda lenf nodu metastazi ile histopatolojik parametreler ve sag kalim arasinda
anlamli bir iliski saptanmamistir. Literatiirde ortalama 23.5 ay takip edilen 58’1 sporadik
toplam 65 MTK’in OS’1 10 ve 20 yil igin sirasi ile %63 ve %44 dir (197). AJCC
evrelemesinin metastatik lenf nodu sayisini yansitmadig: diisiincesi ile gegenlerde 2627
hasta ilizerinde yayinlanan bir arastirma MTK i¢in yapilan metastaz sayisinin prognoz ile
iliskisini arastirmis ve 11-20 arasi1 pozitif lenf nodu sayisinin 1-10 arasi pozitif lenf nodu
sayisina gore daha koti bir sagkalim gosterdigini belirtmislerdir (108). Ancak
calismamizda 14 lenf nodu metastazi olan 11 ve 12 nolu hastalar takiplerinde hastaliksiz
yasarken 6 lenf nodu metastazi olan 9 nolu hasta Karaciger metastazi nedeniyle ex
olmustur. Bu hastanin uzak metastaz nedeniyle 6lmesi ve sinirli sayidaki hasta sayisi ile

sliphesiz yukaridaki ¢aligmaya karsit goriis sergilenemez.

Mediiller tiroid kanser i¢in en Onemli prognostik faktdrlerden biri de evredir

(110,111). Calismada lenf nodu metastaz1 olmayan hastalarin %85,7’sinin evre durumu
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pT1 iken; lenf nodu metastazi olanlarin %66,7’sinin evresi pT3’tiir. Lenf nodu metastazi
olan hastalar daha yiiksek evrededir. (p<0,05). Lenf nodu metastazi ve evre arasindaki
ters iliski litreratiirde de benzer sekildedir (108, 198).

MTK’unun en etkin tedavisi cerrahi oldugu i¢in tiimoriin temiz bir cerrahi sinir
ile eksizyonu onem arz eder (108). Yazarlar pozitif rezeksiyon sinirinin hastaligin
rekiirrensini 6ngormede anlamli bir faktér oldugunu belirtmislerdir (109). Calismadaki
hastalarin 3’linde (%23) tiimor cerrahi sinirda pozitiftir. Cerrahi sinir durumu diger biitiin
parametrelerle anlamli bir iligki gostermemekle birlikte ex olan bir olguda pozitif sinir ve

ekstratiroidal yayilim dikkat ¢cekmektedir.

Erkek cinsiyet, ileri yas, artmis timor ¢api gibi ileri hastaligi gdsteren bir¢ok risk
faktorii vardir (199). Mediiller kanserlerde ekstratiroidal yayilim (ETE), lenf nodu
metastazint 6ngérmeden prognoza kadar 6nemli bir parametredir (200,201). ETE,
tiimoriin tiroid bezinin disinda ve yakin veya ¢evre dokulara yayilmasi olarak tanimlanir.
Diferansiye ve mediiller tiroid kanserleri i¢in Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC),
evreleme sisteminin bir pargasi olarak ETE'yi igerir (45, 202). T3'i "tiroidle sinirlt en
biiylik boyutu 4 cm'den biiyiik tiimor veya minimum ETE'li herhangi bir timor", T4a'y
"tiroid kapsiiliiniin Gtesine biyliyerek cilt alti yumusak dokulari, larenksi, trakea,
Ozofagus veya tekrarlayan laringeal siniri" ve T4b’yi "prevertebral fasyayi isgal eden
veya karotid arteri veya mediastinal damarlar1” tutan tiimor olarak tanimlar. Caligmada
vakalarin 2 tanesinde (%15,3) ekstratiroidal yayilim mevcuttur ve her iki timor de
pT3N1b dir. ETE ile diger parametreler arasinda bir iliski olmamakla birlikte lenf nodu

metastazi olmayan 7 hastanin hi¢birinde ETE izlenmemistir.

Bilimin giincel gelismeleri ve ilerlemesine iyi bir 6rnek olacak sekilde tez
caligmasi sirasinda giizel bir gelisme yasandi: Bugiine kadar gradelemesi yapilmayan
Tiroid Mediiller kanserlerde tanimlanan yeni kriterlere gore artik derecelendirmeye
gidildi. Memorial Sloan Kettering Cancer Center’den Bin Xu ve ark. (164) 2022 yili ilk
ceyreginde mediiller kanserlerin mitoz ve/veya Ki 67 proliferasyon indeksine, nekroz
durumuna gore gradeleme yapilabilecegini ve bunun uluslararasi gegerliligi olan kabul
edilebilir bir sistem oldugunu ¢ok merkezli bir ¢alisma ile gosterdiler. Buna gore
asagidaki ozelliklerden en az bir tanesini iceren tiimdrler high grade digerleri low grade
olarak derecelendirildi; 2 mm®de 5 ya da daha fazla mitoz (>5/ 2mm?), Ki-67

proliferasyon indeksi %5’¢e esit ya da daha biiyiik (>%5 Ki67), ya da nekroz icerenler.
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Gincel kriterlere gore yeniden degerlendirilen tiimorlerin higbirinde nekroz yok
iken iki vakada 2 mm?’de 5 ya da daha fazla mitoz vardi. DSO 2022 smiflamasina gore
bu 2 olgu (%15) high grade iken, 11°i (%85) low grade olarak siiflandirildi. Dordii de
farkli RET mutasyonu gdsteren tiimorlerden 3’1 (%75) low grade iken yalnizca 1’1 (%25)
high grade idi. Gerek sag kalim gerekse diger parametreler arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. Heniiz ¢ok yeni bir degerlendirme metodu oldugu i¢in literatiirde sinirlt
sayida arastirma goriildii. Yazarlar 44 vakalik sporadik MTK serilerinde grade ve
mutasyon arasinda anlamli bir fark bulmadilar (203). Gegenlerde 2526 vakalik SEER veri

igeren bir aragtirma bu konuda daha ¢ok ¢alisma yapilmasi gerektigini gosterdi (204).

Literatiirde 289 hastanin 20 yil siire ile izlendigi (ortalama 8,9 yil) uzun takipli
hasta serisinde pT1 evresinde %67’ye ulasan kiir varken bu oran pT4’de %50’ye
diismektedir (205). Mevcut caligmada ortalama 5,2 yil izlenen hastalar arasinda evre ve
DFS/OS bakimindan bir farklilik gorilmemektedir. Ancak lenf nodu metastazi olan
hastalarda olmayanlara gore daha yiiksek evrenin goriilmesi arasindaki anlamli iligki,
hasta sayis1 artirilldiginda sagkalim ile de dolayl bir iligki olabilecegini gostermektedir.
RET mutasyonu (+/-) ve lenf nodu metastazi (+/-) hastalar arasinda sagkalim agisindan
anlamli bir fark yoktur. Siiphesiz bunda hasta sayisinin az olmasi en biiyiik etkendir. 58’1
sporadik toplam 65 hastanin ortalama 23,5 yil izlendigi bir baska ¢alismada 10 ve 20
yillik OS stirelerinin sirasi ile %63 ve %44 olmasi mediiller tiroid karsinomu ile iliskili
onemli morbidite ve mortalite nedeniyle, erken tan1 ve tiimdriin rezeksiyonunun dnemine

deginir (197).

5.1. MOLEKULER BULGULAR

Diger kanser tiirlerine benzer sekilde tiroid kanseri baslangici ve ilerleme, aktive
edici ve inaktive edici somatik mutasyonlar, gen ekspresyon paternlerinde degisiklik,
mikroRNA (miRNA) diizensizligi ve anormal gen metilasyonu dahil olmak tizere ¢esitli
genetik ve epigenetik degisikliklerin kademeli olarak birikmesi yoluyla gerceklesir
(18,99). Bu degisiklikler arasinda, biriken verilerin ¢ogu somatik mutasyonlarla ilgilidir;
bunlarin ¢ogu, doniisiim siirecinin erken evrelerinde meydana gelir ve kanser gelisimi i¢in
gereklidir. Tiroid kanseri, kritik genlerin siklikla iki farkli molekiiler mekanizma yoluyla
mutasyona ugradigi bir tiir neoplaziyi temsil eder: nokta mutasyonu veya kromozomal
yeniden diizenleme (18,44,99). Tiroid kanserindeki ¢ogu mutasyon, MAPK yolunun ve
PI3K-AKT yolunun efektdrlerini igcerir. MAPK aktivasyonu, timor baslangict icin ¢ok
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onemlidir. Bu yollar1 etkileyen mutasyona ugramis genler hiicre zar1 reseptorii tirozin
kinazlart RET, NTRKI1 ve hiicre i¢i sinyal transdiiserleri olan BRAF ve RAS’kodlar
(18,44).

Parafollikiiler C hiicrelerinden kdken alan MTK'unun hem sporadik hem de
kalitsal formlar1 vardir. Vakalarin yaklasik %75'1 sporadik %25'i kalitsaldir. Kalitsal
MTK, coklu endokrin neoplazi tip 2 (MEN2) sendromlarinda ortaya ¢ikar. MEN2'"nin ii¢
ana alt tipi mevcuttur: tip 2A (MEN-2A), tip 2B (MEN-2B) ve ailesel MTK (FMTK).
Sporadik ve MEN-2B ile iligkili MTK, MEN-2A ile iligkili MTK'den daha agresif kabul
edilir. FMTK'nin prognozu degiskendir, ancak az sayida veri rapor edilmistir (100).
Molekiiler onkoloji temelli bu calismada endokrin yogun tersiyer bir merkezde sporadik
MTK ’larda molekiiler degisimlerin NGS ile tespiti; tiim ekzom analizinin yapilmasi, lenf
nodu metastaz1 gosteren ve gdstermeyen hastalarin ilgili genlerinde mutasyonlarinin

belirlenmesi, histopatolojik parametreler ile iliskisinin ortaya konulmas1 amaglandi.

Yeterli ve Kaliteli oranda DNA igeren tiimor Orneklerinde ticari uygulanan
akciger- tiroid gen paneline ilave daha 6nceki arastirmacilarin (174) inceledigi 47 gen
yerine 47 gene ilaveten molekiiler patogenezde 6nemli 16 gen daha ilave ederek) toplam

63 gene ait tiim ekzom analizi yapild1.

Reseptor tirozin kinaz RET, gen flizyonlar1 veya nokta mutasyonlari ile onkojenik
olarak aktive edilebilir (9,206). RET fiizyonlari, akciger kanserlerinin %1-2'si, papiller
tiroid kanserlerinin %10-20'sine kadar ve nadiren diger bir¢ok solid tiimor dahil olmak
tizere cesitli malignitelerde meydana gelir (53). RET mutasyonlari ¢ogu mediiller tiroid
kanserini (yaklasik %80) etkiler ve ¢ok sayida hasta tliimdriiniin yeni nesil sekanslama
(NGS) ile yapilan analizi, tiroid dis1 diger tiimor tiplerinde diisiik frekansta RET
degisikliklerini ortaya koymustur (129). Calismamizda 13 hastadan 4 tanesinde (%30,8)

RET mutasyonu goriildii.

Literatiirde kan/parafin doku/taze doku iizerinde NGS ile tespit edilen RET
mutasyonu %5,2-88 arasinda degiskenlik gostermektedir (19,171,173-178,208). Hasta
sayilari, yontem ve iilkelere iliskin veriler Tablo 4.14’de gosterildi. Mevcut ¢alismada
RET geni ve iizerindeki aminoasit dizilimlerine gore goriilen tim RET mutasyonlari
yanlis anlamli (missense) mutasyonlardi (c.1902C>G p.Cys634Trp, €.2257A>C
p.Thr753Pro, ¢.2370G>T p.Leu790Phe, ¢.1901G>T p.Cys634Phe). Ulkemizde MTK ile
ilgili iki ¢alisma PCR temellidir. Aydogan ve ark. (172) tarafindan kan orneklerinde
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yapilan ¢ok merkezli calismada yazarlar 154 sporadik MTK icinde 8 hastada (%5,2) RET
mutasyonu (3’inde Cys634arg, 3’iinde Val804Met, birinde Cys618Ser, birinde
Y790Phe) buldular. Literatiirdeki en diisiik RET mutasyonu oranina sahip c¢aligmaya
kiyasla NGS temelli olan ¢calismamizda %30,8 RET mutasyon oraninin {ilkemiz verisini
daha iyi yansittigini diisiiniiyoruz. Ayn1 zamanda aminoasit degisimlerinin de tamamen
farkli oldugunu goriiyoruz. Herediter MTK’lar1 iceren ¢ok merkezli EUROMEN
calismasi, Avrupa popiilasyonundaki en yaygin RET mutasyonunun %67,6 siklik ile
Cys634 oldugunu gostermistir (208). Serimiz igerisinde 1 ve 13 nolu hastalarin
mutasyonunun p.Cys634Trp olmast (%50) bu kadar az sayidaki hasta igerisinde bile bu

mutasyon tipine rastlanabilecegini gosterdi.

Kodonlarin tespitinde 6nemli bir yeri olan gen analizi 2010 yilindan 6nce real-
time PCR ve mikroarray gibi yontemler ile sinirli idi (12). Tiim genlerin es zamanli analizi
hem kompleks bir prosestir hem de genis kapsamli teknolojiler gerektirmektedir (13,14).
Giiniimiizde yeni nesil dizileme (next-generation sequencing, NGS) teknolojileri; DNA,
RNA, mikro-RNA gibi hiicre igerisindeki molekiiller hakkinda diisiik maliyetle, hizli ve
buna paralel olarak ¢ok biiyiik miktarda veri elde edilmesini saglamistir (12,14). NGS
teknolojisi, tek bir Ornekten almman ve milyonlarca pargaya ayrilmis olan
bir DNA molekiiliiniin her bir pargasinin ayni anda ve uyum igerisinde paralel olarak
islenmesini temel alan bir metottur (12—14). Beraberinde getirdigi avantajlar ile pek ¢ok
alanda yiiriitilen biyolojik arastirmalarin vazgegilmez bir parcasi haline gelmistir
Genomun yalnizca %2'lik kismi1 protein kodlamasi yaptigindan genomun tiimiinii analiz
etmek yerine sadece protein kodlayan kisimlari yani tim ekzomu analiz etmek,
glinlimiizde DNA mutasyonlarini taramanin en iyi yolu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda RET geni dahil yukarida siralanan 63 gende tiim ekzomun analiz
edilmesi planlandi. 2 hastada (%50) ekzom 11, iki hastada (%50) ekzom 13’de mutasyon
goriildii.

RET mutasyonunun hem sporadik hem de kalitsal MTK'da nedensel bir olay
oldugu bildirilmistir (206). 10,11,15 ve 16. ekzomlardaki RET mutasyonlar1 sporadik
MTK ile iliskiliyken, 5,8,10,11,12 ila 16 ve 19. ekzomlardakiler kalitsal MTK ile
iligkilidir (209). Literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogu ailesel MTK ’ler ile iligkili olup sporadik
olanlar ya sinirlidir, ya da seri igerisinde hasta dagilimi net verilmemistir. Bir kisminda

ise sadece mutasyon orani verilmis olup hangi kodonda/ekzomda oldugu belirtilmemistir.
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Tablo 20’deki sporadik MTK’lar1 igeren serilerdeki mutasyonlara bakildiginda;
iilkemizden Aydogan ve ark.nin ekzom 10’da %38 oraninda mutasyon bulduklar
goriilmektedir. Simbolo ve ark (176) NGS temelli 50 geni ¢alistiklar1 %65 oraninda RET
mutasyonu olan 20 vakalik serilerinde 10 (%50) hastada M918T (ekszom 16) mutasyonu
bulurken 1 (%10) hastada C630F ve 1 hastada (%10) C634R (ekzom 10) mutasyonu
buldular. Tiedje ve ark (19) NGS temelli 9 geni calistiklar1 %66 oraninda RET mutasyonu
olan 32 vakalik serilerinde 8 hastada (%25) M918T (ekzom 16) mutasyonu tespit ettiler.
Wei ve ark (174) NGS temelli 47 geni ¢alistiklar1 %88 oraninda RET mutasyonu olan 9
vakalik serilerinde 8 (%89) hastada M918T (ekzom 16) mutasyonu budular. Heilmann ve
ark (173) HC temelli 315 geni ¢aligtiklar1 %88 oraninda RET mutasyonu olan 34 vakalik
serilerinde (sporadik+kalitsal) 21 hastada (%70) M918T (ekzom 16) mutasyonu tespit
ettiler. Qu ve ark (179) NGS temelli kanser iliskili genleri ¢alistiklar1 %27,8 oraninda
RET mutasyonu olan 18 vakalik serilerinde 2 hastada (%40) C634R (ekzom 10)
mutasyonu bulurken 1 (%20) hastada M918T (ekzom 16), 1 hastada (%20) A883F
(ekzom 15), 1 hastada (%20) C630G (ekzom 11) mutasyonu budular.

Serimizdeki hastalarin hi¢birinde RET geninde M918T mutasyonu bulmadik.
Ulkemizden Aydogan ve ark (172) da sporadik MTK’larda bu mutasyonu tespit
etmediklerini, herediter MTK’de ise sadece 2 hastada M918T mutasyonu bulduklarim
yayinladilar. Yine iilkemizde bir MEN2B hastasinda ekzom 16’da M918T mutasyonu
olup olgu sunumu olarak raporlanmistir (210). Erdogan ve ark. (211) da 56 hastalik ¢ok
merkezli PCR temelli Turkmen c¢aligmalarinda M918T mutasyonu gérmediklerini ti¢ii
kodon 634 (ekzom 11), biri kodon 618 (ekzom 10) ve ikisi kodon 804 (ekzom 14) olmak
tizere 6 (%10,7) germline RET mutasyonu tespit ettiklerini belirttiler. Bu veriler ATA
(American Thyroid Association) kriterlerine gore en yiiksek risk kategorisine alinan
MI18T mutasyonun iilkemizde belkide ¢ok az goriildiigiinii gostermekte ancak bunun

daha kararli sdylenebilmesi i¢in genis serilerle ispati gerekir.

Sporadik MTK'daki somatik RET kodon M918T mutasyonu, agresif bir klinik
seyir ve kotii bir prognoz habercisi gibi goriinmektedir. ATA (American Thyroid
Association) risk kategorisine gore mediiller kanserler en yiiksek (HST), yiiksek (H) ve
orta (MOD) olmak {izere 3 risk kategorisine boliinmistiir (100). ATA-HST kategorisi,
MEN2B ve RET kodon M918T mutasyonuna sahip hastalari, ATA-H kategorisi, RET
kodon C634 mutasyonu ve RET kodon A883F mutasyonu olan hastalar1 ve ATA-MOD
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kategorisi, C634, A883F ve M918T disinda RET kodon mutasyonu olan hastalar1 igerir.
Serimizde C634 mutasyonu gosteren 2 hasta (1 ve 13 nolu) olup sirasi ile 40 ve 58 aylik
takiplerinde hastaliksiz yasamaktadir.

Yakin tarihli bir ¢alismada (212) sporadik MTK'u olan 160 hastanin, somatik RET
kodon M918T mutasyonlarinin prevalansinin tiimér boyutuna bagli olarak degistigi;
<1 cm olan 53 hastanin 6's1 (%11,3); 1-2 cm olan 68 hastanin 8'i (%11,8); 2-3 cm olan
22 hastanin 7'si (%31,8); ve >3 cm olan 17 hastanin 10'unun (%58,8) M918T mutasyonu
tasidigr gosterilmistir. Bu veriler, RET'in tek basma sporadik MTK'da onkogenez
baslaticis1 olarak mi hareket ettigi yoksa daha sonra MTK baslangicinda 6nemli bir rol
oynayan diger genlerle birlikte tiimor bilylimesinin bir itici giicli olarak aktive edilip
edilmedigi sorusunu giindeme getirmektedir. Bu bulgular i¢in alternatif bir aciklama,
MO918T mutasyonlu tiimorlerin yiiksek bir biiylime oranina sahip olmalar1 ve daha biiyiik
olduklarinda teshis edilme olasiliklarinin daha yiiksek olmasidir. Mevcut ¢alismada RET
mutasyonu gosteren 4 hastanin timor ¢aplar sirast ile; 1,8-1,9-2,2 ve 2,3 tii. 4 cm ve

izerinde olan iki hastada da RET mutasyonu goriilmedi.

Arastirmamizda RET mutasyonu pozitif hastalarda lenf nodu metastazi olan ve
olmayan gruptaki diger gen mutasyonlari karsilastirildi: Nodal metastazi olmayan grupta;
SMO, ABLI1, APC, MET, KIT, GNAS nokta mutasyonlar1 goriiliirken nodal metastazi
olan grupta; ABL1 ve KDR genlerinde nokta mutasyonlar1 goriildi. RET mutasyonu
negatif hastalardan nodal metastazi olmayan grupta; SMAD4, ABL1, ATM, NOTCHI,
KIT, PDGFRA, KDR genlerinde nokta mutasyon goriiliirken nodal metastazi olan grupta
ABL1 MLH1 NOTCH1 HRAS GNAS ATM genlerinde nokta mutasyon tespit edildi. Bu
durum hasta sayilar1 az olmakla birlikte RET mutasyonu pozitif hastalarda KDR
mutasyonunun nodal tutulumu dngodrebilecegini diisiindiirdii. Rodriguez-Antona ve ark.
(213) MTK hastalariin primer timoér dokusuna kiyasla metastatik dokularda daha
yiiksek bir KDR protein ekspresyonu bildirmistir. Tiedje ve ark da (19) MTK'da daha
yiiksek bir KDR mRNA sayisinin daha agresif bir tiimdr biyolojisini yansittigini, yliksek
VEGFC ve FLTI1 ekspresyonunun ise takipler sonunda hastaliksiz durumla uyumlu
oldugunu gosterdiler. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii 2 (VEGFR-2) olarak
da bilinen KDR, (bir tip IV reseptor tirozin kinaz) bir VEGF reseptoriidiir. VEGFR-2 i¢in
yluksek afiniteye sahip bir multikinaz inhibitorii olan Vandetanib (ZD6474), faz I11 ZETA

calismasinin sonuglarindan sonra, agresif ve semptomatik, rezeke edilemeyen, lokal
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olarak ilerlemis veya metastatik MTK'unun tedavisi i¢in onaylanmistir (17). Onkoloji
ekibi total tiroidektomileri yapilan hastalardan lenf nodu metastazi olan alt1 hastaya
Vandatanib tedavisi vermisti. Bu hastalarin takiplerinde tiimor progresyonu goriilmedi.
Dikkat ¢ekici bir nokta Vandatanib verilen hastalardan yalnizda birinde (11 nolu hasta)
KDR nokta mutasyonu vardi ve bu hasta ayn1 zamanda nodal tutulum gosteren hastalar
icinde RET mutasyonu pozitift olan tek hastaydi. Acaba ila¢ bu hastada m1 gergekten
etkiliydi? Ciinkii anjiogenezis RET mutant olan mediiller kanserlerde en yiiksek

bulunmustu (214).

Bu bilgiler yiiksek KDR ekspresyonu varliginda VEGF reseptor kinaz inhibitorii
ajanlarin kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak RET918 mutasyonu var ise tedaviye
istenilen cevabin alinamayabilecegi de bilinmelidir. Tiedje ve ark. (19) 32 sMTK arasinda
10’u Vandetanib ile tedavi edilen hastalardan RET918 mutasyonunu barindiran 5'inin

kismi yanit gosterdigini belirttiler.

Calismamizda RET mutasyonu negatif hastalar arasinda MLH1, HRAS ve GNAS
mutasyonlarin yalnizca nodal tutulumu olanlarda gériilmesi, bu mutasyonlarin lenf
nodu metastazin1 ongorebilecegini diislindiirmektedir. Literatirde GNAS ve MLHI
mutasyonlarma iligkin bir veri bulunmamakla birlikte yazarlar RET mutasyonu
yoklugunda %56 (117), %50 (118) oraninda H-RAS, %12 (117), %31 (118) oraninda
KRAS mutasyonu goriilebilecegini belirttiler. RAS mutasyon oraninin bu kadar yiiksek
olmas1 sporadik mediiller kanser tiimdrogenezinde alternatif genlerin etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calismamizda yalnizca bir hastada (1/9;%11) KRAS mutasyonu
tespit ettik.

Calismanin bir 6zelligi olarak tiimor progresyonunda itici gii¢ olusturabilecek
diger genler biyolojik yolak zenginlestirme analizi ile arastirildi. KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, 2021 Human_PathwayEnrichment) biyolojik
yolak zenginlestirme analizine gore tiroid mediiller kanser patogenezi ile iligkili
olabilecek yolaklar gézden gegirildi (168). PI3K-Akt sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi,
tiroid kanser yolagi ve tiroid hormon sinyal yolag: i¢inde yer alan genlerin tamami
calisma listesindeki 63 gen panelinde yer almaktaydi. Qu ve ark. (179) calismalarinda
biyolojik yolak zenginlestirme analizi ile hiicre dongiisii, HIPPO, MYC, Notch, NRF2,
PI3K, TGF-Beta, Reseptor Tirozin Kinaz (RTK)-RAS, TP53 ve Wnt genlerini incelediler
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ve hastalarin %44,4linde (n=8) hippo yolunun (hiicre proliferasyonu ve apoptozis)

genlerinde (FAT1, FAT4, LATS2 vb) degisiklikler gosterdigini tespit ettiler.

Mevcut ¢alismanin bugiine kadarki yapilan arastirmalardan bir farki da yapay
zeka modellemesinin kullanilmasidir. Son teknolojik gelismeler, yapay zekanin (AI)
farkli disiplinlerde artan sekilde uygulanmasina yol agmistir ki bunlardan biri de
onkolojidir (215). 32 kanser tiirlinden 8.657 6rnege uygulanan CHASMplus, 240 gende
4.000'den fazla benzersiz driver mutasyonu tanimlayan ve ayrica spesifik kanser tiirleri
ile ayirt edilen bir modellemedir (169, 215). Calismamizda 6zellikle tiroid kanseri iizerine
egitilen bu yazilim bize sunulan veri icerisinde ilgili hasta i¢in driver veya passanger
olabilecek mutasyonlar1 gosterdi ve sonugta HRAS, MAP3K1 ve EIF1IAX genleri
tizerinde 6nemli olma potansiyeline sahip mutasyonlar bulundu. Bu genlerden HRAS, 63

genlik hedef gen listesi i¢erisindeyken MAP3K1 ve EIF1AX listede mevcut degildi.

MAP3K1 genindeki mutasyon (c.2416G>A p.Asp806Asn) (1,2,3,5,6,9 ve 10
nolu) 7 hastada (7/13;% 53,8) goriilmiis olmakla birlikte sadece 5. hastada homozigot,
digerlerinde heterozigottu. MAP3K1 genindeki mutasyonlarin tiimii patojenik olup
missense idi. Lenf nodu metastaz1 olan hastalardan {i¢ii (2,5 ve 9 nolu) bu mutasyonu
gostermekteydi. Hiicre i¢i tirozin kinaz yollarinin aktivasyonu, RET mutasyon durumu
ile iligkilendirilmistir. Maliszewska ve ark. (216) M918T RET mutasyonunu barindiran
sporadik MTK'da Wnt, Notch, NFkB, JAK/STAT ve MAPK sinyal yollarinda yer alan
genlerin yukari regiilasyonunu bildirmistir. MAPK yolu, mediiller tiroid karsinomunda
RET reseptorii tirozin kinaz yoluyla aktive edildiginden, BRAF ve asag1 akis mitojen
aktive edici kinazlarin (MAP2K1, MAP2K2, MAPK1, MAPK3) ekspresyonu otorlerce
arastirnildi. Ilging bir sekilde, BRAF'1n mRNA say1s1, metastatik hastaligi olan hastalarm
tiimorleri ile karsilagtirildiginda, ameliyattan sonra hastaliksiz olarak iyilesen hastalarin
MTK'lerinde 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu goriildii (19). Aksine, mitojen aktive

edici kinazlarin mRNA sayilar1 her iki alt grupta da benzerdi.

MAPK aktivasyon mekanizmasi, folikiiler hiicre kaynakli tiimorlerde mediiller
tiroid kanserinden farklilik gosterir. Folikiiler hiicre kaynakli tiimorlerde, 6rn. papiller
tiroid kanserine, BRAF mutasyonlar1 siklikla neden olur. Mediiller tiroid kanserinde,
MAPK aktivasyonu, RET mutasyonlar1 yoluyla gergeklestirilir (18,44,99). Ancak
MAP3K1 mutasyonu gosteren olgularimiz igerisinde yalnizca bir tanesinde RET

mutasyonu vardi. Bu durum bize RET dis1 kaynakli bazi genler araciligi ile de MAPK
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aktivasyonu olabilecegini gosterdi. Calismamizda lenf nodu metastazi gosteren 7
hastadan 3’iinde MAP3K1 mutasyonu olmasi bu mutasyonun lenf nodu metastazini

ongorebilecegini gdstermesi bakimindan 6nemli idi.

63 genlik listemizde yer almayan diger gen EIF1AX olup yalnizca bir hastada (9
no) EIF1IAX mutasyonu (c.221C>T p.Ser74Leu) goriildii. Patojenik ve missense
mutasyonu olan bu hasta ileri evre (pT3N1M1) idi. Karaciger metastazi nedeni ile takibin
25. ayinda ex olmustu. Literatiirde EIF1AX mutasyonunun MTK’lerde hi¢ goriilmedigi
(217) hem benign hem de malign tiimorlerde goriildigi (218) yoniinde degisik yayinlar
mevcuttur. Bir diger calisma EIF1IAX mutasyonu gorillen tiimorlerde diger
mutasyonlarin da (EIFIAX+RAS+TERT+TP53) olabilecegine dikkat gekmektedir (219).
Serimizdeki 9 nolu hastada RAS, TERT ve P53 mutasyonlar1 gérmedik. Translasyon
baslatma kompleksinin bir bileseni olan EIF1AX mutasyonlari, ilerlemis tiroid
kanserlerinde RAS ile birlikte ortaya ¢ikar ve tiimor olusumunu destekler (220). EIFLAX
A113 splice, EIF2a'nin ATF4 ile indiiklenen bir defosforilasyonunu calistirarak protein
sentezinin artmasina neden olur. ATF4 ayrica mTOR'u aminoasite duyarl hale getirmek
icin c-MYC ile isbirligi yapar, bdylece mTOR kinaz inhibitorlerine karsi giivenlik acig1
olusturur (220, 221). Ex olan hastada acaba EIF1 AX mutasyonu biliniyor olsaydi mTOR
inhibitorlerinden fayda gorebilir miydi sorusu akla geliyor. Yapay zeka bu giivenlik

acigimi bularak sagkalima katki saglayabilir miydi?

Calismanin zayiflig1 retrospektif dizayni ve sinirli sayida hasta icermesidir.
Parafin bloklardan on y1l {izeri olanlarin preanalitik hatalar1 nedeniyle bazi hastalardan az
miktarda DNA elde edilmis olmas1 kisitlayict faktorlerdendir. Tiim hastalarin takip
bilgilerine ulasilmis olmakla birlikte tedaviyi/izlemi birakan birkag¢ hastanin olmasi sag
kalim analizlerini olumsuz etkilemektedir. Bununla birlikte tiroid akciger gen paneline
ilave edilenler ile birlikte toplam 63 genin tiim ekzomunun incelenmesi, biyolojik yolak
zenginlestirme analizi yapilmasi ve sporadik MTK’lerde ilk defa yapay zeka
modellemesinin uygulanmast ki bu yolla farkli ve anlamli mutasyonlar bulunmasi

arastirmanin kuvvetli ve benzersiz yanlarindandir.

Sonug olarak, NGS temelli ve WES ile sporadik tiroid mediiller kanserlerin
incelendigi tilkemizin bu ilk ¢alismasinda RET mutasyonu varliginda veya yoklugunda
lenf nodu metastazim éngérebilecek farkli gen mutasyonlari tespit edildi. Tlaveten tiroid-

akciger gen panelinde yer almayan genlerden MAP3K1 ve EIFIAX gibi tiimor
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progresyonunda yer alabilecek ve prognostik onemi olan mutasyonlar tespit edildi.
Vandatanib gibi antianjiogenik ilag kullaniminda KDR mutasyonunun 6nemli olabilecegi
gosterildi. Bu veriler esliginde gen panellerinin genisletilmesi ve anti VEGF2 resptor
tirozin kinaz blokeri kullanilacaginda KDR mutasyonunun sorgulanmasinin faydali
olacag: disiiniilebilinir. ATA tarafindan en yiiksek risk kategorisinde belirtilen RET
MO918T mutasyonunun iilkemizde goriilme sikligini tespit edebilmek ve mediiller kanser
i¢cin hazirlanacak rehber tedavilere girebilmesi i¢in daha genis hasta sayisini igeren ilave

caligmalar yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢alismada, 01.01.2007-31.12.2019 yillar1 arasinda Bakirkdy Dr. Sadi Konuk
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Klinigi’nde ince igne
aspirasyonu ile mediiller tiroid kanseri tanis1 alan, sonrasinda tiroidektomi materyalinde
MTK tanist dogrulanan ve yeni nesil dizileme (NGS) i¢in yeterli DNA kalitesine sahip
13 olguda, 63 gen panelinin ve tiim ekzom analizinin (WES) yapilmasi, lenf nodu
metastazt  goOsteren ve gostermeyen hastalarin  mutasyonlarinin  belirlenmesi,
histopatolojik parametreler ile iliskisinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Elde edilen

verilerin sonucuna gore:

<> Hastalarin tan1 anindaki yasi ortalamasi 50,4 ile literatiirde bildirilen yasla
uyumludur.

X Kadin/erkek orani: 10/3=3,33 olup liteariirde bildirilen oran ile
uyumludur.

X Hastalarin %46’sinda nodal tutulum mevcut olup literatiir ile uyumludur

X RET mutasyonu gosteren hasta orani1 %30,8 olup iilkelere gore degiskenlik
gostermektedir.

X RET mutasyonu en sik kodon 634 (ekson 11) nokta mutasyonu olup

literatiir ile uyumludur.

<> Higbir hastada M918T mutasyonu bulunmamis olup bu durum literatiir ile
uyumlu degildir. Ulkemize ait ¢ok merkezli genis bir seri ile bu mutasyonun varhigi
arastirilmalidir.

<> RET mutasyonu durumu ile lenf nodu metastazi olma durumlari arasindaki
iliski istatistiksel olarak anlamli degildir.

X Lenf nodu metastazi olma durumu ile evre durumlar1 arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamlidir.

<> Lenf nodu metastaz1 ile kapsiil invazyonu durumlar1 arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamlidir.

<> Yapay zeka, sunulan veri igerisinde ilgili hasta i¢in driver veya passanger
olabilecek mutasyonlar1 gostermis ve sonugta HRAS, MAP3K1 ve EIF1AX genleri

tizerinde 6nemli olma potansiyeline sahip mutasyonlar bulunmustur.
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<> Lenf nodu metastaz1 gosteren 7 hastadan 3’iinde MAP3K1 mutasyonu
olmast bu mutasyonun lenf nodu metastazin1 6ngorebilecegini gostermesi bakimindan
Oonemlidir.

X Ex olan ileri evre bir hastada patojenik ve missense EIF1AX mutasyonu
(c.221C>T p.Ser74Leu) gortilmiistiir.

<> RET mutasyonu pozitif hastalarda KDR mutasyonunun nodal tutulumu

ongorebilecegi diisiiniilmiistiir.

<> RET mutasyonu negatif hastalar arasinda MLHI, HRAS ve GNAS
mutasyonlarmin yalnizca nodal tutulumu olanlarda goriilmesi, bu mutasyonlarin lenf

nodu metastazini dngorebilecegini diisiindiirmektedir.
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