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KISALTMALAR
ITA: Ince igne aspirasyonu
BRAF: B-type Raf kinase
DSO: Diinya Saglik Orgiitii
MPBFT: Malignite potansiyeli belirsiz folikiler tumor
MPBIDT: Malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye timor
AUS/FLUS: Onemi belirsiz atipi veya énemi belirsiz folikiiler lezyon
FN/FNK: Folikiler neoplazi veya folikiler neoplazi kuskusu
MK: Malignite kuskusu
PPD: Pozitif prediktif deger
NPD: Negatif prediktif deger
TD: Tan1 dogrulugu
MNG: Multinoduler guatr
MAPK: Mitogen activated protein kinase
MEK: Mitogen extracellular kinase
RBD: RAS baglayic1 domain
PCR: Polimerase Chain Reaction
PK: Papiller karsinom
Med.K: Mediller karsinom

FVPK: Folikuler varyant papiller karsinom
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I- OZET
AMAC

Tiroid ince igne aspirasyonlarmin (1IA) degerlendirmesinde standardizasyonu saglamak
amaciyla kullanilan Bethesda Raporlama Sistemi yetersiz, benign ve malign tan1 kategorileri
yant sira %5-42 oraninda, giderek artan malignite riski tasiyan, ancak kesin taniya
yonlendirmeyen Onemi belirsiz atipi veya onemi belirsiz folikller lezyon (AUS/FLUS),
folikiiler neoplazi veya folikiiler neoplazi kuskusu (FN/FNK) ve malignite kuskusu (MK)
olarak adlandirilan {i¢ adet indetermine kategori igermektedir. Son yillarda bu grupta yer alan
olgu sayisin1 azaltmaya yonelik c¢aligmalar ve ek incelemeler arayigina girilmistir.
Caligmamizda Bethesda Sistemi’nin maligniteyi 6ngérmedeki roliiniin degerlendirilmesi,
indetermine kategoride tani alan ve izleminde malignite saptanan olgularda malignite tanisina
yonelmemizi saglayabilecek sitomorfolojik kriterlerin belirlenmesi, papiller karsinoma oldukga
spesifik bir molekiiler degisiklik olan BRAF ve folikiiler varyant papiller karsinoma (FVPK)
yonelik bir marker olan NRAS mutasyon analizleri yapilarak, tan1 dogrulugunu arttirici yonde

etkisi olup, olmadiklarinin belirlenmesi amaglandi.
GEREC VE YONTEM

Bu amagla, 2009-10 yillar1 arasinda ITF Patoloji Anabilim Dalr’'nda tiroid ince igne
aspirasyonu indetermine kategoride tani alan ve tiroidektomisi bulunan 113 olgu derlendi;
sitolojik ornekler tekrar degerlendirilip kategorize edildi ve 98 tiroid IIA materyali calismaya
alindi. Olgular yas, cinsiyet, nodiil ¢ap1 ve malign timorleri saptamada 6nemi olan 11
sitomorfolojik kriter yoniinden incelendi. Ayrica tiroidektomi sonucu papiller karsinom (PK)
ve “malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye tiimér” (MPBIDT) tanisi alan olgularm [IA

materyallerine BRAF, AUS/FLUS tanili olgulara da NRAS mutasyon analizi yapildi.
BULGULAR

[statistiksel degerlendirmede benign ve malign grup arasinda yas ortalamalari, cinsiyet
ve nodill capr agisindan anlamli bir iligki mevcut degildi; malignite oranlart AUS/FLUS
kategorisi igin %37.5, FN/FNK kategorisi i¢in %62, MK kategorisi i¢in %86 olarak belirlendi.
Olgulara Bethesda Sistemi’ne gore verilen tanilar ile malignite arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki saptandi (p=0.00).

Papiller karsinom en sik saptanan malignite olup, olgularmin biiyiikk bir kismini (%72)

FVPK’un olusturdugu goriildii. Degerlendirilen 11 adet sitomorfolojik kriterden 4’i;



psodoinklizyon (p=0,007), niikleer yariklanma (p=0,000), st iiste yigilma (p=0,002) ve
niikleer kdselenme (p=0,016) malignite ile iligkili bulunurken, 7’si; hipokromazi, oval niikleus,
niikleus boyutu, izole iri niikkleus varligi, niikleol varligi, patern, kolloid varlig: ile malignite
arasinda anlamh iligki gozlenmedi. Ayrica niikleer yariklanma ve st iiste yigilmanin
maligniteyi éngdrmede bagimsiz risk faktorleri olduklar: saptandi. Istatistiksel olarak anlamli
bulunan dort parametrenin her birine ‘1 degeri verilerek olusturulan skor skalasinda toplam
skoru sadece 1 olan olgularin bile malign olma olasiligiin, skoru 0 olan olgulara gore
anlamlilik gosterecek derecede yiiksek oldugu (p=0,0001), skorun 3 olmasi halinde en az MK
(spesifisite %85), 4 olmasi halinde ise malign tanis1 (spesifisite %97) verilebilecegi belirlendi.

Mikrofolikiiler patern varligi disinda hicbir kriter FVPK ile anlamli iligki gdstermedi.

BRAF mutasyon analizinde malign grupta yer alan olgularin %10.1’inde (6/61)
BRAFV%E myutasyonu, NRAS mutasyon analizinde ise olgularin %8’inde NRAS kodon 61
mutasyonu saptandi. FVPK’l1 olgularda BRAFV®%F mutasyon oran1 %6.9, diger varyantlarda
% 18.7, yalmzca papiller gelisim sergileyen olgular (8 klasik varyant, 1 Warthin benzeri
varyant) dikkate alindiginda ise %33 oldugu belirlendi. BRAFV®%E mutasyonu gosteren
olgularin tamami (6 olgu) MK kategorisinde yer almaktaydi. BRAF mutasyonunun
sitomorfolojik parametreler ile iliskisini degerlendirmek amaci ile yaptigimiz istatistiksel
analizde niikleer yariklanma ve psodoinkliizyonunun BRAFV®%E mutasyonunu ile anlamli bir

iliski gosterdigi saptand1 (p=0,038, p=0,019).
SONUGC

AUS/FLUS, FN/FNK ve MK kategorileri malignite olasilig1 agisindan giderek artan bir
risk skalasi olugturmaktadir. Psddoinkliizyon, yariklanma, niikleer iist iiste yigilma ve niikleer
koselenme malignite varligini belirlemede 6ne ¢ikan morfolojik bulgulardir. Malignite riski
acisindan oldukga uyarici olan bu kriterler kullanilarak olusturulacak bir skorlama sisteminin
tan1 dogrulugunu arttirmada faydali olabilecegi, buna karsin malignite oranlar1 yiiksek
serimizde BRAF ve NRAS mutasyon analizlerinin taniya oldukca siirli bir katki sagladigi
belirlenmistir. Sitolojik 6zellikleri arada kalan olgularda malignite riskini dngérmede, detayl
morfolojik degerlendirme ve Bethesda kategorizasyonun en giivenilir sonuglar1 verdigi

sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Tiroid, papiller karsinom, ince igne aspirasyonu, Bethesda
Sistemi, BRAF

ABSTRACT



OBJECTIVES

The Bethesda System which has been proposed to increase the standardization in
reporting thyroid fine needle aspiration (FNA) cytologies describes three undetermined
categories with an increasing risk of malignancy: Atypia of undetermined
significance/follicular lesion of undetermined significance (AUS/FLUS), follicular neoplasia/
suspicious for follicular neoplasia (FN/SFN) and suspicious for malignancy (SM). The ratio of
these categories ranges between 5-42% in different series. Several studies are being conducted
in recent years searching for the aid of ancillary tests or looking for other parameters to decrease
the number of cases diagnosed as AUS/FLUS, FN/SFN and SM by cytology. The aim of this
study is to identify the role of undetermined categories of the Bethesda System in predicting
the malignacy, to evaluate the morphologic criteria which are more important than the others
to detect malignacy, and to determine whether BRAF and NRAS mutation analysis increase the
diagnostic accuracy since BRAF mutation is a rather specific molecular alteration for papillary
thyroid carcinoma (PTC) and NRAS mutation is said to be a marker for follicular varient

papillary carcinoma (FVPC).
MATERIALS & METHODS

Hundred and thirteen undetermined cases diagnosed in Istanbul Faculty of Medicine
Department of Pathology during the years 2009 and 2010 with a histopathological follow-up
were retrived from the archives and reevaluated. Cases with more than one aspiration and which
were re-categorised as either benign, malignant or non-diagnostic were excluded from the
study. Totally 98 cases were included and examined for the malignancy rates in different
categories, the relation between malignancy and clinical features, the presence of 11
cytomorphological criteria, and their distribution in benign and malignant cases. BRAF
mutation analysis were performed on FNA materials of all cases which were shown to be PTC
or “well differentiated tumor with undetermined malignant potential” (WDT-UMP) by
thyroidectomy. In addition to BRAF, also NRAS mutation analysis were done on cases with an
AUS/FLUS diagnosis in cytology and PTC or WDT-UMP in thyroidectomy.

RESULTS

Malignancy rates for AUS/FLUS, FN/SFN, and SM were determined as 37.5%, 62%,
and 86% respectively. There was a statistically significant correlation between Bethesda
categories and malignacy (p=0.00). On the other hand, no statistically significant relation was

detected between age, sex, nodule diameter and malignancy.



Papillary carcinoma was the most frequent malignancy, and 72% of these cases were
FVPCs. Four of the 11 cytomorphological criteria were found to be significantly related to
malignancy: pseudoinclusion (p=0,007), nuclear grooves (p=0,000), overlapping (p=0,002) and
angulated nuclei (p=0,016). The other criteria (hypochromasia, oval nuclei, nuclear size, large
isolated nuclei, nucleoli, pattern, colloid) showed no statistically significant correlation with
malignancy. Nuclear grooves and overlapping were identified as independent predictive
parameters for the presence of malignancy. If 1 point is given to each significant morphologic
criteria to form a scoring system, even the cases with score 1 was found to carry a high
malignancy risk comparing to the cases with score 0 (p=0,0001). When a case has score 3 it
could be classified at least as SM (spesificity 85%), when the score is 4 it could be categorized
as malignant since the specificity is 97%. Except microfollicular pattern, none of the

morphological criteria showed significant correlation with FVPC.

BRAFV%E mutation was detected in 10.1% of the malignant cases, and NRAS codon
61 mutation was found in 8% of the malignant cases diagnosed as AUS/FLUS on cytology.
BRAFV%%E mytation rate was 6.9% in FVPCs, 18.7% in all other papillary carcinoma varients,
and 33% in cases showing papillary growth pattern (8 classical varients, 1 Warthin-like varient).
All the cases with BRAFV®%E mutation has been categorized as SM. Presence of nuclear
grooves and pseudoinclusions showed a statistically significant correlation with BRAFV60E
mutation(p=0,038, p=0,019).

CONCLUSION

AUS/FLUS, FN/SFN and SM categories of Bethesda showed an increasing risk of
malignancy. The morphologic criteria significantly correlated with malignancy were inclusion,
nuclear groove, overlapping and angulated nuclei. Using a scoring system composed of these
criteria might be helpful in increasing the diagnostic accuracy. BRAFY®%E and NRAS mutation
analysis identified only few malignant cases showing a very limited value. Morphologic
evaluation and categorisation seems to be the most reliable method for pedicting malignancy in

cases with unequivocal cytologic features.

Key words: Thyroid, Papillary carcinoma, Fine needle aspiration, Bethesda System,
BRAF

I1- GIRIS
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Ince igne aspirasyon (IIA) sitolojisi tiroid nodiillerinin degerlendirmesinde standart
olarak kullanilan, sensitivite ve spesifisite oranlari olduk¢a yiiksek (%83, %92) bir tani
yontemidir (1). Aspirasyon ve preparasyon asamasinda ortaya ¢ikan teknik problemler ve
sitomorfolojik tami kriterlerinin net bir sekilde gozlenmedigi, benign/malign ayiriminin
yapilamadig1 olgularin kacinilmaz olarak olusturdugu ara kategorilerin varligi yontemin

basarisini sinirlayan en 6nemli faktorlerdir.

Giiniimiizde tiroid [IA materyallerinin degerlendirmesinde, 6rneklerin patologlar
tarafindan benzer bicimde yorumlanmasi ve standart terminoloji ile raporlanmasi ihtiyacindan
dogan, 6 tan1 kategorisine sahip Bethesda Sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak tan
kategorilerinin 3’linli ve aspirasyonlarin %5-42’sini malignite riskleri sirasi ile %5-15, %15-

30, %50-75 olan AUS/FLUS, FN/FNK ve MK ara kategorileri olusturmaktadir (2).

Boéliimiimiizde tiroid 1A larmin raporlanmasinda 2009 yilindan beri Bethesda Sistemi
kullanilmaktadir. Calismamizin ilk asamasinda Bethesda Sistemi’nin maligniteyi 6ngérmedeki
roliiniin belirlenmesi, ara kategorilerde tan1 alan ve izleminde malignite saptanan olgulari daha
giivenle saptamak icin detayl sitolojik inceleme yapilarak, malignite tanisina yonelmemizi

saglayabilecek sitomorfolojik kriterlerin belirlenmesi amaglanmuistir.

Son yillarda ara kategorilerde tani dogrulugunu arttirabilmek amaci ile lizerinde
calisilan ek testler arasinda molekiiler analizler 6n plana ¢ikmaktadir (3, 4, 5). BRAF nokta
mutasyonu genel olarak papiller karsinom olgularinda en sik karsilasilan ve oldukga yiiksek
spesifisiteye sahip molekiiler degisiklik olup, %30-70 oraninda goriilmektedir (6, 7).
Calismamizin ikinci agsamasinda sitolojik tanisi ara kategorilerde yer alan ve tiroidektomisi
papiller karsinom tanisi alan olgulara BRAF mutasyon analizi uygulayarak, serimizde
mutasyon oranini belirlenmesi ve sitolojik taniya katkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.
Ayrica papiller karsinomun folikiiler varyant alt tipinde en sik karsilasilan molekiiler degisiklik
RAS nokta mutasyonu (6) oldugundan, malignite riski en diisiik, ancak sitomorfolojik kriterleri
en heterojen ve klinisyenlerin takip siirecinda en ¢ok zorlandiklar1 grup olan AUS/FLUS
kategorisine NRAS mutasyon analizinin eklenmesi, mutasyon oraninin saptanmasi ve taniya

olas1 katkisinin belirlenmesi de molekiiler ¢alismanin diger boliimiinii olusturmaktadir.

I111- GENEL BILGILER

A- TIROID TUMORLERI
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1. EPIDEMiYOLOJi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her yil yaklasik 122.000 yeni tiroid kanseri
olgusu tanimlanmaktadir. Insanlarda goriilen kanserlerin %1’ini olusturan tiroid kanserleri
benign tiroid tiimorlerine kiyasla daha seyrek goriilmekle beraber, en sik goriilen endokrin
malignitelerdir (8, 9, 10). 1973 ten itibaren insidansi1 yaklasik %50 oraninda artan tiroid kanseri,
kadinlarda en hizli, erkeklerde ise 2. en hizli artis egilimi gosteren kanserdir (4). Bu artisin
hastaligin insidansindaki gerg¢ek bir artistan cok, radyolojik goriintiilleme yontemlerindeki
gelismeler sayesinde, subklinik nodiillerin daha yiliksek oranda saptanmasi sonucu gergeklestigi

distintilmektedir (11).

Cogunlukla geng ve orta yasli bireylerde tan1 alan tiroid kanserleri, ¢ocuklarda nadir
goralir. Papiller karsinom genellikle 4-5. dekadin ilk yillarinda, folikiiler ve mediiller karsinom
5. dekatta, az diferansiye ve indiferansiye tipleri ise 6. dekatta tan1 alir. Kadinlarda erkeklere
oranla 2-4 kat daha fazla goriilmesine ragmen, bu fark ¢ocuklukta ve yasli bireylerde gézlenen
kanserlerde ortadan kalkmaktadir (1, 8, 10, 12). Tiroid kanserlerinin %10’u 21 yas altinda
goralir. Cocuklarda Klinik olarak belirlenen bir tiroid nodilinin karsinom olma riski
yetiskinlerden 4 kat daha fazladir (%20). Tiroid karsinomlarinin en agresif formlar1 yaglhilarda,

metastaz yapmis olsalar bile en iyi prognozlu olanlari ise ¢ocuklarda goriiliir (1).

2. PATOGENEZ

Tiroid kanserlerinin patogenezinde cevresel, genetik ve hormonal faktorlerin rol
oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Cevresel faktorler genotoksik ve non-genotoksik olmak tizere 2
gruba ayrilir. Tiroid iyot bagimli bir organ oldugundan, radyoaktif iyodun DNA hasarina sebep
olan genotoksik etkileri ve iyot eksikligi sonucu gelisen TSH stimiilasyonuna bagli non-

genotoksik etkilerine maruz kalmaktadir (1, 8).

Papiller karsinom hem eksternal radyasyon, hem de terap6tik amacla uygulanan internal
radyasyon ile en yakin iliskili tiroid kanseridir ve bu olgularin ¢ogunda RET geni yeniden
diizenlenmesi vardir (1, 8, 12, 13). Folikiiler karsinomun etyolojisinde ise 6n planda yetersiz
iyot alimi ile genetik yatkinlik yer almaktadir (10). 1986 yilinda yasanan Cernobil nukleer
kazasindan sonraki 4-6 yil igerisinde 30-100 kat artan papiller karsinom olgularinin genellikle
cocuklarda goriilmesi en duyarli donemin ¢ocukluk ¢agr oldugunu ortaya koymustir. Bir yas

alt1 cocuklarda papiller karsinom gelisiminin rolatif riski 237, 10 yas tizeri ¢ocuklarda ise 6
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olarak belirlenmistir. Bu durum radyoaktif iyoda eksternal maruziyet yani sira inek siitii ve

diger gidalarla alinan radyoaktif iyot etkisi ile agiklanmaya caligilmistir (8).

Genetik yatkinlik 6zellikle mediiller karsinom i¢in s6z konusudur. Yaklasik %251,
MEN 2A ve MEN 2B sendromlarinin bir komponenti olarak veya ailesel tiroid kanseri
formunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu olgularin tamamina yakininda RET onkogeninin mutasyonu
g6zlenmektedir (8, 12). Genetik mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, son yillarda
mediiller karsinom disindaki tiroid karsinomlarinda da (papiller, folikiiler ve anaplastik
karsinom) ailesel yatkinlik olabilecegi belirlenmistir (10). Familyal adenomat6z polipozis’te
APC geninin fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlar1 ve Cowden hastaliinda (multipl
hamartomat6z lezyonlar) PTEN gen degisiklikleri tiroid kanserine kalitsal yatkinlikla iliskilidir
(12).

Papiller karsinomunun lenfositik tiroidit ile dikkat cekici bir birlikteligi mevcuttur. Bu
durum muhtemelen lenfositik tiroiditin karsinoma zemin hazirlamasindan ziyade, karsinomun
aktive ettigi patogenetik mekanizmalar ve otoimmiin yanit sonucu gelismektedir. Tiroid
lenfomalarinin ise genellikle daha 6nce var olan tiroidit zemininde gelismesine ragmen,

tiroiditin papiller karsinom riskini arttirdigina dair herhangi bir veri yoktur (6, 8, 12).

Tiroid karsinomlar1 siklikla kadinlarda goriildiigiinden, patogenezinde hormonal
faktorlerin etkili olduklar1 diisiiniilmektedir. Seks hormonlart benign ve malign tiroid folikil
epitel hiicreleri lizerinde yer alan hormon reseptdrlerine direkt olarak baglanabilir. Gebelik de
tiroid karsinomu agisindan olast bir risk faktoriidiir. Ancak seks hormonlarinin

karsinogenezdeki rolii kesin olarak ispatlanmamastir (1, 13).

Endemik olarak diyette iyot eksikligi bulunan bolgelerde tiroid nodiilleri ve 6zellikle
folikiiler karsinom olmak iizere bazi tiroid karsinomlar1 daha sik goriilmekte, oran1 %45’ e kadar
cikmaktadir. Bu lezyonlarin insidansi iyotlu tuz kullanimu ile birlikte belirgin sekilde diismiistiir

(1, 10).

3. TIROID TUMORLERININ HiISTOPATOLOJIK SINIFLANDIRMASI

Tiroid tiimorleri karsinomlar, adenomlar ve iligkili tiimorler, lenfoid ve mezenkimal
lezyonlar1 igeren diger tiimorler olmak tizere ii¢ grupta ele alinmaktadir. Tiroid karsinomlari

tiroidin en sik goriilen malign tiimdrleri olup, morfolojik ve klinik olarak dort ana gruba ayrilir;
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1- Papiller karsinom (%75-80), 2- Folikuler karsinom (%210-20), 3- Medller karsinom
(%5) ve 4- Indiferansiye (Anaplastik) karsinom (<%S3).

Tiroid karsinomlarmin ¢ogu folikill epitelinden gelisir, mediiller karsinom ise C
(parafolikuler) hiicrelerinden koken alir (6, 8). Folikiiler tiimorlerin viicudun diger
boliimlerinde oldugu gibi benign veya malign formlar1t mevcuttur, ancak C hiicreli tiimoriin
meduller karsinomun prekanseréz evresi olarak kabul edilen degisik donemlerdeki C hiicre
hiperplazisi disinda benign formu yoktur (10). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) (2004) tarafindan

diizenlenen tiroid tiimorleri siniflamasi Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Tiroid tiimérlerinde DSO 2004 siniflandirmasi (8)

Tiroid karsinomlari Tiroid adenomlan ve iliskili timorler

* Papiller karsinom » Folikiiler adenom

* Folikiiler karsinom * Hiyalinize trabekiiler tiimor

* Az diferansiye karsinom Diger tiroid tiimorleri

« Indiferansiye (anaplastik) karsinom * Teratom

» Skuamoz hiicreli karsinom * Primer lenfoma ve plazmasitom

* Mukoepidermoid karsinom * Ektopik timoma

* Eozinofili ile birlikte seyreden * Anjiyosarkom
sklerozan mukoepidermoid karsinom * Diiz kas tiimorleri

* Miisin6z karsinom * Periferik sinir kilifi timorleri

* Mediiller karsinom * Paraganglioma

» Mikst mediiller ve folikiiler hiicreli karsinom * Soliter fibroz tiimor

* Timus benzeri diferansiasyon gosteren » Folikiiler dendritik hucreli tumor
igsi hiicreli timor * Langerhans hiicreli histiyositozis

* Timus benzeri diferansiasyon gosteren karsinom ¢ Sekonder tlimorler

a. Papiller Karsinom
(1). Histolojik ozellikler

Tiroidin folikller hiucre diferansiasyonu ve karakteristik niikleer ozellikler gosteren
malign epitelyal tlimorii olarak tanimlanir. Karakteristik niikleer o6zellikleri; niikleer

hipokromazi, uzunlamasina niikleer yariklanma (groove), psédoinkliizyon, kontur diizensizligi,
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iri oval niikleuslar ve niikleer iist iiste yigilmadir (overlap). Yapisal olarak iyi diferansiye
fibrovaskiiler korlar iceren dallanmalar gosteren papilla yapilar1 oldukga tipiktir, ancak
folikdler, solid/trabekller veya mikst paternde de olabilir. Psammom cisimleri olarak
adlandirilan konsantrik lameller kalsifikasyonlar, infiltratif biiylime paterni gosteren
desmoplastik stroma, lenfositik infiltrasyon, skuamoz diferansiasyon odaklari gézlenebilen

diger histolojik degisikliklerdir (6, 8, 10).
(2). Sitolojik 6zellikler (Klasik tip ve varyantlar igin)

Papillalar veya tek katli sinsityal tabakalar halinde dagilim gosteren folikiil hiicrelerinde
iri, oval, diizensiz, bazen molding yapan, yariklanmalar, intraniikleer psddoinkliizyonlar, tek ya
da birden ¢ok mikroniikleol i¢eren, tozsu kromatin yapisina sahip niikleuslar, degisken miktarda
kolloid, bazen psammom cisimleri, multintkleer dev hiicreler, Hurthle hiicre hiperplazisi ve

skuam®z metaplaziler gozlenir (14, 15).
(3). Varyantlar

Papiller karsinomlarin 6nemli bir kismi klasik varyanttan farkli yapisal ve/veya sitolojik
ozellikler sergiler. Tanim1 geregi, varyantlar papiller karsinomun temel niikleer 6zelliklerine
sahiptir, ancak patern, sitoplazmik 6zellikler ya da zemin ozellikleri agisindan farkliliklar

gosterir (14).

(a) Folikuler varyant: Timoériin tamami ya da tamamina yakinini papiller
karsinomun niikleer O6zelliklerine sahip hiicrelerden olusan kiigiik-orta boy folikillerden
meydana gelir. En sik goriilen varyant olup, klasik niikleer 6zelliklerin fokal oldugu durumlarda

“folikiiler paternli tiroid lezyonlar1’ ile ayirimi sorun olusturmaktadir (14, 16, 17).

(b) Makrofolikuler varyant: Folikiil yapilarmmin %50’sinden fazlasinin
makrofolikiiller halinde bulundugu varyanttir (8). Tek kath atipik epitelyum tabakalar1 ve/veya
degisik boyutlarda folikiillerden olusur. Kesin tani i¢in papiller karsinomun tatmin edici niikleer

degisikliklerinin olmas1 gerekir (18).

(c) Kistik varyant: Baskin olarak kistik yapida, ince, sulu kolloid, ¢ok sayida
makrofaj ve hipervakuollii tiimdr hiicrelerinden olusan diizensiz kenarli kii¢iik gruplar halinde
bulunur, bu varyantta da kesin tani icin papiller karsinomun tatmin edici niikleer

degisikliklerinin bulunmasi gerekir (19).
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(d) Onkositik varyant: Nikleer 6zellikleri papiller karsinom icin karakteristik olan,
ancak yaygin olarak onkositik (bol graniiler sitoplazmali, poligonal) hiicrelerden olusan

timorlerdir (20).

(e) Warthin benzeri varyant: Parotis bezinin Warthin timorine benzeyen iyi
sinirl, papiller yapilar yapan ve lenfoid folikuller iceren tiroid tumdérudur. Papiller karsinomun
niikleer oOzelliklerini tasiyan hiicreler onkositiktir, papillalar ve dagimik hiicreler halinde
bulunur. Zeminde lenfoplazmasitik hiicreler bulunur, lenfositler fibrovaskiiler korlari infiltre

ederler ve tiimor hiicrelerinin yakininda yer alirlar (21).

(f) Uzun hacreli (Tall cell) varyant: Uzunluklari, genisliklerinin en az {i¢ kati olan,
sitoplazmalar1 genis, yogun ve graniiler, niikleuslar1 papiller karsinom ozellikleri tasiyan,
papiller fragmanlar halinde dagilim gosteren hiicrelerden olusur. Multipl intraniikleer
psodoinkliizyonlar (sabun kopiigii goriiniimii) goriilebilir. Bu tanmin verilebilmesi igin

karakteristik hiicrelerin tiimdriin en az %50’sini olusturmasi gerekir (22).

(9) Kolumnar hucreli varyant: Selltler yaymalarda papillalar, kiimeler ve ince
tabakalar, bazen de kiiciik tiibiiller seklinde dagilim gdsteren, papiller karsinomun karakteristik
niikleer 6zelliklerini bulunduran elonge ve ¢ok katl hiicreler gozlenir. Kromatin soluk degil,
daha koyudur, kolloid genellikle goriilmez, yariklanma ve inkliizyonlar daha az dikkat
cekicidir. (22).

(h) Hiyalinize Trabekiler Tumdr: Folikdl hicresinden koken alan, trabekdiler
blyume, belirgin intratrabekiler hiyalinizasyon ve papiller karsinomun nikleer 6zelliklerini
gOsteren nadir bir tumordur. Yaymalarda amiloid benzeri bir stroma g¢evresinde radyal dizilim
gosteren ¢ok sayida inkliizyon ve yariklanma iceren koheziv neoplastik hicreler gozlenir.
Tartigmali bir neoplazi olup, papilller karsinomun bir varyant: oldugu da diisiiniilmektedir. I[iA

orneginde tan1 koymak ¢ok zordur (23).

(i) Diffz sklerozan varyant: Histolojik olarak yogun skleroz ile karakterize bu
nadir alt tipe ait [IA 6rneklerinde klasik papiller karsinom niikleer 6zelliklerine ek olarak, hafif
atipik monomorfik kicuk lenfositler, metaplazik skuamdz hucreler ve bol miktarda psammom

cismi bulunmasi bu alt tip i¢in tanimlayicidir (22).

(J) Diger nadir varyantlar: Papiller karsinomun baska histolojik varyantlar1 da
bulunmaktadir (solid, hobnail, kribriform morular, gibi), ancak bunlarin {IA’daki sitolojik

ozellikleri cok az tanimlandigindan papiller karsinomdan ayrimi zordur (8, 14).
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b. Foliktler Karsinom
(1). Histolojik ozellikler

Tiroidin folikiler hiicre diferansiasyonu gosteren, ancak papiller karsinomun nikleer
ozelliklerini tasimayan malign epitelyal tliimdrleridir. Folikiiler yapilar yani sira solid ve
trabekdler buyume paterni de gosterebilir. Kapsulli/minimal invaziv (kapsul ve/veya damar
invazyonu) ve yaygin invaziv folikiiler karsinom olmak tizere iki gruba ayrilir (8, 10). Siipheli
kapsul invazyonu olan ancak damar invazyonu ve papiller karsinoma 6zgi nikleer 6zellikler
gozlenmeyen kapsillu folikller timorler malignite potansiyeli belirsiz folikiler timor
(MPBFT), siipheli kapsul invazyonuna, papiller karsinom kuskusu tasiyan niikleer 6zelliklerin
de eslik ettigi timorler ise, malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye timér (MPBIDT)
olarak adlandirilir (6).

(2). Sitolojik ozellikler

Cogu hiicresel kalabaliklasma ve/veya mikrofolikiil olusumu ile karakterize yapisal
degisiklikler gosteren, papiller karsinomun niikleer 6zelliklerini tasimayan ve sitolojik atipi
go6zlenebilen folikll hicrelerinden ibaret, kolloidden fakir selliler yaymalarla karakterizedir
(14). Ince igne aspirasyon sitolojisi bircok tiroid patolojisinde (6rn: papiller karsinom, lenfositik
tiroidit) tanisal olmakla birlikte, folikiiler lezyonlar i¢in daha ziyade tarama testi niteligindedir.
Folikiiler adenom ve folikiiler karsinom ortak sitomorfolojik 6zellikler tasidiklarindan, kesin
tan1 konulabilmesi icin genellikle histopatolojik inceleme gerekir. Sitolojik olarak tiroid
sitolojisi raporlamasinda kullanilan Bethesda Sistemi’ne gére FN/FNK kategorisinde toplanan
bu olgularin biiylik boliimii folikiiler adenom veya adenomatz nodiil tanisi alirken, %15-30’u

FVPK (malign olgularin %27-68’1) ve folikiiler karsinom tanis1 alir (1, 10, 14, 24, 25, 26, 27).
c. Mediller Karsinom
(1). Histolojik ozellikler

Farkli yapisal 6zellikler gostermekle birlikte en tipik biiylime paterni ince fibrovaskiiler
korlarla ayrilmis, solid adaciklar, trabekiiler veya insiiler yapilardir. Neoplastik hiicreler igsi,
oval sekillidir, kromatini néroendokrin hiicrelere 6zgii ince graniiler yapidadir. %80 olguda

stromada amiloid goralur (10, 13).
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(2). Sitolojik dzellikler

Orta derecede ya da belirgin sellliler yaymalarda, tek tek veya sinsityal kiimeler halinde
hafif-orta derecede pleomorfizm gosteren, plazmasitoid, poligonal, yuvarlak ve/veya igsi sekilli
hiicreler tipiktir. Sitoplazma graniiler gériiniimdedir, niikleuslar, yuvarlak ve siklikla eksantrik
yerlesimli olup, ince ya da kaba graniiler (tuz-biber) kromatine sahiptir. Amiloid siklikla
mevcuttur (14, 15).

d. Anaplastik Karsinom
(1). Histolojik dzellikler

Skuamoid, igsi ve dev hiicrelerden veya bu hiicrelerin kombinasyonlarindan olusan
yuksek dereceli, pleomorfik, epitelyal kdkenli bir malignitedir. Genellikle vezikiler bizar
niikleuslar siktir, makroniikleoller goriilebilir. Bir kismu atipik, ¢ok sayida mitoz, yaygin nekroz
mevcuttur (10, 22). Olgularin 1/3’iinde diferansiye tiroid karsinomlari ile iliskilidir. Bu durum
mevcut bir diferansiye tiroid karsinomunun dediferansiasyonu sonucu geligebilecegini

distindiirmektedir (15).
(2). Sitolojik ozellikler

Orneklenen bolgenin morfolojik 6zelliklerine gore degisken derecede hiicresellik s6z
konusudur. Nekroz veya kanama goriilebilir. Lokositler ¢ok sayida olabilir. igsi, dev hiicreler,
bir kism1 multiniikleollii bizar hiicreler, atipik mitoz siktir. Diferansiye bir tiroid tiimorii
komponenti iceriyorsa, bu komponente ait hicreler izlenebilir. Bu yizden klinik olarak

anaplastik karsinom kugkulu olgularda aspirasyon birkag kez yinelenmelidir (14, 22).
B- TIROID TUMORLERININ TANISINDA iNCE iGNE ASPIRASYON
SITOLOJISI

1. TANIDAKI YERI

Genel populasyonun %7’sinde palpabl tiroid nodiilleri bulunur. Yiiksek ¢oziiniirlikli
ultrasonografi kullanildiginda bu oran %60’a ¢ikmaktadir (28). Tiroid karsinomlar1 genellikle
tiroid nodiili igerisinden gelisir, ancak genel olarak nodiillerde malignite oran1 diistiktiir (%5-
15). Bu nedenle benign ve malign nodiilleri birbirinden ayiran duyarli ve giivenilir bir tarama
yontemi kullanilmasi, uygun klinik yaklagimin belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (16,

28,29, 30).
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Tiroid igne biyopsisi 1930’larin basinda ABD’de Hayes Martin, Edward Ellis ve Fred
Steward tarafindan gelistirildi, ancak 18 gauge’lik kalin igneler kullandiklarindan teknik
nedenlerle kullanimi1 yayginlasmadi. 1952 yilinda Isveg’ten bir klinisyen, Nils Séderstrom ince
igne kullanarak aspirasyon teknigini modifiye etti. Once Avrupa ve Iskandinavya’da daha sonra
Amerika’da kullanim1 yayginlagsmaya basladi (1). Giiniimiizde ince igne aspirasyonu 6zellikle
otiroid hastalarda ultrason ile belirlenen tiroid nodiillerinin degerlendirilmesinde diinya

genelinde siklikla uygulanan ve altin standart olarak kabul edilen bir tan1 yontemidir (25, 26).

Gilivenli, ucuz, minimal invaziv, kolaylikla uygulabilen ve tekrarlanabilen, tani
dogrulugu oldukga yiiksek bir test olan IIA nin temel fonksiyonu malign nodiilleri saptayarak
zaman kaybetmeksizin hastay1 cerrahiye yonlendirmek, benign nodiile sahip hastalari ise
gereksiz cerrahi girigsimlerden korumaktir (14, 29, 31, 32, 33, 34).

[1A’nin tiroid nodiilerinin degerlendirmesi amaci ile rutin kullanima girmesinden sonra,
baz1 morbidite riskleri (%2 oraninda laringeal sinir felci, %5 oraninda kalic1 hipoparatiroidizm)
ve nadiren mortalite ihtimali bulunan tiroid operasyonlar1 %35-75 oraninda azalirken, saptanan

kanser sayis1 2-3 kat artmustir (1).

[iA sitolojisi tiroid kanserlerinin tanisinda en sensitif ve spesifik tarama testidir. Birgok
meta-analiz calismasi IIA sitoloosinde pozitif sonuclarin malignite ihtimalini %85-90’a
cikardigini, benign sonuglarin ise %]1’lere diisiirdiigiinii bildirmektedir. Genellikle 1yi
prognozlu olan diferansiye tiroid kanserleri yanlis negatif olarak yorumlanabilmekle birlikte,

agresif kanserler icin bu durum oldukga nadirdir (1).

Maliyet-fiyat acisindan diger tarama testlerine oranla avantajli olan IIA biyopsisinde
hemoraji, enfeksiyon, nekroz ve kist formasyonu gibi komplikasyonlar oldukca seyrek
goriildiiglinden, giivenli bir yontem oldugu kabul edilmektedir (31, 35). Cocukluk ve adolesan

dénem tiroid nodiillerinde de giivenle kullanilmaktadir (36).

[IA sitolojisinin asil kullanim alam soliter bir nodilde veya multinodiler guatrda
klinik/radyolojik olarak kuskulu nodiil varliginda neoplazi olasiligin1 degerlendirmektir; ancak
diffiiz guatr ve tiroiditlerde de tlimor varhigni arastirmak veya mevcut benign hastaligi
desteklemek, multipl endokrin neoplazi sendromlu bireylerde mediiller karsinom taramasi
yapmak amaci ile de kullanilabilir. Bir diger endikasyon da anaplastik karsinom veya lenfoma

gibi klinik olarak asikar veya inoperabl tiimorlerde taniy1 kesinlestirmektir (1).
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Klinisyenler IIA sitolojisini genellikle konvansiyonel tani yontemleri ile siipheli
bulduklart olgularda gereksiz cerrahi girisimlerden kaginmak amaci ile kullanirlar. Bu sebeple,
cogu klinik siiphe tasidigindan zaten cerrahiye aday hastalarin yanlis pozitif sonuglarindan
ziyade, kanser tanisi gecikeceginden, yanlis negatif sonuglarin klinik olarak daha anlamli
oldugu diistiniilmektedir (1). Yanlis pozitif sonuclarin orani tiroidektomi materyalleri lizerinden
kolaylikla verilebilir, ancak yanlis negatifligin belirlenmesi, hastalarin tamami cerrahiye
yonlendirilmediginden kesin olarak belirlenemez. Genel olarak bu oranin %5 oldugu tahmin

edilmektedir ama %20-%40 arasinda olabilecegini belirten yayinlar da mevcuttur (37, 38).

Basarili bir 1IA’nin temel kosullari; aspirasyonun tecriibeli bir operatdr tarafindan
yapilmasi, hiicreden zengin bir materyal eldesi, teknik kalitesi yiiksek bir preparasyon ve dogru
degerlendirmedir (39). Yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglarin en 6nemli sebebi genellikle
non-neoplastik grupta tan1 verilen yetersiz veya kalitesiz drneklerdir (40). Bir cm.den kiguk, 3-
4 cm.den biiylik lezyonlar, derin yerlesimli tiimorler, kistik lezyonlar da yanlis negatif
sonugclarla iligkilidir. Yanlis negatif tanilarin en sik sebebi 6rnekleme hatalaridir. Kistler, guatr,
atipi gOsterebilen Hiirthle hiicrelerinin goriildiigii benign lezyonlar ve folikiiler lezyonlar tani

hatalarina sebep olmaktadir (1).

Tiroid 1IA sitolojisinin yanlis negatiflik oran1 %0,3-%12,7 (ortalama %35), yanlis
pozitiflik oran1 %0-%14 (ortalama %1), sensitivitesi %43-%100 (ortalama% 83), spesifisitesi
%52-%100 (ortalama %92), pozitif prediktif degeri %34-%100 (ortalama %75), negatif
prediktif degeri %83-%99 (ortalama >%795), tan1 dogrulugu %75-%100 (ortalama >%95)’dir.
Yetersizlik orani ise %0-%25 (ortalama %5-%10) arasindadir (1) (Tablo 2).

Tablo 2. Tiroid IiA sitolojilerine ait parametreler (1)

En diisiik oran, %  Enyuksek oran, % Ortalama, %

Yanhs negatiflik 0,3 12,7 5
Yanhs pozitiflik 0 14 1
Sensitivite 43 100 83
Spesifisite 52 100 92
PPD 34 100 75
NPD 83 99 >05
Tan1 dogrulugu 75 100 >905
Yetersizlik oram 0 25 5-10

Kisaltmalar: PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger
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Konvansiyonel sitoloji ilk ve en sik kullanilan teknik olmakla birlikte, 1996 yilindan
itibaren sitolojik materyalleri toplama ve preparasyonda alternatif bir yontem olan sivi bazli
sitoloji de kullanilmaya baslanmistir (41). Bu yontemin en O6nemli avantajlari yayma
preparatlart kandan ve inflamasyondan arindirmasi ve fiksasyon kalitesini arttirmasidir.
Dezavantajlar ise konvansiyonel morfolojik 6zelliklerde degisiklikler olusturmasi, artifisyel
hiicresel biiziismelere ve niikleer membran diizensizliklerine yol agarak yanlig taniya neden

olabilmesidir (42).

2. TIROID INCE IGNE ASPiRASYONLARININ RAPORLANMASI ve
BETHESDA SISTEMIi

Tiroid nodiilii olan 6tiroid hastalarin degerlendirilmesinde temel rol oynayan IiA’lar
yorumlanirken klinisyene verilecek mesajlarin acik, net ve klinik olarak anlasilir terimler ile
ifade edilmesi ¢ok 6nemlidir (14). Her olguda benign/malign ayirimini kesin olarak yapmak
miimkiin olmamakta; morfolojik 6zellikleri ile arada kalan pek ¢ok olgu ortaya ¢ikmaktadir.
Ara olgular, kesin tani i¢in histopatolojik incelemeyi gerektiren folikiler adenom/folikiler
karsinom ile smirl degildir; A tekniginin dogas1 geregi tan1 kriterlerinin tamamini tasimayan
diger malign tiimdrler ya da maligniteyi taklit edebilen reaktif degisiklikler sitolojik tanida
kugkulu ara kategorilerin olugsmasina neden olmaktadir. Gegmis yillarda farkli dernek ve
organizasyonlar tarafindan iIA sonuglarmi yorumlamaya ydnelik birgcok smiflandirma semasi
yayinlanmistir. Bu semalarin bir¢ogu genellikle birbiri ile eslesmeyen 4-6 tan1 kategorisinden
olusmaktadir. Ozellikle net tan1 konulamayan siipheli kategorilerden kaynaklanan bu durum
hem patologlar arasinda hem de patolog-klinisyen diyalogunda farkli algilamalara neden

olmaktadir (43).

Tiroid IIA &rneklerinin patologlar tarafindan benzer bigimde yorumlanmasi ve standart
terminoloji ile raporlanmasi ihtiyacindan dogan Bethesda Sistemi, 2007 yilinda Amerikan
Ulusal Kanser Enstitiisii’niin (National Cancer Institute, NCI) ev sahipliginde Bethesda’da
gerceklestirilen ‘Tiroid Ince Igne Aspirasyon Sitolojisi Konferansi’nda ayrintilar ile ortaya
konmus, tanimlar, kriterler ve aciklayici notlar i¢eren bir rehber kitap (The Bethesda System
for Reporting Thyroid Cytopathology) yaymlanmis ve gilinlimiizde diinya genelinde yaygin

olarak kullanilir duruma gelmistir (14).

Bethesda Sistemi [IA &rneklerininin 6 basamakli tam kategorisi {izerinden
degerlendirilmesini 6nermektedir. Bu kategoriler; tanisal olmayan veya yetersiz, benign, onemi

belirsiz atipi veya 6nemi belirsiz folikuler lezyon (AUS/FLUS), (AUS VE FLUS terimleri sirast ile Atypia
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of Undetermined Significance ve Folicular Lesion of Undetermined Significance terimlerinin kisaltmalar1 olup, dilimizde bu

sekilde kullanildiklarindan Tiirkge kisaltma kullaniimamustir) folikuler neoplazi veya folikller neoplazi
kuskusu (FN/FNK; Hiirthle hiicreli lezyonlar dahil), malignite kuskusu (MK) ve malign’dir (14,

24, 44). Bethesda Sistemi’nde Onerilen tan1 kategorileri Tablo 3’te gosterilmistir.

Bu kategorilerin her birinde beklenen (tanisal olmayan/yetersiz kategorisi haric)
malignite oranlar1 da Bethesda Sistemi’nde belirlenmis; her bir kategori icin klinik yaklagim
onerileri getirilmistir. Giderek artan malignite oranlar1 -benign kategoriden baslayarak- sirasi

ile; %0-3, %~5-15, %15-30, %60-75, %97-99°dur (14, 24, 44).

Bethesda Sistemi’nde kategorilere gére malignite oranlari ve klinik yaklasim Onerileri

Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 3. Tiroid sitopatolojisi raporlamasinda Bethesda Sistemi; onerilen tam kategorileri
(14)

I- Tamsal olmayan ya da yetersiz
Sadece kist s1visi
Aselliler 6rnek

Diger (hiicreleri orten kan, pihtilagma atefaktlari, vs.)

I1- Benign
Benign folikiiler nodul ile uyumlu (adenomatoid nodl, kolloidal nodul, vs.)
Lenfositik tiroidit (Hashimoto tiroiditi) ile uyumlu (klinik bulgular uyumlu ise)
Granulomatoz (subakut) tiroidit ile uyumlu
Diger

I11- Onemi Belirsiz Atipi veya Onemi Belirsiz Folikiiler Lezyon

IV- Folikiiler Neoplazi veya Folikiiler Neoplazi Kuskusu
Hurthle hucreli (onkositik) tip ise belirtiniz.

V- Malignite Kuskusu
Papiller karsinom kuskusu
Mediiller karsinom kuskusu
Metastatik karsinom kuskusu
Lenfoma kuskusu

Diger
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VI- Malign
Papiller tiroid karsinomu
Az diferansiye karsinom
Medller tiroid karsinomu

Indiferansiye (anaplastik) karsinom

Skuamdz hicreli karsinom

Karma 6zellikler tagiyan karsinom

Metastatik karsinom
Non-Hodgkin lenfoma
Diger

Tablo 4. Tiroid sitopatolojisi raporlamasinda Bethesda Sistemi; tam kategorilerine gore

malignite riski ve onerilen klinik yaklasim (14)

Tam Kategorisi

Tanisal olmayan ya da yetersiz
Benign

Onemi Belirsiz Atipi/Onemi Belirsiz
Folikdler Lezyon

Folikiler Neoplazi/Folikiler Neoplazi
Kuskusu

Malignite Kuskusu

Malign

Malignite
Riski (%)

0-3

~5-15

15-30

60-75

97-99

Genel Klinik Yaklasim

Ultrason esliginde 1A tekrar
Klinik izlem

A tekrart

Cerrahi lobektomi

Totale yakin tiroidektomi/ lobektomi

Totale yakin tiroidektomi
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3. BETHESDA SiSTEMIi’NDE TANIMLANAN TANI KATEGORILERINE
AIT SITOMORFOLOJIK OZELLIKLER

a. Tamisal olmayan veya yetersiz

Bir tiroid ince igne aspirasyonu, tercihen tek bir preparatta, her biri en az on hiicre igeren
ve net gozlenebilen (iyi fikse, iyi boyanmis ve tizeri kan kitlesi, vs. ile Ortiilii olayan) en az alti
folikiiler hiicre grubundan olusuyorsa yeterli, bu kriterlerin birini dahi karsilamiyorsa

yetersiz/tanisal olmayan kabul edilir. Bu durumun istisnalar1 mevcuttur:

1- Sitolojik atipi iceren Orneklerde folikiil hiicreleri i¢in minimum say1 kriteri

uygulanmaz.

2- Sadece ¢ok sayida inflamatuvar hiicre iceren 6rneklerde (lenfositik tiroidit, tiroid
absesi veya graniilomatoz tiroidit gibi durumlarda) folikiil hiicreleri i¢in minimum say1 kriteri

uygulanmaz, benign kabul edilir.

3- Bol ve kalin kolloid igeren drnekler benign ve degerlendirme i¢in yeterli kabul edilir

(14, 24, 44).
b. Benign

Degerlendirme i¢in yeterli, belirgin kolloid ve degisen oranlarda benign goriiniimlii
folikiiler hiicrelerin gézlendigi sitolojik drnekler i¢in kullanilir. Benign folikiiler nodiil (nodiiler
guatr, hiperplastik/adenomatoid nodul, kolloidal nodil) ve tiroiditleri (lenfositik tiroidit,

grantlomatoz tiroidit) icerir (1, 14, 24, 44).
c. Onemi Belirsiz Atipi veya Onemi Belirsiz Folikiler Lezyon

Onemi belirsiz atipi/onemi belirsiz folikiiler lezyon kategorisi benign bir degisiklik
olarak yorumlanamayacak 6l¢iide yapisal ve/veya niikleer atipi igceren, ancak folikiiler neoplazi
agisindan kuskulu ya da malign olarak siniflandirilamayan hiicrelerden (folikiler, lenfoid veya
diger) olusan ornekler i¢in kullanilir. Belirsizligin 6nemli bir nedeni kalitesiz yaymalardir
(hiicreden fakir veya kan ve pihti ile Ortiilii yaymalar). Bu kategori oldukg¢a heterojendir, bu

nedenle AUS/FLUS tanisinin uygun olacagi en sik senaryolar 6zetlenmistir:

1- Hiicreden ve kolloidden fakir yaymada mikrofolikiiler yapilarin baskin olusu veya
hiicresel yaymalarda olaganin lizerinde mikrofolikiiliin bulunmasi, ancak mikrofolikiil oraninin

her iki durumda da FN/FNK tanisi i¢in yeterli diizeyde olmamast .

24



2- Hiicreden veya kolloidden fakir olup, baskin olarak Hiirthle hiicresi i¢ceren 6rnekler

3- Hiicresel atipinin artefaktlar (kuruma, kalabaliklagsma, kan kitlesi ile ortiilii olusu)

nedeni ile degerlendirilememesi.

4- Klinik bulgularin 6n planda lenfositik tiroidit veya multinodiiler guatrt (MNG)

diistindiirdiigli, sadece Hiirthle hiicrelerinden olusan hiicresel 6rnekler.

5- Genel olarak benign goriiniimlii, ancak papiller karsinomu diislindiiren fokal niikleer
atipi barindiran 6rnekler (6zellikle Hashimoto tiroiditi olan ya da bol kolloidle birlikte benign

goranumli folikal hicresi iceren 6rnekler).

6- Atipik kist ddseyici epitel hiicreleri igeren, ancak genel olarak benign goriiniimlii

ornekler.

7- Radyoaktif iyot ve ilag¢ kullanimi, kistik dejenerasyon, kanamaya ikincil rejenerasyon
gibi durumlara bagli folikiil hiicrelerinin kiigiik bir kisminin niikleer irilesme ve siklikla belirgin

niikleol igerdigi ornekler.

8- Atipik lenfoid hiicreler iceren, ancak atipi diizeyi malignite kuskusu kategorisi igin

yeterli olmayan ornekler.
9- Smiflandirilamayan ornekler (1, 14, 24, 44).
d. Folikiiler Neoplazi veya Folikiiler Neoplazi Kuskusu

Cogu hiicresel kalabaliklasma ve/veya mikrofolikiil olusumu ve daginik izole hiicreler
ile karakterize, yapisal degisiklikler gosteren, papiller karsinomun nukleer 6zelliklerini
tasimayan folikil hiicrelerinden ibaret, kolloidden fakir selliiler yaymalardir. Folikiil hiicreleri
normalden biraz iri olabilir, genellikle uniformdur, nikleuslar hafif hiperkromatiktir. Sadece
veya tamamina yakini Hiirthle hiicrelerinden olusan selliiler yaymalar da ‘Folikiiler
neoplazi/Hiirthle hiicreli tip’ veya ‘Folikiiler neoplazi kuskusu/Hiirthle hiicreli tip’ tanis1 altinda

bu kategoride yer alir (1, 14, 24, 44).
€. Malignite kuskusu

Bir Ornekte bazi morfolojik 6zellikler kuvvetle maligniteyi diisiindiiriyor, ancak

bulgular kesin sonug i¢in yeterli degil ise (fokal olusu, sadece bir veya iki karakteristik 6zellik
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varligi, diisiik hiicresellik vs.) 6rnek bu kategoriye dahil edilir. Kuskulanilan malignitenin tipi

belirtilmelidir (1, 14, 24, 44).
f. Malign

Herhangi bir tiroid veya tiroid dis1 maligniteye ait karakteristik Ozellikler tasiyan

ornekler bu grupta yer alir.

C- TIiROID KARSINOMLARINDA BELIRLENEN MOLEKULER
DEGISIKLIiKLER
Son yillarda molekiiler biyoloji alaninda yasanan gelismelerin tiroid timdrlerine de

yansimasi sayesinde belirlenen spesifik mutasyonlar, s6z konusu tiimérlerde taniya, prognozun

belirlenmesine ve daha dogru bir siniflama olusturulmasina katkida bulunmaktadir (10).

Tiroid karsinomlarimin en sik goriilen iki tipi, papiller ve folikiler karsinomda bilinen
mutasyonlarin biiyiik boliimiinii 4 tip mutasyon olusturmaktadir. Bunlar; BRAF ve RAS nokta
mutasyonlari, RET/PTC ve PAXS8/peroksizom proliferatdr-aktive edici reseptor y (PPARY)

yeniden dizenlenmesidir (7, 45).

Papiller karsinomda olusan BRAF, RAS nokta mutasyonlari ve RET/PTC yeniden

diizenlenmesi MAPK (mitogen activated protein kinase) sinyal ara yolunu aktive eder (Sekil 1)

EkstrasellUler mitojenik sinyaller
¥
Hiicre [ ThR ]
membrani
RT

K
RET/PTC >\
f BRAF RAS

..’

Transkripsiyon faktorleri
genleri aktive eder \

Niikleus
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Sekil 1. MAPK (Mitogen activated protein kinase) sinyal ara yolu.

Nikiforov YE’nin Arch Pathol Lab Med. Dergisinde 2011 yilinda yayinlanan ¢aligmasindan uyarlanmistir (45).

Bu ara yol ekstraselliler sinyalleri (hormonlar, biyime faktorleri, sitokinler)
membranda bulunan tirozin kinaz reseptérlerinden bir dizi adaptor protein ve intrasitoplazmik
kinazlar; RAS, RAF (tiroid folikiil hiicrelerinde 6zellikle BRAF), MEK ve ERK, aracilig1 ile
nikleusa iletir. Aktive edilen ERK nukleusta gen ekspresyonunu diizenleyen transkripsyon
faktorlerini fosforile eder, gen ekspresyonu sonucunda diferansiasyon, proliferasyon, buyime
ve apopitoz gergeklesir (45). Tiroid karsinomlarinda bu ara yolun aberan aktivasyonu RAS ve
BRAF genlerinde nokta mutasyonlar1 ile RET/PTC ve TRK yeniden duzenlenmeleri sonucu
olusur. Bu mutasyonlar papiller karsinomlarin >%70’inde bulunur ve birbirini diglayan
mutasyonlardir. RET/PTK-1 klasik morfolojili sporadik olgularda, RET/PTK-3 ise radyasyon
ile iligkili solid formlarda daha sik gériilmektedir (13). TRK yeniden diizenlenmesi de papiller
karsinomda ortaya konan, ancak prevalansit diisik (<%S5) bir mutasyondur. Folikiiler
karsinomlarin da ~%75’inde RAS nokta mutasyonu ve PAX8/ PPARy yeniden diizenlenmesi

saptanir, bu mutasyonlar da birbirini dislayan mutasyonlardir (7, 34, 45, 46).

Tiroid karsinomlarinda saptanan bir baska genetik degisiklik de PI3K/AKT sinyal iletici
ara yolu iizerinden etki eder. lyi diferansiye tiroid karsinomlarinda nadir goriilmekle birlikte,
az diferansiye tiroid karsinomlarinda daha siktir. Az diferansiye ve anaplastik tip karsinomlarda
bilinen diger mutasyonlar da TP53 ve CTNNBI1 genlerini etkiler. Bu mutasyonlar da iyi
diferansiye tiroid karsinomlarinda nadirdir (6, 8, 34). Hem ailesel hem da sporadik olarak

gelisebilen mediiller karsinomda siklikla RET geninde nokta mutasyonlar mevcuttur (45).

Sik goriilen tiroid tiimorlerinde belirlenen mutasyonlar Tablo 5’te gdsterilmistir
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Tablo 5. Tiroid tiimérlerinde belirlenen mutasyonlar ve prevelanslari (6, 45)

TUMOR TiPi MUTASYON PREVELANS (%)
PAPILLER KARSINOM BRAF 30-70
(KONVANSIYONEL RET/PTC 20-40
TIPLER) RAS 0-10
TRK 0-10
PAPILLER KARSINOM RAS 25-45
(FOLIKULER RET/PTC 5-10
VARYANT) BRAF 5-10
PAX8/ PPARy 0-30
RAS 30-50
FOLIKULER KARSINOM  pAxg/ pPARy 20-50
PIK3CA 5-10
PTEN 5-10
RAS 20-50
AZ DIFERANSIYE TP53 15-40
TIROID KARSINOMU B-Catenin (CTNNB1) 0-25
BRAF 5-15
TP53 50-80
B-Catenin (CTNNB1) 5-65
ANAPLASTIK RAS 10-50
TIROID KARSINOMU BRAF 10-40
PIK3CA 5-25
PTEN 5-20
MEDULLER KARSINOM  RET (AILESEL FORM) >95
RET (SPORADIK) 40-50
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1. BRAF MUTASYONLARI

RAF gen ailesinde (A-Raf, B-Raf, C-Raf) yer alan BRAF proteini, RAS proteini
tarafindan stimiile edilen, serin/treonin kinaz proteinini kodlayan ve MAPK sinyal ara yolunda
hiicre ici sinyal iletiminde rol alan bir molekildiir (45, 47). Ug izoformunda da CR1 (RAS
baglayict domain ve sisteinden zengin domain), CR2 (N-terminal diizenleyici domain) ve CR3
(C-terminal kinaz katalitik domain) bolgeleri ortaktir, cok sayida diizenleyici fosforilasyon

bolgesi icerir (48).

Raf aktivasyonu membranda gergeklesen kompleks bir siirectir. RAS , Raf’in RAS
baglayict domainine (RBD) dimerik adaptdrler (14-3-3 proteinleri) araciligi ile baglanir. BRAF
inaktif durumdayken fosforile halde bulunan fosforilasyon bélgeleri icerir (S365, S729).
Dimerik proteinler bu bélgelere baglanarak RAS’in RBD’ye baglanmasini saglar. Inaktif
BRAF’in membranin i¢ kisminda N-terminal 14-3-3 baglayici kisminin defosforilasyonu ve
14-3-3 proteinlerinin ayrilmasi, ardindan aktivasyon segmentinde bulunan T599 ve S602’nin
fosforilasyonu sonucu BRAF’1n aktivasyonu baslar. Inaktif BRAF 1, aktivasyon kangalinda
bulunan G596-V600 rezidiileri ile P kangalinda (ATP baglayict ug) bulunan G464-V471
rezidiilerinin hidrofobik baglantilarla olusturduklari, ATP’nin baglanmasinin engellendigi
karakteristik bir yapisi vardir. T599un fosforilasyonu sonucu bu baglantilar parcalanir, ATP

baglanir ve BRAF aktive olur (4).

MEK1/2 BRAF’m fizyolojik efektorleridir, BRAF serin rezidiilerini fosforile ederek
MEK’i aktive eder. MEK, ERK1/2’yi T202 ve Y204 rezidiilerinden fosforile ederek aktive
eder. Sitoplazma ve niikleusta bulunan substratlar aktive olur, ERK’nin niikleer translokasyonu,
transkripsyon faktorlerini fosforile eder ve diizenleyici genlerin ekspresyonu gerceklesir. ERK
regiilasyonu biyolojik homeostazin saglanmasinda kritik bir asamadir. ERK sinyal yolunun
hiperaktivasyonu, hiicre sikliisiinde duraklamaya, aberan aktivasyonu tiimor gelisimine sebep

olabilir (4).

BRAF molekilinde A-Raf ve C-Raf’a oranla daha sik mutasyon saptanmasinin

belirlenebilen nedenleri sunlardir:

1- RAF’1n 3 izoformunda da aktivasyon mekanizmasi benzerdir, farkli olarak A-Raf ve
C-Raf ilave kinazlara ihtiya¢ duyar ve CR3’iin N-terminal ucunda (N-bdlgesi) fosforilasyon
basamaklar1 daha fazladir (4).

29



2- Raf kinaz aktivasyonu icin N bdlgesinin negatif yiiklii olmasi gerekir. BRAF siirekli
negatif ylikliidiir. Sonu¢ olarak; BRAF aktivasyona hazirdir ve sadece RAS aktivasyonuna
ihtiyac duyar (4).

3- BRAF en yiiksek bazal kinaz aktivitesine sahip Raf proteinidir ve MEK’in en giiglii
Raf aktivatoriidiir. Ayrica V60OE mutasyonunun kinaz aktivitesi yabanil tipe gére 460 kat daha
fazladir ve aktivasyon icin RAS’a ihtiya¢ duymaz, efektorlerini siirekli aktive edebilir (49).

Melanom, kolorektal adenokarsinom, over karsinomlar1 gibi bazi1 karsinomlarda da
belirlenen onkojenik BRAF mutasyonu, papiller karsinom olgularinin %30-70’inde bildirilmis
olup, ortalama prevalansi1 %45’tir ve papiller karsinom olgularinda en sik karsilasilan molekiiler
degisikliktir (6, 7). 40’tan fazla tipi belirlenen (50) BRAF mutasyonlarinin ¢ogu (>%90) 1799
numarali niikleotidin ekzon 15 bolgesinde timidinin adenine transversiyonu sonucunda kodon
600’de glutamik asidin, valinin yerini almasi ile olusur (BRAFV%E), Bu mutasyon sonucunda
gerceklesen BRAF kinaz aktivasyonu, MAPK sinyal ara yolunun kronik stimiilasyonuna neden
olur ve bu durum folikiil epitel hiicreleri i¢in tiimdrojenik etki olusturur. Papiller karsinomlarin
%1-2’sinde BRAFK®Y1E nokta mutasyonlar;, kodon 600 civarinda fokal insersiyon ve
delesyonlar, Ozellikle radyasyon hasari ile iliskili AKAP9-BRAF yeniden diizenlenmeleri
belirlenmistir (6, 10, 45).

Tiroid tiimorlerinde BRAF mutasyonu papiller karsinom yani sira papiller karsinom
zemininde gelisen az diferansiye karsinom ve anaplastik karsinomda da goriilebilmektedir (6).
Ayrica iki adet struma ovari olgusunda da BRAF mutasyonu belirlenmistir ( 51, 52). BRAFV600E
mutasyonu folikiiler karsinom ve benign tiroid tiimdrlerinde goriilmediginden papiller

karsinoma oldukca spesifik bir mutasyondur (%99.8) (45).

Tiroidde gozlenen BRAF mutasyonu papiller patern ile kuvvetli bir iligki
gosterdiginden, papilla formasyonlarinin sik goriildiigii klasik tip (~%60) ve ‘tall cell” varyantta
(%70-80), folikiiler varyanta oranla ¢ok daha siktir (%10). Nadir goriilen BRAFK®0IE

mutasyonlari ise siklikla folikiiler varyant papiller karsinomda goriilmektedir (7, 10).

Sitolojik olarak tan1 giigliigli yasanan, indetermine kategoriye dahil edilmis olgularda
BRAF mutasyon analizinin %15-39 oraninda kesin taniya yonlendirebilecegi ortaya konmus
(45) ve yapilan birgok calismada IIA materyallerine uygulanan BRAFY®E mutasyon
analizinin, tam1 dogrulugunu arttirabilecegi gosterilmistir (3, 5, 29, 32, 53). Ancak BRAF
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mutasyonunun indetermine kategoride degerlendirilen 1IA’larda tan1 dogrulugunu anlaml

derecede arttirmadigini dile getiren makaleler de mevcuttur (50, 54, 55).

BRAF mutasyonu papiller karsinomda prognostik bir marker olarak da kullanilabilir.
BRAFV%E mutasyonu tiroid dis1 yayilim, lenf nodu tutulumu veya uzak metastaz, ileri evre
hastalik gibi agresif klinikopatolojik 6zelliklerle iliskili bulunmustur (1, 6, 41, 56, 57). Bazi
calismalarda BRAFY%F mutasyonunun tedavi basarisizligi, niiks ve mortalite agisindan
bagimsiz risk faktorii oldugu belirlenmistir, ama ayn1 6zellikler diger BRAF mutasyonlari i¢in
s06z konusu degildir (10, 45). BRAF mutasyonu ile kotii prognoz arasinda boyle bir iliskinin

kurulamayacagini savunan yayinlar da mevcuttur (50).

BRAF mutasyonunun prognostik onemi, daha iyi prognozlu olacagi ongoriilen -
mikrokarsinomlar1 da kapsayan- T1 tiimdrler i¢cin daha biiylik anlam tasimaktadir. Ciinkii bu

tiimorlerde de agresif klinikopatolojik parametrelerle iliskisi gosterilmistir (7, 41, 45).

BRAFY®%E muytasyonu pozitif olan tiimérlerde agresif klinikopatolojik davranisin

sebepleri:

» Tumoral hiicrelerin damar ve gevre dokuya invazyon kapasitelerini arttirir.

» Genetik insitabiliteye sebep olarak ikincil genetik degisiklikleri kolaylastirir.

e Tumor sipressor genlerinden RASSF1A (ras-associated factor 1), TIMP3, DAPK,
SLC5A8, RAR2’yi hipermetilasyon ile etkisizlestirir.

« Tumorogenezde rol alan Mikro-RNA’larin ekspresyonunda degisikliklere sebep olur.

* Anjiyogenik etkili VEGF’ nin ekspresyonu arttirir.

* Ylzey reseptori olan c-Met protein ekspresyonunda artisa neden olarak onkogenezi,
tumOr progresyonunu ve metastazi indiikler.

» Tiroid hormon sentezinde ve iyot transportunda folikiil hiicrelerine iyot uptake’inde rol

alan genlerin ekspresyonunu azaltir ve radyoaktif iyot direng olusturur.

Sonucta; BRAF mutasyonu sadece tiimorogenezi baslatmaz ayni zamanda timorin

progresyonundan, agresif karakter kazanmasindan ve tedaviye direncinden de sorumludur (50).

BRAF mutasyonunun diagnostik ve prognostik degeri belirlendikten sonra,
uygulanacak cerrahi tedavinin sekli ve cerrahi sonrasi tedavi yaklasimlariin belirlenmesine
etkisi olup, olamayacagi sorusu giindeme gelmistir. Daha fazla sayida ¢alisma ve prospektif

klinik aragtirmaya ihtiya¢ duyulmakla birlikte, preoperatif olarak BRAFV8%E mutasyonu olan
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nodiillere yaygin cerrahi rezeksiyon ve daha yiiksek doz RI tedavisi uygulanmasi, TSH’ nin

daha az supresyonu ve yakin takip onerilmektedir (45).
2. RAS MUTASYONLARI

RAS proteini MAPK sinyal ara yolunda gorev alan bir molekuldir. Bu sinyal ara yolu,
RAS proteininin aktivasyonu ile baslar ve sirasiyla RAF, MEKve ERK proteinleri araciligiyla
bir kinaz kaskadi olusur. Ras proteininin aktif hale ge¢cmesi igin posttranslasyonel
modifikasyondan sonra membrana yerlesmesi gerekir. Hiicreye biiylime sinyali geldiginde,
RAS-GDP, RAS-GTP haline doniisiir. Aktif olan RAS, RAF proteinini harekete gecirerek
mitogenez siirecini baslatir, hiicre boliinmesi gerceklestikten sonra RAS proteini inaktif hale
geger (58). RAS geninde olusan nokta mutasyonlar, GTP’ye afinite artisina (kodon 12/13) veya
otokatalitik GTP’az fonksiyonlarinin inaktivasyonuna (kodon 61) neden olur (10). RAS
proteini, normal dokuda proliferasyon ve diferensiyasyon sinyallerinde 6nemli bir role
sahipken, mutant genin olusturdugu RAS proteini, bircok kanser tipinde etkili potansiyel
onkojenik bir proteindir (46, 58).

[k olarak 1988’de tanimlanan RAS protoonkogeni (NRAS, KRAS, HRAS) nokta
mutasyonlar folikiil epitelinden kaynaklanan tiimoérlerinde degisik oranlarda goriilmektedir
(59). Tiroid tiimorlerinde tanimlanan ilk molekiiler degisiklik olan RAS mutasyonlar1 papiller
karsinomlarda rolatif olarak daha seyrek olup, ortalama %210-20 civarinda belirlenir ve
mutasyonlarin tamamina yakin1 FVPK olgularidir. Ayn1 zamanda bu olgularda kapsiil varlig:

daha sik, papiller karsinomun niikleer 6zellikleri daha az belirgin ve lenf nodu metastaz1 da

daha seyrektir (7, 10).

Kodon 12/13 ve kodon 61 mutasyonlarindan herhangi biri (en stk NRAS kodon 61 ve
HRAS kodon 61) konvansiyonel tip folikiiler karsinomlarin %40-50’sinde, konvansiyonel tip
folikiiler adenomlarin %20-40’mnda bulunur (45). Mutasyon saptanan adenomlar genellikle
mikrofolikiiler paterni baskin olanlardir (46). Onkositik tiimorlerde insidansi diislik olarak
bildirilmistir. Bu oran karsinomlar ig¢in %15-25, adenomlar icin %0-4 civarindadir.
Adenomatdz nodiller ve guatr noddllerinin de az bir kisminda RAS mutasyonlar
belirlenmistir, ancak bu nodiillerin koloidden zengin makrofolikiiler morfolojilerine ragmen,
gercek neoplaziler olduklar1 ve folikiiler adenom olarak adlandirilmalart gerektigi

distintilmektedir (10).
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RAS mutasyonlariin masum klinik gidisli oldugu bilinen kapsiillii folikiiler varyant
papiller karsinomlarda sik goriildiigii bilinmektedir. Ancak bazi c¢aligmalarda tiroid
tiimorlerinde belirlenen RAS mutasyonlarinin dediferansiasyon ve daha kotii prognoz ile korele
oldugu ortaya konmustur. Papiller ve folikiler karsinomda uzak metastazlar (6zellikle kemik)
ile anlaml1 bir iliski kurulmustur. Bu sebeple, RAS mutasyonunun dediferansiasyon ve metastaz
ihtimali tagiyan, yaygin invaziv iyi diferansiye tiroid karsinomlarinin bir boliimiine isaret ettigi
diistiniilmektedir (10, 60). Ancak bu mutasyon tiroid tumérlerinde prognostik bir marker olarak
kullanilamaz ve bir tiroid nodiiliinde RAS mutasyonunun saptanmasi malign tanis1 koydurmaz,

neoplaziye isaret eder (10).

Tiroid 1A rneklerinde 2. siklikla karsimiza ¢ikan RAS mutasyonunun énemi genellikle
sitolojik olarak tani glicligli yasanan FVPK olgularia yonelik molekiiler bir marker olarak
tamimlanmasindan kaynaklanmaktadir. Malignite agisindan pozitif prediktif degeri %74-88
olarak belirlenmistir. Bir tiroid nodiilinde RAS mutasyonunun varligi, malignite tanisi
koydurmamakla birlikte, kuvvetle neoplaziye isaret eder. RAS mutasyonu saptanan benign
olgularn folikiler adenom, folikuler karsinom veya FVPK olgularinin Oncii lezyonlari
olabilecegi, bu sebeple bu lezyonlarin da cerrahi eksizyonunun uygun olacag: ileri

strilmektedir (45).
IV- GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda, Ocak 2009-
Aralik 2010 tarihleri arasinda, tiroid ince igne aspirasyonu ile “kuskulu sitolojik bulgular”,
AUS/FLUS, FN/FNK veya MK tanisi alan ve ardindan tiroidektomi uygulanan tiim olgular
caligma materyali olarak belirlendi. Arsiv kayitlarinda bu 6zelliklere sahip 110 hastaya ait

toplam 113 IIA oldugu goriildii. Ayni yillar iginde incelenen ve “benign”, “malign” veya

“tanisal olmayan materyal” olarak degerlendirilen tiroid 1IA’lar ¢alismaya dahil edilmedi.

Bu olgulara ait preparatlar arsivden c¢ikarilarak mikroskopik olarak tekrar
degerlendirildi ve Bethesda Sistemi’ne gore yeniden tani verildi. Alt1 aspirasyon “papiller
karsinom”, 4 aspirasyon “benign sitolojik bulgular” tanis1 alarak c¢aliymadan ¢ikarildr. Iki
aspirasyon yetersiz bulundugundan, 3 aspirasyon da ayni nodiile ait tekrarlayan aspirasyonlar
oldugundan c¢alisma dis1 birakildi. Sonug olarak ¢alisma kapsamina 98 hastaya ait 98 tiroid 1A

materyali alindu.
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Calismaya alinan {IA’larm 91°i Istanbul Tip Fakiiltesi Radyoloji, 3’ii Endokrin, 2’si
Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda, 1’1 dis merkezde yapilan aspirasyonlardi. Bir
aspirasyon dis merkezde incelenerek bdliimiimiize konsiiltasyon amaci ile gonderilmisti.
Radyoloji Anabilim Dali’nda yapilan aspirasyonlarda uygulanan standart yontem, Gere¢ ve

Yontem- Ek1’de 6zetlenmistir.

Olgularm IIA materyallerine ait patoloji raporlar1 incelenerek yas, cinsiyet, aspire edilen
nodiiliin cap ve lokalizasyonuna dair bilgilere ulasildi. Cap ve lokalizasyon, tiroidektomi
raporlarinda tanimlanan makroskopik/mikroskopik bulgular ile karsilastirildi; nodiiller
eslestirilerek aspire edilen nodiillerin histopatolojik tanilari belirlendi. Ince igne aspirasyonu ve
tiroidektomi raporlarindaki kayitlara gore ayni lobda yer alan ve c¢aplar1 arasinda en fazla £0.5

cm’lik fark bulunan nodiiller ayni/es nodiil olarak kabul edildi.

Calismaya alman 98 olguda yas, cinsiyet ve nodiil capinin malignite ile iliskisi
arastirildi. Aspire edilen nodiil ¢aplart <10 mm (1), 11-20 mm (2), 21-30 mm (3) ve >30 (4)

mm olmak lizere 4 kategoriye ayrildi.

Olgularn sitolojik ve histopatolojik tanilart karsilastirildi. Bethesda Sistemi’ne gore
verilen sitolojik tanilarin izleminde saptanan malignite oranlar1 belirlendi. Bethesda
kategorilerinin malignite riskini Ongoérmede anlamli bir dagilim gosterip gostermedigi

sorgulandi.

Ince igne aspirasyonlar1 degerlendirilirken, basta papiller karsinom olmak iizere malign
tiimorleri saptamada dnemi olan sitomorfolojik kriterler belirlendi ve calismaya alinan tiim I1A

materyalleri, bu kriterlerin varlig1 agisindan tekrar degerlendirildi.
A- Sitomorfolojik parametreler ve degerlendirme olgiitleri

Hipokromazi, oval niikleus, niikleer yarik, niikleuslarin istiiste yigilmasi, niikleer
koselenme, psodoinkliizyon, niikleer boyut, izole iri hiicrelerin goriilmesi, niikleol varligi,
kolloid miktari, mikrofolikiillerin izlenmesi ve oranit detayli mikroskopik incelemede

kullanilacak parametreler olarak secildi.

Hipokromazi, oval niikleus, niikleer yarik, iistiiste yigilma, niikleer koselenme iki
kategoriye ayrilarak (var/yok) incelendi. Calisma kapsamindaki sitolojik materyaller, kesin

malignite tanis1 verilememis, ara kategorilerde degerlendirilmis olgular oldugundan, bu
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sitomorfolojik parametrelerin yaygin degil, fokal olarak bulunacagi 6ngoériilerek, %10°luk esik

deger esas alindi; %10 ve lizerinde goriildiigii durumlar ‘var’ olarak kabul edildi.

Niikleusun en az yarisini kaplayan, keskin smirli sitoplazmik invajinasyonlar pseudo-

inkliizyon olarak kabul edilerek bir hiicrede varlig1 yeterli goriildii.

Nikleus boyutu, <1 eritrosit, 1-2 eritrosit ve >2 eritrosit olmak Uzere 3 kategori
tizerinden degerlendirildi. Boyut belirlenirken hiicrelerin en az %70-80’i i¢in gegerli olmasi

esas alindi.
Fokal (<%10) niikleer irilesmeler (>2 eritrosit) gosteren olgular ayrica belirlendi.

Niikleol varligi 3 kategoride ele alindi. Hiicrelerin %10’undan azinda nukleollerin
secilmesi niikleol yok olarak kabul edilirken, %10’nundan fazlasinda goriildiigiinde niikleol
varligt ‘1°, hiicrelerin tamamina yakininda veya makroniikleollerin gézlenmesi durumunda

‘2’olarak kabul edildi.

Kolloid varligi 3 kategoride incelendi: Yok ise ‘0’, var ama az miktarda ise ‘1°,

yaymalarin biiyiik boliimiinde segiliyor ise ‘2’ olarak degerlendirildi.

Olgularda mikrofolikiiler pattern varligi arastirildi. Mikrofolikiiler pattern mevcut
degilse “0”, yaymalar hiposelliiler olmasina karsin ~%90 mikrofolikiil yapis1 igeriyorsa ‘1°,
selliiler yaymalarda ~%50 mikrofolikiiler pattern gozleniyorsa 2’, yine selliiler yaymalarda

~%90 mikrofolikiil saptaniyorsa ‘3’ olarak ele alindu.

Calismada degerlendirilen sitomorfolojik parametreler ve degerlendirme dlgiitleri tablo

6’da Ozetlenmistir.

Tum mikroskopik incelemelerde X4, X10, X20, X40, X100 objektifler ve 10X/20L
okuler iceren Olympus BX-51 T32PO1 model 151k mikroskopu kullanildi. Elde edilen sonuglar
ayn1 model mikroskoba adapte DP71 dijital kamera ile fotograflandu.
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Tablo 6. Calismada degerlendirilen sitomorfolojik parametreler

A- Hipokromazi

Yok: 0

Var: 1

B- Oval nukleus

Yok: 0

Var: 1

C- Niikleer yarik
Yok: 0

Var: 1

D- Ust iiste yigilma
Yok: 0

Var: 1

E- NUkleer psédoinkliizyon
Yok: 0

Var: 1

F- Nikleer koselenme
Yok: 0

G- Nukleer boyut
<1 eritrosit: 0
1-2 eritrosit: 1
>2 eritrosit, yaygin: 2
H- izole iri hiicreler
Yok: 0
Var: 1
I- Niikleol varhg:
Yok: 0
Var: 1
Belirgin: 2
J- Kolloid
Yok: 0
Az:1
Cok: 2
K- Patern analizi

Mikrofolikiler patern yok: 0

Var: 1 Hiposelliiler, mikrofolikiil yapis1 ~%90: 1
Selliiler, mikrofolikiil yapis1 ~%50: 2
Selliiler, mikrofolikiil yapis1 ~%90: 3

Yukarida tanimlanan sitomorfolojik parametrelerin malign tiimor varlig: ile iligkisi
arastirildi. Malign-benign ayiriminda anlamli bulunan parametrelerin tiroid kanserinin tanisi
icin sensitivite, spesifisite, pozitif prediktif, negatif prediktif ve tan1 dogrulugu degerleri
belirlendi. Istatistiksel olarak anlamli sitolojik parametrelerin, malignite riskini dngdrebilecek

bagimsiz faktorler olup olmadig1 degerlendirildi.

Anlamli bulunan parametrelerin toplami tizerinden bir skor sistemi olusturuldu ve elde
edilen skorlarin kiigiikten biiyiige dogru tiroid kanserlerini saptamadaki sensitivite, spesifisite,

pozitif prediktif, negatif prediktif ve tan1 dogrulugu degerleri belirlendi.
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Sitomorfolojik parametrelerin folikiiler varyant ve diger papiller karsinom alt tiplerine

dagiliminda anlamli bir fark olup olmadig1 arastirildi.

B- BRAF ve NRAS gen mutasyon analizi

Tiroidektomi sonucu papiller karsinom ve MPBIDT tanisi alan olgularin IIA
materyallerine BRAF mutasyon analizi yapildi. Sitolojik tanis1 AUS/FLUS olan olgularda
BRAF mutasyonu yani sira NRAS mutasyonu da aragtirildi.

Molekiiler analiz igin olgularin selliilarite oranlar1 goz oniine alinarak 1-3 adet preparat
secildi ve gorintii arsivi olugturmak amaciyla fotograflandi. Secilen yayma preparatlar
kullanilarak siras1 ile DNA izolasyonu, PCR ile DNA amplifikasyonu, BRAF ve NRAS gen
mutasyonlarini saptamak icin pyrosekanslama yontemi ile DNA dizi analizi yapildi. Molekiiler

analiz asamalar1 ve kullanilan yontemler Gereg ve Yontem- Ek2’de detayli olarak agiklanmustir.

Tiroidektomi &ncesi 11A’st AUS/FLUS, FNK veya MK olarak degerlendirilmis
olgulardan olusan bu seride yer alan papiller karsinom veya MPBIDT olgularinda saptanan
BRAF mutasyon oranlari belirlendi ve bu testler preoperatif donemde yapilmis olsa idi malign
olgularin se¢imine katkisinin ne kadar olacag: arastirildi. Sitolojik tanist AUS/FLUS olan

olgularda ayn1 sorgulama NRAS gen mutasyonu i¢in de yapildi.

BRAF V®9%E mytasyonu varligmin yukarida tanimlanan sitomorfolojik parametreler ile
iligkisi degerlendirildi; mutasyon varligin1 6ngérmede herhangi bir parametrenin 6nemi olup

olmadig: arastirildi.

C- Kullanilan istatistiksel yontemler

Calismada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS Inc.,
Chicago, IIT) 18.0 programi kullanilarak incelendi. Sitomorfolojik parametrelerin malignite,
papiller karsinom alt tipi ve BRAF mutasyon analizi sonuglari ile iliskisi arastirilirken ? testi
kullanildi. Parametrelerin malignite riskini ongdérmede bagimsiz faktorler olup olmadigini
belirlemek i¢cin multivaryans lojistik regresyon analizi uygulandi. p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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Sitomorfolojik parametrelerin sensitivite, spesifisite, pozitif prediktif deger, negatif
prediktif deger ve tan1 dogrulugu degerleri dort gzl tablo kullanilarak asagidaki formiillere

gore hesaplandi.

(Gergek pozitif / Gergek pozitif + Yanlis negatif ) X100 = Sensitivite

(Gercek negatif / Gergek negatif + Yanlis pozitif) x100 = Spesifisite

(Gergek pozitif / Gergek pozitif + Yanlis pozitif) X100 = Pozitif prediktif deger
(Gercek negatif / Gergek negatif + Yanlis negatif) X100 = Negatif prediktif deger

(Gergek pozitif + Gergek negatif)/ (Gergek pozitif + Gergek negatif + Yanlis pozitif + Yanlis
negatif) x100= Tan1 dogrulugu

GEREC VE YONTEM EK.1

RADYOLOJI ESLIGINDE YAPILAN ASPIRASYONLARDA UYGULANAN
YONTEM

1- Aspirasyon radyolog tarafindan ultrasonografi esliginde lezyonun lokalizasyonu

belirlendikten sonra 21-22 gauge’lik igne kullanilarak yapulir.

2- Elde edilen materyal bir sitoteknolog tarafindan lamlara yayilir, en az biri havada, geri kalan1

%96’11k etil alkolde fikse edilir.

3- Her nodiil i¢in en az 3 yayma preparat hazirlanir. Etil alkolde fikse edilen yaymalardan biri
hizlandirilmis hematoksilen-eozin yéntemi ile boyanarak incelenir, aspirasyon materyalinin

yeterliligine karar verilir. Yeterli ise islem sonlandirilir, yetersiz ise en fazla ii¢ kez tekrarlanir.

4- Islem sonunda igne ve enjektdr igerisinde kalan materyal hiicre blogu hazirlanmak iizere

%50’lik etil alkol igerisine yikanir.

5- Sitoloji laboratuvarina getirilen yayma preparatlar tanisal inceleme igin Papanicolaou (PAP)

ve May-Grinwald-Giemsa (MGQG) ile boyanir.
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GEREC VE YONTEM EK. 2

MOLEKULER ANALIiZ YONTEMIi
DNA izolasyonu (BRAF ve NRAS)

Calismaya dahil edilen 6rneklerden DNA ekstraksiyon kiti (QiaAmp® DNA FFPE Tissue Kit,
Qiagen GmbH) kullanilarak genomik DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu
icin asagidaki protokol takip edilmistir:

P Preparatlar ksilen igerisinde etiive alinir ve lameller agilana kadar 56°C’de bekletilir

(yaklasik 2 gece) bekletilir.
» Preparatlar lizerine lizis buffer damlatilir, bistiiri ile kazinip, eppendorf tiipiine alinir.

» 180 ml ATL buffer - 20 ml proteinaz K eklenir, vortekslenir, etlivde 56°C’de 1 gece
bekletilir.

» Vortekslenip igine 200 ml AL buffer ile 200 ml %96’lik alkol eklenir, vortekslenir.

Orneklerin tamami kolon tliplere yiiklenir.

» 14000 devirde 2 dk. santrifiij edilir, tiipler degistirilip 500 ml AW1 buffer eklenir, santrif(j
edilir.

» Tiipler degistirilip 500 ml AW?2 eklenir, 14000 devirde 2 dk. santrifiij edilir.

P Tiipler tekrar degistirilir, bos olarak 14000 devirde 2 dk. santrifiij edilir.

» Kolonlar eppendorf tiipii i¢ine yerlestirilir, 200 ml ATE buffer eklenir, 2-3 dk. beklenir.
» 14000 devirde 2 dk. santrif(yj edilir.

» Hazir olan 6rneklerin DNA konsantrasyonu spektrofotometre (NanoDrop) ile ol¢iiliir. DNA

konsantrasyonlar1 2-15 ng/ml arasinda olmalidir.
PCR Reaksiyonu (BRAF ve NRAS)

» therascreen® BRAF Pyro Kit icerisinden PyroMark PCR Miks, PCR Primer Kodon 600,
PCR Primer Kodon 464-469 ve unmethylated Control DNA oda sicakligina getirilerek eritilir.
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(NRAS icin; therascreen® NRAS Pyro Kit icerisinden PyroMark PCR Miks, PCR Primer
Kodon 12-13, PCR Primer Kodon 61 ve unmethylated Control DNA)

» Her 6rnek icin 2 adet PCR tiipti hazirlanir (BRAF i¢in; kodon 600 ve kodon 464-469, NRAS
icin; kodon 12-13,ve kodon 61).

» EK 2. Tablo 1’de belirtilen sekilde PCR miksleri hazirlanir.

EK 2. Tablo 1. PCR primer ve mikslerinin konsantrasyonlarinin hesaplanmasi

Reaktif Miktar Ornek sayisi Toplam Miktar

(1) () (nh
PyroMark PCR Miks 12,5 n 12,5xn
BRAF,;

PCR Primer Kodon 600 veya
PCR Primer Kodon 464-469

1 n 1xn
NRAS;
PCR Primer Kodon 12-13
veya PCR Primer Kodon 61
Yiiksek Saflikta H20 6,5 n 6,5xn
Toplam 20 n 20xn

» Miksler uygun tiiplere 20’ser pl dagitilir ve iizerine 5 pl DNA eklenir.
PCR Uriinlerinin Sekans icin Hazirlanmasi (BRAF ve NRAS)
a- Baslamadan once yapilacaklar

» Bu asamadan sonra kullanilacak her tiirlii su Mili-Q cihazindan elde edilen 18Q ultra saf su

olmalidir.

» Denattirasyon Buffer, Annealing Buffer, Wash Buffer, Sepharose-High Performance,

PyroMark Gold Reagent oda sicakligina getirilir.
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NOT: PyroMark Gold Reagent igerisinde substrat ve enzim liyofilize halde bulunmaktadur. ilk
kez acildiginda 620 pl ultra saf su ile ¢oziilir ve tek kullanimlik miktarlarda tiiplere
paylastirilarak aliminyum folyoya sarilir ve -20°C’ye kaldirilir. Dondurulan enzim ve substrat

en fazla iki kere ¢ozilebilir.

» 10X Wash Buffer 1X’e seyreltilir.

» %70 etanol hazirlanir.

b- Vakum istasyonunun Hazirlanmasi

» Kuvetler, ilgili malzemeler (%70 etanol, Denatiirasyon Buffer, 1X Wash Buffer, Ultra saf

su) ile doldurulur.

» Vakum calistirilir. H,O-II yazili kiivetteki suyun tamamen ¢ekilmesi saglanir.
c- PCR Uriinlerinin Streptavidin ile Immobilizasyonu

P> Costar Plate 3’lii olarak ve seal, costar plate’i kapatacak biiyiikliikte kesilir.

» Hem kodon 600, hem de kodon 464-469 PCR dUrlnleri icin EK 2. Tablo 2’de belirtilen
konsantrasyonlarda karisimlar hazirlanir (NRAS igin; kodon 12-13, ve kodon 61).

EK 2. Tablo 2. Streptavidin mikslerinin konsantrasyonlari

Reaktif Miktar Ornek sayist Toplam Miktar
(1) () (1)

Streptavidin High 2 n 2Xn

Performance

Binding Buffer 40 n 40xn

Yiiksek Saflikta H20 28 n 28xn

Toplam 70 n 70xn

» Miks costar plate kuyularia 70’er pl dagitilir ve tizerine 10 pl PCR iiriinii eklenir.

P Costar Plate’in iizeri seal ile kapatilir.
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» Thermal Shaker’a yiiklenir, 10 dk. 1400 rpm’de oda sicakliginda ¢aligtirilir.
d- Sekans Primerlerinin Hazirlanmasi
» Promark Q24 Plate, plate holder’in {izerine konulur.

» Seq Primer Kodon 600 ve Seq Primer Kodon 464-469 icin sekans primerleri ayr1 tiiplerde
EK 2. Tablo 3’te belirtilen sekilde de hazirlanir (NRAS i¢in; Seq Primer Kodon 12-13 ve Seq
Primer Kodon 61).

EK 2. Tablo 3. Sekans primerleri ve Annealing Buffer konsantrasyonlari

Reaktif Miktar Ornek sayisi Toplam Miktar
(nD (n) (nD
Annealing Buffer 24,2 n 24,2xn

BRAF; Seq Primer Kodon 600
veya Seq Primer Kodon 464-469 0,8 n 0,8xn

NRAS; Seq Primer Kodon 12-13
veya Seq Primer Kodon 61

Toplam 25 n 25xn

» Hazirlanan miks PyroMark Plate’in uygun kuyularina 25’er pl dagitilir, PyroMark Plate

vakum istasyonuna yerlestirilir.
e- PCRiiriinlerinin Sekans Primeri ile Baglanmasi
» Vakum acilir, Thermal Shaker’dan ¢ikan PCR {iriinleri hizlica vakuma ¢ekilir.

P Sirast ile 5 sn. %70 etanol, 5 sn. denatiirasyon Buffer, 10 sn. Washing Buffer vakumla

cekilir.
» Vakum ters cevrilir ve kapatilir.

» Vakum 1 dk. hafif¢e sarsilarak PCR {iriinlerinin PyroMark Plate icerisinde bulunan sekans

primerleri ile baglanmas1 saglanir.
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» PyroMark Plate 80°C’de 3-4 dk. +4°C’de 15 dk. bekletilir.

f- Kartusun Hazirlanmasi

» Niikleotidler kisaca vortekslenir ve spin santrifiij edilir.

» Kartusun uygun pozisyonlarina uygun miktarlarda niikleotid, enzim ve substrat eklenir.
» Kartus ve PyroMark Plate cihaza yerlestirilir, cihaz galigtirilir.

Degerlendirme

» BRAF ve NRAS mutasyon analizleri PyroMark Q24 yazilimi kullanilarak yapilir.

Basamaklar her iki mutasyon i¢in de ortaktir.
1- Islenmis olan galisma dosyasini iceren USB bellegi bilgisayarin USB portuna takalir.

2- Windows Explorer kullanarak USB bellekteki calisma dosyasi bilgisayar iizerinde istenilen

lokasyona aktarilir.

3- Ya ‘file’ mentisiinden ‘Open’ secilerek ya da kisa yol tarayicisindan dosya iizerine g¢ift

tiklayarak PyroMark Q24 yaziliminin AQ modunda ¢alisma dosyasi agilir.
4- Calismay1 analiz etmek i¢in analiz butonlarindan birisine tiklanir.

5- Mutasyon raporu olusturmak i¢in menii icerisinden ‘AQ Analysis Results’ ya da ‘AQ Full
Report’ secilir.

» BRAF geninde kodon 600, kodon 464 ve kodon 469’da bulunan ve EK 2. Tablo 4’te

pozisyonlar1 ve deteksiyon limitleri verilen mutasyonlar analiz edilir.

» NRAS geninde kodon 12, kodon 13 ve kodon 61’de bulunan ve EK 2. Tablo 5’te

pozisyonlar1 ve deteksiyon limitleri verilen mutasyonlar analiz edilir.

» BRAF ve NRAS mutasyon analiz sonuglar1 deteksiyon limitleri ile karsilastirilir ve asagida

belirtilen sekilde analiz edilir.

* Mutasyon frekansi < Deteksiyon limiti: Yabanil tip
* Mutasyon frekansi > Deteksiyon limiti ve <Deteksiyon limiti + %3 birim : Potansiyel diisiik
dereceli mutasyon

* Mutasyon frekans1 > Deteksiyon limiti + %3 birim: Mutasyon
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» Potansiyel diisiik dereceli mutasyon saptanmasi durumunda iki kopya normal bir 6rnekle
cift olarak tekrar analiz edilir. Eger tekrarlar da orijinal analizlerle ayn1 sonucu verirse ve
normal kontrollerden farkli olarak goriiliiyorsa, 6rnek bu mutasyon i¢in pozitif kabul edilir.

Sadece bir 6rnek dahi yabanil tipe doniisiiyorsa mutasyon negatif kabul edilmelidir.

EK 2. Tablo 4. BRAF geninde kodon 600, kodon 464 ve kodon 469°da tamimlanan

mutasyonlarin pozisyonlari ve deteksiyon limitleri

MUTASYON AMINOASIT DETEKSIYON LiMIiTi
DEGISIKLIiGI

Kodon 600 (GTG)

GAG V600E 2,0

GGG V600G 2,0

GCG V600A 3,0

GTA V600M 1,8
Kodon 464 (GGA)

GAA G464E 3,5

Kodon 466 (GGA)
GTA G466V 2,9

Kodon 469 (GGA)
GCA G469A 3,8
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EK 2. Tablo 5. NRAS geninde kodon 12, kodon 13 ve kodon 61’de tamimlanan

mutasyonlarin pozisyonlari ve deteksiyon limitleri

MUTASYON AMINOASIT DETEKSIYON LiMIiTi
DEGISIKLIiGi

Kodon 12 (GGT)

AGT G12A 3,4
TGT G12C 2,6
CGT G12D 2,4
GAT G12R 3,8
GTT G12S 8,8
GCT G1l2v 2,5

Kodon 13 (GGT)

AGT G13A 3,2
TGT G13C 3,2 (4)
CGT G13D 2,3
GAT G13R 2,8
GTT G13S 2,0 (5)"
GCT G13V 2,8

Kodon 61 (CAA)

AAA Q61E 6,7
CGA Q61H 2,2
CTA Q61K 2.1
CAT Q61L 1,9
CAC Q61P 8,0
CAG Q61R 58

*: Olgiilen bir frekans > Deteksiyon Limiti ile sonuglanan bir 6rnekteki en diisiik mutasyon seviyesi.
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V- BULGULAR
A- Demografik ve klinik bulgular

Calismaya alinan 98 olgunun 78’1 kadin, 20’si erkek olup, yaslar1 8 ile 68 arasinda
degismekteydi. Tiroidektomi sonucu benign tani alan ve yaglar1 8 ile 62 arasinda degisen 34
hastanin yas ortalamas1 43,17 iken, malign veya MPBIDT tanis1 alan toplam 64 hastanin yaslari
10 ile 68 arasinda degismekteydi ve ortalama yas bu grupta 45,16 olarak belirlendi. Benign
grupta yer alan hastalarin 27’si kadin (%35), 7’si erkek (%35), malign gruptakilerin ise 51’1
kadin (%65), 13’1 erkekti (%65).

Nodil caplar1 degerlendirildiginde benign tanili olgularda ortalama ¢apin 19,07 mm,
malign tanili olgularda ise 17,44 mm oldugu goriildii. Nodiil ¢aplart ayrica 4 gruba ayrilarak da
incelendi. Benign olgularin 6’s1 1. grupta (<10 mm), 13’1 2. grupta (11-20 mm), 7’si 3. grupta
(21-30 mm), 4’4 4. gruptaydi ( >30 mm). Malign olgularda ise siralama 23, 22, 12, 6
seklindeydi. Benign tan1 alan bes olguda nodiil caplari belirlenemediginden incelemeye

alinmadi. Olgulara ait demografik ve klinik 6zellikler tablo 7°de 6zetlenmistir.

Istatistiksel degerlendirmede benign ve malign grup arasinda yas ortalamalari, cinsiyet

ve nodiil ¢ap1 agisindan anlamli bir iligki saptanmadi (sirasi ile; p=0.609, p=0.974, p=0.455).

TABLO 7. Malign ve benign olarak gruplara ayrilan olgularin demografik ve klinik
ozellikleri

MALIGN* BENIGN P degeri

YAS (n=98)

Ortalama * SD 45,16 + 15,97 43,17 + 14,00 0,609
CINSIYET (n=98)

KADIN 51 (%65) 27 (%35) 0,974

ERKEK 13 (%65) 7 (%35)
NODUL CAPI (n=90)

<10 mm 23 (%79) 6 (%21) 0,455

11-20 mm 22 (%63) 13 (%37)

21-30 mm 12 (%63) 7 (%37)

>30 mm 6 (%60) 4 (%40)

*MPBIDT tanisi alan 2 olgu malign grupta ele alinmistr.
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B- Sitolojik ve histopatolojik tanilarin karsilastirllmasi

Calisma kapsamina alinan 98 olgunun sitolojik olarak tekrar degerlendirilmesinde, ilk
incelemede 34’ AUS/FLUS, 23’1 FN/FNK, 36’s1 MK, 5’1 ‘kuskulu sitolojik bulgular’ tanisi
almis bu olgularin 34t AUS/FLUS, 21’1 FN/FNK, 43’ i MK olarak kategorize edildi. Toplam
12 olguda kategoriler arasinda tan1 degisikligi yapilmis oldu. U¢ AUS olgusundan 1°i FN/FNK,
2’si MK, 7 FN/FNK olgusundan 2’si AUS/FLUS, 5’i MK, 2 MK olgusu ise AUS olarak
siniflandirildi. Ayrica ilk degerlendirmede Bethesda Sistemi kullanilmayip, ‘kuskulu sitolojik

bulgular’ tanisi verilen 5 aspirasyondan 4’tine FN/FNK, 1’ine MK tanis1 verildi.

Olgulara ait tiroidektomi materyallerinin histopatolojik tanilar1 patoloji raporlari
tizerinden incelendiginde, hedef lezyonlardan 62’sinin malign (61 papiller karsinom, 1
mediiller karsinom), 2’sinin malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye timér (MPBIDT),

34’{inlin benign olarak raporlandig1 belirlendi.

Malignite oranlarinin AUS/FLUS kategorisi i¢in %37.5, FN/FNK kategorisi i¢in %62,
MK kategorisi igin %86 oldugu goriildii ve olgulara Bethesda Sistemi’ne gore verilen tanilar

ile malignite arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandi (p=0.00). (Tablo 8)

TABLO 8. Olgularin Bethesda kategorilerine dagilimi ve bu kategorilerde tiroidektomi

sonrasi saptanan malignite oranlar:

MALIGN BENIGN TOPLAM P
BETHESDA (n=62) (n=34) (n=96)* degeri
KATEGORISi (Tiroidektomi) (Tiroidektomi)
AUS/FLUS 12 (%37.5) 20 (%62.5) 32 (%100)*
FN/FNK 13 (%62) 8 (%38) 21 (%100) ’
MK 37 (%86) 6 (%14) 43 (%100)

* Tiroidektomide malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye tiimor tanisi verilen 2 olgu histopatolojik olarak
malign/benign ayirimi yapilamamis oldugundan malignite oranlar1 belirlenirken hesaplamalarin disinda
birakilmistir.

Tiroidektomi materyalleri papiller karsinom tanisi alan 61 olgunun 44’ (%72) folikiiler

varyant, 17’°s1 (%28) diger varyantlar (9°u klasik varyant, 4’ii onkositik varyant, 1’1 Warthin
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benzeri varyant, 1’i solid varyant, 1’i makrofolikiiler varyant, 1’i anaplastik tipe
transformasyon gosteren papiller karsinom) olarak tiplendirilmisti. Olgular arasinda ayrica 2

MPBIDT, 1 mediiller karsinom bulunmaktaydi.

Benign tan1 alan olgularin ise 18’1 multinodiiler hiperplazi, 9’u nodiiler hiperplazi, 4’u

tiroidit, 3’ii adenom (Hurthle hiicreli, folikiiler ve mikrofolikiiler adenom) tanisi almisti.

Bethesda Sistemi’ne gore gruplandirilan olgularin histopatolojik tanilar1 tablo 9’da

Ozetlenmistir.

TABLO 9. Bethesda Sistemi’ne gore gruplandirilan olgularin histopatolojik tanilar:

Noduler Hiperplazi Tiroidit Adenom PK MPBIDT Med.K Toplam

Tek Multipl
AUS/FLUS 4 11 2 3 11 2 1 34
FN/FNK 2 4 2 - 13 < - 21
MK 3 3 - - 37 L - 43
TOPLAM 9 18 4 3 61 2 1 98

Kisaltmalar: MPBIDT (Malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye timér), Med.K: Mediiller karsinom.

Ince igne aspirasyon materyalleri yeterlilik agisindan incelendiginde 40 olguda yayma
kalitesi, fiksasyon ve hiicreselligin yeterli oldugu gorildi; 49 olguda (6’s1 benign, 43’1 malign)
fiksasyon kusuru ve hiicrelerin biiylik boliimiiniin piht1 i¢ine gomiilii olusuna bagh teknik
problemlerin bulundugu, 9’unda ise (4’ benign, 5’i malign) hiposelliilarite nedeni ile

degerlendirmenin giiclestigi dikkati gekti.

C- Sitomorfolojik bulgular

Ayrintili sitolojik inceleme yapilan 98 IIA materyalinde 11 sitomorfolojik parametre

(hipokromazi, oval niikleus, niikleer yariklanma ve st tiste yigilma, niikleer koselenme,
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psodoinkliizyon varligi, niikleus boyutu, izole iri niikleus varligi, niikleol varligi, patern, kolloid

varlig1) arastirildi.

Tiim olgular arasinda hipokromazi 68 olguda (%69), oval niikleus 69 olguda (%70),
niikleer yariklanma 46 olguda (%47), iist liste yi1gilma 58 olguda (%59), niikleer koselenme 18
olguda (%18), psddoinkliizyon 11 olguda (%11) belirlendi. Malign olgularin ise 48’inde (%75)
hipokromazi, 49’unda (%77) oval niikleus, 39’unda niikleer yariklanma (%61), 45’inde (%70)

iist iiste y1gilma, 16’sinda (%25) niikleer kdselenme, 11’inde (%17) psddoinklizyon gozlendi.

Niikleus boyutu ii¢ kategori iizerinden degerlendirildi. Olgularin 26’sinda (%27) 1
eritrositten kiiclik, 61’inde (%62) 1-2 eritrosit boyutunda, 11’inde (%11) yaygin olarak 2
eritrositten biiyilk olarak saptandi. Benign olgularin 12’sini (%35) niikleer irilesmenin
gozlenmedigi olgular, 20’sini (%59) 1-2 eritrosit boyutunda niikleuslar i¢eren olgular, 2°sini de
(%6) iki eritrositten biiyiik niikleuslarin gozlendigi olgular olusturmaktaydi. Malign olgularda
bu oran sirast ile %22 (14 olgu), %64 (41 olgu) ve %14 (9 olgu)’tiir.

izole iri niikleuslar igeren 15 olgu (%15) saptandi. Bu olgularin 7’sinin (%47) benign
grupta, 8’inin ise (%53) malign grupta yer ald1g1 gériildii. izole iri niikleuslarin izlendigi olgular

benign grubun %21’ini, malign grubun ise %13’ linii olusturmaktaydi.

Nikleol 30 olguda (%31) gozlenmis olup, 18’i malign grupta yer almaktaydi. Biri
benign, digeri malign 2 olguda ise belirgin goriiniimde oldugu dikkati ¢ekti.

Patern analizinde 39’u malign tan1 alan 57 olguda (%58) belirgin mikrofolikiler patern
saptanmadi1. Mikrofolikiiler patern gozlenen 41 olgunun (%42), 11’1 (%11) hiposelliiler olup
~%90 mikrofolikuler gorinum sergilemekteydi, 16’s1 (%17) hem selliiler olup, hem ~%90
mikrofolikiil yapisi igermekteydi. Ondort olguda (%14) ise selliiler materyalde ~%350
mikrofolikiil yapist izlenmekteydi. Mikrofolikiiler paterni baskin ancak hiposelliiler olan 11
olgunun 6’s1, hem sellller olup hem mikrofolikller paterni baskin olan 16 olgunun 9’u ve

sellller olup kismen mikrofolikiiler patern sergilen 14 olgunun 10’u malign olgulardi.

Kolloid varlig1 degerlendirildiginde 69 (%70) aspirasyonda kolloid olmadigi, -46’s1
malign karakterli- 13 aspirasyonda (%13) az miktarda, 16 aspirasyonda (%17) ise ¢ok
miktarda bulundugu belirlendi. Her iki grupta da 9’ar tane tiroidektomisi malign tani alan

aspirasyon mevcuttu.
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Sitomorfolojik parametrelerin benign-malign ayirimindaki olasi roliinii arastirmak
amaciyla yapilan istatistiksel analizde, niikler yariklanma (p=0,000), niikleer iist iiste y1gilma
(p=0,002), niikleer koselenme (p=0,016) ve psddoinkliizyon varligt (p=0,007) ile malignite
arasinda anlamli iligki bulundu. Buna karsin, hipokromazi (p=0,078), oval niikleus (p=0,056),
niikleus boyutu (p=0,231), fokal iri niikleus varligi (p=0,290), patern (p=0,656), niikleol
(p=0,729) ve kolloid varligi (p=0,696) ile anlaml1 iliski saptanmadi. Olgulara ait sitomorfolojik
bulgularin detaylar1 Tablo 10°da 6zetlenmistir.

Malignite ile iliskili bulunan dort parametrenin sensitivite, spesifisite, pozitif prediktif
deger, negatif prediktif deger ve tanm dogrulugu degerleri sirasi ile; niikleer yariklanma icin
%61, %79, %85, %52, %67, niikleer list tiste y181lma i¢in %70, %62, %78, %53, %67, niikleer
koselenme igin %25, %94, %89, %40, %49, psédoinklizyon icin %17, %100, %100, %39, %46
olarak belirlendi (Tablo 11).

Istatistiksel olarak anlamli bulunan bu 4 parametrenin her birine 1 degeri verilerek bir
skor skalas1 olugturuldu. Malignite ile anlamli iliski gdsterebilecek minimum skor arastirildi.
Sonug olarak; skoru sadece 1 olan olgularin bile malign olma olasiliklarinin, skoru O olan
olgulara gore anlamlilik gosterecek derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0,0001). Toplam
skor 1 ve lizeri oldugunda sensitivite %90, NPD %75 iken, 2 ve iizeri oldugunda sensitivite
%355’e, NPD %50’ye, 3 ve lizeri oldugunda sensitivite %27’ye, NPD %41 e diismektedir. Ayni
siralama ile spesifisite %53 ten, %85 ve %97’ye, PPD %78’ den, %88, %94 e yiikselmektedir.
Tan1 dogrulugu ise skor arttik¢a azalmaktadir (%78, %65, %51) (Tablo 13).-Calismamizda
toplam skoru U¢ olan 7, dort olan 1 olgu bulunmaktaydi. Bu olgulardan 16’s1t MK, 1’i
AUS/FLUS, 1’1 de FN/FNK kategorisinde tan1 almist1.

Multivaryans lojistik regresyon analizinde ise niikleer yariklanma (p=0,030) ve (st (iste
y1gilmanin (p=0,029) maligniteyi ngdérmede bagimsiz risk faktorleri olduklari belirlendi (Odds
oranlari sirasi ile 3,2 (%95 CI=1,1-9,2) ve 2,9 (%95 CI=1,1-7,8) (Tablo 12) .

Patolojik olarak papiller karsinom tanisi alan olgularda, sitomorfolojik parametrelerin
folikdler varyant ve diger alt tiplere dagilim1 incelendi; bu gruplar arasinda anlamli bir fark olup
olmadig arastirildi. Niikleer ozellikler ve kolloid varligi ile aralarinda anlamli bir iligki
gozlenmezken, selliler olsun veya olmasin, baskin olarak mikrofolikiiler patern igeren

olgularin folikiiler varyant agisindan istatistiksel olarak anlam tagidigi belirlendi (p=0,027).
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TABLO 10. Histopatolojik olarak malign ve benign gruplara ayrilan olgularin
sitomorfolojik 6zellikleri

MALIGN (n=64) BENIGN (n=34) P degeri

HIPOKROMAZI
Yok 16 (%25) 14 (%41) 0,078
Var 48 (%75) 20 (%59)
OVAL NUKLEUS
Yok 15 (%23) 14 (%41) 0,056
Var 49 (%77) 20 (%59)
YARIKLANMA
Yok 25 (%39) 27 (%79) 0,000
Var 39 (%61) 7 (%21)
NUKLEER
UST USTE YIGILMA
Yok 19 (%30) 21 (%62) 0,002
Var 45 (%70) 13 (%38)
NUKLEER
KOSELENME
Yok 48 (%75) 32 (%94) 0,016
Var 16 (%25) 2 (%6)
PSODOINKLUZYON
Yok 53 (%83) 34 (%39) 0,007
Var 11 (%17) 0 (%0)
NUKLEUS BOYUTU
<1 eritrosit 14 (%22) 12 (%35) 0,231
1-2 eritrosit 41 (%64) 20 (%59)
Yaygin >2 eritrosit 9 (%14) 2 (%6)
IZOLE IRI NUKLEUS
(fokal >2 eritrosit)
Yok 56 (%88) 27 (%79) 0,290
Var 8 (%12) 7 (%21)
NUKLEOL
Yok 46 (%72) 22 (%65) 0,729
Var 17 (%26) 11 (%32)
Belirgin 1 (%2) 1 (%3)
MIKROFOLIKULER
PATERN
Yok 39 (%61) 18 (%53) 0,656
~9690 A* 6 (%9) 5 (%15)
~%50 B* 10 (%16) 4 (%12)
~%690 B* 9 (%14) 7 (%20)
KOLLOID
Yok 46 (%72) 23 (%68) 0,696
Az 9 (%14) 4 (%12)
Cok 9 (%14) 7 (%20)

A*: Hiposellller yaymalar, B*: Selluler yaymalar.
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TABLO 11. Niikleer yariklanma, niikleer iist iiste yigilma, niikleer koselenme ve
psddoinkliizyonun sensitivite, spesifisite, PPD, NPD ve TD oranlar

SENSITIVITE SPESIFISITE PPD NPD TD
(%) (%0) (%0) (%) (%0)
NUKLEER 61 79 85 52 67
YARIKLANMA
) .l_\IUKLEEvR 70 62 78 53 67
UST USTE YIGILMA
NUKLEER 25 94 89 40 49
KOSELENME
PSODOINKLUZYON 17 100 100 39 46

TABLO 12. Multivaryans lojistik regresyon analizi sonucunda bagimsiz degisken olarak
belirlenen sitomorfolojik parametreler

Odds orani %95 Giiven arahig: P degeri
Niikleer yariklanma 3,2 1,1-9,2 0,030
Niikleer iist iiste yigilma 2,9 1,1-7,8 0,029

TABLO 13. Toplam skora goére belirlenen sensitivite, spesifisite, PPD, NPD ve TD
oranlari

TOPLAM SENSITIVITE SPESIFISITE PPD NPD TD
SKOR (%) (%) %) %) (%)
1 ve Uzeri
(n=74) 90 53 78 75 78
2 ve Uzerli
(n=40) 55 85 88 50 65
3 ve Uzeri 27 97 94 41 51
(n=18)
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Resim 1. Nukleer psodoinklizyon/psédoinkliizyon benzeri yapilar. Sitolojik Tani: A- Malignite
Kuskusu, B- Malignite Kuskusu, C- Folikiler Neoplazi. Patoloji Tanisi: A,B,C- Papiller Karsinom
(A- Prot. No: 23563-09, PAP, X400, B- Prot. No: 2187-09, PAP, x1000, C- Prot. N0:2903-10, PAP,
x1000).

Resim 2. Niikleer yariklar. Sitolojik Tani: A, B- Folikiiler Neoplazi, Hiirthle Hiicreli Tip. Patoloji Tanisi:

A, B- Papiller Karsinom (A, B- Prot. No: 1109-10, PAP, x1000).
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Resim 3. Niikleer hipokromazi. Sitolojik Tani: A- Malignite Kuskusu, B- Malignite Kuskusu. Patoloji
Tanisi: A, B-Papiller Karsinom (A- Prot. No: 29893-09, PAP, x400, B- Prot. No: 35470-09, PAP, x1000).

B

Resim 4. Sitolojik Tani: Nikleuslarda oval goriinim. A- Malignite Kuskusu, B- Malignite Kuskusu.
Patoloji Tanisi: A,B- Papiller Karsinom (A- Prot. No: 31540-10, MGG, x1000, B- Prot. No: 35470-09, PAP,
x400).
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Resim 5. Niikleer (st Uste yigiima. Sitolojik Tani: A- Malignite Kuskusu, B- Onemi Belirsiz Folikiiler

Lezyon. Patoloji Tanisi: A- Papiller Karsinom, B- MPBIDT (A- Prot No: 21399-09, MGG, x1000, B- Prot.
No: 34903-10, PAP, x400).

Resim 6. Niikleer kdselenme. Sitolojik Tani: A- Folikiiler Neoplazi Kuskusu, B- Onemi Belirsiz Atipi.

Patoloji Tanisi: A, B- Papiller Karsinom (A- Prot No: 21815-10, PAP, x400, B- Prot. No: 7409-09, PAP,
x1000).
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Resim 7. Nikleol varligi. Sitolojik Tani: A- Folikiiler Neoplazi Kuskusu, B- Folikiiler Neoplazi Kuskusu,
Hirthle Hicreli Tip. Patoloji Tanisi: A, B- Papiller Karsinom (A- Bazi niikleuslarda segilebilen, bir kismi
nikleer membrana yakin yerlesimli nikleoller, Prot No: 21815-10, PAP, x400, B- Nikleuslarin
tamamina yakininda gozlenen belirgin niikleoller, Prot. No: 1109-10, PAP, x1000).

Resim 8. Niikleer irilesme. Sitolojik Tani: A- Onemi Belirsiz Folikiiler Lezyon, B- Malignite Kuskusu.
Patoloji Tanisi: A, B- Papiller karsinom (A- 1-2 eritrosit boyutunda niikleuslar, Prot No:38504-10, MGG,
x400, B- Yaygin olarak 2 eritrositten biiyiik olarak gézlenen niikleuslar, Prot. No:33784-09, PAP, x1000).
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Resim 9. Mikrofolikiler patern. Sitolojik Tani: A- Malignite Kuskusu, B- Folikiler Neoplazi. Patoloji

Tanisi: A, B- Papiller karsinom (A- Prot No: 27703-09, B- 42192-10).

Resim 10. Yogun sakizsi kolloid. Sitolojik Tani: A, B- Folikiiler Neoplazi. Patoloji Tanisi: A, B- Papiller

Karsinom (A, B- Prot No: 21693-10, x400).
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D- Molekiiler analiz sonuglari

Calismamizin molekiiler incelemeleri kapsayan boliimiinde, histopatolojik olarak
papiller karsinom tanist almig 61 olgu ve malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye timor
tanis1 almis 2 olguya BRAF gen mutasyonlarini saptamak amaci ile pyrosekanslama yontemi
ile DNA dizi analizi yapildi. Biri folikiiler varyant, digeri klasik varyant iki olguda DNA miktari
yetersiz oldugundan sonug¢ alinamadi. Toplam 6 olguda BRAFY®%F mutasyonu (kodon 600,
niikleotid 1799, GTG>GAG) saptandi. Mutasyon varlig1 belirlenen olgular alt tiplere ayrilarak
incelendiginde, folikiiler varyant papiller karsinom olgularinin 3’iinde (3/43-%6.9) klasik tip
papiller karsinom olgulariin 2’sinde (2/8 %25) ve Warthin benzeri varyant papiller karsinom
olgusunda (1/1) mutasyon varligi belirlendi. Onkositik varyant (4), makrofolikiiler varyant (1),
solid varyant(1) ve anaplastik tipe transformasyon gosteren (1) papiller karsinom olgularinda
mutasyon saptanmadi. MPBIDT tanis1 alan 2 olguda da mutasyon izlenmedi. Papilla yapilari
ile karakterli 9 olgu (8 klasik varyant, 1 Warthin benzeri varyant) ayrica ele alindiginda
mutasyon oraninin %33’e yiikseldigi gozlendi (3/9) (Tablo 14).

BRAFY®%E mytasyonu saptanan olgularda o6ne cikan sitomorfolojik parametreleri
aragtirmak amaci ile yapilan degerlendirmede, mutasyon varligi ile niikleer yariklanma ve
psOdoinkliizyon arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski oldugu belirlendi (p=0,038,
p=0,019). Niikleer yariklanma ve inkliizyonun sensitivite, spesifisite, PPD, NPD ve TD
degerleri sirasi1 ile; %100, %44, %16, %100, %97 ve %50, %87, %30, %94, %84 olarak
belirlendi (Tablo 15).

BRAFV%E mutasyonu belirlenen olgularin 6’s1 da MK kategorisinde tan1 almasina
ragmen, sitolojik tani kategorisi ile mutasyon varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

bulunmada.

BRAFV%%%E mutasyonu disinda 2 drnekte (onkositik varyant ve makrofolikiiler varyant
papiller karsinom olgular1) BRAF®4®“E (kodon 464, niikleotid 1391, GGA>GAA) mutasyonu,
2 ornekte de (onkositik varyant papiller karsinom ve MPBIDT olgular1) BRAF®4°* (kodon
469, nikleotid 1406, GGA>GCA) mutasyonlar1 belirlendi.
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TABLO 14. BRAFVE mutasyon oranlari

Papiller Karsinom Varyantlar BRAFV600E  BRAFV600E TOPLAM
(+) (n=6) (-) (n=55) (n=61)

Folikuler varyant 3 (%6,9) 40 (%93,1) 43 (%100)
Klasik varyant 2 (%25) 6 (%75) 8 (%100)
Warthin benzeri varyant 1 (%100) 0 1 (%100)
Onkositik varyant 0 4 (%100) 4 (%100)
Makrofolikiler varyant 0 1 (%100) 1 (%100)
Solid varyant 0 1 (%100) 1 (%100)
Anaplastik tipe transformasyon gosteren 0 1 (%100) 1 (%100)
varyant

Malignite  potansiyeli  belirsiz  iyi 0 2 (%100) 2 (%100)

diferansiye timor

TABLO 15. Pstdoinkliizyon ve niikleer yariklanmanin sensitivite, spesifisite, PPD, NPD

ve TD oranlan

SENSITIVITE
(%0)
PSODOINKLUZYON 50
NUKLEER 100

YARIKLANMA

SPESIFISITE

(%)

87

44

PPD

(%) (%)

30

16

NPD

D
(%)

84

97

AUS/FLUS kategorisinde NRAS mutasyonu aragtirilabilen 12 olgunun sadece 1’inde
(folikiiler varyant papiller karsinom olgusu) NRAS kodon 61°de (niikleotid 182) CAA>CGA

nokta mutasyon saptandi (%38).
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Result Mutation

Frequency 20,2 % units (LOD: 2.4 % units)
Nucleotide Substitution 1799T=A

Amino Acid Substitution | V600E

Quality Passed

Grafik 1. 8247-09 prot. no’lu olguda saptanan BRAF geni Kodon 600 (nikleotid 1799) GTG>GAG
mutasyonuna ait Pyrogram ve ‘plug-in’ sonuglari.
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Grafik 2. 23675-09 prot. no’lu olguda saptanan BRAF geni Kodon 600 (nikleotid 1799) GTG>GAG
mutasyonuna ait Pyrogram ve ‘plug-in’ sonuglari.

Result Mutation

Frequency 18,4 % units (LOD: 2 4 % units)
Nucleotide Substitution 1799T=A

Amino Acid Substitution VE0OE

Quality Passed

Grafik 3. 39087-09 prot. no’lu olguda saptanan BRAF geni Kodon 600 (nikleotid 1799) GTG>GAG mutasyonuna
ait Pyrogram ve ‘plug-in’ sonuglari.
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Feault Mutation

Frequency 27 4 % umts (LOD: 2 4 % units)
Nucleotide Substitution 1790T=A

Amino Acid Substitution Va00E

Cuality | Passed

Grafik 4 . 39306-10 prot. no’lu olguda saptanan BRAF geni Kodon 600 (niikleotid 1799) GTG>GAG mutasyonuna

ait Pyrogram ve ‘plug-in’ sonuglari.
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5

Result Potential low level mutation

Frequency 3.3 Yo umits (LOD: 2 4 % umits)

Nucleotide Substitution 1799T=A

Amine Acid Substitution V6&00E

Quality Check

Warmnings Only judge as mutation if verified in duplicate and if different from WT control. Otherwise judge as no mutation detected.

Besult Potential low level mutation

Frequency 3,1 % umts (LOD: 2 4 % umits)

Nucleotide Substitution 1799T=A

Aming Acid Substitution V&00E

Quality Check

Wamings Only judge as mutation if verified in duphicate and if different from WT control. Otherwise judge as no mutation detected.

Result Potential low level mutation

Frequency 3.2 % units (LOD: 2.4 % umits)

Nucleotide Substitution 1799T=A

Aming Acid Substitation V600E

Quality Check

Warmnings Only judee as mutation if verified in duplicate and if different from WT comtrol. Otherwise jndge as no mutation detected.

Grafik 5. A, B, C- ‘Potansiyel disik pozitif mutasyon’ saptanip, iki kez tekrarlanan ve ayni sonug elde
edilmesi Gzerine Pyromark Q24 yazilim ve degerlendirme protokolleri dogrultusunda pozitif kabul
edilen 28994-10 prot. no’lu olguda, BRAF geni Kodon 600 (nikleotid 1799) GTG>GAG mutasyonuna

ait Pyrogram ve ‘plug-in’ sonuglari.
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Result Potential low level mutation

Freguency 3,8 % units (LOD: 2 4 % umits)

Nucleotide Substitation 1799T=A

Aming Acid Substitution VE00E

Quality Check

Wamings Only judge as mutation if verified in duplicate and if different from WT control. Otherwise judge as no mutation detected.

Result Potential low level mutation

Frequency 3,2 % umits (LOD: 2 4 % umts)

Nucleotide Substitution 1799T=A

Amino Acid Substitation VE00E

Quality Check

Wamings Only judge as mutation if verified in duplicate and if different from WT control. Otherwise judge as no mutation detected.

Grafik 6. A, B, C- ‘Potansiyel dlsuk pozitif mutasyon’ saptanip, iki kez tekrarlanan ve ayni sonug elde
edilmesi Uzerine Pyromark Q24 yazilim ve degerlendirme protokolleri dogrultusunda pozitif kabul
edilen 33784-09 prot. no’lu olguda, BRAF geni Kodon 600 (nikleotid 1799) GTG>GAG mutasyonuna

ait Pyrogram ve ‘plug-in’ sonuglari.
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Grafik 7. 26825-09 prot. no’lu olguda saptanan NRAS kodon 61 (niikleotid 182) CAA>CGA mutasyonuna

ait Pyrogram ve Histogram sonuglari.
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VI- TARTISMA

Toplumda yetiskin popiilasyonda klinik bulgu veren palpabl tiroid nodiillerinin
insidans1 %4-7 oraninda belirlenirken, degerlendirmeye ultrasonografik inceleme ve otopsi
serileri de eklenince aslinda bu oranin 10 katina ulasabilecegi ongoriilmektedir (1, 61).
Kadinlarda, yash bireylerde (65 yas ilizerindeki bireylerin yaklasik %50’sinde), radyasyona
maruz kalanlarda, diyetinde iyot eksikligi veya fazla miktarda guatrojen besin bulunan
bireylerde daha sik goriilen tiroid nodiillerine ait ince igne aspirasyon Ornekleri ve tiroid

rezeksiyon materyalleri patologlarin giinliik pratikte ¢cok sik karsilastiklart spesimenlerdir (8).

Tiroid nodiillerinin biiylik bolimii benign olmakla birlikte yaklasik %35°1 malign
karakterlidir (28). Tiroid kanserlerinin %80’inden fazlasini olusturan papiller karsinomda 10
yillik sag kalim oran1 %93, 10-20 y1l i¢erisinde niiks oran1 %20-30 olarak belirlenmis, hastaliga

bagli nedenlerle 6liim oraninin %10’a ulasabildigi gosterilmistir (56, 61).

Takip ve tedavi siirecinde, ¢ok sayida benign tiroid nodiilii arasindan malign olma
ihtimali daha yiiksek olan nodiillerin belirlenmesi klinik acidan olduk¢a énemli bir asamadir.
Gectigimiz yillarda bu amagla kullanilan goriintiileme yontemleri ve sintigrafik incelemelerin
yerini giinimuzde buyik 6lciide ultrasonografi esliginde yapilan ince igne aspirasyonu almistir.
Giivenilir, ucuz, minimal invaziv, kolaylikla uygulabilen ve tekrarlanabilen, tani dogrulugu
oldukca yiiksek bir test olan IIA tiroid nodiillerinin tanisinda altin standart olarak kabul
edilmektedir (25, 26, 28, 63, 64). Ince igne aspirasyonunun rutin kullanima girmesinden sonra
cerrahi girisimler %25 oraninda azalirken, cerrahi spesmenlerde saptanan karsinomlarin orani
%15’ten %30’a ylikselmistir (65). Bu artisin yarisindan papiller mikrokarsinomlar sorumludur
(66). Karsinom insidansindaki artisa ragmen, mortalite oranlarinin ayni seviyede kalmasimnin
sebeplerinden birinin mikrokarsinomlarin biiyiik bdliimiiniin prognozunun oldukga iyi olmasi,
digerinin ise asir1 tani olabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayist ile morfolojik olarak malign
olgularin tanist yani sira biyolojik olarak daha agresif davranis gosterme potansiyeli olan

karsinomlarin saptanmasi1 da nem kazanmaktadir (1).

Tiroid 1IA’larmnin degerlendirmesi giiniimiizde yaygin olarak Bethesda Sistemi’ne gore
yapilmaktadir. Bethesda Sistemi, malignite olasilig: iist kategorilere dogru giderek artan alti
basamakli bir raporlama sistemidir (14). Literatiire bakildiginda, benign ve malign tanilarda
yiiksek pozitif ve negatif prediktif degerlere sahip olan IIA’larm %5-42’sinin indetermine

kategoride tan1 aldig1 gériilmektedir. indetermine grupta yer alan olgularin 6nemli bir kismina
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cerrahi girisim uygulanmaktadir. Sonugta, rezeksiyondan sonra benign tani alan hastalara
gereksiz cerrahi girisim uygulanmig olmakta; malign tani alan hastalarda ise ikinci operasyon
zorunlulugu dogabilmektedir (67). Ancak yontemin dogas1 geregi indetermine grup varligini
korumaktadir; olgularin tiimiinde kesin olarak benign-malign ayirimini yapmak miimkiin

olmamaktadir.

Ince igne aspirasyonu, papiller karsinom, medller karsinom, indiferansiye karsinom ve
lenfomadan olusan tiroid malignitelerine yonelik bir tani testi olarak, buna karsilik folikiiler
karsinoma yonelik bir tarama testi olarak kullanilmaktadir (61). Seliiler hiperplastik nodiil,
folikiiler adenom ve folikiiler karsinomu birbirinden ayiran giivenilir bir sitolojik kriter
bulunmamaktadir; kesin tani i¢in kapsiil varlig1 ve invazyonun degerlendirildigi histopatolojik
inceleme gereklidir. Bu grup ile ortiisen bir diger lezyon FVPK’dur. Folikiiler varyant papiller
karsinomun karakteristik niikleer 6zelliklerinin bazi olgularda belirgin olmayisi veya fokal
varlig1 diger folikiiler lezyonlardan (seliiler hiperplastik nodiil, folikiiler adenom, folikiiler
karsinom) ayriminda yasanan giicliigiin temel sebepleridir (61, 63, 68, 69, 70, 71). Calisma
grubumuzda yer alan papiller karsinom olgularinin biiyiik bir kisminin da (%72) FVPK olusu
bu ac¢idan dikkat ¢ekicidir.

Indetermine grup, folikiiler lezyonlarla smirli degildir. Ince igne aspirasyonu ile kesin
tan1 verilebilen ancak hiicresel yetersizlik, preparat kalitesini olumsuz etkileyen faktorler, bazi
olgularin sitolojik tani kriterlerinin tiimiinii tagtmamasi1 gibi nedenlerle de olgular kesin tani

alamayip, indetermine grupta degerlendirilebilirler.

Bethesda Sistemi indetermine grubu 3’e ayirmaktadir: AUS/FLUS, FN/FNK ve MK.
Bu kategoriler icin 6ngorilen malignite riskleri sirasi ile %5-15, %15-30, %60-75’tir (2).

Calisma grubumuz tiroid 11A’s1 indetermine grupta degerlendirilmis 78 kadin (%80), 20
erkek (%20) hastadan olugmaktadir. Tiroidektomi sonucu benign tani alan olgularin 27°si kadin
(%35), 7’si erkek (%35), malign tani alanlarin ise 51°1 kadin (%65), 13’1 erkektir (%65).
Cinsiyet dagilim1 degerlendirildiginde literatiirle uyumlu olarak her iki grupta da kadin hasta
sayisinin erkek hastalarin dort kati oldugu(6, 8), ancak benign ve malign tanilarin her iki
cinsiyette de aym oranda goriildiigii belirlenmistir. Literatiirde erkek cinsiyetin malignite
acisindan bir risk faktorii oldugu (63, 65, 69), erkeklerde belirlenen bir nodiiliin, kadinlara
oranla iki kat daha fazla malignite riski tasidig1 gosterilmistir (1). Ancak sonuglarimiza benzer
sekilde, cinsiyetin malignite riski agisindan anlam tasimadigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur

(72, 73).
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Diger bir klinik parametre olan yas ile papiller karsinom iligkisi degerlendirildiginde,
tiimoriin genis bir yas dagilimi gostermekle birlikte, genellikle 4-5. dekatta tan1 aldig1 ancak 20
yas altinda ve 60 yas iizerindeki hastalarda belirlenen nodiillerin malignite risklerinin daha
yiiksek oldugu gozlenmektedir (8, 10, 12). Olgularimizin yas ortalamalar1 benzer sekilde
benign grupta 43, malign grupta 45 olup, kadin ve erkekler arasinda belirgin farklilik
saptanmamigtir. Raber ve ark.’nin 120, Miller ve ark.’nin 107 olgudan olusan serilerinde de
yasin papiller karsinom riskini arttiran bir faktdr olmadig belirlenmistir (72, 73). Rago ve
ark.’nin 34.120 hasta {izerinden klinik parametreler ile papiller karsinom iliskisini arastirdiklar
genis bir ¢alismada, karsinomun benign nodiiler hastaliklara oranla daha geng¢ yasta tam
aldiklar1 sonucuna varilmistir (65). Deveci ve ark.’nin sunmus olduklar1 339 olguyu igeren
seride de malignite riskinin 40 yas altinda, 40 yas tistiine oranla anlaml1 derecede yiiksek oldugu

bildirilmistir (69).

Dort gruba ayirarak degerlendirmeye aldigimiz tiimdér ¢aplarinin, benign ve malign grup
arasinda belirgin bir farklilik gostermedigi, genel ortalamaya baktigimizda ise tiimdr ¢aplarinin
her iki grupta da birbirine yakin degerlerde (19 ve 17 mm) oldugu belirlenmistir. Benzer
sonuclar literatiirde daha once de bildirilmistir (69, 72, 73). Baloch ve ark.’nin 184 folikiiler
neoplazi olgusunu degerlendirdikleri retrospektif bir calismada 3 cm iizerindeki nodiillerde
malignite riskinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (63). Nodiil ¢ap1 biiylidiikkge malignite
oraninin arttigini bildiren baska yayinlar da mevcuttur ancak bu durumun biiyiik nodiillerde
[IA nin sensitivitesinin daha yiiksek olusu ile iliskili olabilecegi de diisiiniilmektedir (1). Ancak
nodiil ¢cap1 biiyiidiik¢e (>3 cm) sensitivitenin azaldigini bildiren ¢aligmalar da vardir. Renshaw
AAnin 501 papiller karsinom olgusu iizerinde yaptigi galismada tiimér capr ile 1A nin
sensitivitesinin korele oldugu, 1-3 cm ¢apindaki tiimorlerde sensitivitenin yiiksek, 0,5 cm’den
kiiciik ve 3 cm’den biiyiik tiimorlerde ise sensitivitenin daha diisiik oldugu bildirilmistir (74).
Benzer sekilde Jo ve ark.’nin 996 tiroid karsinomunu degerlendirdikleri serilerinde de klasik
varyant papiller karsinom olgularinda IiA sensitivitesinin genel olarak %88, 1,1-2,9 cm ¢apl
tiimorlerde %91, 1 cm’nin altinda ve 3 cm’nin iizerindeki tiimorlerde ise %88 ve %77 oldugu
belirlenmistir. Folikiiler varyant papiller karsinom olgularinda ise sensitivite genel olarak daha
diisiik olup (%78), en yiiksek sensitivite orani (%79) 1,1-2,9 cm ¢apli tiimdrlerde bildirilmistir
(75).

Sonug olarak; literatiirde cinsiyet, yas ve timor capini igeren klinik parametrelerin
malignite ile iliskisi hakkinda farkli goriisler bulunmakla birlikte, calismamizda elde ettigimiz

sonuclar bu faktorlerin hicbirinin malignite riskini arttirmadigi goriisiinii destekler niteliktedir.
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[statistiksel degerlendirmede benign ve malign grup arasinda yas ortalamalar, cinsiyet ve nodiil
capt agisindan anlamli bir iligki saptanmamistir (p=0.609, p=0.974, p=0.455). Calisma
grubumuzun 98 olgu iceren nispeten kiiciik bir grup olusu, IIA uygulanan tiim olgular:
kapsamamasi, yalnizca sitolojik olarak indetermine kategorilerde yer alan olgular1 igermesinin

bu sonuca katkida bulunmus olabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamizda malign grupta yer alan 62 olgunun 61’inin (%98.3) histopatolojik olarak
papiller karsinom (1 olgu mediiller karsinom) tanis1 aldig1 goriilmektedir. Papiller
karsinomlarin %72’sini FVPK olusturmaktadir. Bu oran indetermine kategoride tani alan
Orneklerin degerlendirildigi diger serilerin sonuglar1 ile uyumludur ve papiller karsinomun
sitolojik degerlendirmesinde tanmi giicliigliniin en sik folikiiler varyant papiller karsinomda
yasandigini dogrular niteliktedir (63, 76, 77). Folikiiler varyant papiller karsinom, sitolojik tani
glicliigii yaratan bir lezyondur. Bu olgularin ancak bir kismi1 papiller karsinom ya da papiller
karsinom kugkusu tanist alabilmekte; onemli bir kismi FN/FNK ve AUS/FLUS olarak
degerlendirilirken, %10-17’si sitolojide “benign” olarak yorumlanmaktadir (78, 79, 80).

Bethesda Sistemi’ne gore benign ve malign kategoriler arasinda kalan ve indetermine
grup olarak adlandirdigimiz AUS/FLUS, FN/FNK, MK kategorileri i¢in malignite oranlari
calismamizda sirasi ile %37.5, %62 ve %86 olarak belirlenmistir. Bu kategorilerin, literatiirle
uyumlu olarak artan bir risk skalast olusturdugu goriilmiis; malignite ile iliskileri istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.00). Ancak 2007 yilinda Bethesda’da ayrintilar1 ile sunulan
bu raporlama sisteminde tahmini malignite oranlar1 her ti¢ kategori igin de daha diisiik olarak
belirtilmistir (%5-15, %15-30, %60-75) (14). Daha sonraki yillarda literatiirde yer alan serilerde
de benzer oranlar bildirilmis; Bongiovanni ve ark. tarafindan 2012’de yayinlanan, 8 caligmanin
sonuclarini derleyen meta-analizde malignite oranlarinin AUS/FLUS, FN/FNK, MK i¢in sirast
ile %15,9, %26.1, %75,2 oldugu gosterilmistir (76, 77, 81). Bununla birlikte farkli oranlar
bildiren yaymlar da mevcuttur. Theoharis ve ark.’nin 3207 tiroid IIA’unu inceledikleri
serilerinde kategorilere gore belirledikleri malignite riskleri sirast ile %48, %34 ve %87 dir.
AUS/FLUS kategorisinde belirlenen carpici yiikseklik, bu olgularin sadece bir boliimiiniin
(%30) opere edilmis olmasi ile iligkilendirilmistir (82). Renshaw’un 1331 tiroid rezeksiyonunu
degerlendirdigi ¢aligmasinda ise MK kategorisi i¢in belirledigi malignite oraninin serimizde
elde ettigimiz orandan daha yiliksek oldugu (%99) belirlenmistir (83). Sevgen ve ark.’nin
Bethesda Sistemi’nin indetermine olgularda malignite riskini belirlemedeki etkinligini
degerlendirdikleri 655 olguluk serilerinde ise malignite oranlar1 sirasi ile %18,9, %45,7 ve %71

olarak belirlenmistir (84).
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Calismamizda belirledigimiz oranlara en yakin sonuglar1 elde eden arastirmacilar, yine
Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 2004-2007 yillarinda rapor edilmis 515
hastaya ait 581 tiroid 1IA’y1 degerlendiren Ozliik ve ark.’dir (27). Ince igne aspirasyonlarimi
Bethesda Sistemi’ne gore yeniden kategorize ettikleri caligmalarinda belirledikleri oranlar
AUS/FLUS kategorisinde %36, FN/FNK kategorisinde %66, MK kategorisinde %81°dir.
Oranlarin yiliksekligini histolojik takipleri bulunan ve c¢alismaya dahil edilen hasta
populasyonunun klinik ve radyolojik olarak yiiksek risk grubunda olusu ile agiklamaktadirlar
(27). Istanbul Tip Fakiiltesinin bir referans merkezi olmas1 bu tiir olgularin oranini artirryor
olabilir ve ayni enstitiiden birbiri ardina yapilan ¢alismalarin benzer sonuglar1 bu diisiinceyi

dogrular niteliktedir.

Sitolojik olarak AUS/FLUS tanisi alan olgularin izlemi i¢in Onerilen aspirasyon
tekraridir (14). Ancak bu olgular, sitolojik tanidan bagimsiz olarak diger klinik ve radyolojik
risk faktorlerini tagidiklari i¢in direkt tiroidektomiye alinmis olabilirler. Nitekim bu grupta yer
alan olgularimizin yalnizca 1 tanesinin ¢ift aspirasyonu oldugu goriilmektedir. Bu durum
serimizde bir taraflilik olusturmaktadir. Yine Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’ndan yayinlanan 2010-2011 yillari1 kapsayan kisisel bir seride, AUS/FLUS grubunda
tiroidektomi sonrasi malignite oran1 %36 iken, sitolojik izlemi olan olgular da dahil edildiginde
ayn1 seride AUS/FLUS kategorisi i¢in malignite oraninin %14.8’e diistiigii gortilmektedir ve

bu oran Bethesda’nin 6nerdigi sinirlar i¢indedir (85).

Malignite oranlarmin yiiksek olmasinin diger bir nedeni de, yaygin olarak AUS/FLUS
kategorisi icin gegerli olan, ancak diger kategorilerde de goriilebilen, 1A teknigine bagl olarak,
biiyiik boliimii kan ve fibrin tabakalari ile ortiili, yetersizlik sinirinda yer alan rneklerde
karsilasilan degerlendirme giicliigii olabilir. Calismamizda yer alan [iA’lar teknik kalite
acisindan degerlendirilmis; %50°sinin biliylik oranda kanamali Ornekler oldugu, epitel
hiicrelerinin piht1 i¢ine gémiilii olmas1 nedeniyle hiicresel detaylarin yeterince secilemedigi
gorlilmiistiir. Olgularin bir kisminda (%9.1) ise hiicresellik diisiiktiir. Serimizde, Bethesda
kategorilerinin malignite oranlarini yiikselten, teknik kisitlilik nedeni ile morfolojik 6zelliklerin
yorumlanmasindaki gii¢liikk ve bazi olgularin bu nedenle bir alt kategoride tan1 almasi olabilir.
Radyoloji Anabilim Dali’nda yapilan aspirasyonlarda hastabasi yeterlilik degerlendirmesi
yapilmaktadir. Bu siire¢ fiksasyon kusurlarim1 ortadan kaldirmakta, hiicre miktariin yeterli
olmasin1 saglamakta, ancak aspirasyon teknigine bagli asir1 kanamali materyalin oranini

azaltmamaktadir. Biiyiikk oranda kanamali/pihtili materyalde, FVPK’larin saptanmasinda
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hiicresel detaydan bagimsiz olarak biiyilk onemi olan baskin mikrofolikiiler paternin

algilanmas1 giiglesmekte, niikleer 6zelliklerin degerlendirilmesi hataya agik hale gelmektedir.

Bu seride malignite oranlarinin yiiksek bulunmasi, kategoriler arasinda, yanlis pozitif
tanidan korunmaya yonelik bir kayma olmasi ile de agiklanabilir. En az FN/FNK veya MK
olarak degerlendirilmesi gereken bazi olgularin hatali olarak AUS/FLUS kategorisine
yerlestirilmesi; mikrofolikiiler paternin 6ne ¢iktigi FN/FNK olgularinda niikleer 6zellikler
degerlendirilirken geride kalinmasi s6z konusu olabilir. Bu ve benzeri ¢alismalarin deneyimi

artiracag diistiniilmektedir.

Serimizdeki malignite oranlarmin literatiirdeki ¢alismalardan farkli olusunun
nedenlerinden birinin de histopatolojik degerlendirmede yasanan gozlemciler arasi farkliliklar
olabilecegi akla gelmektedir. Folikller adenom/folikiler varyant papiller karsinom, folikiler
karsinom/folikiiler varyant papiller karsinom ayiriminda histopatolojik incelemenin de

giicliikler tasidig1, patologlar arasinda yorum farkliliklar1 oldugu bildirilmektedir (86, 87, 88).

Caligmamizda FN/FNK kategorisi i¢in belirlenen malignite oranmnin daha onceki
caligmalarda belirlenen oranlarin iki katindan fazla olusu olduke¢a dikkat ¢ekici bir bulgudur.
Ancak FN/FNK kategorisinde yasanan tan1 gilicliigii, literatiirde yaygin olarak kabul gbren bir
konu olup, malignite riskinin %20-60 arasinda degistigini bildiren yaymlar mevcuttur (76). Bu
kategori icin tanimlanan sitomorfolojik Ozelliklerin biitiin folikiiler paternli lezyonlar igin
gecerli olabilmesi, sitolojik kriterlerin yorumlanmasinda enstitiiler ve arastirmacilar arasi
degiskenligin yiiksek olusu, kesin tani i¢in histopatolojik degerlendirmeye ihtiya¢ duyulmasi
ve benzer gligliiklerin burada da mevcut olmasi nedeniyle malignite risklerinin de heterojen bir
dagilim gosterdigi diisiiniilmektedir (63, 69, 89). Bu ¢alismada sitolojik olarak FN/FNK tanisi
alan malign olgularin %77 sinin FVPK, geride kalan %23 iiniin onkositik varyant olusu ve bu
olgularin da folikiiler patern sergilemesi, papiller karsinomun bu varyantlarina yukarida
bahsedilen belirsizliklerden dolayi, bir alt kategoride (FN/FNK) tan1 verilmis olmasi yiiksek
malignite oranlarin1 agiklayabilir. Ayrica tiim seride toplam 2 folikiiler adenom olgusunun
bulunmasi ve hicbir folikiiler karsinom (onkositik tip dahil) olgusunun yer almayis1 da
histopatolojik degerlendirme acisindan ilgi ¢ekicidir. Serimizde AUS/FLUS ve FN/FNK
kategorilerinde saptanan malignite oranlari, Wu ve ark’nin 1382 olguluk serilerinde ayni
kategoriler icin belirledikleri sirasiyla %44 ve %67’lik neoplazi (adenom ve karsinomlar

birlikte ele alindiginda) oranlari ile kismen benzerlik gostermektedir (90).
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Olgularmiz arasinda AUS/FLUS kategorisinde degerlendirdigimiz iki tane MPBIDT
bulunmaktadir. Malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye tiimor histolojik olarak papiller
karsinom siiphesi tasiyan niikleuslara sahip iyi diferansiye folikiil hiicrelerinden olusan
kapsiillii bir tiimordir (1, 6). Dolayisiyla tanimi itibari ile literatiirle de uyumlu olarak
indetermine kategoride yer almasinin dogru yaklasim oldugunu diisiinmekteyiz (91). Ozluk ve
ark.’nin calismasinda indetermine kategoride yer alan 102 olgunun 8’i MPBIDT tanis1 almus,

bu olgularin 1’1 AUS/FLUS, 6’s1 FN/FNK, 1’1 MK kategorisinde gruplandirilmistir (27).

Serimizde AUS/FLUS tanis1 alan bir mediiller karsinom olgusu da yer almaktadir. Bu
olguda yaygin koselenmeler gosteren, fokal iri ve oval niikleuslara sahip hiicreler belirlenmis,
ancak hiposelliiler nitelikteki Ornekte, hiicrelerin natiirii belirlenemediginden olgu bu
kategoriye dahil edilmistir. Literatiirde de benzer sekilde AUS/FLUS olarak yorumlanan

mediiller karsinom olgular1 mevcuttur (84).

Calismamizda yanit aradigimiz sorulardan biri de ‘indetermine kategoride yer alan
olgularin sitolojik degerlendirmesinde ele alinan sitomorfolojik parametrelerden 6ne ¢ikan veya
maligniteyi daha kuvvetle diisiindiirecek bir veya birka¢c parametre belirlenebilir mi?’
sorusuydu. Bu amagla 9’u niikleer olmak {izere 11 parametre (hipokromazi, oval niikleus,
niikkleer yariklanma, niikleer ist iiste yigilma, niikkleer koselenme, psddoinkliizyon varligi,
nikleus boyutu, izole iri niikleuslar, niikleol varligi, patern, kolloid varligi) belirlendi. Biiyiik
bir kismi, daha 6nce literatiirde tanimlanan papiller karsinomun klasik sitomorfolojik 6zellikleri
arasindan segildi (10, 15, 61, 92, 93, 94). Olgularin tamami indermine grupta yer aldigindan ve
bu seri IIA tanis1 papiller karsinom olan olgular1 kapsamadigindan, niikleer kriterlerin
yaymalarda yaygin olarak mevcut olmayisi, genellikle fokal olarak bulunmasi nedeniyle %10

hiicrede goriilmeleri esik deger olarak kabul edildi.

Galigma grubundaki olgularin 68’inde, malign olgularin ise 48’inde (%75) belirlenen
hipokromazi, literatiirde niikleer berraklagsma olarak da tanimlanmakta ve en sik goriilen
kromatin paterni olarak karsimiza c¢ikmaktadir (1, 10). Bu oran literatiirde daha onceki
caligmalarla ortaya konulan %37-%100’lik oran ile uyumlu niteliktedir (68, 92, 94, 95, 96).
Literatiirde ayn1 zamanda papiller karsinoma spesifik olmadig1 da bildirilen bu bulgu (1, 96),
serimizde yer alan benign olgularin %59’unda saptanmuis, yapilan istatistiksel degerlendirmede
benign-malign ayiriminda anlamli bir rolii bulunmamuistir. Yehuda ve ark.’nin 111 olgu igeren
serilerinde malign olgularin %37’sinde, benign olgularin ise %16’sinda belirlenen

hipokromazinin bu ayirimda sinsityal doku fragmanlari, niikleer irilesme, multipl mikroniikleol
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ve/veya makroniikleol, psédoinkliizyon ve yariklanma varligi ile birlikte degerlendirildiginde

malign tanisina yonlendirebilecegi vurgulanmstir (95).

Malign olgularin %77’sinde, benign olgularin ise %59’unda belirlenen oval nikleus,
papiller karsinom i¢in tanimlanan niikleer 6zelliklerden biridir, uzamis, oval niikleuslara
genellikle kontur diizensizligi de eslik eder (1, 14, 15, 61). Ancak yapilan istatistiksel
degerlendirmede malignite agisindan anlamli bulunmayan bu 6zelligin, papiller karsinomda
veya benign lezyonlara ait I[A’larda hangi oranda bulunduguna dair literatiir verisine

ulasilamamustir.

Papiller karsinom olgularinda genellikle gézlenen bir 6zellik de niikleer irilesmedir (1,
13, 14, 15, 92). Serimizde niikleus boyutu 3 gruba ayrilarak ele alinmistir. Benign ve malign
orneklerin ¢cogunda (%59 ve %64)) niikleuslar 1-2 eritrosit boyutundadir. Farkli olarak; malign
olgularin %14’linde niikleuslar yaygin olarak 2 eritrosit boyutundan biiyiik iken, benign
olgularda bu oran %6’dir. Gruplar1 tek tek ele aldigimizda literatiir verileri ile uyumlu olarak
niikleus boyutu arttik¢a malignite oraninin yiikseldigi belirlenmistir (%54, %67, %82). Ancak
istatistiksel incelemede niikleus boyutunun malignite acisindan anlamli deger tasimadigi
saptanmistir. Hem benign hem de malign olgularin biiyiikk boliimiiniin, orta derecede
irilesmenin gozlendigi 2. grupta yer almasi ve diger gruplarda olgu sayisinin nispeten az

olusunun bu sonugtan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Izole iri niikleuslar goriildiigiinde ve natiirleri belirlenemediginde olgular AUS/FLUS
olarak yorumlanabilmektedir. Bu nedenle olgularimizda varligi ayrica arastirilan izole iri
niikleuslarin malign-benign ayiriminda anlamli olmadig goriilmiis, benign olgularin %21 inde,

malign olgularin %12’sinde saptanmustir.

Wu ve ark.’1 69 benign ve malign olgu iceren serilerinde niikleer irilesmeyi 2 eritrosit
boyutundan biiylik olarak tanimlamis, benign olgularda hiicrelerin en az %25-50’sinde, papiller
karsinom olgularinda ise en az %50-75’inde belirlemistir ve spesifik olmamakla birlikte, yaygin
olarak goriildiigii orneklerde, beraberinde sinsityal tabakalar, ince kromatin ve niikleer
yariklanma da izleniyorsa papiller karsinom acisindan neredeyse tanisal oldugunu One
stirmiislerdir (68). Diger bir ¢alismada Baloch ve ark.’1 eritrositlerin 2-3 katindan biiytlik
niikleuslar1 folikiiler varyant papiller karsinom olgularinin tamaminda gézlemlemis ve neoplazi
varligina isaret eden bir bulgu olarak yorumlamiglardir (71). Kefeli ve ark.’nin ¢aligmasinda ise
64 IIA 6rneginde niikleer hacim, niikleer cap, maksimum cap, minimum cap, maksimum

cap/minimum cap orani analiz edilmis, papiller karsinom ve benign lezyonlar arasinda tiim
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analizlerin, folikiiler neoplaziler ve papiller karsinom arasinda ise sadece maksimum
cap/minimum ¢ap oraninin anlamli fark gosterdigi belirlenmistir (97). Shih ve arkadaslar
serilerinde niikleus/sitoplazma orani 2/3’ten biiyiik olan olgular1 ‘iri niikleus’ olarak siniflamas,

olgularin %32’sinde belirlemis ve 10 yillik rekiirrens ile anlamli bir korelasyon kurmuslardir
(94).

Papiller karsinom genellikle sayis1 1-3 arasinda degisen kiiciik, ancak belirgin, niikleer
membrana yakin yerlesimli mikroniikleol veya makroniikleol varlig1 ile karakterizedir (1, 14,
95). Orneklerimizin 30 unda niikleol saptanmis olup, bunlarin 28°i mikroniikleol yapisindadir.
Bu olgularin %60°1 malign, %40°1 benign grupta yer almaktadir. Niikleol saptanmayan grupta
da malign olgular 6n plandadir (%68). Birbirine yakin bu oranlardan anlagilabilecegi lizere
istatistiksel degerlendirmede anlamli bir sonuca ulasilamamistir. Weber ve ark.’nin 57 olgu
iceren caligmasinda 3’ benign 5 olguda makroniikleol gézlenmis, sonuglarimizi destekler
nitelikte malignite ile iliski kurulamamustir (96). Orneklerimizde belirledigimiz oranlara benzer
oranlar saptanmasina ragmen (malign grupta %71, benign grupta %41) , Yehuda ve ark.’min
calismasinda mikroniikleol varligi malignite ile iligkili bulunmus, mikroniikleol varligina,
yariklanma ve kromatin berraklasmasinin eslik ettigi olgularda malignite oran1 %83 olarak
bildirilmistir (95). Benzer sekilde Zhang ve ark.’1 da mikroniikleol varligini, papiller karsinom

acisindan anlamli bir parametre olarak sunmuslardir (93).

Mikroskopik incelemede degerlendirilen parametrelerden biri de kolloid varligt olup,
olgularin biiyiikk boélimiinde (%70) kolloid goriilmemistir. Az miktarda kolloid goézlenen
olgularin %69°u, ¢cok miktarda sulu kolloid g6zlenen olgularin %56’s1 malign grupta yer
almaktadir. Papiller karsinomda zeminde genellikle az miktarda kolloid bulunur.
Orneklerimizde belirlendigi gibi kolloidin bol olusu veya hi¢ olmayisinin papiller karsinomu
ekarte ettirmedigi bilinmektedir (1, 14). Yogun, yapiskan, ‘sakizs1’ olarak tabir edilen koloidin
tanisal onemi oldugu, ancak malign Orneklerin %25’inden azinda gozlendigi, benign
lezyonlarda ise nadiren bulundugu bildirilmistir (1). Lee ve ark.’inin s1v1 bazli IIA drnekleri
iceren ¢alismasinda da papiller tiroid karsinomunun, benign folikiiler neoplazilere oranla
anlamli derecede az kolloid igerdigi bildirilmistir (42). Baloch ve ark.’nin FVPK olgularini
kapsayan calismasinda tiim Orneklerde bol miktarda sulu kolloid yani sira yuvarlak yogun
kolloid ‘top’lart saptanmis ve genellikle benign lezyonlarla iliskilendirilen bol miktarda sulu
kolloidin yanlis negatif tanilara sebep olabilecegine dikkat ¢ekilmistir (71). Wu ve ark.’nin
serisinde lojistik regresyon analizinde bol, yogun kolloidin, sitolojik atipi varligi durumunda

FVPK ig¢in pozitif belirleyici oldugu 6ne siiriilmiistiir (68).
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Folikiiler paternli lezyonlarin biiyiik boliimii indetermine kategoride yer aldigindan (70)
ve serimizin %72’sini FVPK tanili olgular olusturdugundan patern analizi de sitomorfolojik
parametreler ¢ergevesinde ¢aligmamiza dahil edilmistir. Malign grupta yer alan orneklerin
%061’inde, benign grupta yer alan 6rneklerin ise %53 iinde mikrofolikiiler patern saptanmamius,
benign ve malign 6rnekler arasinda patern analizinde istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde
edilememistir. Bununla birlikte, papiller karsinom alt tiplerine bakildiginda, hiicresellik goz
oniline alinmaksizin dahi mikrofolikiiler patern varliginin FVPK ile anlamli iliski gosterdigi

belirlenmistir (p=0,027)

Mikrofolikiiler patern sergileyen lezyonlar hiicresel atipi tasimadiklarinda, hiperplastik
nodiil, folikiiler adenom ve folikiiler karsinom ayirimi yapilamayacagindan FN/FNK,
hiicresellik diigiikse AUS/FLUS kategorisinden indetermine gruba dahil edilirler; ancak
hiicresel atipi varsa FVPK ihtimali ortaya ¢ikar ve ornegin hiicreselligi ve atipinin siddetine
bagli olarak AUS/FLUS, MK veya malign kategorisinde degerlendirilebilirler (61). Literaturle
uyumlu olarak serimizde yer alan 6rneklerde hiicresel nitelikli ve mikrofolikiiler paterni baskin
19 malign olgunun 11’1 FN/FNK, 6’s1 MK, 2’si AUS/FLUS kategorisinde degerlendirilmis, bu
olgularin 16’s1 FVPK tanis1 almistir. Hiicresel nitelikli ve mikrofolikiiler paterni baskin 11

benign olgunun ise 8’1 FN/FNK, 2’si MK, 1’1 AUS/FLUS kategorisinde tan1 almistir.

Niikleer membran diizensizligi (yariklanma ve c¢entiklenmeler) papiller karsinom
tanisinda en sik bagvurulan, ayird edici niikleer kriterlerden biridir (10, 14, 15). Karakteristik
olmakla beraber, fokal yariklanma varlig1 papiller karsinom dis1 tiroid tlimorlerinin %70-
80’inde, non-neoplastik tiroid lezyonlarmin %50-60’1nda goriilebilir (98). Literatiirde
genellikle oval niikleuslarin uzun eksenine paralel seyreden derin, kahve ¢ekirdegini andiran
yarik/¢entik yapilarinin varyant farki gézetmeksizin, tiim papiller karsinomlarin %90’ indan

fazlasinda gozlenebilecegi bildirilmistir (1, 42, 68, 98).

Niikleer yariklanma malign olgularimizin %61’inde gozlenmis olup, bu olgularda
malignite oran1 %85 olarak belirlenmistir. Istatistiksel incelemede sensitivitesinin %61,
spesifisitesinin %79 oldugu goriilmiis, literatiirle uyumlu bigimde malignite ile iliskili
bulunmus (93, 95) ve multivaryans lojistik regresyon analizinde maligniteyi 6ngérmede
bagimsiz risk faktorii oldugu saptanmistir. Ancak ¢ok daha diisiik yariklanma oranlar1 bildiren
arastirmacilar da vardir. Ornegin, Baloch ve ark.’nin FVPK olgularin1 igeren serisinde
yariklanma %29 oranininda gbézlenmis, bu durum papiller karsinomun karakteristik niikleer

ozelliklerini tagiyan alanlariin 6zellikle ince igne ile 6rneklenme orani daha diisiik olan kapsiil
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alt1 bolgede yama seklinde dagilabilecegi ve 11A’ya yansimayabilecegi seklinde agiklanmistir
(71). Weber ve ark.’1 niikleer yarik saptanan olgularinda malignite oranini %42 olarak bildirmis
ve yariklanma varliginin ancak diffiiz oldugu durumlarda papiller karsinomu kuvvetle

destekleyebilecegini ileri siirmiislerdir (96).

Niikleer koselenme; acilanma olarak tarif edebilecegimiz, niikleer membran
diizensizliginin daha 6zel bir formu olarak ¢alismaya dahil edilen parametrelerden biridir. Insan
tiimorlerinin bir boliimiinde niikleer membranda diizensizlik olusmakta ve diizensizligin tarzi
baz1 tiimdrlere ve ara yollara spesifik olabilmektedir. Transkripsiyon ve replikasyonda énemli
rol oynayan niikleer membranda ortaya ¢ikan degisiklikler, papiller karsinom patogenezinde
rol alan RET/PTC ekspresyonu ile iligkili bulunmustur (99). Niikleer koselenme ¢alismamizda
malign grupta yer alan 6rneklerin %25°nde belirlenmesine ragmen, pozitif prediktif degeri %89
olarak belirlenmis ve istatistiksel olarak malignite ile arasinda anlamli bir iliski saptanmustir.
NiKkleer duzensizlikler literatirde %37-100 arasinda degisen oranlarda bildirilmesine ragmen
(1, 2, 42), niikleer koselenmeye dair pek fazla veriye ulasilamamistir. Shih ve ark.’1
orneklerinde gozlenen niikleer membran diizensizliklerini agilanma olarak yorumlamis ve

olgularinin %60’1nda gozlemlemistir (94).

Calismamizda papiller karsinom tanisinda en spesifik (%100) niikleer kriter olarak
psodoinkliizyon belirlenmis, malignite ile anlamli iligkisi istatistiksel olarak ortaya konmustur.
Intraniikleer sitoplazmik invajinasyon olarak da adlandirilan bu niikleer &zellik, dikkatli bir
inceleme sonucunda papiller karsinomlarin biiyiik boliimiinde, ancak az sayida (<%5) timor
hiicresinde goriilebilir (1, 98) ve papiller karsinomun en 6nemli tanisal kriterlerinden biri olarak
bilinmektedir (1, 10, 13). Bununla birlikte psddoinkliizyonun papiller karsinoma spesifik
olmadigi, mediiller karsinom, az diferansiye tiroid karsinomu, anaplastik karsinom, metastatik
karsinom ve nadir olarak benign tiroid lezyonlarinda da goriilebilecegi bildirilmistir (1, 14).
Serimizde psddoinkliizyon gorulen 11 olgudan 9’u MK kategorisinde degerlendirilmistir. Diger
iki olguya daha diisiik risk kategorilerinde yer verilmesi bir tani/kategorizasyon hatasi olarak
kabul edilebilir. Papiller karsinom i¢in oldukg¢a spesifik bir kriter oldugu daha o6nce literatiirde
de belirtilmis olan bu bulgunun varliginda en az MK tanisinin verilmis olmasi gerekirdi, tant
asamasinda psoddoinkliizyonlar gozden kagirilmis olabilir diye diisiiniildii. Papiller karsinomda
psodoinkliizyon goriilme oranlari farkli serilerde %10-96 arasinda degiskenlik gostermektedir;
FVPK’da oran %12’ye diismekte, folikiiller varyant dis1 papiller karsinomlarda %30’a

yiikselmektedir. Calismalarin tiimiinde ortak goriis psodoinklizyonun cok seyrek hicrede,

76



bazen sadece bir hiicrede goriilebilecegi ve varligi halinde papiller karsinomun diger

ozelliklerinin dikkatle aranmas1 gerektigidir (42, 68, 71, 93, 95, 98).

Psodoinkliizyon orani orneklerimizde literatiirde bildirilenlerin biiyiik bdlimiinden
daha diisiik oranda (%17) bulunmustur. FVPK’da bu oran %12’ye diismekte, folikiiler varyant
dis1 papiller karsinomlarda ise bu oran %30’a yiikselmektedir. Bu durumun sebeplerinden biri,
serimizin tiim IIA olgularmi kapsamamasi, direkt papiller karsinom tanist almis olgularm bu
seride yer almamasi, serinin biiyiikk bir kismimi olusturan FVPK’larda genellikle papiller
karsinomun tipik nukleer 6zelliklerinin bulunmayist ve psddoinkliizyonlarin saptanmasinin
daha giic hale gelisi, orneklerimizde yaygin olarak izlenen yogun kan ve fibrin tabakasi

icerisinde psddoinkliizyonlarin segilememesi olabilir.

[iA 6rneklerinde papiller karsinom hiicreleri tipik olarak kalabalik ve iist iiste y1gilan
niikleuslardan olusan sinsitya benzeri yassi tabakalar seklinde dagilim gosterir ve bu 6zellik
malign hiicreleri benign epitel hiicrelerinden ayird etmeye yardimci olur (14). Serimizde Ust
iiste y1gilma olgularin %70’inde saptanmus, izlenebildigi olgularda malignite orani1 %78 olarak
belirlenmistir. Ayrica malignite ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski gosterdigi, hatta
maligniteyi ongoérmede bagimsiz risk faktorlerinden biri oldugu ortaya konmustur. Wu ve ark.1
niikleer iist liste y181lma gosteren yassi sinsityal tabakalarin papiller karsinomda (sonuglarimiza
benzer sekilde genellikle %50-75 arasinda), folikiiler lezyonlara ve non-neoplastik lezyonlara
(%50°nin altinda) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oranda goriilebildigini
bildirmislerdir (68). Ust iiste y1§1lma, Weber ve ark. inin malignite kuskusu tasiyan atipik epitel
hiicreleri igeren orneklerinde %77 oraninda, fokal olarak saptanmis ve bu olgularda malignite
orant %41 olarak belirlenmistir. Sonu¢larimizdan farkli olarak malignite ile anlamli bir iligki
kurulamamais ve niikleol varligi, yariklanma, hipokromazide oldugu gibi sadece yaygin olarak

goriilmesi halinde anlamli olabilecegi 6ne siiriilmistiir (96).

Literatiirde papiller karsinom tanis1 koymaya yardimci bir¢ok sitomorfolojik parametre
tartisilmig, ancak bu parametrelerin tek basina tanisal olmadiklari, yaygin ya da bir arada
olduklarinda tanisal olabilecekleri sonucu genel olarak kabul gormiistir (14). Das ve
Sharma’nin papiller formasyon, inkliizyon varligi, niikleer yariklanma, ince kromatin yapisi,
psammom cisimleri olmak {iizere 5 sitomorfolojik kriter iizerinden kurguladiklar
caligmalarinda, bu parametrelerden 3 veya daha fazlasinin varligi durumunda papiller karsinom
tanisina daha kolay ulasilabilecegi bildirilmistir (92). Biz de ¢alismamizda malignite ile

istatistiksel olarak anlamli iliski gésteren niikleer yariklanma, psddoinkliizyon, iistiiste yigilma
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ve niikleer koselenme kriterlerinin her birine 1 puan vererek bir skor skalasi olusturduk. Bu
kriterlerin herhangi birinin varlig1 halinde sensitivitenin %90, negatif prediktif degerin %75
oldugu, skor arttikca bu oranlarin azaldigi ama spesifisite ve pozitif belirleyici degerin
yiikseldigi belirlendi. Dolayisiyla bu skorun 3 olmasi halinde en az MK (spesifisite %85), 4
olmas1 halinde ise malign tanisi (spesifisite %97) verilebilecegi gosterilmis ve indetermine
kategoride yer alan olgularda skorlama sisteminin kullanilmasinin tani dogrulugunu ve
gavenilirligini arttirabilecegi diisiniilmiistiir. Ayrica serimizde niikleer yariklanma ve tstiiste
yigilmanin multivaryans lojistik regresyon analizinde maligniteyi ongormede bagimsiz risk
faktorleri olduklar1 belirlendiginden, sadece bu kriterlerin saptanmasi durumunda bile
patologun malignite ihtimalinin yliksek oldugununu bilerek raporunu diizenlemesi gerektigi

sonucuna varilmaistir.

Bu c¢alismada maligniteyi Ongdrmede anlamli bulunan sitomorfolojik kriterler,
indetermine grup temelinde tanimlanmigtir ve yalnizca %10 hiicrede gorilmeleri yeterli kabul
edilmistir. Ayni kriterlerin, yanlis negatif ve yanlis pozitif tanilari en aza indirmede etkili olup
olmadiginin arastirilmasi1 i¢in, benzer bir ¢alismayr tiim IiA’lari kapsayan bir seride

tekrarlanmanin yararli olacag diistiniilmdistdr.

Son yillarda ek testlerin indetermine grupta tant dogrulugunu arttirabilecegi
diisiincesiyle yapilan ¢calismalarda molekiiler testlerin 6n plana ¢iktig1 gézlenmektedir (3, 4, 5).
Papiller karsinom olgularinda en sik karsilagilan molekiiler degisiklik, olgularin %30-70’inde
belirlenen, papiller karsinoma yiiksek oranda spesifik BRAF nokta mutasyonudur (6, 7).
Calismamizda tiroidektomisi papiller karsinom tanisi alan olgulara BRAF mutasyon analizi
uygulanarak, sitolojisi indetermine grupta yer alan olgularda mutasyon analizinin sitolojik

taniya katkis1 aragtirilmistir.

Folikiiler varyant papiller karsinomu, diger papiller karsinom varyantlarindan ayiran bir
ozelligi de molekiiler profilidir. BRAF mutasyonu FVPK’da sadece 9%5-15 oraninda
belirlenirken, RAS nokta mutasyonlar1 %25-45 oraninda goériilmektedir (6, 7, 54, 55, 100).
Serimizde yer alan papiller karsinomlarin biiyiik bir kismmin folikiiler varyant olmasi
nedeniyle, AUS/FLUS kategorisinde ¢aligmaya ilave edilen NRAS mutasyon analizinin,
ozellikle FVPK olgularinin ne kadarini ortaya ¢ikarilabilecegi sorgulanmaistir.

Pyrosekanslama yontemi ile yapilan DNA dizi analizinde 6 olguda (%10.1) BRAFV600F

mutasyonu saptanmustir.  Olgularimizi  alt tiplerine aywrarak mutasyon oranlarini

inceledigimizde, FVPK’l1 olgularda bu oranin %6.9, diger varyantlarda % 18.7 oldugu
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belirlenmistir. %6.9’luk oran, literatiirde FVPK’da BRAFV®%E mutasyonu igin bildirilen %5-
15°1ik oran ile uyumlu niteliktedir (6). Ancak %18.7’lik oran diger varyantlar icin belirlenen,
cografik bolge, etnik kdken ve asir1 iyot tiiketimine bagli olarak %30-80 arasinda degisen
mutasyon oranlarinin altinda kalmaktadir (3, 32, 47, 55, 56, 100, 101, 102). Folikiiler varyant
dis1 papiller karsinom olgularimizdan 4’1 onkositik varyant papiller karsinomlardir ve tamami
folikiiler gelisim paterni sergilemektedir. Higbirinde mutasyon saptanmamistir. Bu olgular
folikiiler varyant dis1 papiller karsinom grubundan ¢ikarildiginda mutasyon orani yiikselmekte,
yalnizca papiller gelisim sergileyen olgular (8 klasik varyant, 1 Warthin benzeri varyant)
dikkate alindiginda %33 ile mutasyon saptanma oranmnin beklenen degerlere ulastig

gortlmektedir.

Folikiiler varyant papiller karsinomda nispeten diisiik olmakla birlikte literatiirle benzer
oranlar belirlenmesine karsin, diger varyantlarda daha diisiik oranda BRAFY®%%E mutasyonu
saptanmasinda, guatr acisindan endemik bir bolge olan iilkemizde tiimor patogenezine etki
eden epidemiyolojik farkliliklar olabilegi akla gelmektedir. Nitekim, Kim ve ark.’1
makalelerinde iyot tlketiminin ¢ok fazla oldugu Kore’de tiroid kanserlerinin %95’ini papiller
karsinomun olusturdugunu (Bati iilkelerinde yaklasik %80-90) ve BRAFY®%E mutasyon
oraninin %80’in iizerinde oldugunu (Bat1 iilkelerinde yaklasik %30-50), dolayisiyla tiimorlerin
molekiiler patogenezinde olusan farkliliklarin cografik bolge, etnisite ve iyot tiiketimi ile iligkili

olabilecegini bildirmislerdir (3).

Daha ylksek oranda mutasyon gostermesi beklenen klasik varyant papiller karsinomlar,
caligmamizda yalnizca 8 olgu ile temsil edilmektedir, saymin kii¢iik olmasi da elde edilen

mutasyon oraninin yaniltict olabilecegini diistindiirmektedir.

BRAFV%%%E mutasyonunun, literatiire gore olgularimizda daha diisiik oranda bulunmasi,
teknik nedenlere de bagl olabilir. Bu testlerin sitolojik ve histolojik materyallerde esdeger
sonuclar verdigi bildirilmesine karsin, calismada sitolojik materyalin kullanilmis olmasinin
sonuclar lizerinde olumsuz bir etki yaratip yaratmadiginin anlasilabilmesi i¢in ayni testin,

olgulara ait tiroidektomi spesimenleri iizerinde de c¢alisilmas1 gerektigi diistiniilmiistiir.

BRAF geninde 40’tan fazla mutasyon tanimlanmis olup, bunlarin %90’1n1 V60OE nokta
mutasyonu olusturmaktadir (50). Calismamizda bu mutasyon yani sira 2 olguda G464E, 2
olguda ise G469A mutasyonlari belirlenmistir, ancak literatiirde bu mutasyonlarin klinik olarak
anlamli olduguna dair herhangi bir veriye ulasilamamistir. Bu konu iizerinde yapilan

aragtirmalar derinlestikce bu mutasyonlarin 6nemine dair bulgularin da artacagi asikardir.
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Ince igne aspirasyonlarinin yaklasik %15-30’unu olusturan indetermine kategoride (29,
53, 55, 103), papiller karsinom agisindan spesifisitesi olduk¢a yiiksek (%97-100) olan BRAF
mutasyonunun (35, 54, 55, 102), preoperatif incelemeye olast katkisini aragtirmak ve
sitomorfolojik parametreler ile iliskisini degerlendirmek amaci ile yaptifimiz ¢alismada
niikleer yariklanma ve psodoinkliizyonunun BRAFY®9F mutasyonunu ile anlamli bir iliski
gosterdigi belirlendi. Mutasyon saptanan olgularin tamami MK kategorisinde tani almusti.
Sonugta; BRAFY®%E mutasyon orani diisiik (6/43, %13.9) ve malignite oran1 yiiksek (%86) bir
MK kategorisine sahip oldugumuzdan ve bu kategoride tani alan olgulara dogrudan cerrahi
tedavi uygulandigindan, ayrica sitolojik atipinin fokal veya belirsiz oldugu, ek testlere daha ¢ok
gerek duyulan AUS/FLUS ve FN/FNK kategorilerinde yer alan olgularin higbirinde mutasyon
belirlenmemesinden dolayr mutasyon analizinin taniya belirgin katki saglamadigi sonucuna

varilmistir.

FV6%%E mutasyonu iliskisini degerlendiren cok sayida

Indetermine kategori ve BRA
calisma yapilmasina ragmen (3-5, 28, 29, 53, 67, 77, 104-107), BRAFV6%E mutasyonu ile
sitomorfolojik bulgularin iligkisini arastiran az sayida arastirma bulunmaktadir. Bunlardan biri
olan Kleiman ve ark.’mnin calismasi elde ettigimiz sonuglart desteklemektedir. Bu ¢alismada
sitolojik atipinin (yariklanma, psodoinkliizyon, oval niikleus) saptandig1 nodiillerde BRAF V6%
mutasyonunun 6.7 kat daha fazla goriildliglinii, multivaryans lojistik regresyon analizinde
psodoinkliizyon ve oval nukleusun mutasyonu 6ngormede bagimsiz risk faktorleri oldugu,
sitolojik atipi varliginda preoperatif mutasyon analizinin taniya katkis1 olmadigini bildirilmistir
(54). Ayni galigmada BRAF testinin AUS/FLUS ve FN/FNK kategorilerinde maligniteyi
belirlemeye yonelik sensitivitesi %3.2, MK kategorisinde ise %42 olarak bildirilmis, aradaki
farkin AUS/FLUS ve FN/FNK kategorilerinde malign tani alan olgularin biiyiik bdliimiiniin
FVPK olusu ile agiklamislardir (54). Aymi sekilde Colanta ve ark.’1 da makalelerinde BRAF
mutasyonunun indetermine kategoride degerlendirilen 1IA’larda tanm1 dogrulugunu anlamli

derecede arttirmadigini dile getirmislerdir (55). Xing M. nin derlemesinde de ayni goriis

paylasilmaktadir (50).

Ohori ve ark.’t makalelerinde literatiirde daha Once yaymlanan c¢alismalarin bir
kisminda AUS/FLUS ve FN/FNK kategorilerinde BRAF mutasyon oraninin diisiik (<%3), bir
kisminda ise daha yiiksek (>%10) olarak belirlendigini, aradaki farkin Bethesda Sistemi veya
benzer siniflamalar kullanilarak yapilan degerlendirmelerde sitolojik kriterlerin uygulama
varyasyonlarindan, yorum farkliliklarindan kaynaklabilecegini ileri siirmiiglerdir (107). Kendi

serilerinde AUS/FLUS ve FN/FNK Kategorilerinde BRAFY®%E ve BRAFK®O1E mutasyonlarini
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tan1 dogrulugunu arttirabilecek oranda yiiksek bulmus, olgularinin ¢ogunun FVPK tanisi
aldigini, bu olgularda genellikle BRAFX®E mytasyonunun saptandigimi, BRAFY®9E

mutasyonunun ise klasik ve tall cell varyantta goriildiigiinii bildirmislerdir (107).

BRAFV%%E mytasyon analizinin sensitivitesinin diisiik olusu, indetermine kategoride
kullanimini kisitladigindan son yillarda sensitiviteyi arttirabilmek amaci ile bagska mutasyonlari
da iceren genetik tarama panelleri olusturulmustur (54). Nikiforov ve ark.’1 BRAF V8 yan;
sira NRAS kodon 61, HRAS kodon 61, KRAS 12/13 nokta mutasyonlari, RET/PTCI,
RET/PTC3 ve PAXS8/PPARy yeniden diizenlenmelerini igeren mutasyon panelinin
sensitivitesinin %62, spesifisitesinin %99.7, pozitif prediktif degerinin %97 oldugunu, sitolojik
degerlendirmeye eklendiginde tan1 dogrulugunu belirgin oranda arttirdigini bildirmislerdir (28).
Ayn1 ekibin indetermine kategoride tani alan 1056 olguya prospektif olarak ayni mutasyon
panelini uyguladiklar bir sonraki ¢alismada mutasyonlu olgularda malignite riski AUS/FLUS
kategorisinde %88, FN/FNK kategorisinde %87, MK kategorisinde %95, mutasyon
saptanmayan olgularda ise bu risk sirastyla %6, %14 ve %28 olarak belirlenmis, tanisal degeri

bir kez daha vurgulanmastir (77).

Moses ve ark.’1 da benzer bir paneli (BRAF, NRAS, KRAS, RET/PTC1, RET/PTC3,
TRK1 analizi) kullanarak yaptiklart c¢aligmada panelin taniya katkisinin %12 oraninda
oldugunu, ancak genetik testin negatif prediktif degerinin diisilk olmasi nedeni ile tanisal
tiroidektomi ihtiyacinin ortadan kalkmadigini belirlemislerdir. Ayrica literatiirde molekiiler
testlerin tan1 dogruluguna etkisine dair bildirilen oranlarin olduk¢a genis bir dagilim
gostermesini enstitlilerde farkli sitolojik simiflamalar kullanilmasina, kategorilere gore
belirlenen malignite oranlarmnin farkli olusuna, nodiiliin 6rneklenme sekline, IIA materyalinin
saklanma kosullarina, uygulanan genetik mutasyon sayisina bagli olarak degistigini ileri
stirmiislerdir (5). Kleiman ve ark.’1 da 4 mikro-RNA’dan (miR-222, miR-328, miR-197, miR-
21) olusan bir panel gelistirmis, sensitivitesini %100, spesifisitesini %86 olarak bildirmislerdir

(54).

Ancak birgok laboratuvarda indetermine kategoride tan1 alan tiim IIA materyallerinde
bu kompleks panellerin prospektif olarak analizi hem teknik, hem de maliyet agisindan
uygulanabilir olamadigindan ve bizim de dahil oldugumuz c¢alismalarin bir boliimiinde sadece
BRAFYSE mutasyonunun da tam1 dogrulugunu anlamli derecede arttirmadigi sonucuna
varildigindan, glinlimiizde sitolojik degerlendirmenin hala en dnemli tanisal uygulama oldugu

diisiincesindeyiz.
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AUS/FLUS kategorisinde yer alan olgulara uygulanan NRAS mutasyon analizinde bir
olguda (%8) kodon 61 nokta mutasyonu saptanmistir. Tiroid karsinomlart yani sira benign
folikiiler lezyonlar ve hiperplastik nodiillerde de goriilebilen RAS mutasyonlarinin malignite

riski ile kuvvetli bir iliski gosterdigi bilinmektedir (28, 59, 108).

Nikiforov ve ark.’nin serisinde mutasyon saptanan bir nodiilde malignite thtimali %87.5
-bu oranin %62.5’ini papiller karsinom, %25’ini folikiiler karsinom olusturmakta- olarak
bildirilmistir. Zhu ve ark.1 da RAS mutasyonlarinin FVPK olgularinda, folikiiler varyant dis1
papiller karsinom olgularina gore olduk¢a anlamli derecede yiiksek oranda goriildiigiinii
bildirmislerdir. Lee SR ve ark.’1 59 FVPK igeren ¢alismalarinda RAS mutasyonlar1 arasinda en
stk rastlanan mutasyonunun NRAS mutasyonunu oldugunu (%33), bunlarin da biiyilik
bolimiiniin (%72) kodon 61°de gergeklestigi yaymlamiglardir (109).Gupta ve ark.’mnin
yayinladigt ¢ok giincel bir makalede RAS mutasyonlarinin biiyiik boliimiiniin FVPK, daha az
oranda folikiler karsinom olgularinda gozlendigini, ancak meduller karsinom ve anaplastik
tiroid karsinomunda da goriilebilecegi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada belirlenen dikkat gekici
bir bulgu da mutasyon saptanan folikiiler paternli lezyonlarin %93 {iniin indetermine kategoride

tan1 almis olmasidir (108).

Indetermine grupta tani alan olgularin biiyiik boliimiinii FVPK olusturdugundan ve
NRAS mutasyonunun malignite ve FVPK ile iligkisi net olarak ortaya ¢ikarildigindan, 6zellikle
indetermine grupta malignite oran1 yiiksek olan merkezlerde klinik olarak da riskli grupta yer
alan secilmis olgularda NRAS mutasyon analizinin olduk¢a sinirli da olsa taniya katki

saglayabilecegi diisiiniilmiistiir.
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VII- SONUCLAR

e 98 olgudan olusan ¢alisma grubumuzda yer alan ve tiroidektomi sonucu benign tani alan
hastalarin 27’si kadm (%35), 7’si erkek (%35), malign veya MPBIDT tanisi alan
hastalarin i1se 51’1 kadin (%65), 13’0 erkektir (%65). Cinsiyet dagilimi
degerlendirildiginde literatiirle uyumlu olarak her iki grupta da kadin hasta sayisinin
erkek hastalarin dort kat1 oldugu, ancak benign ve malign tanilarin her iki cinsiyette de

ayni oranda goriildiigi belirlenmistir (p=0.974).

e Benign grupta tam alan hastalarin yas ortalamasi 43,17, malign veya MPBIDT tanisi
alan hastalarin ise 45,16 olarak belirlenmis; yas ortalamalari agisindan benign ve malign

grup arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.609).

e Dort gruba ayirarak degerlendirmeye aldigimiz tiimdor ¢aplarinin, benign ve malign grup
arasinda belirgin bir farklilik gostermedigi, genel ortalamaya baktigimizda ise timor
caplarinin  her iki grupta da birbirine yakin degerlerde (19 ve 17 mm) oldugu
gozlenmistir. (p=0,455).

e Otuzdort’c. AUS/FLUS, 21’1 FN/FNK, 43’tii MK kategorisinde yer alan olgularin,
histopatolojik olarak 62’sinin malign (61 papiller karsinom, 1 mediiller karsinom),
2’sinin MPBIDT, 34’iiniin benign olarak tani aldig1 saptanmistir. Malignite oranlari
literatiirde bildirilen oranlara kiyasla yiiksek; AUS/FLUS kategorisi i¢in %37.5,
FN/FNK kategorisi i¢in %62, MK kategorisi i¢in %86 olarak belirlenmistir. Bu
kategorilerin, literatirle uyumlu olarak artan bir risk skalasi olusturdugu goriilmiis;

malignite ile iligkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.00).

e Malignite oranlarinin literatiirde bildirilen oranlara gore yiiksek olusunun nedenleri,
Istanbul Tip Fakiiltesinin bir referans merkezi olmasi; histolojik takipleri bulunan ve
caligmaya dahil edilen hasta popiilasyonunun klinik ve radyolojik olarak yiiksek risk
grubunda olusu, TIA teknigine bagl olarak, bilyiik bdliimii kan ve fibrin tabakalar1 ile
ortlilii, yetersizlik smirinda (49/98, %50) ve hiposelluler nitelikli (9/98, %09,1)
orneklerde karsilagilan degerlendirme gii¢liigii, tanida indetermine kategoriler arasinda

bir kayma olusu, yanlis pozitif tanilardan korunmak amaciyla teknik zorluklar da

83



tagiyan olgulara bir alt kategoride tani verilmesi ve histopatolojik degerlendirmede

yasanan gozlemciler arasi farkliliklar olabilecegi diistintilmiistiir.

Papiller karsinom tanisi alan 61 olgunun 44°ii (%72) folikiiler varyant, 17’si (%28) diger
varyantlar (9’u klasik varyant, 4’1 onkositik varyant, 1’1 Warthin benzeri varyant, 1’1
solid varyant, 1’1 makrofolikiiler varyant, 1’1 anaplastik tipe transformasyon gosteren
papiller karsinom) olarak tiplendirilmisti. Yiiksek folikiiler varyant orani indetermine
kategoride tan1 alan 6rneklerin degerlendirildigi diger serilerin sonuglari ile uyumludur
ve papiller karsinomun sitolojik degerlendirmesinde tani giicliigliniin en sik FVPK’da
yasandigint ve bu olgularin genellikle indetermine kategoride tani aldigini dogrular

niteliktedir.

Calisma grubunda yer alan malign olgularin biiyiik bir kismin1 FVPK’larin olusturmasi,
bu tiimoriin sitolojik ve histolojik tani giicliigi tasimasi, diger folikiiler paternli
lezyonlardan ayrimi i¢in tanimlanan sitomorfolojik kriterlerin yorumlanmasinda
enstitiiler ve arastirmacilar arasi1 degiskenligin yiliksek olusu, kesin tani igin
histopatolojik degerlendirmeye ihtiya¢c duyulmasi: ve benzer gii¢liiklerin burada da
mevcut olmasi, malignite oranlarinin beklenenden yiiksek bulunmasina katkida

bulunmus olabilir diye diisiinilmiistiir.

Sitomorfolojik kriterlerin malign ve benign olgularda goriilme oranlari; hipokromazi
icin %75 (48/64) ve %59 (20/34), oval nikleus icin %77 (49/64) ve %59 (20/34),
niikleer yariklanma i¢in %61 (39/64) ve %21 (7/34), niikleer ist {iste yigilma igin %70
(45/64) ve %38 (13/34), niikleer koselenme igin %25 (16/64) ve %6 (2/34),
psodoinkliizyon icin %17 (11/64) ve %0 (0/34), niikleuslarin genelinde go6zlenen
niikleer irilesme i¢in %78 (50/64) ve %65 (22/34), izole iri niikleus varlig1 i¢in %12
(8/64) ve %21 (7/34), nikleol igin %28 (18/64) ve %35 (12/34), kolloid varligi i¢in %28
(18/64) ve %32 (11/34), mikrofolikiiler patern varligi i¢cin %39 (25/64)ve %47 (16/34)

olarak belirlenmistir.

Sitomorfolojik parametrelerin benign-malign ayirimindaki olasi roliinii arastirmak
amaciyla yapilan istatistiksel analizde, literatiir ile uyumlu olarak niikler yariklanma
(p=0,000), niikleer iist {iste yigilma (p=0,002), niikleer koselenme (p=0,016) ve

psodoinkliizyon varligi (p=0,007) ile malignite arasinda anlamli iliski bulunmustur.

84



Sensitivitesi en yiiksek olan parametrenin niikleer iist liste yigilma (%70), spesifisitesi

en yiksek olan parametrenin ise psdédoinkliizyon (%100) oldugu belirlenmistir.

[statistiksel olarak anlamli bulunan bu dért parametrenin her birine ‘1 degeri verilerek
olusturulan skor skalasinda toplam skoru sadece 1 olan olgularin bile malign olma
olasiliginin, skoru 0 olan olgulara gore anlamlilik gosterecek derecede yiiksek oldugu
saptanmuistir (p=0,0001). Skorun 3 olmas1 halinde en az MK (spesifisite %85), 4 olmasi
halinde ise malign tanis1 (spesifisite %97) verilebilecegi, indetermine kategoride yer
alan olgularda skorlama sisteminin kullanilmasinin tan1 dogrulugunu ve giivenilirligini

arttirabilecegi sonucuna varilmistir.

Multivaryans lojistik regresyon analizinde ise niikleer yariklanma ve st liste yigilmanin
maligniteyi ongormede bagimsiz risk faktorleri olduklar1 belirlendiginden (Odds
oranlari sirast ile 3,2 (%95 CI=1,1-9,2) ve 2,9 (%95 CI=1,1-7,8), sadece bu kriterlerden
birinin saptanmasi durumunda bile patologun malignite ihtimalinin var oldugunu

bilerek degerlendirmeyi derinlestirmesi gerektigi diistiniilmiistiir.

Olgularimizin biiyiik boliimiinii (%72) olusturan FVPK ile ¢alismada degerlendirilen
sitomorfolojik parametreler karsilastirilmis, sadece literatiir ile uyumlu olarak
hicresellik oran1 g6z 6niine alinmaksizin dahi, mikrofolikiiler patern varliginin FVPK

ile anlaml iligki gosterdigi belirlenmistir (p=0,027).

Bu calismada maligniteyi Ongérmede anlamli bulunan sitomorfolojik kriterler,
indetermine grup temelinde tanimlanmaistir ve yalnizca %10 hiicrede goriilmeleri yeterli
kabul edilmistir. Ayn1 kriterlerin, yanlis negatif ve yanlis pozitif tamilar1 en aza
indirmede etkili olup olmadiginin arastirilmasi igin, benzer bir ¢alismay1 tiim 11A’lar1

kapsayan bir seride tekrarlanmanin yararli olacag: diisiiniilmiistiir.

BRAF mutasyon analiz sonuglar1 degerlendirildiginde malign grupta yer alan olgularin
%10.1’inde (6/61) BRAFV®%E mytasyonu saptanmistir. FVPK’l1 olgularda bu oranin
%6.9, diger varyantlarda % 18.7, yalnizca papiller gelisim sergileyen olgular (8 klasik

varyant, | Warthin benzeri varyant) dikkate alindiginda ise %33 oldugu belirlenmistir.
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BRAFV%E mutasyonunun, literatiire gore olgularimizda daha diisiik oranda bulunmast,
olgularimizin bityiik boliimiinii yiikksek oranda mutasyon gdstermesi beklenen (%30-70)
klasik varyant papiller karsinomlar yerine, diisiik mutasyon oranlarina sahip (%5-15)
FVPK’larin olusturmasina bagli olabilir. Bir bagska neden de literatiirde mutasyon
analizlerinin sitolojik ve histolojik materyallerde esdeger sonuglar verdigi
bildirilmesine karsin, ¢calismada sitolojik materyallerin kullanilmis olmasi olabilir. Bu
olasiligin kesin olarak ekarte edilebilmesi i¢in ayni testin, olgulara ait tiroidektomi

spesimenleri iizerinde de calisilmasi gerekmektedir.

BRAF mutasyonunun sitomorfolojik parametreler ile iliskisini degerlendirmek amaci
ile yaptigimiz istatistiksel analizde niikleer yariklanma ve psodoinkliizyonunun
BRAFV%%E mutasyonunu ile anlamli bir iliski gosterdigi saptanmstir. (p=0,038,

FV60%E mutasyonunu dngdrmede bagimsiz

p=0,019). Ayrica inkliizyon varliginin BRA
risk faktorii oldugu ortaya konulmustur (p=0,035, odds oran1i=6,9, %95 CI=1,1-41).
Dolayisiyla inkliizyon varliginin hem sitolojik degerlendirmede malignite riskini
ongéormede, hem de BRAF mutasyon analizinde pozitif mutasyona isaret eden en

onemli sitolojik parametre oldugu belirlenmistir.

BRAFVSE mutasyonu belirlenen olgularin 6’s1 da MK kategorisinde tani almasina
ragmen, sitolojik tan1 kategorisi ile mutasyon varligi arasinda istatistiksel olarak anlaml
iliski bulunmamais; bu durumun pozitif olgu sayisinin azlig1 ve tani1 kategorilerinin {i¢

gruba ayrilmis olmasi ile iliskili olabilecegi diisiintilmiistiir.

Bu seride yer alan olgularda rutin inceleme sirasinda, sitolojik degerlendirme yani sira
BRAF mutasyon analizi de calisilmis olsaydi, MK kategorisinde yer alan mutasyon
saptanmis 6 olguya direkt papiller karsinom tanisi verilecek; ancak geride kalan 37 MK
tanil1 olgu icin malignite oran1 yine yiiksek (%83) olacakti. Sonug olarak; BRAFY®%E
mutasyon orani diisik ve malignite orani yliksek bir MK kategorisine sahip
oldugumuzdan ve bu kategoride tami alan olgulara dogrudan cerrahi tedavi
uygulandigindan, ayrica sitolojik atipinin fokal veya belirsiz oldugu AUS/FLUS ve
FN/FNK kategorisinde yer alan olgularin hi¢birinde mutasyon belirlenmediginden,

mutasyon analizinin taniya belirgin katki saglamadigi diisiniilmistiir.
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AUS/FLUS kategorisinde bir FVPK olgusunda (%8), NRAS kodon 61 mutasyonu
saptanmistir. Indetermine grupta tam alan olgularin bilyilk béliimiinii FVPK
olusturdugundan ve NRAS mutasyonunun malignite ve FVPK ile iliskisi net olarak
ortaya c¢ikarildigindan, ozellikle indetermine grupta malignite oranmi yiiksek olan
merkezlerde klinik olarak da riskli grupta yer alan secilmis olgularda NRAS

mutasyonunun analizinin sinirli da olsa taniya katki saglayabilir.

Literatiirde son yillarda giderek yayginlagan, gerek teknik, gerekse maliyet agisindan
uygulanabilirligi giic olsa da, tiroid kanserlerinde gozlenen baska mutasyonlar1 da
iceren genetik tarama panellerinin  kullanimimin indetermine kategoride tani
dogrulugunu arttirabilecegi goriisiiniin, bu konu {izerinde yapilan arastirmalar
derinlestikce kuvvet kazanacagi, ancak giiniimiizde sitolojik degerlendirmenin hala en

onemli tanisal uygulama oldugu diistincesindeyiz.
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