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OZET

Patolojik Tanis1 “Belirsiz Sitoloji” Olan Tiroit Nodiillerinde Yeni Nesil Dizi Analizi Tabanh

Hedefe Yonelik Somatik Mutasyon Analizi

Amag: Tiroit nodiilleri toplumda yaygin goriilen bir sorunu temsil eder. Saptanan tiroit
nodiillerine yaklasimda en 6nemli asama malignite riskinin tespitidir. Bunun i¢in hastaya ait risk
faktorleri, fizik muayene, ultrasonografi gibi nodiile ait ipuglarmim toplanmas1 gereklidir. [1AB,
nodiillerin sitopatolojik incelemesine olanak saglar. Sitopatolojik olarak belirsiz grupta kalan
nodiillere yaklasim klinik pratikteki 6nemli zorluklardan birini olusturur. Bu 6rneklerin molekiiler
profillemesi son donemde One ¢ikan segeneklerdendir. Calismamizda belirsiz sitolojiye sahip
nodiillerin molekiiler analizi yapilarak; klinik pratikte malign-benign ayrimina katki saglamasi ve
klinik yonetime yardime1 olacak belirteglerin arastirilmasi hedeflenmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismamiza 20 adet belirsiz sitolojiye sahip tiroit nodiil aspirasyon
ornegi dahil edildi. Ornekler ameliyat karar1 verilmis hastalara aitti ve cerrahi patoloji sonucu
mevcuttu. Orneklerin molekiiler profillemesinde, 67 geni iceren bir yeni nesil dizileme paneli
kullanildi. Analiz sonuglar1 cerrahi patolojik veriler altin standart kabul edilerek kiyaslandi.
Kullanilan yontemin sensitivite, spesivite, PPV ve NPV degerleri belirlendi.

Bulgular: Analiz sonucunda 20 6rnekten 10 tanesinde 6 farkli gene (BRAF, NRAS, PTEN,
TERT, PIK3CA, TP53) ait Tier 1 veya Tier 2 varyant saptandi. Calismaya dahil edilen 15 6rnegin
cerrahi patoloji sonucu malign, 5 6rnegin ise benigndi. Malign patolojiye sahip 6rneklerin 10 tanesi
tiroidin papiller karsinomu, 5 tanesi ise tiroidin papiller mikrokarsinomu idi. Bir hastaya lenf nodu
metastazi eslik etmekteydi (Evre IVA), bir hastanin tiimor ¢ap1 4 cm’den biiyiiktii (Evre I11) ve bir
hastanin ise 2.2 cm idi (Evre II). Varyant saptanan 9 hastanin patoloji sonucu malign, bir hastanin
ise benigndi. Varyant saptanan hastalarin yas ortalamasi 56 iken, varyant saptanmayan grubun 46
idi. Testte NPV: %40, PPV: %90, Spesivite: %60, Sensitivite: %80 olarak hesaplanmustir.

Sonug: Tiim 6rneklere ait aspirasyon materyalinden elde edilen DNA ¢alisma igin yeterli
olmustur. Elde edilen molekiiler belirtegler ile en az 9 hastada IIAB girisimi tekrar1 gerekmeden
yonetim dogru sekilde yapilabilirdi. Calismada kullanilan test dahil etme testi (rule-in) olarak,
Ozellikle 45 yas istli hastalarda, yararli olabilir. Caligma belirsiz sitolojiye sahip nodiillerin
yonetiminde giderek gecerlilik kazanan molekiiler testlerin, klinik pratikteki faydasinin altini
cizmektedir. Ulkemizdeki ilk ¢alisma olarak sonraki ¢alismalara dnciiliik etmesi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: IIAB; Tiroit Nodiilii; Tiroit Kanseri; NGS



ABSTRACT

Next Generation Sequence-Based Targeted Somatic Mutation Analysis in Thyroid Nodules

with Pathologically Diagnosed as “Indeterminate Cytology”

Objective: Thyroid nodules represent a common problem in the population. The most
crucial step following the detection of a thyroid nodule is to estimate the malignancy risk. For this,
it is essential to collect clues about the nodule by investigating the risk factors of the patient,
performing a physical examination, and ultrasonography. FNAB allows the examine the nodule's
cytopathological characters. The approach to the nodules with indeterminate cytology is still
challenging in daily practice. Molecular profiling has recently become one of the promising
options. In our study; somatic mutation analysis was performed on nodules with indeterminate
cytology. It aims to help identify nodule characters as malign or benign and search for markers that
will help the clinical management.

Materials and Methods: Aspiration samples from 20 thyroid nodules with indeterminate
cytology were included in our study. The specimens belonged to patients who had undergone
surgery, and because of that, surgical pathology results were available. A next-generation
sequencing panel containing 67 genes was used for molecular profiling of the samples. The results
were compared with the pathology of surgery material data, which is accepted as the gold standard.
Sensitivity, specificity, PPV, and NPV were calculated.

Results: The study detected variants of 6 different genes (BRAF, NRAS, PTEN, TERT,
PIK3CA, TP53) in 10 of 20 samples. Surgical pathology results of 15 samples were malignant and
5 samples were benign. The malignant pathology consisted of 10 PTCs and 5 PMCs. One patient
had lymph node metastasis (Stage IVA), one patient had a tumor of 4.2 cm (Stage 111), and one had
a tumor of 2.2 cm (Stage I1). There were nine malignant and one benign surgical pathology in the
patient group with variant. The mean age of the samples with variants was 56, and 46 in the non-
variant group. The test was calculated as NPV: 40%, PPV: 90%, specificity: 60%, sensitivity: 80%.

Conclusion: All samples were able to obtain a sufficient amount of DNA for the study.
According to the detected molecular markers, at least 9 patients could have been managed correctly
without the need for a repeat FNAB. This study underlines the practical clinical utility of molecular
tests in the management of nodules with indeterminate cytology. Hence it is the first study about
the molecular markers in thyroid nodules in our country, it is aimed to lead the following studies.

Key Words: FNAB; Thyroid nodules; Thyroid cancer, NGS
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1.GIRIS VE AMAC

Tiroit nodiilleri (TN), toplumda sik rastlanan tiroit bezine ait bir hastalik grubunu
olusturur. Bu nodiillerin %10-15’ine tiroit kanseri eslik etmektedir [1], [2]. Ince igne aspirasyon
biyopsisi (IIAB), nodiillerin sitolojik incelenmesine olanak saglar. Bethesda smiflamasma gore
nodiillerin %20-30 kadar1 belirsiz (indeterminate) sitoloji (Kategori 3,4) grubunda yer alir [3].
Histopatolojik agidan arada kalinan nodiiller i¢in; takip, biyopsi tekrar1 ya da tanisal cerrahi gibi
farkli secenekler ortaya ¢cikmaktadir.

[1AB; invaziv, alaninda yetkin klinisyen ve tibbi patoloji uzmani gerektiren bir islemdir.
Ayrica islem tekrari her zaman bilgi verici olmayabilir. Tanisal cerrahi, kesin patolojik sonuca
ulagsmak i¢in yapilabilir. Ancak, ozellikle kategori 3 ve 4 olan olgular i¢in malignite riskinin
goreceli diigiik olmast, tiroit dokusunun gereksiz rezeksiyonunu ve ek cerrahi maliyeti beraberinde
getirmektedir. Malign patolojik tanili hastalarda ise tamamlama cerrahisi, genellikle ikinci bir
ameliyat stresi anlamina gelmektedir.

Stipheli ve belirsiz sitolojiye sahip nodiillere klinik yaklagimda yardimecr olacak
belirteclere ihtiya¢ vardir. Bu nodiillerin olduk¢a heterojen olmasi bir karar algoritmasi olusturmay1
zorlagtirmaktadir. Bu nodiiller i¢in ¢ogu kez ikinci bir invaziv iglem Onerilmekte bazi benign olan
nodiillere ise cerrahi yapilmaktadir. Malign nodiillerin cerrahisinde ise ek bir asama olan
tamamlama cerrahisi gerekmektedir. Bu anlamda, molekiiler belirtecler cerrahi prosediir se¢cimine
yardimc1 ve klinik prognoz hakkinda bilgi vericidir [4], [5]. Giincel tiroit kanser tedavisinde biiyiik
yer kaplamasa da molekiiler degisikleri hedef alan tedaviler pek ¢ok kanser i¢in oldukga popiilerdir.
Yakin gelecekte bu tedavilerin daha cok giindeme gelecegini sOylemek miimkiindiir. Hedef
belirteglerin belirlenmesi bu tedavilerin temelini olusturmaktadir.

Son dénemde, belirsiz sitoloji tanili nodiillerin molekiiler genetik agidan incelenmesinin
onemi giindeme gelmistir ve giincel kilavuzlarda yer bulmustur. Yapilan ¢aligmalar, baz1 molekiiler
belirteglerin, malign-benign nodiil ayrimina katki sagladigin1 ortaya koymustur [6], [5], [7], [8],
[91. [10].

Bu galismada, tiroit ultrasonografisi ve klinik degerlendirmeler dogrultusunda IIAB karar
verilen, sitopatolojik olarak malign ya da benign olarak adlandirilamayan, belirsiz tiroit
nodiillerinde molekiiler diizeydeki degisiklilerin arastirtlmasi amaglanmistir. Bu sayede
sitopatolojik olarak belirsiz ve/veya folikiiler neoplazi kuskusu igeren nodiillerin karakteri

hakkinda bilgi verici degisikliklerin taniya ne kadar yardimei oldugu tartisgtimistir. Orneklerdeki
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somatik degisikliler, deoksiriboniikleik asit (DNA) temelli olarak 67 geni i¢eren hedefe yonelik bir
panel ile taranmigtir. Bulunan somatik degisiklerin, nodiillerin karakteri hakkinda bilgi vericilik
diizeyi ve malignite ayrimindaki énemi degerlendirilmistir.

Nodiillerdeki molekiiler degisikliklerin degerlendirilmesi, 2015 Amerikan Tiroid Dernegi
(ATA) ve 2017 Avrupa Tiroid Dernegi (ETA) kilavuzlarinda yer bulmustur ve tamiya katki
saglamasi agisindan umut vadetmektedir [2]. Bu anlamda bu nodiillerin molekiiler profillemesine
yonelik yapilan ¢alismalar degerlidir. Bu anlamda literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, belirsiz sitoloji saptanan IIAB &rneklerine somatik mutasyon analizi
yaparak; bu nodiillerdeki malign-benign ayrimina katki saglamak, gereksiz cerrahilerin oniine
gegmeye yardimcr olmak veya cerrahiyi daha radikal hale getimeyi diisiinmek, tiimor agresifligi
hakkinda klinisyene bilgi vermek, hastanin gelecek takiplerini bu belirteglerin verdigi ipuglarini
g0z Online alarak yapmak gibi hasta konfor ve sag kalimim artirabilecek avantajlar saglayacagi
diisiiniilmiistiir. Baz1 molekiiler belirtegler icin hedefe yonelik tedaviler Birlesik Devletler Gida ve
flag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir [2]. Ek olarak, bu calisma; daha énce bildirilmeyen
bir somatik mutasyonun benign-malign ayrimina etkisini agiga ¢ikarmaya yardimci olabilecek ve
literatiire katki saglayabilecek sekilde planlanmistir. Calisma, ileriye yonelik maliyet etkin bir
molekiiler test olusturulmasina da katki sunmaktadir.

Bu arastirma, sensitivitesi ve spesifisitesi yiiksek, tarama saglayabilen ve maliyet etkin bir

panel olusturabilmek i¢in 6n ¢alisma degeri tasimaktadir.



2.GENEL BiLGILER

2.1 Genetik Bir Hastalik Olarak Kanser ve Patofizyolojisi

Cok hiicreli organizmalarin sorunu olan kanser, temelde hiicrelerin kontrolsiiz olarak
bliylime, c¢ogalma ve bulunmamasi gereken dokuyu isgal etme yetisi kazanmasi olarak
tanimlanabilir. Canlilarin tek hiicreli formdan ¢ok hiicreli organizasyona ge¢mesiyle, hiicrelerin
Uyum i¢inde yasayabilmesi elzem hale gelmistir. Bu uyumun korunabilmesi i¢in hiicrelerin
bliylime ve c¢ogalmasi; hem internal hem de eksternal faktorlerle kontrol altinda tutulur. Bu
kontroliin bozuldugu herhangi bir basamak, kanser gelisimi i¢in potansiyel bir sebep olarak
kargimiza ¢ikar.

Kanser, iskemik hastaliklarin ardindan diinya ¢apinda en sik mortalite sebebidir. 2060 y1l1
itibariyle mortalitenin en sik sebebi olacagi dngoriilmektedir [11]. Bir toplum sorunu olarak ele
alindiginda; uygun tarama, tani, tedavi ve takip saglayacak belirteclerin dnemi her gecen giin 6nem
kazanmaktadir. Bu belirteglere ulasabilmenin en 6nemli yolu kanser patofizyolojisine hakim
olmaktan ge¢gmektedir.

Dogal bir siire¢ olarak, yaklasik 102 hiicre iceren insan organizmasinda, her giin on
binlerce DNA hasar1 meydana gelir. Spontan DNA hasarinin hiicre basina giinliik 10%-10° oldugu
tahmin edilmektedir [12]. Endojen ve ekzojen mutajenlerin olusturdugu DNA hasari, tamir
mekanizmalarinca hiicre bolinmeden once genellikle diizeltilir. Diizeltilemeyen hasarlar ise
birikerek hiicrenin yaglanmasina, apoptozuna ya da kanserlesmesine yol agabilir. Biriken DNA
hasari, kanser olusumunda biiyiik role sahiptir. Bu nedenle bu hasarin birikmesinin hizlanmasina
sebep olan durumlar, kansere de yatkinlik olusturabilir. DNA tamir mekanizmalarindaki defektler
bunun en carpici Ornegidir ve pek ¢ok herediter kanser sendromunda, bu genlerden birinde
germline kalitilan bir mutasyon saptanmaktadir. Bu aileler, topluma gore artmis kanser riski tagirlar
ve bu durumu sonraki nesillere aktarabilirler. Ancak su unutulmamalidir ki, herediter kanser
sendromuna sebep olan her bir gen igin degisik oranda risk artis1t mevcuttur ve sendroma sahip bir
kiside dmiir boyunca hi¢ kanser gelismeyebilir. Ayrica bu kisinin ne zaman veya hangi tipte bir
kanserle kars1 karstya kalacaginin cevabi yoktur. Genetik gecisin en belirgin oldugu bu grupta dahi,
kanser gelisimi i¢in gerekli mutasyon esik degerinin asilmasina ihtiya¢ vardir ve cevresel

faktorlerce bu siire artip, azalabilir. Baz1 kanserlerde ¢evresel faktorlerin etkisi daha baskindir



(6rnegin; sigara-akciger kanseri). Kanser, ¢cevresel faktorlerle genetik faktorlerin etkilesimine bagh
ortaya c¢ikan multifaktoriyel bir genetik hastaliktir.

Kanser hiicresi olugsmasini molekiiler genetik diizeyde anlamak i¢in tiimor baskilayici
genler (TSG) ile onkogenlerin rolleri tizerinde durmak gerekir. Normal hiicre biyolojisinde biiytime
ve proliferasyonu saglayan proto-onkogenler, kanserli hiicrelerde asir1 ¢ogalma ve biiyliimeye yol
acabilirler. Bu genleri normalden daha fazla aktif hale getiren herhangi bir genetik degisiklik
onkogenlerin kanserlesmede merkezi bir rol iistlenmesine sebep olabilir. Bu genetik degisiklige
sebep olan mekanizmalar igerisinde nokta mutasyonlar (RAS, EGFR), translokasyonlar (BCR-
ABL), gen amplifikasyonlart (MET, HER2) yer alir. Somatik mutasyonlar olarak da adlandirilan bu
degisiklikler, germline mutasyonlarin aksine ebeveynlerden kalitilmazlar ve tiim hiicrelerde ortak
olarak bulunmazlar. Bu degisiklikler, zaman icerisinde genomda meydana gelen ve spontan
olduklar1 kabul edilen degisikliklerdir. Kimi zaman endojen mutajenlerle, kimi zaman viral
enfeksiyon ya da X 1sinlar1 gibi ekzojen uyaranlarla indiiklenirler. Baz1 onkogenlerdeki patojenik
varyantlar, germline olarak da aktarilabilir. Bunlar degisik klinik ¢iktilarin haricinde, ortak olarak
bazi tiimorler i¢in yatkinlik olustururlar. Bu gruba ornek olarak Ret onkogeninin germline
mutasyonlarmin sebep oldugu MEN (Multipl Endokrin Neoplazi) 2A-2B, Kit onkogeni iliskili
GIST (Gastrointestinal Stromal Tiimor), Met onkogeninin germline mutasyonlarinin yol agtig
herediter papiller renal kanserler verilebilir [13].

Onkogenlerin kesfini takiben, kansere molekiiler bakis derinligi artmistir. Biyolojik
sistemlerdeki en temel kurallardan biri olan karsit mekanizmalarin birbirini dengelemesi
gerekliligi, onkogenlerin disinda bir baska grubun daha olmasi gerektigini varsaymaktaydi. Hiicre
biliylimesini indiikleyenler kadar, biiylimeyi baskilayan ve bu sekilde kontrol altinda tutan bir
grubun varligi elzemdi. Rb ve Tp53 gibi genlerin kesfi ile tiimor baskilayict genlerin kanser
patogenezindeki onemi su gotlirmez bir hal aldi. TSG’ler genomun bekgileridir ve normal bir
hiicrede daima proto-onkogenlerin aktivitesini kontrol altinda tutarlar. Onkogenlerin tek alleldeki
degisimi ile kanser fenotipi ortaya ¢ikarabilmesinin aksine, TSG’lerin genellikle biallelik kayiplar
bu etkiye sebep olur. TSG’lerin kanser hiicrelerinde heterozigosite kaybina siklikla ugramasi da
bunun gostergelerinden biridir. ilk kez Knudson’1n ortaya attig1 “¢ift vurus hipotezi”, retinablastom
ad1 verilen goz tlimdrlerinin ortaya ¢ikmasi igin iki Rb geninin de bir sekilde etkisiz hale gelmesi
gerektigini savunur. Knudson yaptig1 gozlemlere dayanarak ailesel retinablastomlu vakalarin tek

allel kaybi (tek vurus), sporadik vakalarin ise iki allel kayb1 (¢ift vurus) gerektirdigini sOylemistir.



Bu gézleme gore, ailesel vakalardaki olgular, hatali olan bir alleli dogustan tasidiklari igin, diger
allelin ortadan kalkmasi tiimdr gelisimi igin yeterli olmaktaydi [13]. Gergekten de bir¢ok herediter
kanser sendromunda, kisiler germline olarak TSG’lerden birini etkiyecek bir mutasyonunu
allelerinden birinde tagirlar. Ornegin; Familyal Adenomatdz Polipozis Koli’de APC, Ailesel
Retinabastom’da Rb, Li-Fraumeni Sendromunda ise Tp53 genine ait hatali bir kopya kisinin tiim
hiicrelerinde mevcuttur. Bu germline taginan varyant bazen ebeveynlerden kalitilir, bazen de ilk
kez o kiside ortaya ¢ikmis (de-novo) olabilir.

Yukarida bahsedildigi lizere, kanserlesme hiicre genomunun biitiinliigi ile direkt olarak
iligkilidir. Bu durum giinlimiizde kanserin genetik bilimi olmadan anlasilabilmesini imkansiz

kilmastir.

2.2. Tiroit Bezi

iki lob ve ortada baglantiy1 saglayan ince bir isthmustan olusan tiroit bezi, ismini kalkana
benzerliginden almis olsa da, daha ¢ok bir kelebegi andirmaktadir. Bu iki lobun disinda siklikla
ticlincii ve daha kiiciik bir parca, isthmustan kranial yone dogru cikint1 sekilinde kendini gosterir
ve piramidal lob ismini alir. Piramidal lob, erken gelisim doneminde 6n barsak endoderminden
farklilasan medyan primordial tiroit dokusunun gegici baglant1 yapti§i embriyonik tiroglossal
kanala ait kalintidir. Tiriot bezi, boynun 6n kisminda, trakea’nin 6n komsulugunda, karotid arter
ile juguler venin medialinde yerlesmistir. Bu biiyiik venlerin embriyolojik dénemde bezin
pozisyonlanmasinda biiylik 6nemi oldugu diisiilmektedir. Yiizeyel yerlesimi nedeni ile kolayca
muayene edilebilir veya biyopsi alinabilir. Bir yetiskinde ortalama agirligi 15-20 gramdir [14],
[15].

Tiroit bezi, viicut homeostazinda 6nemli gorevler {istlenen endokrin bir organdir. Tiroit
bezi farkli endokrin fonksiyona sahip olan iki hormon sentezi gerceklestirir. Bunlar tiroit
hormonlar1 (TH) ve kalsitonindir. TH olan Triiyodotironin (T3) ve Tiroksin (T4) ise metabolizma
hizinin regiilasyonunu pek c¢ok biyolojik siirece etki ederek saglarlar. Bu hormonlarin gorevleri

ayrintili olarak “tiroit hormonlar1 ve sentezi” boliimiinde tartigilmistir.



2.2.1 Tiroit Bezinin Evrimsel Ozellikleri

Iyodinize organik bilesenler evrimsel olarak hep degerli olmustur. Hayvanlar alemindeki
pek c¢ok tiir tiroit hormonu ve iyotlu bilesenleri bulundursa da, folikiiler tiroit doku formasyonu
vertebralilara 6zgiidiir [14]. TH’lerin artan oranda pek ¢ok biyolojik siireci etkilemesi, iyodun
efektif sekilde saklanmasi ve kullanilmasini saglamak iizere, vertebralilarda tiroit folikiillerinin
evrimlesmesini gerekli kildig1 hipotezini diisiindiirmektedir [16]. Tiroit dokusu igerisindeki iyot
yeniden kazanimi, diyetle alinan iyot miktarinin 3-5 katina ulasir [17]. Memeli tiroit bezi, diger
vertebralilardan farkli olarak parafolikiiler C hiicrelerini icerir. Ultimobrankial cisimlerin tiroit
primordimu ile flizyonunu gerektiren bu siire¢, memelilerde tiroit bezine ikinci endokrin 6zelligini
kazandirir.

Iyodinizasyon bazi vertebrasiz hayvanlarda da gerceklesir. Bu tiirler, tiroid peroksidaz
(TPO) sentezleme kapasitesine sahip olsalar da TH oOnciisii olan tiroglobin (TG) sentezi
yapamazlar, TG sentezi vertebralilara 6zgiidiir. TG geninin evrimsel gegiste, vertebralilarda bir
duplikasyon sonucu olustugu diistiniilmektedir [14].

Tiroit bezinin sekli de tiirler arasinda oldukca degiskenlik gostermektedir. Pek cok
memelide, iki lob isthmus ile birbirine baglanirken, kikirdakli baliklar ve baz1 memelilerde tiroit
tek parcadir. Amfibi ve kuslarda ise isthmus bulunmaz ve tiroit iki bagimsiz parca olarak varligim

surdirir.

2.2.2 Embriyolojisi ve Histolojisi

2.2.2.1 Embriyolojisi

Embriyoda gelisen ilk endokrin bez olan tirot bezi, endodermal kokenlidir. iki ayri
endokrin fonksiyon i¢in iki ayr1 endodermal prekiirsor gereklidir. Faringeal taban endoderminden
koken alan hiicreler, TH (T3-T4) sentez iiniteleri olan tiroit folikiilerini olustururlar. Bu f{initeler
icindeki farklilagmis hiicreler epitelyaldir ve “tirosit” adin1 alir. Ultimobrankial cisim
endoderminden koken alan ve tiroitteki bir diger hiicre grubunu olusturan parafolikiiler C hiicreler
ise, noroendokrin karakter sergilerler ve kalsitonin sentezini istlenirler. Daha Onceleri

parafolikiiler C hiicrelerinin noral krest kdkenli oldugu diisiiniilse de, giincel olarak ddrdiincii



faringeal posun ventralindeki ultimobrankial cisimden gelistikleri ve endodermal orijine sahip
olduklar1 kabul edilmektedir [18]. Folikiiler tiroit dokusunu gevreleyen ve aralarina separasyon
yapan stromal dokunun biiyiik kismi1, noral krestten kdken alan ektomezankimal fibroblastlardan
olusur. Tiroit dokusu igerisinde kanserle iliskili rolleri bakiminda ilgi ¢ekici olan makrofaj, mast
hiicreleri gibi baska hiicre gruplar1 da mevcuttur [16].

Gelisiminin ilk kismi fertilizasyonun 20-22. giiniinde tiroit anlajinin ortaya ¢ikmasi ile
baslar. Bu yap1 farinks tabaninin orta hattindaki endodermal bir kalinlasmadan koken alir. Tiroit
bezi gelisimin 24. giiniinde, kaudal yonde gog hareketine baslar ve hyoid kemigin 6niine geger. Bu
stirecte tiroglossal kanal denilen yap1 sayesinde, tiroit bezi dil ile bir siire baglantili kalir.
Tiroglossal kanal sonraki donemde (embriyonun 30-40. giinleri arasinda) foramen ¢ekum adini
alarak, rutimente hal alir. Tiroit dokusunun migrasyonu embriyonun 45-50. giiniine dek devam
eder. Trakeanin ikinci ve tiglincli kikirdak hizasinin ventralinde nihai konumuna alan tiroit bezi,
her iki taraftan genisleyerek bilober sekline kavusur. Embriyonun 60. giiniinde ultimobrankial
cisim fiizyonu gergeklesir ve nihayet 70. giiniinde folikiilogenez baslar [19], [20].

Tiroit farklilagmasinda kritik 6nemde olan folikiilogenez, migrasyon tamamlandiktan
sonra baglar. Bu andan sonra, tiroit hiicre differansiasyonun gostergesi olan, tiroglobulin (Tg),
tiroperoksidaz (Tpo), TSH reseptorii (Tshr), ve sodyum (Na) iyodin (1) simport NIS (Slc5a5) genleri
tiroit hiicrelerinde eksprese olmaya baslar [18]. Folikiiler hiicrelerin farklilagsmasi1 tamamlanmadan,
embriyoda tiroit hormon sentezi baglamayacagi i¢in, bu ana dek embriyo tamamen annenin tiroit
hormon kaynaklarina bagimlidir. Tiroit dokusunun gelismesi geg fetal donemden erigkinlige dek
tiroit stimiile edici hormon (TSH) kontroliindedir ancak TSH erken donemdeki organogenezi veya
yeni folikiil olusumunu saglamaz. Bu siirecin lokal doku faktorlerince saglandigi diistiniilmektedir
[16].

2.2.2.2 Embriyogenezde Gorevli Molekiiler Yolaklar

Tiroit gelisiminde gorev alan transkripsiyon faktorleri ve sinyal molekiillerinin zaman
icerisinde ortaya konmasi, tiroit embriyogenezindeki molekiiler mekanizmalarin ve genetik
temelin daha iyi anlasilabilmesini saglamistir. En basa donecek olursak, yukarida tartisildigr tizere,
tiroide ait primordial yapilar 6n barsak endoderminden koken almistir. Endodermin dogru sekilde
olusmasi, hiicrelerin farklilagmasindaki ilk kritik basamagi olusturur. Ventral 6n barsak

endodermininin, tiroit hattina 6zellesmesinde, Wnt/p-catenin, BMP ve Nodal/TGF-f sinyallerinin



biiyiik rollere sahip oldugu anlasilmistir [21]. Yapilan bir ¢alismada embriyonik kok hiicrelerin
Fgf2 ve Bmp4 ile muamele edilmesinin, tiroit hiicre 6zellesmesini sagladigi gozlenmistir [16].

Diferansiye haldeki folikiiler hiicreler 4 farkli transkripsiyon faktorii eksprese eder. Bunlar
Nkx2-1 ( tiroit transkripsiyon faktor 1, Ttfl veya T/ebp), Foxel (tiroit transkripsiyon faktor 2,
Ttf2), Pax8 ve Hhex olarak adlandirilmistir (Tablo 1). Ayni zamanda tiroit transkripsiyon faktorleri
(TTF) olarak adlandirilirlar ve Tg, Tpo, Tshr gibi tiroit spesifik genlerin promoter bolgesine
baglanirlar [18].

Nkx2-1 (Nk2 Homeobox 1), sadece tiroit degil akciger gibi baska organogenezler i¢in de
onem arz eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Erken embriyonik doénemde tiroit prekiirsor
hiicrelerinin hayatta kalmasini, daha sonraki siiregte ise ise normal tiroit doku mimarisinin ve
fonksiyonunun korunmasini saglar. Pax8 (Paired Box 8), Nkx2 ile benzer gorevler tistlenir ve tiroit
doku diferansiasyonunun devamliligin1 saglar. Foxel(Forkhead Box E1), tiroit migrasyonunda
gorev aldigr dusilmektedir. Hhex (Hematopoietically-Expressed Homeobox), ilk kez
hematopoetik hiicrelerde tanimlanan bir transkripsiyon faktoriidiir. Fare calismalari Hhex
genindeki defektlerde genis bir fenotipik spektrumun ortaya ¢iktigini gdstermistir. Hhex geni, tiroit
ozellesmesine dogrudan katki sunmasa da, Pax8 ve Foxel ekspresyonunun devamliligini saglar ve
bu nedenle tiroit organogenezinin dogru ger¢eklesmesi igin gereklidir [18].

Pax8 ve Nkx2-1 koekspresyonu tiroit progenitorlerinin diger endodermal hiicre
hatlarindan ayirt edilmesine olanak saglar. Bu dort transkripsiyon faktorii, embriyonik bagka
dokularda da eksprese olmalarina karsin, dort faktoriin koeksprese oldugu tek yer tiroit anlajidir ve
bu transkripsyon faktorlerinden herhangi birini kodlayan gendeki delesyonlar, tiroit dokusunun

agenezisi ya da agir hipoplazisi ile sonuglanacaktir. [16].

Tablo 1: Diferansiye tiroit folikiiler hiicresinden eksprese edilen transkripsiyon faktorleri

Gorev
TTF Tiroit taslagr | Folikiil hiicresi Iliskili Olduklar1 Nadir Sendromlar
Nkx2-1 (Ttfl) | Sag kalim Farklilagsma Beyin-akciger-tiroit sendromu (OD)
Pax8 Sag kalim Farklilasma Tiroit disgenezisi (OD)
Foxel (Ttf2) | Migrasyon Hormon sentezi Bamforth-Lazarus sendromu (OR)
Sag kalim Non-meduller Tiroid Kanseri (OD)*
Hhex Sag kalim Bilinmiyor -




*Foxel 'in dozaj bagimli bir gen oldugu ve bu nedenle hem fonksiyon kayplarinin hem de fonksiyon
kazan¢larimin klinikle iligkilendirilmis olmast nedeniyle diigtiniilmektedir. Gendeki non-koding
enhancer bélgesine ait bir polimorfizm yakin zamanda tiroit kanserine yatkinlikla iligkili

saptanmustir [16]

TTF: Tiroit transkripsiyon faktorii, OD: Otozomal Dominant, OR: Otozomal Resesif

Yukarida bahsedilen transkripsiyon faktorlerinden baska, yeni yeni tespit edilen pek ¢ok
diizenleyici faktér bulunmaktadir. Tiroit farklilasmasinda rol alan bu faktorlerden bazilar
sunlardir:

1. Embriyonik donemde 6n barsak gelisiminde 6nemli roller tistlenen HoX ailesinin igerisinde
bulunan Hoxa3 (ve paraloglar1 Hoxb3 ve Hoxd3 ) ve Hoxa5 geni tarafindan kodlanan
transkripsiyon faktorleri

2. Nkx ve Fox ailesinin igerisindeki diger transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler olan
Nkx2-6, Nkx2-5, Nkx2-3 ve Foxa2

3. Kiriippel-benzeri ¢inko parmak proteini ailesine ait olan Glis3; Sox9; Eyal [18].

Bu diizenleyici faktorlerden Foxa2'nin tiroit prekiirsor gelisimi igin ekspresyonunun
azalmasi gerekirken, ekspresyonunun artmasi parafolikiiler C hiicre olusumunu ve farklilagmasini
artirtr. Foxa2’nin mediiller tiroid karsinomda ekspresyon seviyesinin degismesi prognozla
iliskilendirilmistir. Glis3, parafolikiiler hiicrede ekspresyonu olmayip, folikiiler hiicreye 6zel
ekspresyonu vardir. TSH tarafindan tiroit hormon sentezi indiiksiyonu yapilabilmesi i¢in
gereklidir. Na-Iyot simportunu saglayan proteini kodlayan Slc5a5 geninin promoterina baglanarak,
ekspresyonunu artirir. Shh yolaginin diizenlenmesine katildigina dair kanitlar mevcuttur. GLIS3-

PAX8 flizyonu, nadir bir tiroit timdrii olan hyalinize trabekiiler tiroit tiimorii ile iligkilidir [18].

2.2.2.3 Histolojisi

Tiroit bezi, kapsiilden baslayan septalar ile lobiillere ayrilmistir. Lobiiller mikroskop
altinda her biri igerisinde 20 ila 40 arasinda degisen sayida folikiil igerirler. Tiroit folikiilleri, bezin
hem yapisal hem de fonksiyonel birimleri olup sferik sekildedir, ortasinda tiroglobulin igeren

kolloid bulunduran yapilar kiibik epitelle ¢evrelenmistir. Tiroit folikiiler hiicresi polarizedir, bir



bazal ve bir apikal membrana sahiptir. Bu yapi, folikiil formasyonunun olusmasini saglar. Bu

folikiil hiicrelerinin arasindaki stromada parafolikiiler C hiicreleri konumlanmustir [22].

2.2.3 Tiroit Hormonlari ve Biyosentezi

Tirozin rezidiilerinden {iretilen tiroit hormonlarinin iki ana tipi vardir. Triiyodotironin
(T3) ve Tiroksin (T4). Folikiil hiicresinden salgilanan tiroit hormonlarinin; biiytik kismini T4, ufak
bir kismin1 ise T3 ve inaktif form olan revers-T3 (rT3) olusturmaktadir (Sekil 1). T4, periferde
daha aktif form olan T3’e doniisiir. T3 daha potent olmakla birlikte, T4 hormonu da aktif bir
formdur. Viicutta esas olarak metabolizma hizin1 diizenlerler. Tiroit hormonlarmin gérevleri
asagidaki gibi listelenebilir [22]:

1. Hiicrelerin biiyiime, gelisme ve farklilasmasinda rol alir.

Bazal metabolizma hizini ve viicut 1sisini1 diizenler.
Kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alir.
Cocuklarda santral sinir sistemi gelisimini saglar.
Kolesterol ve trigliserid yikimina yardim eder.
Elektrolit dengesini saglar.
Mitokondrial metabolizmay1 ve oksidatif fosforilasyonu artirir.

Hiicrelerin oksijen tiiketimini artirir.

© 00 N o g B~ w DN

Insan davranislar1 ve psikolojisi iizerine etkileri vardir.

=
o

. Barsak motilitesini hizlandirir.

-
-

. Beta adrenerjik uyariy1 artirr, reseptorlerin katekolamin sensitivitesini diizenler.

[EY
N

. Karbonhidrat metabolizmasini hizlandirir.

=
w

. Fertilite ve ovulasyon iizerine etkilere sahiptir.

Tiroit hormon sentezinin en énemli diizenleyicilerinden biri TSH’dir. TSH 6n hipofiz
hormonlarindan biridir. TSH, folikiiler hiicreler {izerindeki uyarict etkisini TSH-Reseptorleri
(TSHR) tizerinden gergeklestirir. TSHR, bir G proteini kenetli yedi membran proteinidir ve hiicre
tizerindeki etkilerini siklik adenozin monofosfat (cAMP) iizerinden gosterir. Bu reseptorlere karsi
gelistirilen antikorlar Graves hastaliginin gelismesine yol agar. Hipotalamustan salgilanan TRH

(tirotropin salgilayici hormon) tarafindan {iretimi artirilir. Tiroit hormon sentezinin uyarilmasini
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saglayan TRH-TSH aksi, tiroit hormonlarinca negatif feedback ile baskilanir. Hipofiz bezi ya da
hipotalamus hasarlar1 sekonder hipotiroidizme yol agabilir. Nadir olarak TSH salgilayan hipofiz

adenomlar ise sekonder hipertiroidiye neden olur.

2.2.3.1 Tiroit hormon biyosentezi

Folikiil hiicresi, tiroit hormon sentezini gerceklestirmek ve daha sonra kana hormon
akisini gerceklestirebilmek icin polarize sekildedir. Bu hiicrelerin bazolateral kutbu kan akisi ile
komsuluk saglarken, apikal yiizey ise folikiiler liimene bakar. Folikiiler limende bulunan kolloid
tiroglobinden olugsmustur. Tiroglobin tiroit hormonlarinin ana maddesidir ve tiroit hormonuna
doniigsmesi bir dizi kimyasal reaksiyon gerektirir. Tiroit hormon sentezi i¢in asagidaki basamaklar
gereklidir [17], [23].

1. Tiroglobulin sentezi

Tiroglobulin, folilikker hiicrelerin graniilli endoplasmik retikulumlarinda
sentezlenir, golgide paketlenir ve ekzositozla folikiil limenine verilir. Bu 6ncii protein iyot
icermez.

2. Inorganik ivodun, kandan folikiil epitel hiicresine alinmasi

Tuzaklanma olarak da adlandirilan bu basmakta, kandan inorganik iyodun
bazolateral yilizeyinde bulunan Na-I simport (NIS) tasiyicisi ile alinir. NIS, hiicre i¢cindeki
membran potansiyelinin korunmasi i¢in Na'/K*ATPaz pompasinin fonksiyonuna
bagimlidir. Hiicreye alinan inorganik iyot Pendrin (SLC26A4) transporter: ile folikiil
ltimenine verilir.

3. Tiroglobunin iyodinizasyonu

Baslica tiroit peroksidaz (TPO) ile gergeklesen bu reaksiyonun ti¢ alt basamagi
vardr.

a. Oksidasyon: NADPH oksidaz ile olusturulan hidrojen peroksit (H202) yardima ile
TPO iyotu iyodine (I12) doniistiirtir. Tiroit folikiil hiicreleri iki tip NADPH oksidaza
sahiptir. Dual oksidaz 1 (DUOX1) and dual oksidaz 2 (DUOX2).

b. Organifikasyon: Tiroglobinin iizerinde bulunan tirozin rezidiilerine iyodine (12)

eklenir. Monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT) olusur.
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c. Esleme (Coupling) reaksiyonu: Olusturulan iyodinize tirozin rezidiileri T3 ve T4
olusturmak i¢in eslenir.
MIT +DIT =T3
DIT+DIT=T4
4. Saklama
Olusturulan T3 ve T4 tiroglobine bagl tutularak folikiil limeninde saklanir.
5. Salmim
Iyodinize tiroglobinler endositozla folikiil epitel hiicresine alinir. Lizozom
endozom ile birlesir ve endolizozomal enzimlerin proteolitik aktiviteleri sayesinde
tiroglobin yikilarak MIT, DIT, T4 ve T3 olusur. Olusan tiroit hormonun %801 T4, %20’si
T3’tiir. Bu oran iyot alimi yetersiz olursa T3 lehine artar. MCTS transporter1 sayesinde
kapillere salinim gergeklesir. MIT ve DIT igerisindeki iyot, deiyodinazlarla koparilarak geri

kazanilir.
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Sekil 1: Tiroit folikiil hiicresi ve tiroit hormon sentez [24]

Kana verilen tiroit hormonlari, plazmada bulunan tiroit baglayici proteinler olan tiroksin
baglayict globiilin (TBG), transtretin (prealbiimin) ve albiimin ile tasmir. Bu proteinlere siki

baglanan tiroit hormonlari, bu nedenle uzun yar1 6mre sahiptir [17].
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Daha aktif forma doniisebilmesi sebebiyle prohormon olarak da adlandirilan T4’iin T3’e
donligiimiinii deiyonidazlar olarak adlandirilan bir enzim grubu istlenir. Tip 1 deiyodinaz (D1),
T4’lin T3 ve rT3’e donlislimiinii artirir. Daha ¢ok rT3’e doniisiim yaptigi i¢in, tiroit hormonlarinin
ortadan kaldirilmasini saglayan bir enzim gibi is gérmektedir. Tip 2 deiyodinaz (D2), T4’den T3
konversiyonunu esas iistlenen enzimdir. Tip 3 deiyodinaz (D3), T4i rT3’e; T3 ‘i ise 3,3’
deiyodotironine gevirerek inaktive eder. D3, tiroit hormonlarinin ana inaktivatorii olarak gérev alir
[25].

Tiroit hormonlar etkilerini THR iizerinden gdsterir. THR’ler niikleer reseptor siiperailesi
icerisinde yer alirlar. Su ana kadar iki farkli THR tanimlanmistir. THRa ve THR, sirasiyla THRA
ve THRB genleri tarafindan sentezlenirler. Bu genlerin pek ¢ok farkli isoformu bulunmaktadir ve
doku spesifik olduklari disiiniilmektedir [26]. T3, genelikle Retinoid X reseptorii (RXR) ile
heterodimer halde bulunan THR’ye baglanarak trankripsiyon aktivasyonunu baslatir. THR bazen
homodimer ya da monomer halde de bulunabilirler. THR, T3 responding eleman (TRE) olarak
adlandirilan ve hedef gen promoterinda bulunan tekrar dizilerine baglanarak, genin koaktivatorlerle
iliskisini saglarlar (Sekil 2). TRE’ler aralarinda 4 niikleotit bulunduran AGGTCA dizilerinin -
AGGTCANNNNAGGTCA- tekrarindan olusur [27].

sitoplazma -
] Translasyon
Nikleus r N
T, @ Transkripsiyon
o YD,
T

XOXOCO mRE =0
T, iligkili genler
Sekil 2: T3’{in niikleusta gen transkripsiyonunu baglatmasi [28]

Tirotropin salgilayict hormon (TRH), Tiroit responding eleman (TRE), Retinoik asit X reseptorii (RXR),
Tiroit hormon reseptorii A1 (TRal)
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2.3 Tiroit Nodiilii ve Tiroit Kanseri

Tiroit nodiili, tiroit bezi i¢inde radyolojik olarak ¢evredeki parankimden farkli olan ayri
bir lezyon olarak tanimlanabilir. Oldukga heterojen bir grubu temsil eder. Bir nodiil soliter, ¢oklu,
kistik veya kati olabilir; fonksiyonel olabilir veya olmayabilir. En temel sekilde tanimlanacak
olursa, tiroit dokusunun ¢ikintilagtigi, solid ya da kistik 6zellik sergileyebilen ve ¢ogunlukla tiroit
dokusunun normalden fazla biiylimesiyle ortaya ¢ikmis lezyonlardir. Toplumda ¢ok sik goriiliirler.
Tiroit nodiillerinin klinik 6nemi; tiroidin fonksiyonel durumuna etkisi, lokal boyun semptomuna
sebep olup olmamasi ve patolojik olarak malignite potansiyelinin degerlendirilmesi gerekliliginden

kaynaklanir. Sik goriilse de, biiyiik bir kism1 benigndir.

2.3.1 Epidemiyolojisi

Tiroid nodiilleri toplumda sik goriiliir. Toplumda palpabl nodiil siklig1 yaklasik %5 olsa
da ¢ok daha fazla nodiil klinik olarak sessizdir. Kadinlarda yaklasik 4 kat daha sik goriiliir. Yagla
artmakla birlikte, insidental olarak tiroit ultrasonografisinde %70’e varan oranlarda nodiil
saptanmaktadir [29]. Bir ¢ok yayn, palpasyon ile %2-6, USG ile %19-35, otopsi verisinde %8-65
arasinda tiroitte nodiil saptama oran1 vermektedir [30]. Iyot eksikliginin endemik oldugu bdlgelerde
bu oranlar artmaktadir. Iyotun hem eksikligi hem de fazlalig1 tiroit nodiil riskini artirmaktadir [31].
Nodiillerin biiyiik bir kismi benigndir. Tiroit nodiillerinin %10-15 kadar1 malign 6zelliktedir [32].

En sik goriilen endokrin malignensi olan tiroit kanserinin insidansi son 30 senede oldukga
artmistir. Yapilan bir calismada 1975’ten 2009’a kadarki siirecte insidans 4.9°dan 14.3°e
yiikselerek yaklasik 3 kat artmistir, oysa mortalite oranlari sabit kalmigtir [33]. Daha kiigiik (<2
cm) papiller kanserin tespit edilebilmesi bu artisin esas sebebidir. Mortalite oranlarindaki
benzerlik; birgok arastirmacinin, tiroit kanser sikliginin artisinin gergek bir artis olmaktan ziyade
tan1 sensitivitesini artiran yontemlerin sayesinde oldugunu ve insanin hayati boyunca hi¢ semptom
yaratmayacak kanserleri de ortaya koyma kabiliyetine baglamaktadir. Tiroit kanserinin agresif
tedavi edildigi ikilemi, potansiyel zararin, yarar1 gectigi yoniindeki tartigmalar siirmektedir. Rolatif
olarak stabil bir kanser olmasinin yaninda bazi faktorler kotii prognozla iligkilidir. Bunlar; >45 yas,
erkek cinsiyet, biiyiik tiimdr boyutu, histolojisi, ileri evre, lenfatik invazyon, uzak metastaz ve

cerrahi ya da radyoterapiye ulasilamamasi olarak siralanabilir [33].
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Tiroit kanserleri folikiiler hiicrelerden ya da parafolikiiler C hiicrelerinden koken alabilir.
Folikiiler hiicrelerden koken alan kanserler diferansiye tiroit kanser (DTC) ve anaplastik tiroit
kanserini igerir. Parafolikiiler C hiicreler ise, mediiller tiroit kanserlerine (MTC) sebep olur.
MTC’ler tiim tiroit kanserlerinin yaklasik %5-10 kadarmi olusturur. Biiylik ¢ogunluk folikiiler
hiicre kokenlidir. Folikiiler hiicre kokenli kanserlerin %85 kadar1 prognozu iyi olan diferansiye
tiroit kanserlerdir. %10-15 kadar1 ise daha agresif bir karakter sergiler [34]. Papiller tiroit kanseri
(PTC) kadinlarda erkeklere gore 3 kat daha siktir. Tiroit kanserinin tani yasi ortalamasi 50°dir [35].

2.3.2 Etiyolojisi

Tiroit nodiil etiyolojisi genis bir skalay1 kapsar. Iyonize radyasyon hem benign hem de
malign nodiiller i¢in risk faktoriidiir. Sigara veya alkol tiiketimi, obezite, metabolik sendrom, IGF-
1 (insiilin benzeri biiyiime faktorii 1) seviyesindeki yiikselmeler ve uterin miyom olmasi diger risk
faktorleridir. Oral kontraseptif veya statin kullanimi1 nodiil riskini azaltabilir. Solid nodiillerin
yaklasik %23’line multinodiiler guatr eslik eder [36].

Tiroit kanseri etiyolojisinde radyasyon maruziyeti 6ne ¢ikmaktadir. Atom bombasi ve
Cernobil faciasi ile tiroit kanseri artis1 dokiimante edilmistir. Ayrica cocukluk caginda diistik doz
radyasyona maruz kalan kisilerde de artmis tiroit kanseri riski bulunur.

Kadinlarda tiroit neoplazilerinin erkeklere gore belirgin olarak daha fazla goriilmesinin
sebebi hala tam agiklanamasa da, kadin seks steroid hormonlarinin niiklear alfa ve beta dstrojen
reseptorlerinin farkli ekspresyonu {izerinden tiroit kanser histolojisini etkiledigi varsayilmaktadir.
Tiroit iligkili proliferatif hastaliklarin gebelikte artmasi ve tiroit kanser riskinin menapozdan sonra
azalmasi da Ostrojenin etkisine isaret etmektedir. Tiroit kanseri hiicre serilerinde, Ostrodioliin
reaktif oksijen radikali miktarini artirdig1 ayrica kanser hiicrelerindeki adhezyon, invazyon ve

migrasyon yetenegine katki sagladigi gosterilmistir [37].
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Tablo 2: Sendromik non-mediiller tiroit karsinomu ile iligkili genler

Sendrom Gen
Cowden PTEN
FAP- Gardner APC
Carney PRKAR1A
Werner WRN
McCune-Albright GNAS1
Dicerl sendromu DICER1
Ataksi Telanjiektazi ATM

Li- Fraumeni TP53

FAP: familyal adenomatoz polipozis

Mediiller tiroit karsinomlarin ailesel formlar1 iyi bilinmektedir. Mediiller tiroit
karsinomunun gelismesinde RET geni temel bir rol iistlenir.

Non-mediiller tiroit karsinomlar1 (NMTK) genellikle herediter degildir. Ancak birinci
derece yakinlarinda NMTK saptanan kisilerde risk %3-10 olarak degismektedir [35]. Tiroit epiteli
kokenli kanserlerdeki ailesel risk, pek ¢ok kanserin iizerindedir; 6rnegin meme ya da kolon
kanserine gore 5-10 kat daha fazla riski baridirir. Non-mediiller tiroit karsinomlarin ailesel
(FNMTK) olan fromlarinin, sporadik formlara gore; daha multifokal seyrettigi, daha geng yasta
basladigi, sik niiksiin ve kotii prognozun eslik ettigi bildirilmistir [38]. Ailesel formlarda, belirgin
bir ¢evresel faktdr yoklugunda, hastanin; iki ya da daha fazla birinci derece yakini etkilenmistir.
Ailesel formlar; sendromik ya da non-sendromik olabilir. Sendromik formlar ailesel formlarin daha
kii¢iik bir kismin1 olusturur. Sendromik formlar tablo 2°de 6zetlenmistir [38], [35] . Bunun yaninda
cogunlugu olusturan non sendromik grup i¢in baglanti analizleri, tiim genom analizleri ve tiim
ekzom analizlerinden yararlanilarak pek ¢ok veri elde edilmistir. Non-sendromik NMTK oldukga
kompleks ve heterojen bir genetik temele sahiptir. Hem monogenik ve hem de poligenetik kalitim

modeline uyabilirler [39].
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2.3.3 Klinik Ozellikleri, Tani ve Tedavisi

Klinik veren tiroit nodiilleri, disfaji, ses kisiklig1 gibi en ¢ok basi semptomlari nedeniyle
kendini belli ederler. Agr1 nadirdir ve genellikle benign bir nodiilde kanama, tiroidit ya da malignite
stiphesi uyandirir, bazen mediiller tiroit kanserinde kiint bir agr1 eslik edebilir. Bunun disinda
biiyliyen tioit dokusunun eslik etmesi kozmetik nedenlerle de hasta bagvurusuna sebep olabilir.
Ancak gilinlimiizde, tiroit nodiilleri artan oranda insidental olarak saptanmaktadir. Boyun
ultrasonografide (USG) yaklasik her iki kisiden birinde nodiil saptanmaktaysa da bunlarin
%>5’inden daha azi1 maligndir [35].

Bir nodiil saptandiktan sonra yapilmasi gereken en Onemli is, malignite riskini
belirlemektir. Bunun i¢in hastanin 6ykiisii alinmali, fizik muayanesi dikkatlice yapilmali, tiroit
fonksiyon testleri gergeklestirilmelidir. Nodiiliin ne zaman ortaya c¢iktigi, karakterinde takip
stirecinde degisme olup olmadig1 sorgulanmalidir. Hastadan basta tiroit USG olmak iizere gerekli
goriintiileme yontemleri istenmelidir. Tiim bu 6zellikler 1s181inda gerekliyse sitolojik degerlendirme
yapilmalidir [32]. Sitolojik inceleme gercken vakalarda en sik tercih edilen yontem ince igne
aspirasyon biyopsisidir.

Hasta 0ykiisii nodiiliin karakterini tahmin etmede 6nemli ipuglar1 saglar. Hastanin ¢ocuk
ya da ileri yasta olmasi (<20 yas, >70 yas), erkek cinsiyette olmasi, cocukluk ¢aginda bas boyun
bolgesinde radyasyona maruziyet 6ykiisii, kemik iligi transplantasyonu i¢in tiim viicut radyasyona
maruz kalmasi veya diger sebeplerle radyasyona maruziyet Oykiisii, nodiilin hizli biiyiime
gostermesi, aile dykiislinde tiroit kanseri bulunmasi, tiroit kanserine yatkinlik olusturan herediter
durumlardan birine sahip olmasi (FAP, Werner sendromu gibi) malignite riskini artiran
durumlardir [29].

Dikkatli bir fizik muayene yapilmalidir. Boyun muayenesinde ele gelen lenf nodu olmasi,
nodiiliin sert ve fikse karakterde olmas1 maligniteyi diisiindiiren 6zelliklerdir.

Laboratuar incelemeleri, TSH ile baglamalidir. TSH diisiikliigii hipertiroidizmi gosterir ve
radyoizotop incelemesini gerektirir. Tiroit nodiilleri nadiren tirotoksiktir bu nedenle TSH
diistikliigi malignite riskini azaltir. Yiiksek TSH ise, hipotiroidizmin gostergesidir ve siklikla
Hashimoto tiroiditi ile birlitedir. Kalsitonin ise aile dykiisii ya da sitolojik 6zellikleri nedeniyle

mediiller tiroit kanseri diisiiniilen se¢ilmis vakalarda istenmelir [40].
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Tiroit USG, tiroid nodiiliiniin sensitif sekilde degerlendirilebilmesine olanak saglar ve
nodiil incelenmesi i¢in ilk segenek goriintiileme yontemidir. Tespit edilen tiim tiroit nodiilleri
ultrasonografi ile incelenmelidir [32]. Yine de tiroit USG malignite tanisi koyamaz. Tiroit
nodiiliiniin benign ya da malign oldugunu diistindiiren USG 6zellikleri Tablo 3’te 6zetlenmistir

[41]. Bu 6zelliklerin igerisinde maligniteye en spesifik olan mikrokalsifikasyonlardir.

Tablo 3: Tiroit nodiiliiniin ultrasonografik 6zellikleri

Benign Karakter Malign Karakter
Normal ya da hiperekoik sinyal Hipoekoik sinyal

Iyi ayirt edilebilen duvar (Halo isareti) Diizensiz sinirl duvar
Ince duvarli bir kist Seliilarite artisi

Yumurta kabugu ya da amorf kalsifikasyon Punktat mikrokalsifikasyonlar

Golgelenme Golgelenme olmamasi

Zamanla boyutta kiiclilme Invazyon varligi

Lenfoadenopatinin olmamasi 1 cm tizerinde lenf nodu varligi

Doppler ile disiik intranodal kan akimi Doppler ile yiiksek intranodal kan akimi1

EU-TIRADS (European Thyroid Imaging and Reporting Data System), tiroid USG
raporlarinin standardize edilebilmesi i¢in olusturulmus bir siniflamadir [42]. Siniflama 5 kategori
icermektedir:

EU-TIRADS 1: Nodiil yok

EU-TIRADS 2: Benign

EU-TIRADS 3: Diisiik malignite riski

EU-TIRADS 4: Orta malignite riski

EU-TIRADS 5: Yiiksek malignite riski

Radyoizotop goriintiileme, anatomik degerlendirme yapan ultrasonografiden farkli olarak
tiroidin fonksiyonel durumunun degerlendirilmesine izin verir. Algoritmde ilk degerlendirmede,
TSH’mm baskili oldugu durumda nodiiliin hiperfonksiyone olup olmadigin1 anlamak igin

yapilmalidir. Bunun disinda siklikla kullanilmaz.
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Sicak-soguk nodiil ayriminda Teknezyum 99m perteknetat veya lyot 123 ve 131
kullanilabilir. Nodiillerin %80-85’1 soguk karakterde iken, %5 kadar1 sicak karakter sergiler. Soguk
nodiillerde malignite oran1 %10 kadarken, sicak nodiillerde %1 kadardir [43]. Intratorasik
yerlesimli, retrosternal tiroit varligindan siiphelenilen vakalarda ayrica kitlesel servikal lenf nodu
varliginda bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiilemeden yararlanilabilir.

[IAB, nodiillerin malign benign ayrimi i¢in kullanilan, maliyet etkin bir islemdir. Ultrason
kilavuzlugu ile yapilmasi tanisal olmayan 6rnekleme riskini azaltmaktadir. Elde edilen materyalin
tanisal oran1 sitopatalogun tecriibesi ile orantilidir. Ik degerlendirmeden gegen bir nodiil i¢in IIAB
endikasyonlar1 sunlardir [44]:

1. Yiksek riskli 1 ecm ve iistii nodiiller

2. Orta riskli 2 cm ve iistii nodiiller

3. Diisiik riskli 2 cm ve iistii nodiiller + boyutun biiylimesi / riskli hasta dykiisii
4

. Yuksek riskli 0.5-1 cm arasindaki nodiiller

0.5 cm’den kiiciik nodiillere, sonografik oOzelliklerden bagimsiz olarak takip
onerilmektedir. 4 numarali kriteri saglayan nodiillerde ise [IAB uygulanabilir ya da takip edilebilir.
Benign 6zellikte, saf kistik karakterdeki nodiillere veya tiroid bezinde hi¢ nodiil saptanmadigi
durumlarda IIAB gerekmez [2].

ATA tarafindan 2015 yilinda yayinlanan kilavuza gére USG paternleri baz alinarak
hesaplanan malignite riskleri su sekildedir (Tablo 4) [2]:

Tablo 4: ATA kilavuzunda sonografik 6zelliklere gore oneriler

Siiphe Sonografik Ozellik Risk% | Biyopsi
Yiiksek 1-Solid hipoekoik >70-90 | >1 cm
2-Parsiyel kistik nodiilde solid hipoekoik komponent ise Onerilir
+

diizensiz sinir/ mikrokalsifikasyon/ uzunluk>genislik/
ekstratrioidal uzanim/ yumusak doku bileseni ile kenar

kalsifikasyonlar1

Orta Diizenli sinirlt hipoekoik nodiil 10-20 | >1 cm

ise Onerilir
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Mikrokalsifikasyon,  ekstratrioidal ~uzanim  veya

uzunluk>genislik yok
Diisiik 1-Izoekoik/hiperekoik solid nodiil 5-10 >1.5 cm
2-Parsiyel kistik nodiil (ekzantrik solid komponenti olan) ise Onerilir

Mikrokalsifikasyon, diizensiz sinir, ekstratrioidal uzanim

veya uzunluk>genislik yok

Cok 1-Spongiyoz <3 >2 cm
diisiik 2-Herhangi bir silipheli 6zellik icermeye parsiyel kistik ise yapilabilir,
nodiil takip bir
segenektir.
Benign Saf kistik nodiil <1 Yapma

[1AB sitoloji inceleme sonuglar1 Bethesda siniflamasina gére 6 gruba ayrir [45] (Tablo 5).

Tablo 5: Bethesda siniflamasi ve karsilik gelen malignensi riski oranlari

Bethesda Simifi Malignensi | Genel Yaklasim
Riski
I.  Non-diagnostik %1-4 [IAB tekrar
I1. Benign %0-3 Klinik takip
1. AUS-FLUS %5-15 [IAB tekrar
IV. Folikiiler — neoplazi /| %15-30 Cerrahi lobektomi
sliphesi
V. Malignensi siiphesi %60-75 Tiroidektomi- lobektomi
VI. Malign %97-99 Tiroidektomi- lobektomi

AUS: Onemi bilinmeyen atipi, FLUS: Onemi bilinmeyen folikiiler lezyon, IIAB: ince igne aspirasyon biyopsisi

ATA 2015 kilavuzu, non-diagnostik sonug verilen nodiillere [IAB tekrarmi 6nermektedir.
Bu gruptaki nodiillerin biiyiik kismi1 benigndir. Ancak tekrar biyopsisinde non-diagnostik sonug
alan ve sonografide siipheli goriintii sergileyen nodiillerin malignite riski yiikselmektedir. Kilavuz,
bu nodiillere cerrahi segenegi de hatirlatmaktadir. Ayrica, coklu gen panelleri ya da BRAF geni ile

mutasyonu taramasi klinik yaklagima yardimci olabilir. Genetik testlerin kotli yayma sartlarina
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bagli sonu¢ verilemeyen durumlarda yararli olabilecegi, ancak yetersiz hiicre nedeniyle non-
diagnostik sonug verilen durumlarda ise fayda saglamasi ihtimalinin diisiik olacagi belirtilmektedir
[2].

[IAB sonrasi, benign sitolojik sonuctaki nodiillere ek inceleme &nerilmez.

Malign sitoloji saptanan nodiiller i¢in cerrahi eksizyon onerilir. Cerrahi yerine alternatif
bir yol su durumlarda diisiintilebilir:
1. Cok diisiik riskli timor
2. Komorbiditeler nedeniyle yiiksek cerrahi riske sahip hasta
3. Beklenen yagsam omrii kisa olan hastalar
4. Hastanin tiroit cerrahisinden dnce daha oncelikli baska medikal ya da cerrahi tedavilere

ihtiya¢ duymasi

Indeterminate (belirsiz) olarak adlandirilan nodiiller 3 Bethesda grubunu igerir. Bunlar
grup III, IV ve V’dir. Bu grupta en yiiksek risk bulunduran, “malignensi siiphesi” olarak
adlandirilan grup V’dir. Bu grup malign grup gibi degerlendirildiginden, bazi kaynaklar belirsiz
sitoloji grubunda sadece grup III ve grup IV’i katar. Bu iki grup klinik agidan yaklagimi en zor
olan gruptur. Nodiillerin yaklasik %20 kadar1 belirsiz grup igerisinde yer alir ve malignite riski,
grup III i¢in %5-15, grup IV i¢in %15-30 ve grup V icin %50-75 kadar verilmektedir [46]. Bu
gruplar igin ATA kilavuzu Onerileri asagida 6zetlenmistir.

Malignensi siiphesi (grup V) bulunan nodiillere yaklasim, malign sitoloji saptanan
nodiillere benzerdir. Daha 6nceki ¢aligmalarda yapilan molekiiler testlerin pozitif prediktif deger
(PPV) veya negatif prediktif deger (NPV) oranlar1 baz alindiginda, bu grubun malignite riskinin
tahmininde molekiiler testler; sitolojik sonuca ek, 6nemli bir degisiklik yapmamaktadir. Bu nedenle
onerilmemektedir [2].

Sitolojisi AUS/FLUS olan nodiillerde klinik ve sonografik endise uyandiran 6zellikler
dikkate alinarak, direk takip ya da cerrahi karar verilmeden 6nce; biyopsi tekrar1 veya molekiiler
testler ile yeniden risk arastirmasi yapilabilir. Biyopsi tekrar1 ve/veya molekiiler testlerin sonucu
hala yetersiz bilgi iceriyorsa takip ya da cerrahi karar1 hasta karari, klinik ve sonografik 6zellikler
baz almarak verilebilir. Tekrar IIAB yapilan bu grup nodiillerde, %10-30 arasinda sitolojik sonug
tekrar AUS/FLUS gelmektedir. Patolojik olarak AUS/FLUS grubundan yer alan Orneklerde,

normalden daha fazla niikleer atipi ve hiicre mimarisinde atipiklesme mevcuttur ancak bu
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degisiklikler malignite riskinin yiiksek oldugu gruba girecek kadar fazla degildir. Yapilan
caligmalarda bu gruptan cerrahiye gidenlerin malign patolojiye sahip olma yiizdesi medyan1 %16
olup, % 6-48 arasinda degismektedir [2].

Folikiiler neoplazm / Folikiiler neoplazi siiphesi olan grup IV nodiillerde uzun dénem
yaklasim cerrahinin tercih edilmesidir. Yine de bu grupta hemen cerrahiye yonelmek yerine,
molekiiler testlerden faydalanilabilir. Molekiiler testlerden faydalanilamiyorsa, bu grup kesin tani
icin cerrahiye yonlendirilmelidir [2].

Tiroit timorlerinin siiflandirmasi, malignite ayiriminin zorlugu ve histolojik 6zelliklerin
overlap olmasi nedeniyle bazi zorluklar icerir. Niikleer yapinin folikiiler patern ile ortak ¢izgide
ilerleyebilmesi, neoplazmlarin farkli derecelerde invaziv karakter sergilemesi siniflamanin yeniden
gdzden gecirilmesine sebep olmustur. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) giincel olarak 2017’nin
ardindan 2022 siniflamasin1 kamuoyu ile paylagsmistir. Bu siniflamada tiimérler metastaz ve
rekiirrens riskine gore; ihmal edilebilir risk (<%0.1) olan benign, diisiik risk (<%1) olan borderline

timorler ve yiiksek risk olan malign tiimérler olarak 3 gruba boliinmiistiir [47], [48].
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Tablo 6: Tiroit tiimdrlerinin 2017 Diinya Saglik Orgiitii sin1flamas1*

Folikiiler adenom

Hyalinize trabekiiler adenom

Diger kapsiillii folikiiler patern tiroid tiimorleri
» Non-invazif folikiiler tiroid neoplazm (Papiller niikleer ozellikler +)
(NIFTP)

Papiller tiroid karsinomu (PTC)
* Papiller karsinom
* Folikiiler varyant PTC (FVPTC)
* Enkapsiile varyant PTC
* Papiller mikrokarsinom
* Tall cell varyant PTC
* Onkositik varyant PTC

Folikiiler tiroid karsinomu (FTC)

* Minimal invazif FTC (MIFTC)

* Kapsiillii anjiyoinvazif FTC (AIFTC)
» Yaygin invazif FTC (WIFTC)

Hurtle (Onkositik) hiicreli timorler

Koétii diferansiye tiroid karsinomu

Anaplastik tiroid karsinomu

Skuamoz hicreli karsinom

Mediiller tiroid karsinomu (MTC)

Miks meduller ve folikiiler tiroid karsinom

Mukoepidermoid karsinom

Sklerozan mukoepidermoid karsinom (eozinofili+)

Miisindz karsinom

Ektopik Timoma

Igsi epitelyal tiimor (Timus benzeri diferansiasyon+)

Intratiroidal timik karsinom ...

*Tablo sadelestirilmistir.
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Tablo 7: Folikiiler hiicre kokenli tiroit timérlerinin 2022 DSO siniflamasi*

Folikiiler Hiicre Kokenli

Benign
Folikiiler Adenom

Folikiiler Nodiiler Hastalik

Papiller Yapiya Sahip Folikiiler Adenom

Tiroidin Onkositik Adenomu

Diigiik Riskli Neoplazmlar
Non-invaziv folikiiler tiroid neoplazm PTC (NIFTP)

Belirsiz malign potansiyele sahip tiroit neoplazmlari

Hyalinize trabekiiler adenom

Malign
Folikiiler Tiroit Karsinomu (FTC)

Invaziv Enkapsiile Papiller tiroid karsinomu

Papiller tiroid karsinomu (PTC)

Onkositik Karsinom
Folikiiler Kokenli Yiksek Grade Tumorler

o Diferansiye Yiiksek Grade
o Az Diferansiye Yiiksek Grade

Anaplastik Folikiiler Hiicre Kokenli Tiroit Karsinomu

C Hiicre Kokenli

Meduller Tiroit Karsinomu

*Tablo sadelestirilmistir, sadece folikiiler ve C hiicre kokenli karsinomlar dahil edilmigtir [48].

Tiroit kanserlerinin yaklasik %80 kadarini papiller tiroit kanserleri olusturur. En sik 20-
40 yaslarinda gozlenir. Papiller karsinomlar enkapsiile ya da komsu parankim invazyonu yapmis
olabilir. Tipik 6zelligi, kenara itilmis halde kromatin bulunduran seffaf gériintimlii niikleuslarinin
(Orphan Annie niikleus) varligidir. Folikiiler ve mediiller karsinomlardan farkli olarak Psammom

cismi denilen konstrik kalsifiye yapilar bulundurabilir.
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DSO 2017 siniflamasinda bulunan PTC alt tipleri 2022°de revize edilmistir. 2017 deki

siiflamadaki bazi alt tiplerin 6zellikleri su sekildedir: “Tall cell varyant”, kolumnar hiicrelerle

ortilii papiller yapilarla doseli folikiillerden olusur. Daha invaziv bir tiptir ve metastaz egilimleri

fazladir. PTC’lerin %10 kadarin1 “Enkapsiile varyant PTC” olusturur. Nadiren invazyon yapan,

prognozun ¢ok iyi oldugu bir PTC tipidir. Papiller karsinomun niikleus 6zelliklerini sergileyen

ancak tamamen folikiiler yapida bulan tipe “Folikiiler varyant PTC” denilmektedir. Bu
smiflamanin 2022 revizyonu Tablo 8’deki gibidir [48].

Tablo 8: Papiller tiroit karsinom alt gruplari, DSO 2022

Alt tip Alt tipin temsili | Molekiiler Profil
yiizdesi
Infilitratif >%90 neoplastik [+ BRAF V600E ve KG601E, NRAS*,
Folikiiler folikiil CTNNB1*mutasyonlari
* RET translokasyonu, NTRK ve ALK fiizyonlar1
Tall cell > %30 « BRAF V600E, TERT promoter ve TP53
mutasyonlari
Kolumnar hiicreli | - * BRAF V600E, RAS*, TERT promoter* ve TP53*
mutasyonlari
» BRAF flizyonu, aktive edici BRAF delesyonu,
CDKN2A kaybi ve kopya sayist degisiklikleri
(kromozom 1q’da tekrarlayan kazanglar)
Hobnail > %30 * BRAF V600E, TP53, TERT promoter, PIK3CA
mutasyonlari
* Nadiren, RET yeniden diizenlenmeleri, CTNNB1,
EGFR, ATK1, ATM, ARID2, ve NOTCH1
Solid >%50 solid |« CCD6:RET ve NCOA4:RET yeniden
trabekiiler diizenlenmeleri, (radyasyon ile indiiklenen
biiylime timorlerden sonra) ve BRAF V600E*

* ETV6::NTRK3 fiizyonu

25



Diffiiz Sklerozan | %100 diffiiz | « RET yeniden diizenlenmeleri ( NCOA4::RET
(unilateral ya da | radyasyondan etkilenen vakalarda), BRAF V600E
bilateral) mutasyonlart (vakalarin %20’si) ve ALK yeniden

diizenlenmeleri (vakalarin %10’u)

* Yiiksek LOH ( 3p24, 9p21, 17921, 21922, ve

22q13)
Warthin Benzeri | - * BRAF V600E mutasyonu
Onkositik - * BRAF V600E mutasyonu

* GRIM-19 (germline) ve RET yeniden

diizenlenmeleri *

LOH: Heterozigosite kaybt, * Nadir molekiiler degisiklikler

TSH stipresyonu ile giden soliter sicak nodiil ya da toksik multinodiiler guatr radyoaktif
iyot ile tedavi edilir. Anti-tiroit ilaglar da tedavite eklenebilir. Bu vakalarda cerrahi; geng hastada,
cok biiyiik ya da siipheli goriintiileme karakterine sahip lezyonlarda tercih edilebilir.

[IAB sonucu malign ya da siipheli malign olan durumlarda genellikle total tiroidektomi
uygulanir. Total tiroidektomi, yiiksek riskli klinik gostergelerin varliginda veya molekiiler

markirlarin maligniteyi diisiindiirdiigii durumlarda da diisiiniilebilir [29].

2.4 Tiroit Neoplazmlarindaki Genetik Mekanizmalar

Gectigimiz yiizyil igerisinde tiroit neoplazmlarindaki mekanizmalarin anlasilmasinda bas
dondiiriicii ilerlemeler kaydedilmistir. Bu kesifler klinik uygulama ve tedavi yaklasimlarini direkt
olarak etkilemistir. Diferansiye tiroit karsinomlarinin biiytik bir kisminda (>%96) saptanabilir bir
molekiiler degisiklik bulunur. Genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesi ile kanser olusumu
tetiklenir. Bu degisiklikler basta PIK3-AKT ve MAPK gibi yolaklarda degisiklikler yaparak;
hiicrenin homeostaz, proliferasyon, diferansiasyon, migrasyon ve apoptoz mekanizmalarindaki
diizenlenmelerini bozar [49].

Tiroit bezinde 3 ayr1 mitojenik yolagin (Sekil 3) anlagilmasi kanser patogenezi ve genetigi
acisindan gereklidir [50].

1. Hormon reseptor- Adenilat siklaz- Protein kinaz A yolagi
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2. Hormon reseptor- Tirozin kinaz protein yolagi

3. Hormon reseptor- Fosfolipaz C yolagi

Biiyiime

Faktorii TSH
Reseptor (M
lirozin :\‘ \ YN
EN

Kinaz

Fosfolipaz

T\

Adenilat
Siklaz

cre Sag Kalimi

Sekil 3: Mitojenik olarak gérev yapan 3 yolak
DAG: diagil gliserol, PI13K: Fosfoinozitol 3 Kinaz, AKT: Protein Kinaz B, mTOR: Memeli rapamisin hedefi,
TSHR: TSH reseptorii CREB (cAMP response element baglanma proteini)

Biiytime faktorleri ile uyarilan reseptor tirozin kinaz RAS-RAF-MEK-ERK iizerinden
cekirdegi etkileyebilir bu yolak MAPK yolagi olarak adlandirilir. RAS, PI3K {izerinden AKT-
mTOR yolagim1 da uyarabilir. Fosfolipaz C- PISK-AKT iizerinden ¢ekirdegin uyarildigi yolak
PI3K-AKT-mTOR yolag: olarak bilinir. TSH’nin hedefi olan TSH-R, G proteini ile kenetli bir
membran protinidir. Gs {izerinden aktive edilen Protein kinaz A, CREB’in fosforilasyonuna yol
acar ve ¢cekirdekte hedef gen ekspresyonu gerceklesir. PTEN ise mTOR yolagi iizerine inhibitor
etki gdsteren bir tiimdr siipresor proteindir.

Folikiiler tiroit karsinomunda MAPK ve PI3K yolaginda aktivasyon saptanirken, PTC’de
baskin olarak MAPK yolak aktivasyonu gozlenmektedir. Anaplastik tiroit karsinomunda ise

MAPK, PI3K ve ayrica beta-katenin yolak aktivasyonu gozlenir. BRAF-V600E pozitifligi
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invazivlik ve tedavi direnci ile iliskilendirilmistir. PI3K yolagindaki degisikliklerin ise FTC’de
invazyon ve tiimdr progresyonu ile iligkili oldugu ve 6zellikle AKT ekspresyon artisinin metastatik
potansiyelin artisi ile iliskili oldugu gosterilmistir [37].
Tiroit kanserinin gelisimi ile ilgili iki ayr1 model ortaya atilmistir.
1. Cok basamakli (multistep) karsinogenez teorisi
2. Fetal hiicre karsinogenez teorisi ( Kanser kok hiicre teorisi)

Cok basamakli karsinogenez teorisine gore, pek ¢ok kanser tek bir hiicrenin kalitilabilen
genetik aberasyonlar1 neticesinde gelismistir. Klonal bir yapt mevcuttur. ilk olarak kolon kanseri
patogenezini agiklamak igin kullanilmistir. Bu teoriye gore folikiiler adenomlardan folikiiler
karsinomlar geligirken, tiroisit kokenli progenitdrlerden ise papiller karsinom gelisir. Bu
diferansiye grubun daha fazla mutasyonla dediferansiye hale gelmesi anaplastik karsinom ile
sonuglanir (Sekil 4) [50].

Hiperfonksiyone
TSHR Adenom
GSP TSEHR
GAL3
RAS TPO
aar Folikiiler pAxs-PPRG Folikiler TP53
Tirosit —  Adenom — -~ |Karsinom o BB
a
T Papiller
RET-PTC T v
BRAF S
RAS

Sekil 4: Tirositin ¢ok basamakli karsinogenez teorisine gore evrimi

Fetal hiicre karsinogenez hipotezi, ilkinin aksine kanserlesmenin iyi diferansiye bir
dokuda rastgele biriken mutasyonlarla degil, fetal tiroit hiicre kalintilarindan gelistigini iddia eder.
Kanser hiicrelerinin kok hiicre ile benzer karakteri, ayrica bazi genomik degisikliklerin anaplastik
karsinomda hi¢ gozlenmemesi (6rnegin RET yeniden diizenlenmeleri sadece papiller tiroit

karsinomda goriiliirken hig anaplastik tipte goriillmez) hipotezin ortaya atilma sebepleridir [50]. Bu
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iki farkl1 hipotez Sekil 5°de 6zetlenmistir. Ik kez Takano tarafindan ortaya atilan teoride, onkofetal
fibronektin (OnfFN) adindaki fetal dokuya 6zgii proteinin sadece anaplastik ve papiller karsinoma
sinirli olarak eksprese olmasinin iizerinde durulur. Fetal dokularin biiyiik kisminda eksprese edilen
bu proteinin, papiller ve anaplastik karsinoma sinirli ekspresyonu; bu tip karsinomlarin fetal
hayattaki kalinti kanser hiicrelerinden gelistigi fikrini diisiindiirmiistiir. Selim bir karakter
sergileyen mikropapiller karsinomalar, normal folikiiler hiicrelerden olduk¢a farkli morfolojik
ozelliklere sahiptir ve bu yavas boliinme egilimindeki hiicrelerin bu farkli karakteri kazanmak i¢in
gereken boliinme sayisina ulagsmasinin zorlugunu dile getirir. Ancak fetal hiicre karsinogenezi, fetal
donemde zaten kanserojen potansiyele sahip hiicrelerin oldugunu ve boliinmeye ihtiyag duymadan
once zaten kanserojen ozellikler sergiledigini soyler. Ek olarak, kanser hiicrelerindeki ekspresyon
profillerinin benzer olmasinin ¢ok basamakli karsinogenez ile agiklanamadigini ekler. Fetal hiicre
hipotezine gore genomik degisiklikler ekspresyon karakterinde major bir rol oynamaz, sadece
RET/PTC gibi alterasyonlarin olmasi fetal hiicrenin diferansiasyonunu engeller, yani ekspresyon
profili fetal hiicreye aittir. [51].

Gen ekspresyon profiline gére en az 3 ayn fetal kanser hiicre onciilii vardir: Tiroblast,
Protirosit, Tiroit kok hiicresi. Bu Onciiller sirastyla papiller tiroit karsinomu, folikiiler tiroit
karsinomu ve anaplastik tiroit karsinomuna donisiirler. Protirositler, Tiroblastlardan daha fazla
farklilasmislardir ve onfFN eksprese etmezler. Tiroit kok hiicreleri ise tamamen farklilasmamaisg
karakter sergilerler ve 6nceki iki grubun aksine Tg eksprese etmezler (Sekil 6). [51] Tiroit kanser
kok hiicrelerinin varlig1 in vitro ve farede in vivo olarak gosterilmistir. CD133, CD44 ve ALDH

(Aldehit dehidrogenaz) geni gibi markerlar bu hiicreleri saptamak i¢in kullanilabilir [37].
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Cok Basamakh Karsinogenez

Tirosit Kanser Hiicresi
Genomik
. degisiklik
Invazyon ve :
metastaz yok Invazyon ve metastaz var

Fetal Hiicre Karsinogenez

Fetal Til‘oit Hﬁcresi Kansel' Hﬁcresi
Diferansiasyon
olmadan

Migrasyon + kazqmlan invazyon ve migrasyon +
proliferasvon

Sekil 5: Karsinogenez mekanizmalarinin karsilastirilmasi [51]

s [

g (=)
ont‘FN (+)

Tg (+)
onfFN (+)

Tiroit Kok

=}
o
g
é
A

Tg (+)
onfFN (=)

X &= PAXS-PPARYI

Tg (+)
onfFN (=)

Sekil 6: Fetal hiicre karsinogenezi [51]



Yapilan calismalarda BRAF ve PIK3CA mutasyonlariin birlikte letal ATC’ye sebep
olabilecegi ancak tek baslarina bu andiferansiye etkiye yol acamadiklari belirtilmistir [52].

Folikiiler adenomlar, folikiil hiicresinden kéken alan soliter kitlelerdir. Siniflandirmalari
folikiillerin varligina, hacmine veya seliilarite baz alinarak yapilir. Adenomlarin patogenezinde
TSHR hiperfonksiyonu su¢lanmistir. cAMP’nin kronik uyarimina sebep olan herhangi bir somatik
mutasyon biiyiime avantaji yakalayan hiicrelerin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bu yolak, tiroit
adenomlarinin biiyiik bir kisminin sebebidir [53].

Non-invaziv papiller benzeri niikleus 6zellikleri olan folikiiler tiroit neoplazmi (NIFTP),
kanser olarak kabul edilmeyen premalign bir lezyondur. Bu terim ilk kez Nikiforov ve arkadaslar
tarafindan noninvaziv enkapsiile folikiiler varyant PTC (EFVPTC) i¢in onerilmistir [54]. NIFTP,
tipik folikiiler biiyiime paterni ve tipik papiller niikleus 6zellikleri gdsterir. invaziv EFVPTC’den
farkli olarak invaziv degildir. Klonal bir mutasyon profili gosterir, bu anlamda hiperplastik bir
lezyondan ¢ok neoplazilere uyar. Invazyon olmadig: siirece kétii sonug riski ¢ok azdir [54]. Bu
lezyonlarda molekiiler testlerin negatif olmasi ya da sadece RAS veya RAS grubu mutasyon
pozitifligi icermesi onemli bir ayrintidir. BRAF-V600E bulunmasi NIFTP tanisini dislamaktadir
[55].

PTC

Biiyiime Nijikleus ADa
Paterni OZElligi Onkogen

r

Papiller Evet
\
r

Folikiiler Evet invaziv

EFVPTC

\
7

Folikiiler Haywr Folikiiler

Adenom

\

Sekil 7: Tiroit karsinogenez teoremi [54]
PTC: papiller tiroit karsinom, NIFTP: Non-invaziv papiller benzeri niikleus dzellikleri olan folikiiler tiroit

neoplazmi, EFVPTC: noninvaziv enkapsiile folikiiler varyant PTC, FTC: Folikiiler tiroit karsinom
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2.5 Tiroit Nodiiliine Yaklasimda Genetik Belirteclerin Rolii

Molekiiler testlerin ulagilabilirliginin artmasi, yeni nesil dizileme teknolojilerinin
dizilemeyi daha hizli ve ucuz hale getirmesi ile molekiiler verilerin toplanmasin1 ve daha iyi
yorumlanabilir hale gelmesini saglamistir. Tiroit kanser siniflamasi seneler igerisinde pek cok kez
sekil degistirmistir. Giiniimiizde molekiiler testlerin siniflamalari etkiledigi ve kendine yer buldugu
goriinmektedir. Histolojik olarak ayrimin objektif olarak yapilamadigi durumlarda molekiiler
testler kullanilabilmektedir. Aslinda, molekiiler degisikliklerin siniflamaya en kabaca etkisi BRAF-
V60OE ile RAS mutasyonlarinin birlikte goriillmemesi (“mutually exclusive” mutasyon)
gozleminden ¢ikmistir. BRAF-V600E- benzeri grupta MAPK yolak aktivasyonu hakimdir ve
BRAF, RET, NTRK filizyonlari siktir.

RAS-benzeri grupta H/N/K-RAS, BRAF-K601E, EIF1AX mutasyonlari ve PPARG
flizyonu siktir.

Ayrica tgilincl bir grup olarak non-BRAF, non-RAS olarak adlandirilan grup daha ¢ok
folikiiler paterne sahiptir ve DICER1, EIF1AX, EZH1, IDH1, SPOP, PAX8/PPARG gibi
degisikliklerle birlikte goriilebilir. Bu grup daha az lenf nodu metastazi ile iliskilendirilmistir.

Tiroit kanserlerinde molekiiler belirteclerin rolii tani, risk tespiti ve tedavi hedefi olarak
ii¢c ana gruba ayrilabilir. Tiroit karsinomlarinda sik saptanan degisikliler ve klinige yansimalari su
sekildedir:

1. RET bir tirozin kinaz reseptoriidiir ve RET/PTC fiizyonlart MAPK yolaginda kontrolsiiz
aktivasyon olusturur. Ozellikle radyasyon maruziyeti ile iliskilendirilmistir. Tiimdr Kanser
Genom Atlas (TCGA) projesinde tiim etnik gruplardaki PTC igerisinde oran1 %6.8 olarak
saptanmustir [56]. RET/PTC fiizyonlari tipik olarak genglerde siktir ve lenf nodu metastazi
cogunlukla eslik eder. RET/PTC1 genellikle iyi prognozla iliskilidir [57]. RET/PTC3 ise
daha agresif seyir izler. Ayrica baz1 benign lezyonlarda da (adenom, Hashimato tiroiditi)
saptanabilir [49].

2. BRAF, PTC ile en fazla iliskilendirilen gendir ve TCGA’ya gore PTC’lerin, %67’si BRAF-
V600E olmak iizere; %73’linde BRAF mutasyon pozitifligi saptanmaktadir [56]. BRAF-
V600E, pek c¢ok calismada invazivlik ve lenf nodu metastazi yapma yetenegi ile
iliskilendirilmistir [57]. BRAF-V600E, intederminate gruptaki nodiillerde %23 pozitif
saptanmustir [49].
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3. RAS, BRAF’1n ilizerinde bulunan ve hem MAPK hem de PI3K-AKT yolagini aktive
edebilen bir proteindir. Hem malign hem de benign folikiiler adenomlarda saptanabilmesi
klinik agidan tek basina anlamlilik degerini diisiirmektedir. Ozellikle folikiiler varyant ve
NIFTP ile iligskilendirilmistir [56]. Bilateral kanser riski RAS pozitifligi ile artar. RAS ve
BRAF mutasyon pozitifligi birlikteligi beklenmez. RAS ile ilgili ¢ok fazla ¢eliskili veri
mevcuttur. Bazi yayinlar RAS pozitifliginin interminate nodiillerde agresiflikle iligkili kabul
edilip total tiroidektomi yapilmasi gerektigini sdylemektedir. Ayrica bu nodiil grubunda
tanisal anlamda yararh bir gosterge oldugunu savunmaktadir. Bazi diger yayinlar ise RAS
ile agresiflik baglantis1 bulamadiklarini ayrica benign tiimorlere de RAS pozitifliginin eslik
etmesi nedeniyle tanisal degerinin diistik oldugunu sdylemektedir [49]. Tim RAS
isoformlar1 igerisinde (N/H/K-RAS) NRAS mutasyonlarinin daha onkojenik oldugu
bildirilmistir. NRAS-G61A mutasyonunun transgenik farelerde folikiiler hiicrelerde;
folikiiler hiperplazi, adenom ve karsinom gibi degisen skalada progresif lezyon olusturdugu
saptanmistir. FTC veya PTC olan alanlarda yiiksek RAS pozitifligi, ayrica kromozom
instabilitesine yol agtigini gosteren kanitlar olmasi RAS’in dediferansiasyon siirecine
katildigimi diistindlirmiistiir. RAS’in adenomdan karsinoma gecisi aktive edebilecegi
diisiincesi nedeniyle RAS pozitifligi saptanan olgularda cerrahi miidahale uygun
goriilmektedir [58]. Folikiiler adenom ve karsinom ayriminda TFF3 adi verilen proteinin
ekspresyonu yarar saglayabilmektedir [51].

4. PTC’lerin %10’nunda bulunan TERT promoterini etkileyen mutasyonlar, telomeraz revers
transkriptaz aktivitesini artirarak kanser hiicrelerinin hayatta kalmasin1 destekler. Agresif
karakterle iliskilendirilmistir [56]. Dediferansiye karsinomlara siklikla eslik eder.

NIFTP tanisinda molekiiler belirteglere bakilmasi zorunlu degildir. Ancak yapilan
caligmalar bu grup timoérlerde BRAF-V600E pozitifliginin beklenmedik bir durum oldugunu
gostermistir [55]. RAS pozitifligi veya RAS’a eslik eden diger mutasyon pozitifligi siktir. Ayrica
NIFTP’lerde %22’ye varan oranda PAX8/PPARG mutasyonu saptanmistir. Histolopatolojik
kriterleri i¢inde papilla bulundurmamasi gereklidir. Ger¢ek ve 1yl yapilanmis papillalarin
histopatolojik olarak bulunmasi durumunda BRAF-V600E pozitifligi riski ihmal edilemez. Bu
anlamda %1 dahi gercek papillanin eslik ettigi bir timor NIFTP tanisi alamaz. Daha 6nce yapilan
ve NIFTP diisiiniilen ancak BRAF-V600E pozitifligi saptanan vakalarin ileri incelemesi gdzden
kagan papilla formasyonu, invazyon ya da eslik eden PTC varligin1 ortaya koymustur [55]. Bu
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durum molekiiler belirteclerin patolojik incelemelerin spesivitesini artirdigini gostermektedir ve bu
anlamda degerlidir.

BRAF-V600E ile RAS ekspresyon profiline gore PTC’ler BRAF-V600E benzeri ve RAS
benzeri olarak gruplandirilabilmektedir. Eski simiflamada (2017 DSO) klasik ve tall-cell PTC
varyantlart BRAF-V600E benzeri grupta iken, FVPTC ve NIFTP RAS-benzeri grupta yer alir [56].

PAX8/PPARG, t(2;3)(ql13;p25) sonucu olusur ve folikiiler tiroit karsinomuna eslik eder.
RAS ile birlikteliginin nadir olmasi nedeniyle kanser olusumunda iki farkli mekanizmay1 temsil

ettikleri diistiniilmektedir [57].

Tablo 9: Mutasyonlar ve en ¢ok iliskilendirildikleri histolojik tipler [59]

Mutasyon Folikiiler | NIFTP eFVPTC | Folikiiler | Klasik Anaplastik
Adenom Karsinom | PTC Karsinom

BRAF- +++ ++

V600E

BRAF- + +++ +

K601E

NRAS ++ ++ +++ ++

HRAS ++ ++ ++ +

KRAS ++ + ++ +

PTEN ++ + +

TSHR +

GNAS ++

2.6 Germline ve Somatik Varyantlara Yaklasim

Germline varyant; kisinin tireme hiicrelerindeki genomun etkilendigi, bu sebeple sonraki
kusaklara aktarilabilen ve kisinin tiim viicut hiicrelerinde saptanabilen degisikliklerdir. Heterozigot
ya da homozigot olarak adlandirilirlar ve analizlerde allelik oranlar1 sirasiyla yaklasik 0.5 ya da 1
olarak saptanir. Somatik varyant ise, tek bir viicut hiicresinde gelisen ve bu nedenle kalitsal olarak
aktarilamayan degisikliklerdir. Somatik varyant analizinde tiimor yiikii ve klonal durumla

baglantili olarak allellik oranlar ¢ok degisken olabilir.
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Bir varyantin germline ya da somatik olmasi; kisinin giincel tedavisi ve ailedeki diger
kisilerin kanser riskleri ile birebir iliskilidir. Ornegin; germline BRCA mutasyonu varlig1, somatik
duruma kiyasla, PARP inhibitorleri i¢in daha fazla sayida kanserde FDA onay1 almis durumdadir.
Yine germline bir varyantin tespiti, benzer riskleri tasima ihtimalini degerlendirmek agisindan
ailedeki diger bireylerin de taranmasini1 gerektirir. Somatik varyantlar i¢in boyle bir gereklilik s6z
konusu degildir.

Bir dokudan yapilan genetik inceleme hem somatik hem de germline varyantlar
saptayabilir. Ancak ikisi arasinda kesin ayrimi1 yapamaz. Dokudan galisilan bir varyantin germline
oldugunu ispat etmek igin genellikle normal dokudan da genetik analiz ¢alisilmasi1 gereklidir.
NCCN (National Comprehensive Cancer Network), giincel olarak sadece BRCA1/2’de saptanan
her varyant igin allelik orandan bagimsiz olarak germline dogrulama testi onermektedir [60].

Allelik oran, her zaman somatik-germline ayrimi yapmay1 saglamaz. Ornegin bazi indel
varyantlar, kullanilan dizileme yontemine bagli olarak alellik orandaki %40-60 sinirinin altinda
kalabilmektedir. Homopolimer bolgeler, allelik oranda dengesizlik sebebi olabilir. Ya da timor
yiikii fazla olan bir 6rnekte somatik mutasyon orani %50’ye ulasabilir [61].

Kurucu bir mutasyon varligi, degisikligin germline oldugu yoniinde oldukga iyi bir
belirtectir. Ayrica, bir organ tipinin tiimoérogenezi ile cok da uyusmayan varyantlarin germline olma

ihtimali daima akilda tutulmalidir [61].

2.7 DNA ve RNA Temelli Sekanslama Yontemlerinin Karsilastirilmasi

DNA temelli yontemler, riboniikleik asit (RNA) temelli yontemlere gore daha yaygin
kullanilmaktadir. RNA, DNA’ya nazaran daha az stabil bir molekiildiir. Bu anlamda saklanmasi
daha 6zel kosullar gerektirmektedir.

DNA izolasyondan sonra direk sekanslanabilirken, RNA izolasyon asamasindan sonra
genellikle revers transkriptaz denilen enzimle komplementer DNA (CDNA)’ya ¢evrilme asamasini
igerir.

Dizileme fragmanlarmin boyunun avantaj ve dezavantajlart DNA sekanslama ile
benzerdir. Kisa okumalar (50-100 bp) daha dogru sonuglar verirken, uzun okumalar tekrar bolgeleri

gibi zor hizalanan alanlarin daha iyi analiz edilebilmesi avantajin1 beraberinde getirir.
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RNA sckanslamada ilgilenilen RNA’nin (mRNA, pre-mRNA, non-koding RNA)
ayristirilmasi uygun yontemle yapilmalidir. Bu boya gore, polyA kuyrugu se¢imi ile ya da ribo-
deplesyon yontemi ile yapilabilir.

RNA sekanslama, tek niikleotit degisikliklerini saptamanin yaninda DNA’dan farkli
olarak; fiizyonlarin, gen ekspresyon, alternatif splicing ve post-transkripsiyonel degisikliklerin ve
ayrica alelik imbalans durumunun saptanmasinda da kullanilabilir.

Gen fiizyon saptamasinda RNA temelli yontemler bir adim daha avantajlidir. DNA temelli
yontemlerle de yeniden diizenlenmeler saptanabilir. Ancak RNA-seq olusan triindeki aberan
tirleri de saptayabilir ve fonksiyonellik agisindan daha fazla bilgi verir. Ayrica non-genomik
fiizyonlar hakkinda (“trans-splicing” ya da “read-through” gibi mekanizmalarla olusan fiizyon
transkriptleri i¢in) DNA temelli yontemler bilgi veremez [62]. RNA temelli yontemler ise, genlerin

promoter bolge degisikliklerini saptayamazlar [62].

2.8 Tiroit Nodiiliiniin Molekiiler incelemesinde Tercih Edilen Giincel Yontemlerin

Karsilastirilmasi

Glincel olarak Birlesik Devletlerde kullanilan tiroit spesifik paneller ii¢ ayr1 platformda
toplanabilir [46]:
1- Afirma Gene Sequencing Classifier & Xpression Atlas (GSC & XA; Veracyte, South San
Francisco, CA, USA)
2- ThyroSeq version 3 (TSv3; CBLPath, Rye Brook, NY, USA)
3- ThyGeNEXT / ThyraMIR (Interpace Diagnostics, Parsippany, NJ, USA)
Bu platformlar ile ¢alismada kullanilan yontem Tablo 10°da karsilastirilmistir.
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Tablo 10: Tiroit nodiil ince igne aspirasyon biyopsilerinin molekiiler degerlendirilmesi igin

kullanilan tiroit spesifik paneller ile Archer Variantplex Solid Tiimor Panelinin karsilastiriimasi

[46], [63]

Platform

Methot

Saptanan
molekiiler

varyantlar

TERT

testi

Gereken

ornek

Afirma GSC
Yeni Nesil RNA
dizileme

10,196 MRNA
paneli;

opsiyonel  olarak

sunulan Xpression
Atlas 593 gen
icermektedir (905
235

varyant ve

fiizyon)

Hayir

2 adet niikleik asit
stabilizasyonu

saglayan tiipte
toplanan [iAB
materyali

ThyroSeq v3

Yeni Nesil DNA
ve RNA dizileme

112 DNA ve
MRNA paneli
(>12,000 varyant
ve 150 gen
fiizyonu)

Evet

1 adet niikleik asit
stabilizasyonu

saglayan tiipte
toplanan [iAB
materyali

ThyGenXT/ThyraM Archer

IR Variantplex

Yeni Nesil DNA ve Yeni Nesil DNA
RNA
dizileme/miRNA

ekspresyon analizi

dizileme

10 gen, 37 fiizyon, 10 67 gen
miRNA

Evet Evet

1 adet niikleik asit Arsivlenmis [IAB

stabilizasyonu lamlar

saglayan tiipte kullanilmistir.  Ek
toplanan [IAB bir material gerek
materyali duyulmamistir

GSC, Gene Sequencing Classifier (Gen Dizileme Sumiflandirict); mRNA, mesajct RNA; miRNA, mikroRNA; IIAB, Ince
Igne Aspriasyon Biyopsisi; NPV, Negatif Prediktif Deger; PPV, Pozitif Prediktif Deger

Bu testlerden Afirma GSC ve ThyroSeq v3 klinik olarak validasyona sahiptir.
ThyGeNEXT / ThyraMIR testlerine ait klinik sonuglar ise sinirlhidir [46].
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Yukaridaki yontemlere gore molekiiler test negatifliginde geriye kalan malignensi riski %
5’in altindadir. Bu yontemler en giincel platformlar olup, Zhu ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
caligmada bir alt versiyon platformlar kullanilarak nodiil takipleri 3 sene siiresinde prospektif
yapilmistir. Calisma sonucunda bu siirede yanlis negatif saptanan 4 nodiil (%5.8) iist versiyonlar
ile tekrar test edilmis ve nodiillerin birinde BRAF-V600E digerinde ise TP53/EIF1AX mutasyonlari
saptanmistir. Ancak bu mutasyonlar alt versiyonlar tarafinda da kapsanmaktadir dolayisi ile
caligma hatasi olabilecegi diisliniilmiistiir. Giincel versiyonlar yanlis negatiflikler i¢in ek bir katk1
sunmamistir [64]. Bu ¢alismada Afirma GEC ve ThyroSeq v2 kullanilmis ve iki test arasinda
anlamli fark saptanmamistir [64]. Test maliyetleri bu anlamda test se¢imi esnasinda 6nemli hale

gelmektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Orneklem Grubunun Secilmesi

Calismaya dahil edilecek tiroid nodiilii aspiratlari, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi,

Patoloji Anabilim Dali arsivi igerisinde 2019-2021 tarihleri arasinda incelenen Orneklerden,

retrospektif ve rastgele olarak secilmistir. Ornek se¢iminin tamami, molekiiler degerlendirmenin

tarafsizligini korumak adina, analizi yapan kisiden bagimsiz olarak gerceklestirilmistir.

karar:

Ege Universitesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’ndan ¢alisma onay1 alinmistir (Onay

21-5T/100, ektedir). Proje (no: TGA-2021-22916), Ege Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Genel Miidiirliigii tarafindan desteklenerek gergeklestirilmistir.

1-

Ornek seciminde aranan kriterler asagida agiklanmistir (Tablo 11).
Sitopatolojik sonucun belirsiz olmasi: Sitopatolojik olarak Bethesda 2017 siniflamasina
gore grup 111 ve IV olan 6rnekler ¢aligmaya dahil edilmistir. Caligmaya alinan her 6rnek,
uzman patolog hekim tarafindan tekrar degerlendirilmis ve belirsiz sitolojiye sahip oldugu
dogrulanmistir.
Cerrahi tanisinin olmast: Sensitivite, spesivite, NPV, PPV degerlendirmesi dokunun kesin
patolojik tanisina gore yapilmistir. Kesin patolojik tani, tanisal cerrahi uygulanmasini
gerektirmektedir. Bu nedenle IIAB 6rneginde sitopatolojik olarak AUS/FLUS saptanan ve
cerrahi rezeksiyona giden grup orneklemi olusturmaktadir. Kesin patolojik sonug,
molekiiler risk analizi yapan ekipten analiz siiresince gizli tutulmustur. Calisma tek kor
olarak planlanmis ve yiiriitilmiistir.
Yetiskin yas grubu: Tiroit kanseri pediatrik ve yetiskin yas grubunda pek c¢ok agidan
ayrilmaktadir. Pediatrik yas grubunda gen flizyonlar1 daha sik goriiliirken, yetiskin yas
grubunda daha ¢ok nokta mutasyonlar, siiriicii mutasyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
nedenle pediatrik grup caligmaya dahil edilmemistir.
Yeterli hiicre sayis1 olmasi: Lam yaymalari, patolog tarafindan degerlendirilmis ve yeterli

hiicre sayisi olmayan drnekler ¢alismaya dahil edilmemistir.
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Tablo 11: Calismaya dahil olma ve dislanma kriterleri

Calismaya Dahil Olma Kriterleri

Calismadan Dislanma Kiriterleri

Bethesda Sinif ITI-1V tiroit aspirati

Bethesda Sinif I-11-V-VT tiroit aspirati

Cerrahi kesin tanis1 var Cerrahi kesin tanis1 yok

Yetigkin grup Pediatrik grup

Lamda yeterli hiicre bulunmasi Yetersiz hiicre nedeniyle sonug

verilemeyen grup

Orneklerin rastgele secimi, biyoistatistik uzman1 tarafindan diizenlenmistir. Bunun igin
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim dalinda arastirma kriterlerini saglayan 30 hastaya
ait ince igne aspirasyon biyopsisi 6rnekleri bulunmustur. Bu hastalarin igerisinden gii¢ analizine
gore hesaplanan minimum 6rneklem sayisi dikkate alinarak Excel’de 0 ile 30 arasinda tekrarsiz 20
say1 Uretilerek, tiretilen sayilar ile eslestirilen hastalar ¢aligmaya dahil edilmistir. Excel’de rastgele
tekrarsiz olarak iiretilen say1 serisi asagida sunulmustur.

1234568912131417 2122232527 282930

3.2 Genetik inceleme

Ornekler Archer VariantPlex Solid Tiimér Paneli kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
panel 67 gendeki 660 bolgeyi hedeflemektedir. Tek niikleotit degisiklikleri (SNP) ve kiiciik
insersiyon-delesyon (indel) analizlerinin yaninda genlerdeki kopya sayisi degisikliklerini (CNV)

de analiz edilebilmektedir. Panel igerigi Tablo 12°de detayli olarak verilmistir.

Tablo 12: Archer VariantPlex Solid Tiimér Panel igerigi

GEN Numara Ekzon No SNP&Indel | CNV

ABL1 NM_005157 | 4,5,6,7 Evet Evet

AKT1 NM_005163 | 3,6 Evet Hayir

ALK NM_004304 | 21,22,23,25 Evet Evet

APC NM_000038 | 16 Evet Evet

ATM NM_000051 | 8,9,12,17,26,34,35,36,39,50,54,55,56, | Evet Evet
59,61,63
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AURKA NM_003600 | 2,5,6,7,8 Evet Evet
BRAF NM_004333 | 11,15 Evet Hayir
CCND1 NM_053056 | - Hay1r Evet
CCNE1 NM_001238 | 3,4,5,6,7,8,10,12 Evet Evet
CDH1 NM_004360 |1,2,3,45,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16 | Evet Evet
CDK4 NM_000075 | 2,3,4,5,6,7 Evet Evet
CDKN2A | NM_000077 |1,2,3 Evet Evet
CSF1R NM_005211 | 7,22 Evet Hayir
CTNNB1 | NM_001904 |3 Evet Hayir
DDR2 NM_006182 | 12,13,14,15,16,17,18 Evet Evet
EGFR NM_005228 | 3,7,15,18,19,20,21 Evet Evet
ERBB2 NM_004448 | 10,19,20,21,24 Evet Evet
ERBB3 NM_001982 | 2,3,7,8 Evet Evet
ERBB4 NM_005235 | 3,4,6,7,8,9,15,23 Evet Evet
ESR1 NM_000125 |8 Evet Hayir
EZH2 NM_004456 | 16 Evet Hayir
FBXW7 NM_018315 | 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 Evet Evet
FGFR1 NM_015850 | 4,7,8,13,15,17 Evet Evet
FGFR2 NM_000141 |7,9,12,14 Evet Evet
FGFR3 NM_000142 | 7,8,9,14,15,16,18 Evet Evet
FLT3 NM_004119 | 11,14,16,20 Evet Evet
FOXL2 NM_023067 |1 Evet Hayir
GNAl1 NM_002067 |5 Evet Hayir
GNAQ NM_002072 | 4,5 Evet Hayir
GNAS NM_000516 | 6,7,8,9 Evet Evet
H3F3A NM_002107 |2 Evet Hayir
HNF1A NM_000545 | 3,4 Evet Hayir
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HRAS NM_005343 [ 23 Evet Hay1r
IDH1 NM_005896 | 3,4 Evet Hay1r
IDH2 NM_002168 | 4 Evet Hay1r
JAK2 NM_004972 | 11,13,14,16,19 Evet Evet
JAK3 NM_000215 | 4,13,16 Evet Evet
KDR NM_002253 | 6,7,11,19,21,26,27,30 Evet Evet
KIT NM_000222 | 2,8,9,10,11,13,14,15,17,18 Evet Evet
KRAS NM_004985 | 2,3,4,5 Evet Evet
MAP2K1 | NM_002755 | 2,3 Evet Hayir
MDM2 NM_002392 | 2,3,4,6,8*,10 Hayir Evet
MET NM_000245 | 2,11,14,16,19,21 Evet Evet
MYC NM_002467 | - Hayir Evet
MYCN NM_005378 | - Hay1r Evet
MLH1 NM_000249 | 12 Evet Hayir
MPL NM_005373 | 10 Evet Hay1r
NOTCH1 | NM_017617 | 25,26,27,34 Evet Evet
NPM1 NM_002520 | 11 Evet Hayir
NRAS NM_002524 | 2,3,4,5 Evet Evet
PDGFRA | NM_006206 | 12,14,15,18,23 Evet Evet
PIK3CA | NM_006218 | 2,5,7,8,10,14,19,21 Evet Evet
PIK3R1I | NM_181504 |1,2,3,4,56,7,8,9,10 Evet Evet
PTEN NM_000314 |1,2,3,4,5,6,7,8,9 Evet Evet
PTPN11 |NM_002834 | 3,13 Evet Hayir
RB1 NM_000321 | 4,6,10,11,14,17,18,20,21,22* Evet Evet
RET NM_020630 | 10,11,13,14,15,16 Evet Evet
RHOA NM_001664 | 2,3 Evet Hayir
ROS1 NM_002944 | 38 Evet Hayir
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SMAD4 NM_005359 | 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 Evet Evet
SMARCB1 | NM_003073 | 2,4,5,9 Evet Evet
SMO NM_005631 | 3,5,6,9,11 Evet Evet
SRC NM_005417 | 14 Evet Hayir
STK11 NM_000455 |1,2,3,45,6,7,8,9 Evet Evet
TERT NM_198253 | Promoter, 1 Evet Hayir
TP53 NM_000546 | 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 Evet Evet
VHL NM_000551 |1,2,3 Evet Evet

* Asterisks, kismi SNV&Indel kapsayicihigini gdstermektedir.

3.2.1 DNA izolasyonu

[IAB yayma lamlari, iizerinde lamel kapali sekilde tarafimiza teslim edildi. Ornekler,

lamelin lamdan ayrilabilmesi i¢in 24-72 saat ksilen igeren salede bekletildi. Lamel ayrildiktan

sonra, lam tizerinde kalan materyal bir blade kullanilarak kazindi ve uygun tiip igerisine aktarildi.

DNA izolasyonunda DNeasy Blood Tissue Kit (Qiagen) kullanildi. Calismada hayvan

dokularindan total DNA piirifikasyonu protokolii (Protocol: Purification of Total DNA from

Animal Tissues) izlenmistir.

Protokol agamalar1 agsagida 6zetlenmistir:

© 0o N o g B~ w DN PE

Siipernatant atildi.

Materyal 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerine alindu.
Uygun sekilde etiketlendi.

1200 pl ksilen eklendi ve yiiksek hizda vortekslendi.

En yiiksek hiz ayarinda, oda sicakliginda 5 dakika santrifiijlendi.

10. 180 ul Buffer ATL eklendi.

Ksileni uzaklastirmak icin pellet {izerine 1200 pl etanol eklendi ve nazikge vortekslendi.
En yiiksek hiz ayarinda, oda sicakliginda 5 dakika santrifiijlendi ve Siipernatant atildi.
Adim 5-7 tekrarlandi.

Tiipiin kapagr acilarak 37 °C’de etanol buharlasana kadar 10-15 dakika 37°C’de inkiibe
edildi.
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11

12.

13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.

24

. 20 ul proteinaz K eklenerek ve vortekslendi.

Thermal mikser yardimi ile, 56°C’de doku tamamen eriyene kadar inkiibe edildi (ortalama
3-5 saat) .

15 sn vortekslendi.

200 pl Buffer AL eklenerek hizlica vortekslendi.

200 pl %90-100’1iik etanol eklenerek hizlica vortekslendi.

Toplama tiipiiniin i¢cine konulan DNeasy Mini spin column igerisine elde edilen karigim
pipetaj ile alindi.

Bir dakika santrifiij edildi ( =6000 x g (8000 rpm)).

DNeasy Mini spin column yeni bir 2 ml toplama tiipiine alindi.

500 pl Buffer AW1 eklenerek bir dakika santrifiij edildi ( >6000 x g (8000 rpm)).

DNeasy Mini spin column yeni bir 2 ml toplama tiipiine alindi.

500 pl Buffer AW?2 eklenerek ii¢ dakika santrifiij edildi (20,000 x g (14,000 rpm))
DNeasy Mini spin column yeni bir 1.5-2 m1’lik mikrosantrifiij tiipiine alinarak, 50 pl Buffer
AE eklendi ve 1 dakika inkiibe edildi.

Son {irtin, > 6000 x g (8000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiij edildi.

. Elde edilen iiriin konsantrasyon olgiilerek -20°de muhafaza edildi.

3.2.2 DNA Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Elde edilen materyal konsantrasyonu Qubit florometre (ThermoFisher Scientific) ile

Olclilmiistiir.

3.2.3 Yeni Nesil Dizileme (Kiitiiphane Hazirh@ ve Sekanslama)

Archer VariantPlex Solid Timor Panelinin kiitliphane hazirligi siiresince, {iriiniin

protokoliine sadik kalimmustir. Kiitiiphane hazirhi@i ve sekanslama basamaklarindan asagida

ayrintili olarak bahsedilmistir.

Kiitliphane hazirlig: ilk olarak barkodlama ile baglar. Molekiiler barkodlama ve 6rnek

diizeyinde barkodlama ayni1 basamakta yapilir. Ornek barkodlamasi 6rnek havuzu yapmayi ve
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orneklerin es zamanli sekanslanmasini olanakli hale getirir. Data daha sonra yazilimlarla de-

multipleksing islemi yapilarak ayristirilir. Is akisi Sekil 8°de dzetlenmistir.

50 pl DNA + 10nMTris-HCL pH 8.0

DNA fragmantasyonu (35 dk)

Ug¢ Tamiri (30 dk)
Birinci Ligasyon (15 dk)
Adaptor Ekleme
ikinci Ligasyon (5 dk)
Birinci PCR (90 dk)

ikinci PCR (120 dk)

Kutiphane Kalite Kontrolli ve Sekanslama

Sekil 8: Kiitiiphane hazirligi is akisi

Tablo 13: Reaktifler ve kullanilan voliimler (reaksiyon basina)

Protokol Protokol Reaktif Gerekli Voliim
Referansi Asamast (Reaksiyon Basina)
A Ligation Step 2 | 5mM NaOH 36uL
Elution

B Birinci PCR VariantPlex® Solid Tumor GSP1 | 4uL

C Birinci PCR 10mM Tris-HCI pH 8.0 38uL

D Birinci PCR Purified PCR1 eluate 36uL

E Ikinci PCR VariantPlex® Solid Tumor GSP2 | 4uL

Basamak 1 - Fragmantasyon Asamasi
1. Buziizerine DNA fragmantasyon reaksiyon tiipleri konuldu.

2. Final volimii 50 pL olacak sekilde 10nMTris-HCL pH 8.0 ile diliie edilen izole DNA
eklendi.
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3. Karstirilarak tablo 14’deki programa gore PCR cihazinda inkiibe edildi.

4. Program sonlandiktan sonra kisa siireli karistirilarak, tekrar buz lizerine alindi.

Tablo 14: Fragmantasyon Basamagi

Basamak Sicaklik (°C) Zaman/dk
1 4 1

2 37 12

3 72 24

4 4 Bekleme

3.

4.

Basamak 2 - U¢ Tamir Asamasi

Buz iizerine u¢ tamir reaksiyon tiipleri konuldu.

Fragmantasyon reaksiyon tiipii icerisindeki 50 pL DNA {irliniiniin tamam1 kullanildi.

Karistilirak tekrar buz iizerine alindi1 ve Tablo 15’deki programa gore inkiibe edildi.

Program sonlandiktan sonra kisa siireli karistirilarak, tekrar buz iizerine alindi.

Tablo 15: Ug Tamir (End-Repair) Basamagi

Basamak | Sicaklik (°C) | Zaman/dk
1 25 30
2 4 Bekleme

Ug tamirden sonra temizlik asamasi yapilmustir:
AMPure XP iyice vortekslenerek siispansiyon haline getirildi.
Her 6rnek i¢in 125uL (2.5 kati) AMPure XP eklendi.
Homojenize etmek igin iyice vortekslendi.
Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

Tiip kisa siire alt tist edildi.
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10.

11.

4.

5.

Tiipler magnet lizerine yerlestirilip 4 dk beklenerek pelletin tamamen ¢okmesi beklendi.
Alttaki pellet kaldirilmadan siipernatan pipet ile atildi.

Magnet tizerindeki tiipler %70’lik etanol ile iki kez yikandi, her yikamada 200 pL etanol

kullanild1 ve oda sicakliginda 30 sn beklenerek daha sonra etanol atildi.

Son yikamadan sonra goriinen tiim siipernatan bir pipet ile atildi1 ve kapak agik kalacak

sekilde 3-5 dk kurumaya birakildi.
Ornege 20pL 10mM Tris-HCI pH 8.0 eklenerek siispansiyon haline getirildi.
Magnet iizerine alinan 6rnekler 2 dk tutuldu.
Basamak 3 - Birinci Ligasyon
Buz iizerine Ligasyon step 1 reaksiyon tiipleri konuldu.
En son temizleme yapilan DNA 6rneginden 20uL eklendi.
Karistirilarak tekrar buz lizerine konuldu.
Tablo 16°daki programa gore inkiibe edildi.

Program sonlandiktan sonra kisa siireli karistirilarak tekrar buz {izerine alindi.

Tablo 16: Birinci Ligasyon Basamagi

Basamak | Sicaklik (°C) | Zaman/dk

1 37 15
2 4 Bekleme
Birinci Ligasyon basamagindan sonra temizlik agamasi gereklidir:
1. AMPure iyice vortekslenerek siispansiyon haline getirildi.
2. Her 6rnek i¢in 50pL (2.5 kat1) AMPure eklendi.
3. Homojenize etmek i¢in iyice vortekslendi.
4. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
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10.

11.

Tiip kisa siire alt st edildi.
Tiipler magnet iizerine yerlestirilip 4 dk beklenerek pelletin tamamen ¢okmesi saglandi.
Alttaki pellet kaldirilmadan siipernatan pipet ile atildu.

Magnet tlizerindeki tiipler %70’lik etanol ile iki kez yikandi, her yikamada 200 pL etanol

kullanildi ve oda sicakliginda 30 sn beklenerek daha sonra etanol atildi.

Son yikamadan sonra goriinen tiim silipernatan bir pipet ile atild1 ve kapak agik kalacak

sekilde 3-5 dk kurumaya birakildi.
Ornege 42uL. 10mM Tris-HCI pH 8.0 eklendi ve siispansiyon haline getirildi.
Magnet iizerine alinan 6rnekler 2 dk tutuldu.
Basamak 4 - Molekiiler Barkod Adaptorleri (MBC) Ekleme
MBC adaptdr tiipleri harf ve numara ile isaretlendi.
Hangi 6rnege hangi MBC adaptdriiniin kullani1ldig1 kaydedildi.
Buz iizerine MBC Adaptor reaksiyon tiipleri konuldu.
Birinci ligasyon sonrasi temizleme yapilan DNA 6rneginden 40uL eklendi.
Karistirilarak hizla ikinci ligasyon basamagina ge¢ildi.
Basamak 5 - Ikinci Ligasyon
Buz iizerine Ligasyon step 2 reaksiyon tiipleri konuldu.
MBC Adaptorii eklenen DNA 6rneginden 20uL eklendi.
Karistirilarak tekrar buz tizerine konuldu.
Tablo 17°deki programa gore inkiibe edildi.

Program sonlandiktan sonra kisa siireli karigtirilarak tekrar buz iizerine alindi
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Tablo 17: ikinci Ligasyon Basamagi

Basamak | Sicaklik (°C) | Zaman/dk

1 22 5

2 4 Bekleme

Ikinci Ligasyon basamagindan sonra temizlik asamasina gegilir:
1. Ligasyon Cleanup Beads iyice vortekslenerek siispansiyon haline getirildi.
2. Her 6rnek i¢in yeni bir 0.2 mI’lik tiipe 50uL Ligasyon Cleanup Beads eklendi.
3. Tipler magnet tizerine yerlestirilip 1 dk beklenerek pelletin tamamen ¢okmesi saglandi.
4. Alttaki pellet kaldirilmadan siipernatan pipet ile atildi.
5. Ligation Cleanup Bufferdan 50uL her tiipe eklenerek tekrar siispansiyon olusturuldu.
6. Ikinci ligasyon sonrasi olusan 50uL 6rnek, Ligasyon Cleanup Beads igeren tiipe eklendi.
7. Vortekslenerek oda sicakliginda 5 dk beklendi, bu islem iki kez tekrarlandi.
8. Tiipler magnetlerin iizerine yerlestirildi ve 1 dk tiim pellet ¢okene dek beklendi.
9. Alttaki pellet kaldirilmadan siipernatan pipet ile atildu.

10. Ligasyon Cleanup Buffer 200uL eklendi, vortekslendi, magnetin tizerinde 1 dk bekletildi

ve sonrasinda siipernatan atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.

11. Ultra pure water 200pL eklenerek vortekslendi, magnetin lizerine konuldu ve siipernatan

atild1.
12. Siipernatanin tamaminin atildigindan emin olundu.
13. Tablo 18’e gore ornekler inkiibe edildi.

14. Islem bitince drnekler magnetin iizerine tasindi1 ve birinci PCR hazirlanirken tamamen

¢Okelmesi beklendi.
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Tablo 18: Ligasyon Elution (Ayristirma) Basamagi

Basamak | Sicaklik (°C) | Zaman/dk
1 75 10
2 4 Bekleme

Basamak 6 - Birinci PCR

1. Birinci PCR HS/HGC reaksiyon tiipleri buz {izerine dizildi, numara ile isaretlendi.

2. Her birinci PCR tiiptine GSP1 miksi eklendi, alt iist edildi ve buza konuldu.

3. Basamak 5’te elde edilen hacmin tamami uygun numaradaki birinci PCR tiipiine konuldu,

karistirild1 ve buza kondu.

4. Tablo 19°daki programa gore inkiibe edildi.

5. Program sonlandiktan sonra kisa stireli karistirilarak tekrar buz tizerine alindi.

Tablo 19: Birinci PCR Dongiisit

Basamak | Sicaklik (°C) | Zaman Déngii
1 95 3dk 1

2 95 30sn 18

3 65 3dk 18

4 72 3dk 1

5 4 Bekleme |1

Birinci PCR sonrasi temizleme yapilmalidir:
1. AMPure XP beads iyice vortekslenerek siispansiyon haline getirildi.
2. Her 6rnek icin 32uL (0.8 kat1) AMPure XP eklendi.
3. Homojenize etmek i¢in iyice vortekslendi.

4. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
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5. Tiip kisa siire alt iist edildi.
6. Tiipler magnet tizerine yerlestirilip 4 dk beklendi ve pelletin tamamen ¢okmesi saglandi.
7. Alttaki pellet kaldirilmadan siipernatan pipet ile atildi.

8. Magnet ilizerindeki tiipler %70’lik etanol ile iki kez yikandi, her yikamada 200 pL etanol

kullanild1 ve oda sicakliginda 30 sn beklenerek daha sonra etanol atildi.

9. Son yikamadan sonra goriinen tiim siipernatan bir pipet ile atild1 ve kapak agik kalacak

sekilde 3-5 dk kurumaya birakildu.
10.10mM Tris-HCI pH 8.0 eklenerek, siispansiyon haline getirildi.
11.Magnet iizerine alinan 6rnekler 2 dk tutuldu.
12.1Ikinci PCR asamasina gegildi.
Basamak 7: Ikinci PCR

1. Ikinci PCR HS/HGC reaksiyon tiipleri buz iizerine dizilir, soldan saga dogru numara ile

isaretlendi.

2. Buz ilizerinde, piirifiye edilen birinci PCR igerigi, ikinci PCR reaksiyon tiipleri icerisine
eklendi.

3. Her ikinci PCR tiipiine GSP2 (Product insert E’de belirtilen kadar) miksi eklenerek, karigim

alt iist edildi ve buza konuldu.
4. Tablo 20’deki programa gore inkiibe edildi.

5. Program sonlandiktan sonra kisa siireli karistirilarak tekrar buz lizerine alindi.

51



Tablo 20: ikinci PCR Déongiisii

Basamak Sicaklik (°C) | Zaman Déngii
1 95 3dk 1

2 95 30 sn 20

3 65 3dk 20

4 72 3dk 1

5 4 Bekleme 1

Ikinci PCR sonras1 temizleme yapilmalidir

. AMPure XP beads iyice vortekslenerek siispansiyon haline getirildi.

. Her 6rnek i¢in 32pL (0.8 kat1) AMPure XP eklendi.

. Homojenize etmek i¢in iyice vortekslendi.

. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

. Tiip kisa siire alt {ist edildi.

. Tipler magnet lizerine yerlestirilip 4 dk beklendi ve pelletin tamamen ¢okmesi saglanda.
. Alttaki pellet kaldirilmadan siipernatan pipet ile atildi.

. Magnet tizerindeki tiipler %70’lik etanol ile iki kez yikandi, her yikamada 200 uL etanol

kullanild1 ve oda sicakliginda 30 sn beklenerek etanol atildi.

. Son yikamadan sonra goriinen tiim siipernatan bir pipet ile atild1 ve kapak agik kalacak

sekilde 3-5 dk kurumaya birakildu.

10.10mM Tris-HCI pH 8.0 eklenerek siispansiyon haline getirildi.
11.Magnet iizerine alinan ornekler 2 dk tutuldu.

12.Yeni bir 0.2 ml PCR tiipiine 18 pL 6rnek transfer edildi.

Uriin kalite kontrolii ve normalizasyon sonrasi sekanslamaya hazir hale getirilmistir.
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6.

Kalite Kontrolii, Normalizasyon ve Sekanslama
Kalite kontrolii:

KAPA Universal Library Quantification Kit ile konsantrasyon 6l¢iimii yapilmustir.

Onerilen optimal ortalama fragman uzunlugu 250 bp kadardir. Archer kiitiiphanesi cok yogun

oldugu i¢in KAPA PCR o6ncesinde ornekler 1:20,000-1:250,000 oraninda diliiye edilerek

ol¢tim yapilmustir.

Normalizasyon:
Esmolar konsantrasyona sahip olan poollar olusturulmasi hedeflenmistir.
Sekanslama:

Nextseq 550 (Illumina) cihazi kullanilmistir.

Nextseq cihazina 6rneklerin yiikkleme protokoliine %20°lik PhiX ile baslanir. Takip

edilen asamalar su sekildedir:

1.

2.

PhiX 20pM olacak sekilde diliie edildi.
Barkodlanan kiitiiphanelerin havuzu 4 nM olacak sekilde baslandi.

Kiitiiphane havuzu 10uL 4nM ile 10uL 0.2N NaOH, 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiine alinarak
karistirildi.

Vortekslendi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

Karisima 10puL 200mM Tris pH 7.0 eklendi ve kisa siireli vortekslendi.
Buzlu HT1 buffer 970uL eklendi ve kisa siireli vortekslendi.

Bu durumda 40 pM kiitiiphane olusturulmus oldu.

Tablo 21°de 6zetlenen miktarlara gore HT1 buffer ve PhiX, yeni bir 1.5 mL mikrosantrifiij

tiipiine alinarak karistirildi.

PhiX %?20’lik i¢indeki {irliniin tamamu (1.3 ml), Nextseq kartusuna yerlestirildi.
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Tablo 21: Nextseq Yiikleme Protokolii

1 | Kiitiiphane Havuzunun Denatiirasyonu Hacim (pL)
Kiitiiphane havuzu 4nM 10 10 10
NaOH 0.2 N 10 10 10

5 dk inkiibasyon

2 | 40 pM Konsantrasyona Notralizasyon ve Diliisyon

Kiitiiphane havuzu + NaOH 20 20 20
200mM Tris pH 7.0 10 10 10
Hyb Buffer 970 | 970 | 970
3 | Kiitiiphanenin Istenilen Konsantrasyona (pM) Diliie | 1.4 |16 | 1.8
Edilmesi
40 pM Kkiitiiphane 46 52 58
20 pM denatiire PhiX 23 26 29
Hyb Buffer 1231 | 1222 | 1213
5 | Kartusa Yiiklenecek Final Havuz Voliimii 1300 | 1300 | 1300

3.3 Verilerin Analizi

Elde edilen veri, 6nce demultipleksing islemine tabi tutulmustur ve olusan FASTQ
dosyalar1 Acher Analysis V5.1 ile islenmistir. Bu siireg, verilerin tiim sekonder analizini
(okumalarin temizlenmesi, duplikasyonlarin silinmesi, hata diizeltimi, hizalama, variant ¢agirma)
ve bazi tersiyer analizini (anotasyon ve protein etki prediksiyonu) kapsamaktadir. Bu sayede veriler
analiz edilmeye hazir hale gelmistir.

Analiz agsamasina filtre yapilarak varyantlar ¢agirilmistir. Filtrelemede; allel frekansi
(AF), GnomAD minoér allel frekans1 (MAF), degisen allelin okuma sayis1 (AO), degisen allele ait
0zgiin okuma sayist (UAQO) ve varyantin yarattig1 sonug degiskenleri kullanilmistir. Bu degerler
Tablo 22°de 6zetlenmistir. Analizde oncelikle Filtre 1’e gore yapilmistir. Bu filtre kodlayan gen
elemanlarina yonelik olarak tasarlanmustir. Filtre 2’de ise tiim gen elemanlar1 ayirt edilmeden testin

kapsama giiciine gore daha diisitk MAF degeri ile ¢agirilmastir.
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Tablo 22: Varyant ¢agirmada kullanilan degiskenler

Degisken Deger (Filtre 1) Deger (Filtre 2)

Allel Frekansi (AF) >0.027 >0.027

GnomAD  Minor  Allel | <0.05 <0.01

Frekansi (MAF)

Degisen Allel ait Okuma | >5 >5

Sayis1 (AO)

Degisen Allele ait Ozgiin | >3 >3

Okuma Sayis1 (UAO)

Sonug Kodlayic1  bolge varyant: | Tim  sonuglara  sahip
Uzatici/ Sonlandirici varyantlar
Cerceve kaydirici

Inframe del-dup

Prematiir terminal kodon
Missense varyant

Splice alici/verici varyantlar
Baglama kayb1 (Start loss)
Sonlanma kaybi (Stop loss)
Sonlanma kazanci (Stop gain)
Transkript ablasyonu
Transkript amplifikasyonu

Filitreleme sonucu kalan varyantlar Molekiiler Patoloji Dernegi (Association for

Molecular Pathology, AMP) ve Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Koleji (American College

of Medical Genetics and Genomics, ACMG) onerilerine gore Tier, I-l1I-11l-1V olarak

siiflandirilmistir. Tier I ve II varyantlar se¢ilmistir. Varyantlarin degerlendirilmesinde Cosmic,

OnkoKB, VARSOME ve Franklin gibi veritabanlarindan yararlanilmistir. Daha sonra bu

varyantlarla ilgili literatiir taramas1 yapilarak, nodiille ilgili bir risk yorumu yapilmistir. Germline

oldugu diisiliniilen varyantlar ise ayrica tartigilmistir.

Sonuglar, son basamakta, orneklerin cerrahi sonrasi doku patoloji sonuglari ile

karsilastirtlmistir. Gold standart kabul edilen cerrahi sonrasi elde edilmis dokularin kesin patoloji

sonuglari ile ITAB &rneklerinin yukarida ayrintilari belirtilen sekilde tamamlanan molekiiler analizi

karsilastirilarak maligniteyi saptama basarisi degerlendirilmistir. ROC egrisi, AUC, sensitivite,

spesifisite, PPV, NPV degerleri hesaplanmistir. Hastalara ait tanimlayici 6zellikler; say1 ve yiizde,

ortalamazstandart sapma / Medyan (IQR) degerleri hesaplanarak ¢alismaya eklenmistir.
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3.4 istatistiksel Analiz

Arastirmanin 6rneklem biiyiikligli PASS V11 kullanilarak hesaplanmistir. Buna gore 0,50
egri alt1 alanina (AUC) kars1 0,80 AUC elde edebilmek i¢in ulagilmasi gereken minimum orneklem
biiyiikliigii 20 birey olarak hesaplanmustir. Istatistik analizler i¢in IBM SPSS V25 kullanilmustir.
Siirekli degiskenler i¢in tanimlayici 6zellikler sunulurken ortalama ve standart sapma; kategorik
degiskenler i¢in ise say1 ve yiizde degerleri kullanilmistir. Kategorik verilerin analizinde Ki kare

testi uygulanmistir. ROC analizi ile duyarlilik, segicicilik, PPV ve NPV degerleri sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1 Cahsma Grubuna Secilen Orneklerin Verileri

Secilen 6rneklerin yas ortalamasi 51,0+14,6 idi. Anlamli varyant saptanan 10 hastanin

yas ortalamasi1 56,0+10,5 iken, varyant saptanmayan 10 hastanin ise 46,0+19,7 idi. Genetik veri

sonugclari ile kesin patolojik sonucu uyumlu olarak saptanan 13 6rnegin yas ortalamasi 56,9+9,6

idi. Orneklemdeki cinsiyet gruplarinda; 16 kadmn (%80) ve 4 (%20) erkek vardi. Ornek

konstrasyonlar1 minimum 3,36 ng/uL ve maksimum 25 ng/uL idi. Orneklerin konsantrasyon

ortalamas1 9,13 ng/pL olarak hesaplandi. Orneklerin 5 tanesi Bethesda IV (%25) iken; 15 tanesi
Bethesda I1I (%75) idi. Veriler Tablo 23’te sunulmustur.

Tablo 23: Orneklem verileri ve elde edilen DNA miktari

Hasta | Cinsiyet | Yas | [IAB Patolojisi Elde edilen DNA
No miktar1 ( ng/pL )
1 E 59 | Follikiiler Neoplazi Kuskusu (Bethesda 1V) | 15

2 K 48 | Follikiiler Neoplazi Kuskusu (Bethesda IV) | 11.2

3 K 62 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 25

4 E 18 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 25

5 E 45 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 10

6 K 41 | Follikiiler Neoplazi Kuskusu (Bethesda IV) | 12

7 K 48 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 9.6

8 K 64 | Follikiiler Neoplazi Kuskusu (Bethesda IV) | 7.9

9 K 62 | Follikiiler Neoplazi Kuskusu (Bethesda IV) | 6.1

10 K 21 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 6.3

11 K 60 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 7

12 K 69 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 6.94

13 K 42 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 6.2

14 K 50 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 6.2

15 K 37 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 7.6
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16 E 76 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 5
17 K 53 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 4.8
18 K 52 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 3.5
19 K 58 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 3.36
20 K 59 | Onemi Belirsiz Atipi (Bethesda I11) 4

4.2 Genetik Analiz Sonuglari ve Doku Patoloji Sonu¢larimin Karsilastirilmasi

Genetik analiz sonucu saptanan varyantlar ve ozellikleri Tablo 24’de sunulmustur.

Tablo 25°de ise genetik varyantlar ile nodiil patolojileri birlikte sunulmustur.

Tablo 24: Saptanan varyantlar ve 6zellikleri

Hasta | Cinsiyet | Yas | Filtre 1 Filtre 2 Allelik Oran | Varyant
No (AF%) Yorum
1 E 5 |N TERT 31 Tier 1
(c.-124C>T)
2 K 48 | NRAS 36 Tier 1
(p.GIn61Arg)
3 K 62 | N
4 E 18 | N
5 E 45 | N
6 K 41 | PIK3CA’da 4 Tier 2
inversiyon
[PIK3CA:c.40C>A
(p.His14Asn),
PIK3CA:c.42C>G
(p.His14GIn),
PIK3CA:c.44T>G
(p.Leul5Trp)]
7 K 48 | N
8 K 64 | N
9 K 62 | NRAS 11.8 Tier 1
(p.GIn61ArgQ)
10 K 21 | N
11 K 60 | TP53: c.568C>A 5 Tier 1
(p.Pro190Thr)
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TP53. ¢.132G>A
(p.Met44lle)

12 K 69 | BRAF-K601E 14 Tier 1
(c.1921A>G)

13 K 42 | ATM:c.5882A>G 48 Germline
(p.Tyr1961Cys) (VUS)

14 K 50 | PTEN: c.144C>A 7.3 Tier 1
(p.Asn48Lys)

15 K 37 | N

16 E 76 | N

17 K 53 | BRAF-V600E 13.8 Tier 1
(c.1799T>A)

18 K 52 | MET:c.341A>T 40 Germline
(p.Aspll4Val) (VUS)

19 K 58 | BRAF-V600E 33 Tier 1
(c.1799T>A)

20 K 59 | PIK3CA-E545A 3.4 Tier 2
(c.1634A>C)

VUS: onemi bilinmeyen varyant, Tier 1: Klinik onemi yiiksek varyant, Tier 2: Potansiyel klinik onemi olan varyant

Tablo 25: Saptanan varyantlar ve nodiil patolojilerinin karsilastiritlmasi

Hasta | Cinsiyet | Yas | IIAB Genetik | Cerrahi Patoloji Genetik

No Nodiil T¢i Nodiil Dis1 | ile Uyum

1 E 59 | Bethesda | TERT Sol PMC,FV | Sag PMC, | +
v FV

2 K 48 | Bethesda | NRAS PTC, OV FNH +
v

3 K 62 | Bethesda | N PTC, KK FNH -
i

4 E 18 | Bethesda | N PTC, KK NORMAL |-
i

5 E 45 | Bethesda | N PMC, FV PMC, FV -
i

6 K 41 | Bethesda | PIK3CA | PTC, FV Lenfositik +
\Y; Inversiy Tiroidit

on

7 K 48 | Bethesda | N FNH FNH +
i

8 K 64 | Bethesda | N FNH FNH +
v

9 K 62 | Bethesda | NRAS PTC, OV FNH +
v
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10 K 21 | Bethesda | N PTC, OV FNH -
11

11 K 60 | Bethesda | TP53 PTC, FV +|PTC,FV +
11 PMC, K

12 K 69 | Bethesda | BRAF- PTC, FV PMC, FV +
11 K601E

13 K 42 | Bethesda | ATM-G | PMC, FV PMC, FV -
11

14 K 50 | Bethesda | PTEN PMC, FV FNH +
11

15 K 37 | Bethesda | N PMC,K+Lenf Kronik -
11 Nodu Metastaz1 | Tiroidit

16 E 76 | Bethesda | N FNH PMC, FV +*
11

17 K 53 | Bethesda | BRAF- | Sol PMC, K Sag PMC,K | +
1 V600E

18 K 52 | Bethesda | MET- G | Adenomatoid Sol PMC, | +*
1l nodiil FV

19 K 58 | Bethesda | BRAF- PTC, Tallcell | Sol PMC, |+
1l V600E FV

20 K 59 | Bethesda | PIK3CA | FNH Sol, PMC, | -*
1 K

PTC: Papiller Tiroit Karsinom, PMC: Papiller Mikrokarsinom, FV: Folikiiler Varyant, OV: Onkositik Varyant, K:
Klasik tip, KK: Kapsiillii Klasik tip, FNH: Folikiiler Nodiiler Hastalik, G: Germline varyant, +: Uyumlu molekiiler

analiz, -: Uyumsuz molekiiler analiz, *[IAB alinmayan kisimda malignite pozitifligi

HASTA 1: 59 yas erkek hastaya, 3 sene Once tiroit ultrasonografik goriintiilemesinde

siipheli nodiil saptanmasi iizerine [IAB 6nerilmisti. IIAB gerceklestirilen hastanin patoloji

sonucu folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV) olarak raporlanmigti. Total tiroidektomi

yapilan hastanin patoloji sonucunda sag ve sol lob; tiroidin papiller karsinomu, follikiiler

varyant saptanmisti (Tablo 26). Cerrahiden 5 ay sonra yapilan tiroit ultrasonografisinde; belirgin

damarlanmasi olan kiiciik rezidii tiroid dokular1 ve sol taraf supraklavikiiler diizeyde goriiniimii

kuskulu kii¢iik lenf nodu izlenmisti.
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Tablo 26: Hasta 1’e ait veriler

IiAB oncesi
USG

Sag lob orta zonda 8x5 mm, diizensiz kenarli, hipoekoik, solid nodiil

Sag lob orta zon anteromedialde 5 mm, hipoekoik, solid nodiil

Sag lob alt polde 8 mm, izoekoik, solid nodiil

Sol lob alt polde, i¢inde kaba kalsifikasyonlar ve mikrokalsifikasyon olan,
diizensiz sekilli ve hafif diizensiz kenarl1 14x9x12 mm, hafif hipoekoik, solid
nodiil

Sol lob alt polde alt uca yakin 6 mm ve 5 mm, mikst ekoda iki nodiil

iiAB Almnan
Nodiil

Sol lob alt poldeki 14x9x12 mm ¢apl nodiil

IiAB
Sitopatoloji

Folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda I'V)

(Selliiler yaymalarda ¢ok sayida mikrofollikiiler yanasma gosteren gruplar yani
swra daha biiyiik, daha ¢ok tirositten olusmus plakarlar dikkati ¢ekmistir.
Tirositlerin niikleuslarinda hiperkromazi, oluklanma ve genis eozinofilik

sitoplazma yani swra yer yer iist iiste binme soz konusudur.)

Cerrahi
Eksizyon
Patolojisi

Sag ve sol lob; tiroidin papiller karsinomu, follikiiler varyant

Mikroskobi:

Tiimér 1: Sag lob, 0,2 cm, tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant
Tiimor 2: Sol lob, 1 cm, tiroidin papiller karsinomu, follikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok (1. ve 2. timér)

Tiimorde kapsiil varligr: Yok (1. ve 2. tiimor)

Tiimor Simirlari: Diizgiin sinirly (1. ve 2. tiimor)

Tiroid disi Yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid i¢i yayilim: Yok

Tiimér Dust Tiroid Dokusu: Follikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Simirlar: 0,3 cm uzaklikta (1. tiimér), 0,1 cm uzaklikta (2. Tiimor)

Genetik

TERT: ¢.-124C>T ( %31)
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Hastanin mevcut olan tek IAB 6rnegi ¢alismamiza dahil edildi. Bu 6rnek cerrahi
rezeksiyondan 6 ay Oncesine aitti. Hastanin arsiv 6rneginden 15 ng DNA elde edildi. Calisma
istenilen kalite skorlarina ulasarak tamamlandi. Hastanin ilk analizi Filtre-1 Kkullanilarak
gergeklestirildi ancak anlamli bir varyant saptanmadi. Filtre-2 kullanilarak yapilan analizde
TERT geni promoter bolge mutasyonu (TERT: ¢.-124C>T) tespit edildi. Okuma derinligi 916
ve varyantin allelik fraksiyonu 0.3111 (alternatif okuma: 285) idi. Bolge kodlayic1 gen bdlgesine
ait olmadigi icin ilk filtreden kagmisti. Analizde anlaml1 bir kopya sayis1 degisikligi saptanmadi.

HASTA 2: 48 yas kadin hasta, 2019 yilinda boyununda sislik fark etmesi iizerine
doktora bagvurmustu. Yapilan tiroit ultrasonografisinde nodiil tespit edilen hastaya IIAB
uygulanmist1. Sonucun dnemi belirsiz atipi (Bethesda I11) gelmesi nedeniyle tekrar [IAB yapilan
hastanin patoloji raporu folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV) olarak raporlanmisti.
Folikiiler neoplazi kuskusu nedeniyle total tiroidektomi yapilan hastanin cerrahi patoloji sonucu
sol lob tiroidin papiller karsinomu ve sag lob follikiiler nodiiler hastalik olarak sonuglanmisti
(Tablo 27). Hastann ilk iIAB materyaline ulasilamadig: icin, ikinci [IAB materyali ¢calismaya
dahil edildi. Hastanin arsiv materyalinden 11.2 ng DNA elde edildi. Calisma istenilen kalite
skorlarina ulagti. Analiz sonucunda NRAS:c.182A>G (NP_002515.1: p.GIn61Arg) varyanti
0.3633 allelik oranda saptandi. Okuma derinligi 501°di.

Tablo 27: Hasta 2’ye ait veriler

ITAB o6ncesi | Dis merkezde yapilmis

USG

ITAB Almnan | Sol lobdan alinmis

Nodiil

IiAB Folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV)

Sitopatoloji | (Hiposelliiler yaymalarda ¢ogu alanda mikrofollikiiler yanasma gdsteren
niikleuslarda irerme, membran diizensizligi ve groove yapilari izlenen onkositik

morfolojide tirosit hiicre gruplari izlenmigtir.)

Cerrahi Sol lob; tiroidin papiller karsinomu, onkositik ve follikiiler varyant
Eksizyon Sag lob; follikiiler nodiiler hastalik
Patolojisi Mikroskobi:
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Tiimoér 1: 1,2 cm, sol lob, tiroidin papiller karsinomu, onkositik varyant
Tiimér 2: 0,3 cm, sol lob, tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok (1. ve 2. tiimér)

Tiimorde kapsiil varligr: Var (1. ve 2. tiimor)

Tiimérde Kapsiil Invazyonu: Var (2. timér)

Tiimér Swumirlary: Diizgiin sumirl (1. ve 2. tiimor)

Tiroid disi Yayiulim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Var, sol lob

Tiroid i¢i yayilim: Yok

Tiimor Dusi Tiroid Dokusu: Follikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Simwrlar: 0,1 cm uzaklikta (1. tiimér), 0,2 cm uzaklikta (2. tiimér)
Immunohistokimyasal incelemeler:

Siklin D1: 1,2 cm ¢aptaki tiimorde %690

PAX-8: 1,2 cm ¢aptaki tiimorde (+)

Galektin 3: 1,2 cm ¢aptaki tiimorde (+)

Mezotel: 1,2 cm ¢aptaki tiimorde (+)

Sitokeratin 19: pozitif

Genetik

NRAS:c.182A>G (NP_002515.1: p.GIn61Arg) (%36)

HASTA 3: 61 yas kadin hasta, boyunda sislik nedeniyle tetkik edilirken tiroit

ultrasonografisinde siipheli nodiiller saptanmas: iizerine IIAB yapilmist1. Patoloji sonucunda

Onemi belirsiz atipi saptanmis ve olguda total tiroidektomi gerceklestirilmisti. Patoloji sonucu

solda tiroidin papiller karsinomu, kapsiillii klasik tip ve sagda follikiiler nodiiler hastalik olarak

yorumlanmusti. Hastanin [IAB materyalinden 25 ng DNA elde edildi. Caligma kalite

kontroliinden gegti. Filtre-1 ve Filtre-2 ye gore varyantlar ¢agirildi. Hastada anlamli bir varyant

degisikligi saptanmadi.

Tablo 28: Hasta 3’¢e ait veriler

IiAB oncesi
USG

Sag lob orta-alt zon arasinda arka boliimde 11x10 mm, bunun {ist komsulugunda

10 mm hafif hiperekoik solid nodiil,
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Sag lob orta zonda 8 mm izoekoik solid nodiil,

Sag lob iist ve orta zonda en biiyiigii 6 mm, izoekoik, mikst ekoda birka¢ nodiil
Isthmus sag yari iist béliimde 9 mm, izoekoik, solid nodiil

Sol lob orta ve alt zonda anterolateralde yerlesimli ¢evresinde ince hipoekoik
halo bulunan 28x14x14 mm boyutlarinda izoekoik goriiniimde diizglin kenarli
solid nodiil

Sol lob alt pol medial boliimde 12x7 mm kistik agirlikli mikst ekoda nodiil

Sol lob orta zon medial boliimde 9 mm uzunlugunda izoekoik solid nodiil

Sol iist ve orta zonda en biiyiigii § mm boyutunda izoekoik mikst ekoda nodiiller

IiAB Alinan
Nodiil

Sol lob 28x14x14 mm boyutlarinda izoekoik nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I11)

Sitopatoloji | (Sitomorfolojik bulgular kistik dejenerasyon gosteren follikiil nodiiler hastalik
ile uyumlu olmakla birlikte, tirositlerin bir kisminda hafif irerme varhgi
nedeniyle olgunun sitoloji tekrar: onerilir.)

Cerrahi Sol lob; tiroidin papiller karsinomu, kapstillii klasik tip

Eksizyon Sag lob; follikiiler nodiiler hastalik

Patolojisi Mikroskobi:

Tiimor 1: 1,5 cm, sol lob, tiroidin papiller karsinomu, kapsiillii klasik tip
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde kapsiil varligr: Var

Tiimérde Kapsiil Invazyonu: Yok

Tiimor Suirlari: Diizgiin sinirl

Tiroid dist Yayuhim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid i¢i yayilim: Yok

Tiimor Disi Tiroid Dokusu: Follikiiler nodiiler hastalik
Cerrahi Stmirlar: 0,1 cm uzaklikta

Immunhistokimyasal Incelemeler
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BRAF-V600E: negatif

Cyclin D1: 1,5 cm ¢aptaki tiimérde %70

Sitokeratin 19: 1,5 cm ¢aptaki tiimorde negatif
Mezotelyal Hiicre: 1,5 cm ¢aptaki tiimérde fokal pozitif
PAX-8: pozitif

Galektin 3: 1,5 cm ¢aptaki tiimorde fokal pozitif

Genetik

HASTA 4: 18 yas erkek hasta, boyunda sislik sikayeti nedeniyle dis merkeze

basvurmustu. USG ile sol tiroitte nodiil saptanan hastaya {IAB 6nerilmis ve merkezimizde

degerlendirilen IIAB pataloji sonucu énemi belirsiz atipi olarak yorumlanmusti. Lobektomi

gergeklestirilen hastanin patoloji sonucunda tiroidin papiller karsinomu, kapsiilli klasik tip

saptanmist1 (Tablo 29). Hastanin arsiv materyalinden 25 ng DNA izole edilerek ¢alismaya

alindi. Kalite skorlarin1i gegen c¢aligma analiz edildi ancak analizde anlamli bir varyant

saptanmadi.

Tablo 29: Hasta 4’¢ ait veriler

IiAB oncesi
USG

Di1s merkezde yapilmis

IiAB Almnan

Soldan alinmuis, ek bilgi yok

Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I1T)

Sitopatoloji | (Hematoksilen eozin boyali yayma prepartlarda yer yer yangisal atipinin varligi
dikkati cekmigtir.)

Cerrahi Sol lob; tiroidin papiller karsinomu, kapsiillii klasik tip

Eksizyon Sag lob; follikiiler nodiiler hastalik

Patolojisi Mikroskobi:

Tiimor 1: 1,5 cm, sol lob, tiroidin papiller karsinomu, kapsiillii klasik tip
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok
Tiimorde kapsiil varligi: Var

Tiimérde Kapsiil Invazyonu: Yok
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Tiimér Swumirlary: Diizgiin sinirl
Tiroid disi Yayiulim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid i¢i yayilim: Yok

Tiimér Dist Tiroid Dokusu: Ek ozellik yok
Cerrahi Simrlar: 0,1 cm uzaklikta
ImmunHistokimyasal Incelemeler
BRAF-V600E: negatif

Cyclin D1: %40

Sitokeratin 19: pozitif

Mezotelyal Hiicre: pozitif

PAX-8: pozitif

Galektin 3: negatif

Genetik -

HASTA 5: 44 yas erkek hasta, kilo alamama nedeniyle tetkik edilirken, endokrinoloji
polikliniginde kalsiyum yiiksekligi saptanmasi {izerine boyun USG istenmis. USG’de bilateral
bezde multiple sayida EU-TIRADS 3 nodiil, sag lob-istmus EU-TIRADS 4 nodiil saptanmasi
iizerine IIAB onerilmis. IIAB sonucu sonucu &nemi belirsiz atipi (Bethesda II1) olarak
raporlanmis. Total tiroidektomi uygulanan olgunun patolojinde bilateral lokalizasyonda tiroidin

papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant saptanmisti (Tablo 30).

Tablo 30: Hasta 5’¢ ait veriler

IIAB oncesi | Sol lobta en biiyiigii orta zonda 17x14 mm, birinde kaba kalsifikasyon izlenen,
USG Sag lobda en biiyiigii orta zonda 16x14 mm, bazilarinin yakin komsuluk nedeni
ile smirlar1 birbirinde net ayrilamayan multiple sayida, keskin kenarli, izo-
hiperekojen EU-TIRADS 3 nodiil

Sag lob-istmus bileskesinde 11x6 mm ¢apinda icinde iki adet ekojen odak

izlenen hafif hipoekoik EU-TIRADS 4 nodiil
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ITAB Alman | Sag isthmus bileskesindeki nodiil (EU-TIRADS 4)
Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I1I)
Sitopatoloji | (Tirosit gruplarinda izlenen niikleer irilesme ve kenar diizensizligi nedeniyle

yukaridaki tantya gidilmistir.)

Cerrahi Sol lob; tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant

Eksizyon Mikroskobi:

Patolojisi Tiimor 1: 0,4 cm, sag lob; tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant
Tiimor 2: 0,7 cm, istmus; tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant
Tiimor 3: 0,7 cm, sol lob; tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimérde kapsiil varligi: Var (1. Ve 3. Tiimor)

Tiimérde Kapsiil Invazyonu: Var (1. Ve 3. Tiimor)

Tiimor Simirlari: Diizgiin sinirly (2. Tiimor)

Tiroid disi Yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid i¢i yayilim: Yok

Tiimér Dus1 Tiroid Dokusu: Follikiiler nodiiler hastalik + lenfositik tiroidit
Cerrahi Smirlar: 0,1 cm uzaklikta (1.,2. ve 3. tiimér)

Immunhistokimyasal Incelemeler

Cyclin D1: 1.tiimorde %10

Galektin 3: 1.tiimorde negatif

TTF1: pozitif

PAX-8: 1.tiimérde pozitif

Sitokeratin 19: [.tiimérde negatif

Mezotelyal Hiicre: 1.tiimérde negatif

Genetik -
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Hastanin iIAB arsiv materyalinden 10 ng DNA elde edildi. Ornek ¢alismasi sorunsuz
olarak tamamland1 ve kalite skorlarint gecti. Filtre 1 ve 2’ye gore ¢agirilan varyantlar analiz

edildiginde anlaml1 bir varyant bulunamadi.

HASTA 6: 40 yas kadin hasta, multinodiiler guatr nedeniyle takip edilirken, kronik
tiroidit zeminindeki sol loba ait nodiilden IIAB 6nerilmisti. Hastanin patoloji sonucu folikiiler
neoplazi kuskusu (Bethesda IV) olarak raporlanmigti. Total tiroidektomi gergeklestirilen
hastanin patoloji sonucu sol lob, tiroidin papiller karsinomu, follikiiler varyant, sag lob ise

lenfositik tiroidit olarak raporlanmisti (Tablo 31).

Tablo 31: Hasta 6’ya ait veriler

ITAB 6ncesi | Dis merkezde yapilmis

USG

ITAB Alnan | Sol lob 8x10.5x24 mm'lik nodiilden alinmis
Nodiil

IiAB Folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV)

Sitopatoloji | (Hiicre blogunda ¢ok sayida mikrofollikiiler yanasma gésteren yer yer niikleer
membran diizensizligi segilen hiicreler izlendi. Kesin tani igin histopatolojik

korelasyon gereklidir.)

Cerrahi Sol lob; tiroidin papiller karsinomu, follikiiler varyant
Eksizyon Sag lob; lenfositik tiroidit

Patolojisi Mikroskobi:

Tiimér 1: 2,2 cm, sol lob; tiroidin papiller karsinomu, follikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde kapsiil varligr: Var

Tiimérde Kapsiil Invazyonu: Yok

Tiroid disi Yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid i¢i yayilim: Yok

Tiimér Dust Tiroid Dokusu: Lenfositik tiroidit
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Cerrahi Simrlar: 0,1 cm uzaklikta
Immunhistokimyasal incelemeler:
Sitokeratin 19: fokal (+)
Mezotelyal hiicre: negatif

Galektin 3: negatif

Genetik PIK3CA:c.40C>A(p.His14Asn),
PIK3CA:c.42C>G(p.His14GlIn),
PIK3CA:c.44T>G (p.Leul5Trp)

Hastanin I1IAB arsiv materyalinden 12 ng DNA elde edildi. Kalite skorlarin1 gecen
caligma analiz edildi. Filtre-1 sonucunda c¢agirilan varyantlarin icerisinde birbirine ¢ok yakin
konumlanan, allelik fraksiyonlar1 birbirine benzer ve yaklasik 0.04 saptanan, PIK3CA’ya ait
varyantlar dikkati ¢ekti [(PIK3CA:c.40C>A (p.His1l4Asn), PIK3CA:c.42C>G (p.His14GIn),
PIK3CA:c.44T>G (p.Leul5Trp)] . Okuma derinligi 200’dii. Bu varyant kiimesinin bolgenin

inversiyonu sonucunda olustugu diisiildii (Sekil 9).

£ - INVERSIYON BOLGESI -

(p-Hisl4Asn ) ( pLeulSTip ‘

REFERANS DiZi: ATCATCAGGTGAA CTGTGGGGCATCCACTTGATGCCCCCAAG AATCC

iNVERSIYON iLE OLUSAN Dizi: CTTGGGGGCATCAAGTGGATGCCCCACAG

(p.Hisl4Gln )

Sekil 9: Inversiyon sonucunda PIK3CA’da saptanan degisiklikler, referans diziyle uyumsuz

kisimlar sar1 ile gosterilmistir

HASTA 7: 10 senedir guatr nedeniyle takip edilen 48 yas kadin hastaya, son USG’de
sagda 35 mm solid nodiil olmas1 nedeniyle [IAB yapilmas: planlanmis. iIAB sonucu sonucu

onemi belirsiz atipi (Bethesda III) olarak raporlanmis. Total tiroidektomi uygulanan hastanin
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patoloji sonucu follikiiler nodiiler hastalik + lenfositik tiroidit olarak tespit edilmisti (Tablo

32).

Tablo 32: Hasta 7’ye ait veriler

IiIAB oncesi
UsG

Multinodular guatr

Sag lob {ist yarida 5x2 mm,

Sag lob alt yarisini arkada biiyiik 6l¢iide kaplayan 37x25 mm ve bunun 6n
komsulugunda 14x4 mm, Kistik bilesenli, heterojen, izoekoik, solid nodiiller
Dominant nodil medialinde 10x6 mm, kaba kalsifik odaklar1 olan, kistik
bilesenli, hipoekoik, solid nodiil

Dominant nodiiliin kaudal komsulugunda 7x5 mm, izoekoik, solid nodiil
Isthmusta 14x8 mm, kistik bilesenli, heterojen izoekoik, solid nodiil

Sol lobda ise tist yarida 8x4, lob ortasi 8x4 mm boyutlu (kistik bilesenleri olan
hafif hipoekoik ) solid nodiil ile alt 1/3 'te 7x3 mm boyutlu (izoekoik) solid nodiil

IiAB Alnan

1- Sag lob alt yarimindaki 37x25 mm solid nodiil (EU-TIRADS 3)

Nodiil 2- Sag lob iist yarimindaki 5x2 mm solid nodiil
IiAB 1- Onemi belirsiz atipi (Bethesda III)
Sitopatoloji 2- Onemi belirsiz atipi (Bethesda III)

Cerrabhi Sag lob; follikiiler nodiiler hastalik + lenfositik tiroidit
Eksizyon Sol lob; follikiiler nodiiler hastalik + lenfositik tiroidit
Patolojisi

Genetik -

Hastani [IAB arsiv materyalinden 9.6 ng DNA elde edilerek ¢alismaya alind. Kalite

skorlar1 1yi olan caligmanin analizi gergeklestirildi. Filtre 1 ve 2’ye gore ¢agirilan varyantlar

analiz edildiginde anlamli bir varyant bulunamadi. Ayrica hastada herhangi bir kopya sayisi

degisikligi saptanmadi.

HASTA 8: 64 yas kadin hasta, boyunda sislik ve agr1 yakinmalar1 nedeniyle ileri

inceleme yapilirken 2018 yilinda c¢ekilen boyun USG’de nodiiller saptanmasi iizerine takibe

almmis. 2019 yilinda ¢ekilen USG’de sol lobda EU-TIRADS 5 6zellikte nodiil saptanmis.

[IAB o6nerilen hastanin sitopatoloji sonucu benign olarak raporlanmis. 5 ay sonra gekilen
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kontrol USG’de tiroid sol lobda malignite kuskulu solid nodiil izlenmesi iizerine tekrar IIAB

gerceklestirilmis. Ikinci biyopside hiicrelerin onkositik karakterde gdriinmesi ve patoloji

sonucunun folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV) olmasi nedeniyle hasta total tiroidektomi

Onerilmisti. Total tiroidektomi uygulanan hastanin patolojik degerlendirmesinde follikiiler

nodiiler hastalik saptanmist1 (Tablo 33).

Tablo 33: Hasta 8’e ait veriler

IiAB oncesi
USG

Sag lob alt polde, i¢inde birkag¢ ekojenik odak bulunan, hipoekoik, solid nodiil
Sol lob orta zon arka boliim lateral tarafta yerlesimli bez konturlar1 disina da
hafif uzanim gdsteren, i¢ginde kaba kalsifikasyonlar bulunan, diizensiz kenarli,
diizensiz sekilli, hipoekoik goriinlimde olmasi nedeniyle malignite kuskulu
20x11x14 mm boyutlarinda solid nodiil

Sol alt polde 5 mm kistik nodiil

IiAB Alinan

Sol lob 20x11x14 mm boyutlarinda solid nodiil

Nodiil
IiAB Folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV)
Sitopatoloji | (Hiicreler onkositik karakterdedir.)
Cerrabhi Sag lob; follikiiler nodiiler hastalik
Eksizyon Sol lob; follikiiler nodiiler hastalik
Patolojisi Immiinhistokimyasal Incelemeler
CD31:endotel hiicrelerinde(+)
CD34:negatif
CyclinD1:%5
Sitokeratin19:pozitif
Mezotelyal Hiicre: negatif
PAX-8:pozitif
Galektin 3: negatif
Genetik -

Hastanin ikinci IIAB arsiv materyalinden 7.9 ng DNA elde edildi. Ornek ¢alismaya

alindi. Kalite skorlar1 iyi sekilde tamamlanan ¢aligmanin analizi gerceklestirildi. Filtre 1 ve
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2’ye gore cagirilan varyantlar analiz edildiginde anlamli bir varyant bulunamadi. Ayrica

hastada herhangi bir kopya sayis1 degisikligi saptanmadi.

HASTA 9: 62 yas kadin hasta multinodiiler guatr nedeni ile 5 senedir takip

edilmekteymis. 2019 yilinda yapilan tiroit ultrasonografisinde sag taraftaki hipoekoik
nodiilden (Kategori: EU- TIRADS 4) IiAB 6nerilmisti. Ocak 2020°de [IAB gerceklestirilen

hastanin patoloji sonucu folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV) olarak raporlanmig, Mart

2020’ deki rebiyopside ise 6nemi belirsiz atipi (Bethesda III) saptanmisti. Ayrica hastanin daha

once 2 kez benign sitoloji sonucu verilmis iIAB sonuglar1 mevcuttu. Hastada folikiiler neoplazi

kuskusu ve daha dnce onemi belirsiz atipi saptanmasi nedeniyle total tiroidektomi karari

verilmisti. Hastanin cerrahi patoloji sonucu; sag lobda tiroidin papiller karsinomu, onkositik

varyant; sol lobda follikiiler nodiiler hastalik olarak raporlanmisti (Tablo 34).

Tablo 34: Hasta 9’a ait veriler

IiAB oncesi
USG

Sag lob alt yarida, 18x10x13 mm, oval, hipoekoik, diizgiin smirli; bunun
kaudalinde 3 mm, izoekoik solid nodiiller

Sol lob alt yarida 4 mm hafif hipoekoik solid nodiil

IiAB Alinan

Sag lob alt yaridaki 18x10x13 mm solid nodiil (EU-TIRADS 4)

Nodiil

IiAB Folikiiler neoplazi kuskusu (Bethesda IV)
Sitopatoloji | (Hiicreler onkositik karakterdedir.)

Cerrahi Sag lob; tiroidin papiller karsinomu, onkositik varyant
Eksizyon Sol lob; follikiiler nodiiler hastalik

Patolojisi Mikroskobi:

Tiimor: 1,3 cm, sag lob tiroidin papiller karsinomu, onkositik varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimérde Kapsiil Varligi: Var

Tiimérde Kapsiil Invazyonu: Var

Tiroid dist yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok
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Tiroid Ici Yayilim: Yok

Tiimor Dust Tiroid Dokusu: Follikiiler nodiiler hastalik
Cerrahi Stmirlar: 0,1 cm uzaklikta
Immiinhistokimyasal Incelemeler
Cyclin D1: %80

Galektin 3: negatif

Mezotelyal Hiicre: fokal pozitif
PAX-8: pozitif

Sitokeratin 19: negatif

Calcitonin: negatif
CEA--monoklonal: negatif
Kromogranin A: negatif

Tiroglobulin: pozitif

Genetik NRAS: ¢.182A>G (NP_002515.1: p.GIn61Arg) (%11)

Hastanmn Ocak 2020’ye ait IIAB 6rnegi calismamiza dahil edildi. Hastanin arsiv
materyalinden 6.2 ng DNA elde edilerek ¢aligmaya alindi. Caligma istenilen kalite sonuglarina
ulasti. Analiz sonucunda NRAS: ¢.182A>G (NP_002515.1: p.GIn61Arg) varyanti 0.1187
allelik fraksiyonda saptandi. Okuma derinligi 625°di. Analizde anlamli bir kopya sayisi
degisikligi saptanmadi.

HASTA 10: 21 yas kadin hastada ilk kez 3 sene Once tiroid nodiilii saptanmigti.
2019°da yapilan USG’de 9 mm ve 15 mm ¢apli, birbirine komsu iki nodiiliin; diizgiin sinirls,
hipoekojen kolloid kristaller iceren EU-TIRADS 2 6zelliklere sahip oldugu belirlenmisti.
Takip edilen hastada, 2021 yil1 USG’de sol lobda orta derecede malignite riski telkin eden
(EU-TIRADS 4) nodiiller tespit edilmis ve IIAB 6nerilmisti. IIAB sonucunda 6nemi belirsiz
atipi (Bethesda III) saptanan hasta igin cerrahi karari verilmis. ilk olarak sol lobektomi
planlanan hastanin frozen materyalinin sonucu malign gelince total tiroidektomi yapilmuis.
Hastanin patoloji sonucunda sol lobda tiroidin papiller karsinomu, onkositik varyant

saptanmist1 (Tablo 35).
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Tablo 35: Hasta 10’a ait veriler

IiAB oncesi
USG

Sol kaudal yarida 9x7x11 mm ve hemen kaudalinde bitisik ve lob alt ucuna
kadar uzanan 17x10x20 mm boyutlu, iglerinde ve ¢eperlerinde "kuyruklu yildiz"
artefakt1 olan, kii¢iik ve orta boy kistik acikliklar1 olan hipoekoik solid nodiil
(EU-TIRADS 4)

IiAB Alinan

Sol kaudal 17x10x20 mm boyutlu (EU-TIRADS 4) nodiil

Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I1I)

Sitopatoloji | (Tirosit gruplarinda izlenen niikleer irilesme ve kenar diizensizligi nedeniyle
yukaridaki tantya gidilmistir.)

Cerrahi Sol lob; tiroidin papiller karsinomu, onkositik varyant

Eksizyon Sag lob; follikiiler nodiiler hastalik

Patolojisi Mikroskobi:

Tiimor 1: 1,4 cm, sol lob tiroidin papiller karsinomu, onkositik varyant
Tiimor 2: 0,9 cm, sol lob tiroidin papiller mikrokarsinomu, onkositik varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Var (1. tiimér)

Tiimorde Kapsiil Invazyonu: Yok

Tiimér Suirlary: Diizgiin simirl (2. tiimor)

Tiroid dis1 yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid I¢i Yayilim: Yok

Tiimér Disi Tiroid Dokusu: Ozellik yok

Cerrahi Sumirlar: 0,1 cm uzaklikta (1. ve 2. tiimér)
Immunhistokimyasal Incelemeler

Cyclin D1: 1. tiimérde %80

Galektin 3: 1. ve 2. tiimorde fokal pozitif

Mezotelyal Hiicre: 1. ve 2. tiimorde fokal pozitif

Sitokeratin 19: 2. tiimorde pozitif

Sitokeratin 19: 1. tiimérde fokal pozitif
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PAX-8: pozitif

Genetik -

Hastanin ikinci IIAB arsiv materyalinden 6.3 ng DNA elde edildi. Kalite skorlari iyi
sekilde tamamlanan caligmanin analizi gerceklestirildi. Filtre 1 ve 2’ye gore cagirilan
varyantlar analiz edildiginde anlamli bir varyant bulunamadi. Kopya sayisi degisikligi

saptanmadi.

HASTA 11: 59 yas kadin hasta, 3 sene once boyunda sislik sikayeti ile nodiil
saptanmis. 2020 yilinda yapilan USG’de sag lob orta zonda EU-TIRADS 5 nodiil goriilmesi
iizerine histopatolojik tan1 6nerilmis. IIAB sonucu &nemi belirsiz atipi (Bethesda I11) saptanan
hasta i¢in cerrahi karar1 verilmis. Sag lobektomi yapilan hastanin intraoperatif olarak frozen
materyalinde tiroidin papiller karsinomu, follikiiler varyant saptanmasi {izerine total
tiroidektomi yapilmis. Sol loba ait patoloji sonucu tiroidin papiller mikrokarsinomu olarak

raporlanmig (Tablo 36).

Tablo 36: Hasta 11’a ait veriler

ITAB 6ncesi | Sag lob orta zonda 10x8x17 mm capinda irregiiler konturlu, igerisinde fokal

USG mikrokalsifikasyon odagi izlenen solid hipoekoik nodiil (EU-TIRADS 5)
ITAB Almnan | Sag lob simirlar diizensiz mikrokalsifik nodiil (EU-TIRADS 5)

Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I1I)

Sitopatoloji | (Yayma preparatlar son derece hiposelliiler nitelikte olup, bir miktar sitoliz

bulgulart gosteren tirositlerde izlenen hiicresel atipi nedeniyle olguda sitoloji

tekrar: gereklidir.)
Cerrahi Sag lob: tiroidin papiller karsinomu, folikiiler varyant
Eksizyon Sol lob: tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Patolojisi Mikroskobi:

Tiimor 1: 1,5 cm, sag |ob tiroidin papiller karsinomu, folikiiler varyant
Tiimor 2. 0,2 cm, sag lob tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip

Tiimor 3: 0,1 cm, sol lob
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Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimérde Kapsiil Varligi: Var (1. Tiimor)
Tiimérde Kapsiil Invazyonu: Var (1. Tiimér)
Tiimér Sumrlari: Infiltratif (2. tiimér)

Tiroid dis1 yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Var (Sag lob)

Tiroid I¢i Yayilim: Yok

Tiimor Dist Tiroid Dokusu: Ozellik yok
Cerrahi Sinwrlar: 0,2 cm uzaklikta (1. tiimor), 0,1 cm uzaklikta (2. tiimor)
Immunhistokimyasal Incelemeler

Cyclin D1 : %60

Galektin 3: fokal pozitif

Sitokeratin 19: pozitif

PAX-8: pozitif

Mezotelyal Hiicre: fokal pozitif

Genetik TP53:¢.568C>A (p.Pro190Thr)
TP53:¢.132G>A (p.Met44lle) (%5)

Hastanin [IAB arsiv materyalinden 7 ng DNA elde edildi. Kalite skorlarm gegen
calisma analiz edildi. Filtre-1 ile c¢agirilan varyantlarin igerisinde TP53:c.568C>A
(p.Pro190Thr) saptandi. Allelik orani1 0.0439, okuma derinligi 342 idi. Buna ek
TP53:¢.132G>A (p.Met44lle) varyanti da yakin allelik orana sahip sekilde ( Allelik oran: 0.05,
Okuma derinligi: 236) mevcuttu. Ayni1 hiicre klonuna ait oldugu diisiiniilen bu iki degisiklik

raporlandi. Hastada anlamli bir kopya sayis1 degisikligi saptanmadi.

HASTA 12: 68 yas kadin hasta, 6 senedir guatri nedeniyle takip edilmekteyken; 2019
yilinda yapilan USG’de solda EU-TIRADS 5, sagda EU-TIRADS 4 ozellikte nodiil
saptanmasi iizerine [IAB 6nerilmis. Biyopsi sonucunda énemi belirsiz atipi (Bethesda I11)
saptanmis. 3 ay sonra re-biyopsi uygulanan hastanin sitopatolojik sonucu tekrar 6nemi belirsiz

atipi (Bethesda III) gelmis. Total tiroidektomi karari alinan hastanin cerrahi patoloji sonucunda
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sagda tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant, solda tiroidin papiller karsinomu,

follikiiler varyant saptanmis (Tablo 37).

Tablo 37: Hasta 12’a ait veriler

IiAB oncesi
UsG

Solda 41 mm ¢apli EU-TIRADS 5 nodiil
Sagda 6 mm capli EU-TIRADS 4E nodiil

IiAB Alinan
Nodiil

Sol lob 4,3 c¢cm 6l¢iilen izoekoik nodiil (EU-TIRADS 5)

IiAB
Sitopatoloji

Onemi belirsiz atipi (Bethesda I1I)
(Sitomorfolojik bulgularda olagan tirosit gruplari arasinda bir adet tirosit
grubunda oldukca iri hiperkromatik niikleuslu, niikleer membranlar: diizensiz

hiicreler izlenmistir. Olgunun sitoloji kontrolii uygun olur.)

Cerrahi
Eksizyon

Patolojisi

Sol lob: tiroidin papiller karsinomu, folikiiler varyant

Sag lob: tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Mikroskobi:

Tiimor 1: 4,2 cm, sol lob, tiroidin papiller karsinomu, folikiiler varyant
Tiimor 2: 0,2 cm, sag lob tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Var (1. Tiimor)

Tiimorde Kapsiil Invazyonu: Var (1. Tiimér)

Tiimor Simirlari: Diizgiin sinirl (2. tiimor)

Tiroid disi yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid Ici Yayilim: Yok

Tiimor Disi Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Simwrlar: 0,1 cm uzaklikta (1. tiimér), 0,2 cm uzaklikta (2. tiimér)

Genetik

BRAF:c.1921A>G (p.Lys601Glu) (%14)

Hastanin ilk IIAB materyali calismaya dahil edildi. 6.94 ng DNA elde edildi. Basarili

bir sekilde tamamlanan c¢alisma sonucunda, Filtre-1 ile c¢agirilan varyantlarda
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BRAF:c.1921A>G (p.Lys601Glu) saptandi. Allelik orani 0.1418, Okuma derinligi 973°dii.

Filtre-2 ile ¢agirilan varyantlarda ek anlamli varyant saptanmadi.

HASTA 13:4 sene Once boyunda sislik sikayeti ile nodiilleri saptanan 42 yasinda
kadin hastanin, 2018 yilinda siipheli bir ultrasonografik bulgusu olmay1p, yapilan iIAB sonucu
benign imis. 2019 yilindaki boyun USG’sinde nodiilleri sagda ve solda EU-TIRADS 3
ozellikteymis. 2020 yilindaki USG’de siipheli dzellikler nedeniyle IIAB &nerilmis. Sagdaki
isthmus yakininda bulunan nodiil (EU-TIRADS 4) ve sag lobdaki (EU-TIRADS 3) nodiilden
biyopsi yapilmis. Sag istmus biyopsi sonucu dnemi belirsiz atipi olarak ve sag lob biyopsi
sonucu benign sitoloji olarak raporlanmis. 1 sene sonraki sonografik incelemede de EU-
TIRADS 4 6zellikli nodiiller gdzlenmesi iizerine tekrar sag ve sol lobdaki nodiillerden [IAB
gergeklestirilmis ve sonucu Onemi belirsiz atipi (Bethesda Ill) olarak gelmis. Total
tiroidektomi  gergeklestirilen hastanin patolojisinde sag ve solda tiroidin papiller

mikrokarsinomu, follikiiler varyant saptanmig (Tablo 38).

Tablo 38: Hasta 13’e ait veriler

ITIAB oncesi | Solda 18 mm, 11 mm ve 5 mm ¢apl, solid, izoekojen EU-TIRADS 3

kalsifikasyonlar1 olan EU-TIRADS 3
Sag isthmus 8 mm ¢apli solid hipoekojen EU-TIRADS 4 6zelliklerde nodiiller

USsG Sagda 10 mm, 7 mm ve 14 mm c¢apli, solid, izoekojen yer yer kaba

I[IAB Almnan 1- Sol lob 2 ecm’lik nodiil

Nodiil 2- Sag istmus 8 mm’lik nodiil

IiAB 1- Onemi belirsiz atipi (Bethesda I1I)
Sitopatoloji 2- Onemi belirsiz atipi (Bethesda I1I)

nedeniyle yukaridaki tantya gidilmistir.)

(Gonderilen sag ve sol tiroid materyalinde belirgin hiicresellige sahip

preparatlarda, tirositlerde izlenen niikleer irerme ve kenar diizensizligi

Cerrahi Sol lob: tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Eksizyon Sag lob: tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Patolojisi Mikroskobi:

Tiimor 1: 1 cm, sol lob, tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
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Tiimor 2: 0,5 cm, sag lob tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Yok

Tiimor Swimirlari: Diizgiin sinirly

Tiroid dis1 yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid I¢i Yayilim: Yok

Tiimér Dust Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik
Cerrahi Smirlar: 0,1 cm uzaklikta (1. ve 2. tiimor)
Immunhistokimyasal Incelemeler

CD31: Endotelde pozitif

Cyclin D1: 1. tiimérde %70 pozitif

Galektin 3: 1. tiimorde negatif

Kromogranin A: Sol lobta 0,2 cm ¢aptaki nodiilde negatif
PAX-8: 1. tiimérde pozitif

Sitokeratin 19: 1. tiimérde negatif

Calcitonin: Sol lobta 0,2 cm ¢aptaki nodiilde negatif
CEA--monoklonal: Sol lobta 0,2 cm ¢aptaki nodiilde negatif
CD34: Endotelde pozitif

Mezotelyal Hiicre: 1. tiimérde negatif

Genetik

Hastanin {i¢iincii [IAB arsiv materyalinden 6.94 ng DNA elde edilerek ¢alismaya

alindi. Calisma istenilen kalite skorlarina ulasti. Filtre-1 ile ¢agirilan varyantlarin iginde allelik

oran1 0.48, okuma derinligi 2814 olan ATM:c.5882A>G (p.Tyrl961Cys) saptandi. Bu

varyantin germline oldugu disiiniildii ancak dogrulama yapilamadi. Varyant ACMG

kriterlerine gore (PM2-PP3) “Onemi bilinmeyen varyant (VUS)” sinifinda idi. Filtre-2 ile

cagirilan varyantlarda ek anlamli varyant saptanmadi.
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HASTA 14: 49 yas kadin hasta, boyunda ele gelen kitle olmasi1 sikayeti ile tetkik

edilirken, nodiil saptanmig. 2019 yilinda yapilan USG’de nodiillerin yiiksek kuskulu olarak

raporlanmasi ile [IAB &nerilmis. Biyopsi sonucu énemi belirsiz atipi olarak raporlanmus. 2 ay

sonra yapilan USG’de gozlenen solid ve mikst nodiiller genel olarak diisiik malignite riski

telkin eden US &zelliklerde (EU-TIRADS 3) degerlendirilmis. 3 ay sonra tekrar IIAB yapilan

hastanin sonucu tekrar 6nemi belirsiz atipi gelmis. Total tiroidektomi yapilan hastanin patoloji

sonucunda sagda tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant saptanmig (Tablo 39).

Tablo 39: Hasta 14°e ait veriler

IiIAB oncesi
UsG

Solda 7 mm ve 4 mm ¢apli siingerimsi kistik EU-TIRADS 2

Sagda 7 mm siingerimsi kistik EU-TIRADS 2

Sagda alt polde 10x8x8 mm boyutlu, daha ¢ok kolloidal kristaller ve bazilari da
kiigiik kaba kalsifik odaklar olarak degerlendirilen hiperekojen odaklar igeren,
izoekoik solid- multilokiile kistik bilesenli EU-TIRADS 3 nodiil

iIiAB Alinan

Sag altta 10x8x8 mm boyutlu EU-TIRADS 3 nodiil

Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda 1)

Sitopatoloji | (Kolloidal zeminde niikleer irerme, niikleer membran diizensizligi ve iist tiste
binme gosteren az sayida tirosit grubu izlenmistir.)

Cerrahi Sag lob: tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant

Eksizyon Mikroskobi:

Patolojisi Tiimor 1: 0,9 cm, sag lob, tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant

Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimérde Kapsiil Varligi: Yok

Tiimor Swimirlari: Diizgiin sinirly

Tiroid dist yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid I¢ci Yayihim: Yok

Tiimor Disi Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Stmirlar: 0,1 cm uzaklikta
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Immunhistokimyasal Incelemeler
Cyclin D1: %20

Galektin 3: negatif

Sitokeratin 19: fokal (+)

PAX-8: pozitif

Mezotelyal Hiicre: seyrek (+)

Genetik PTEN: c.144C>A (p.Asn48Lys) (%7)

Hastanin ikinci IIAB arsiv materyalinden 6.2 ng DNA elde edildi. Kalite skorlari
istenilen sinirlarda olan calisma analiz edildi. Filtre-1’e gore varyantlar ¢agirildi. PTEN:
€.144C>A (p.Asn48Lys) varyant1 0.0732 allelik orani ve 1775 okuma derinligine sahip olarak

saptandi.

HASTA 15:36 yas kadin hastada ilk nodiilleri 2010 senesinde saptanmis. 2019°da
USG’de hipoekoik, lobiile ve diizensiz kenarli 6n-arka boyutu genisliginden biiylik ve
mikrokalsifikasyon lehine ekojenik odaklar igermesi 6zellikleriyle malignite kuskulu en biiyiik
boyutu 13x11 mm 6lgiilen solid nodiilden IIAB 6nerilmis ve 2 kez [IAB patoloji sonucu énemi
belirsiz atipi gelmisti. Total tiroidektomi planlanan hastanin cerrahi patoloji sonucunda sag ve
sol lobda kronik tiroidit, isthmusda ise tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip ve sag

santral boyun lenf nodiilii disseksiyonunda metastaz (1/7) saptanmist1 (Tablo 40).

Tablo 40: Hasta 15’e ait veriler

ITAB oncesi | Isthmus hipoekoik, lobiile ve diizensiz kenarli, 6n-arka boyutu genisliginden

USG biiyiikk ve mikrokalsifikasyon lehine ekojenik odaklar igermesi 6zellikleriyle
malignite kuskulu en biiyiik boyutu 13x11 mm odlgiilen solid nodil (EU-
TIRADS 5)

ITAB Alnan | Isthmus en biiyiik nodiil (EU- TIRADS 5)

Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I11)

Sitopatoloji

81



(Sitomorfolojik bulgular tiroidit ile uyumlu olmakla birlikte follikiil epitel
hiicrelerinin bir kisminda niikleer irerme ve membran diizensizligi dikkati

cekmigstir. Olgunun sitolojik kontrolii 6nerilir.)

Cerrahi
Eksizyon
Patolojisi

Isthmus, tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip

Sag santral boyun lenf nodiilii disseksiyonunda metastaz (1/7)
Mikroskobi:

Tiimor 1: 0,9 cm, isthmus, tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip
Lenfatik Invazyon: Var

Vaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Yok

Tiimér Sirlar: Infiltratif

Tiroid dis1 yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid I¢i Yayilim: Yok

Tiimor Disi Tiroid Dokusu: Kronik tiroidit

Cerrahi Stmirlar: 0,4 cm uzaklikta

Genetik

Hastanin ilk I[AB ait arsiv materyali ¢alismaya dahil edildi. 7.6 ng DNA elde edildi

ve calisma basarili sekilde tamamlandi. Hastanin varyantlar1 Filtre-1 ve Filtre-2’ye gore

cagirilarak analiz edildi ancak anlaml1 bir varyant saptanmadi.

HASTA 16: Hipotiroidi nedeniyle tetkik edilen 75 yas erkek hastada 10 sene 6nce

tiroid nodiilii saptanmis. Daha 6nce yapilan [IAB sonuglarinda iki kez tanisal olmayan sitoloji

ve bir kez de benign sitoloji raporlart mevcut. Hastanin en son yapilan [{AB nin sitomorfolojik

incelemesinde 6nemi belirsiz atipi/follikiiler lezyon tanisi raporlanmis. Hastaya total

tiroidektomi uygulanmis. Cerrahi patoloji sonucunda solda tiroidin papiller mikrokarsinomu,

follikiiler varyant, sag lobda ise follikiiler nodiiler hastalik tanis1 konulmus (Tablo 41).
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Tablo 41: Hasta 16’a ait veriler

IiAB oncesi
USG

Sol lobda alt uca yakin konumlu ve medialden laterale sirali olarak 11x8 mm
(kiicik kistik odaklar1 olan izoekoik solid), anterolateralinde 19x12 mm
(izoekoik agirlikli solid ), anterolateralinde 14x9 mm boyutlu (multipl kiiglik
kjstik odaklar1 olan izoekoik solid) nodiiller

IiAB Alinan
Nodiil

Tiroid bezi sol inferior dominant solid nodiil (EU- TIRADS 3)

IiAB
Sitopatoloji

Onemi belirsiz atipi (Bethesda I11)
(Follikiiler nodiiler hastaligi destekleyen bulgular yani sira bir odakta izlenen

diskayotik degisiklikler olmasi nedeniyle yukaridaki tantya gidilmistir.)

Cerrahi
Eksizyon
Patolojisi

Sol, tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Mikroskobi:

Tiimor 1: 0,2 cm, sol lob, tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Perinoral Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Var

Tiimorde Kapsiil Invazyonu: Yok

Tiroid disi yaytim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid Ici Yayilim: Yok

Tiimor Dusi Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Stmirlar: 0,1 cm uzaklikta

Genetik

[IAB sonucu 6nemi bilinmeyen atipi olan materyal galismaya dahil edildi. 5 ng DNA

elde edildi. Calisma istenilen kalite diizeyinde olarak tamamlandi. Hastanin varyantlari Filtre-

1 ve Filtre-2’ye gore ¢agirilarak analiz edildi ancak anlamli bir varyant saptanmadi.

Nodiil lokalizasyonlar1 dikkatle degerlendirildiginde, IIAB alinan kismin benign

oldugu ve mikrokarsinom saptanan nodiiliin IIAB alinan nodiilden baska bir nodiil oldugu

tespit edildi. Bu nedenle hasta benign grupta tartisilacaktir.
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HASTA 17: 53 yas kadin hasta, 2014 yilindan beri multinodiiler guatr ile takip

edilmekteymis. 2019 yilinda USG incelemesinde kuskulu nodiilii bulunmas: iizerine 1IAB

onerisi almis. IIAB yapilan hastanin sonucu énemi belirsiz atipi gelmis. Total tiroidektomi

yapilmis ve patoloji sonucunda sag ve sol lobda tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip

saptanmis (Tablo 42).

Tablo 42: Hasta 17’a ait veriler

IiAB oncesi
USG

Sol lobda orta zon medial boliimde yerlesimli on-arka boyutu genisliginden
biiylik, hipoekoik goriiniimde ve hafif diizensiz kenarli olmasi nedeniyle

kuskulu 6x8x6 mm boyutlarinda solid nodiil

iIiAB Alinan

Sol lob 6x8x6 mm boyutlarinda solid nodiil

Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda 1)

Sitopatoloji

Cerrahi Sol ve sag, tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip

Eksizyon Mikroskobi:

Patolojisi Tiimor 1: 0,8 cm, sag lob, tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip

Tiimér 2: 0,7 cm, sol lob, tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip
Lenfatik Invazyon: Var (1. tiimér)

Vaskiiler Invazyon: Yok

Perinoral Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Yok

Tiimor sinwrlary: Infilitratif' (1. ve 2. tiimor)

Tiroid dis1 yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid Ici Yayilim: Yok

Tiimor Dust Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Sinirlar: 0,1 cm uzaklikta (1. tiimor), 0,2 cm uzaklikta (2. tiimér)
Immunhistokimyasal Incelemeler

Cyclin D1 : %50

84




Galektin 3: pozitif
Sitokeratin 19: pozitif
PAX-8: pozitif
Mezotelyal Hiicre: pozitif

Genetik BRAF:c.1799T>A (p.Val600Glu) (%13)

[IAB sonucu &nemi bilinmeyen atipi olan materyal ¢alismaya dahil edildi. 4.8 ng
DNA elde edildi. Calisma istenilen kalite diizeyinde olarak tamamlandi. Hastanin Filtre-1 ile
elenmesinden sonra yapilan analizde 0.1381 allelik oranda ve 536 okuma derinligine sahip
BRAF:c.1799T>A (p.Val600Glu) varyanti saptandi. Filtre-2 de ek anlamli varyant

gozlenmedi.

HASTA 18: 53 yas kadin hastada, 3 sene dnce insidental olarak tiroid nodiilii tespit
edilmis. 2020°de yapilan USG’de sol lobdaki mikst (EU-TIRADS3) nodiil ve yaninda 15
mm’lik posterolateral konumlu nodiil, izoekoik yapisina ragmen, hafif diizensiz konturlari
nedeni ile kusku uyandirmis ve EU-TIRADSS olarak degerlendirilmis ve IIAB 6nerilmistir.
Onemi belirsiz atipi saptanan hastaya, sitoloji kontrolii énerilmis. Hastadan bir sene sonra
yapilan [IAB sonucu, tekrar 5nemi belirsiz atipi olarak gelmis. Sol hemitiroidektomi yapilan
hastanin sonucu tiroidin papiller mikrokarsinomu, follikiiler varyant olarak raporlanmisti
(Tablo 43).

Tablo 43: Hasta 18’e ait veriler

IiAB oncesi
USsG

Lob iist yar1 alt kisim posterolateral kontura oturmus, yaklasik 15x9x13 mm
boyutlu hafif diizensiz ve ondiile kenarli, izoekoik yapisina ragmen, hafif
diizensiz konturlari nedeni ile kusku uyandirmig (EU-TIRADSS) nodiil

Sol lob periferik yerlesimli, bazilar1 reverberasyon artefakti veren bir dizi
hiperekojen noktasal odak -kolloid kristal??- iceren izoekoik, tama yakin solid
nodiil (EU-TIRADS3)

IiAB Alinan
Nodiil

Sol lob inferior 15 mm’lik nodiil (EU-TIRADS5)
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iiAB
Sitopatoloji

Onemi belirsiz atipi (Bethesda I11)
(Kanamali yaymalarda bir kismi mikrofollikiiler yanagma goésteren tirosit

gruplarimin varligi ve yapisal atipi nedeniyle tekrar sitoloji kontrolii énerilir)

Cerrahi
Eksizyon
Patolojisi

Sol tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant

Mikroskobi:

Tiimor 1: 0,3 cm, sol lob, tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Lenfovaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Yok

Tiimor sinirlary: Diizgiin sinirl

Tiroid disi yaythim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid Ici Yayilim: Yok

Tiimor Dusi Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Stmirlar: 0,1 cm uzaklikta

Immunhistokimyasal Incelemeler

Cyclin D1: 1,5 ¢m ¢aptaki nodiilde %15 (+)

Galektin 3: 1,5 cm ¢aptaki nodiilde negatif

Mezotelyal Hiicre: 1,5 cm ¢aptaki nodiilde negatif

PAX-8: pozitif

Sitokeratin 19: 1,5 cm ¢aptaki nodiilde negatif

Galektin 3: 0,3 cm ¢aptaki tiimorde fokal pozitif

Mezotelyal Hiicre: 0,3 cm ¢aptaki tiimérde pozitif

Sitokeratin 19: 0,3 cm ¢aptaki tiimorde negatif

Not: Sol lobda izlenen 1,5 cm c¢aptaki nodiiliin tamami takibe alinarak
incelenmistir. Morfolojik ve immunohistokimyasal bulgularla bu nodiil

adenomatoid nodiil lehine degerlendirilmistir.

Genetik

Hastanm ilk kez énemi bilinmeyen atipi saptanmis olan IIAB materyali ¢alismaya

dahil edildi. 3.5 ng DNA elde edildi. lyi kalitede olan ¢aligma analizinde anlamli bir varyant
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saptanmadi1 ancak germline oldugu diisiiniilen (allelik oran:0.4 okuma derinligi:987) MET
(NM_001127500.3):¢.341A>T (p.Aspll4Val) varyanti saptandi. Varyant ACMG kriterlerine
gore (PM2-PP3) “6nemi bilinmeyen varyant (VUS)” smifinda idi. Filtre-2 ile cagirilan

varyantlarda ek anlamli varyant saptanmadi.

Hastada papiller mikrokarsinom saptanmis olsa da, IIAB alinan nodiil adenomatoid
karakterde benign bir nodiil olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle hasta benign grupta

tartisilmastir.

HASTA 19: 2016 yilinda meme kanseri nedeniyle opere olan 57 yas kadin hastanin
takiplerinde tiroid nodili saptanmis. 2020°de yapilan USG’de yiiksek riskli olarak
degerlendirilen olguya, sag nodiilden IIAB yapilmis. Onemi belirsiz atipi saptanan hastaya
sitoloji tekrar1 &nerilmis. Tekrarlanan IIAB sonucunda kuskulu sitoloji saptaninca, hastada
total tiroidektomi uygulanmis. Sagda papiller karsinom, tall cell varyant; solda papiller

mikrokarsinom, folikiiler varyant tespit edilmis (Tablo 44).

Tablo 44: Hasta 19’a ait veriler

ITAB 6ncesi | Sag lob ortasinda anteromedial konumlu, 12x13x10 mm boyutlu, diizensiz sekil

USG ve sinira sahip, on-arka capi fazla solid nodiil yiiksek malignite riski telkin eden

ultrasonografik 6zelliklere sahip (EU-TIRADSS) nodiil

ITAB Almnan | Sag lob 12x13x10 mm boyutlu nodiil (EU-TIRADS5)
Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I11)

Sitopatoloji | (Seyrek lenfositin bulundugu zeminde izlenen ¢ok sayida onkositik plakarlarda

mevcut oldugunun bildirilmesi nedeniyle olguya sitoloji kontrolii onerilir)

niikleer membran diizensizligi ve bir kisminda inkliizyon benzeri yapilarin

Cerrahi Sag tiroidin papiller karsinomu, tall cell varyant
Eksizyon Sol tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Patolojisi Mikroskobi:

Tiimor 1: 1,5 cm, sag lob, tiroidin papiller karsinomu, tall cell varyant

Tiimor 2:0,4 c¢m, sag lob tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
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Tiimor 3:0,3 c¢m, sol lob tiroidin papiller mikrokarsinomu, folikiiler varyant
Lenfatik Invazyon: Var (1. tiimor),

Vaskiiler Invazyon: Yok

Tiimorde Kapsiil Varligi: Yok

Tiimor simirlary: Infiltratif (1., 2. ve 3. tiimor)

Tiroid dis1 yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Var (sag ve sol lob)

Tiroid Ici Yayilim: Yok

Tiimor Dusi Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik

Cerrahi Simwrlar: : Cerrahi simira dayanmis (1. ve 3. tiimor), 0,3 cm uzaklikta
(2. tiimor)

ImmunHistokimyasal Incelemeler

Cyclin D1: 1. tiimérde %95

Galektin 3: pozitif

Mezotelyal Hiicre: pozitif

PAX-8: pozitif

Sitokeratin 19: pozitif

BRAF-V600E: 1. tiimorde pozitif

Genetik

BRAF: ¢.1799T>A (p.Val600GIu) (%33)

Onemi belirsiz atipi saptanan IIAB materyali ¢alismaya dahil edildi. 3.36 ng DNA

elde edildi. Caligma istenilen kaliteye ulasildi. Filtre-1 ile yapilan analizde 0.333 allelik oranda
ve 837 okuma derinligine sahip BRAF: ¢.1799T>A (p.Val600Glu) varyant: saptandi. Filtre-2

de ek anlamli varyant gozlenmedi.

HASTA 20: Multinodiiler guatr ile takip edilen 56 yas kadin hastanin, boyun USG’de

sol lob iist 1/3'te tanimlanan hipoekoik, diizensiz sinir ve sekilli solid yap1 saptanmis ve yiliksek

malignite kuskusu uyandirdigy icin ileri tetkiki 6nerilmis. [IAB ile &nemi belirsiz atipi saptanan

hastaya yaklasik 6 ay aralikli olarak 2 kez daha IIAB gerceklestirilmis (sirasiyla benign ve

kuskulu sitoloji). Total tiroidektomi uygulanan hastanin patolojisinde sol lobda tiroidin
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papiller mikrokarsinomu, klasik tip ve sagda follikiiler nodiiler hastalik saptanmis (Tablo 45).

Hastanin ¢alismamiza katilan 1IAB, sag taraftan alman ve cerrahi sonrasi benign oldugu

bildirilen bir nodiile ait oldugu i¢in, olgunun cerrahi sonucu benign olarak tartisilacaktir.

Tablo 45: Hasta 20’ye ait veriler

IiIAB oncesi
UsG

Sag lob ortasinda 5x3 mm (kiigiik kistik odaklari olan hafif hipoekoik solid), alt
yarida topluca 27x14 mm boyutlu bir kiime olusturan, birbirlerine bitisik,
kranyalden kaudale, biiylikleri 10x7, 10x4 12x8 mm boyutlu olan (iglerinde

nadir kii¢iik kistik odaklar1 da olan) izoekoik solid nodiiller

IiAB Alinan

Sag lob 27x14 mm boyutlu bir kiime olusturan nodiiller (EU-TIRADS3)

Nodiil

IiAB Onemi belirsiz atipi (Bethesda I11)

Sitopatoloji

Cerrahi Sol tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip

Eksizyon Mikroskobi:

Patolojisi Tiimér 1: 0,6 cm, sol lob, tiroidin papiller karsinomu, klasik tip

Lenfovaskiiler Invazyon: Var
Tiimorde Kapsiil Varligi: Yok
Tiimor simrlari: Infiltratif

Tiroid dis1 yayilim: Yok

Nekroz: Yok

Multisentrisite: Yok

Tiroid I¢i Yayilim: Yok

Tiimér Dust Tiroid Dokusu: Folikiiler nodiiler hastalik
Cerrahi Stmirlar: 0,1 cm uzaklikta
Immunhistokimyasal Incelemeler
Cyclin D1: fokal %70

Galektin 3: pozitif

Sitokeratin 19: pozitif

Mezotelyal Hiicre: pozitif

PAX-8: pozitif
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Genetik PIK3CA(NM_006218.4):c.1634A>C (p.Glu545Ala) (%3)

Onemi belirsiz atipi saptanan IIAB materyali ¢alismaya dahil edildi ve 4 ng DNA
izole edildi. lyi ve 2 kullanilarak analiz edildi.

PIK3CA(NM_006218.4):c.1634A>C (p.Glu545Ala) varyanti 0.0314 allelik orana sahip olarak

kalitede olan c¢alisma Filtre-1

saptandi. Okuma derinligi 191°di.

4.3. Bulgularin Istatistiksel Karsilastirllmasi

Bethesda gruplarina gore varyant varligi dagilimi degerlendirildiginde istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,121).

Tablo 46: Genetik analiz verilerinin Bethesda gruplarina gore saptanma yiizdesi

Varyant var Varyant yok Toplam Test
n (%) n (%) n (%) istatistigi;
p degeri
Bethesda Il 6 (40,0) 9 (60,0) 15 (100) X?=2,40
Bethesda IV 4 (80,0) 1 (20,0) 5 (100) p=0,121
Toplam 10 (50,0) 10 (50,0) 20 (100)

X2: Ki kare test statistigi; p<0,05 Anlamhilik diizeyi

Testin malign ve benign nodiillerde varyant saptama dagilimi istatistiksel olarak

benzer saptanmistir (p=0,121).

Tablo 47: Genetik analiz verilerinin patoloji sonuglari ile karsilastirilmasi

Varyant var | Varyantyok | Toplam | Uyuml | Uyum
n (%) n (%) n (%) (%) (%)
Bethesda I11-Benign 1 (25,0) 3 (75,0) 4 (100) 75,0 80.0
Bethesda 1V-Benign - 1 (100) 1 (100) 100 ’
Bethesda I11-Malign 5 (45,5) 6 (54,5) 11(100) 45,5 60.0
Bethesda IV-Malign 4 (100) - 4 (100) 100 ’
Toplam 10 (50,0) 10 (50,0) 20 (100)

Uyum 1: Bethesda grubuna gore ayri ayri degerlendirilmistir

Uyum 2: Bethesda grubundan bagimsiz tiim benign ve malign nodiiller degerlendirilmistir
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Tablo 48: Testin malign ve benign nodiillerde varyant saptama dagilimi

Anlamh Varyant | Anlamh Varyant Toplam Test
Var Yok n (%) istatistigi;
n (%) n (%) p degeri
Malign Nodiil 9 (60,0) 6 (40,0) 15 (100) X2=2 40
Benign Nodiil 1(20,0) 4 (80,0) 5 (100) 0=0 i21
Toplam 10 (50,0) 10 (50,0) 20 (100) ’

X2: Ki kare test statistigi; p<0,05 Anlamhilik diizeyi

Tablo 49: Testlerin sensitivite, spesivite, PPV ve NPV oranlarinin karsilastirilmasi

Platform

%96
%47
%91
%68

NPV
PPV
Sensitivite

Spesifite

Afirma GSC ThyroSeq v3

%97
%66
%94
%82

ThyGenXT/  Archer VariantPlex
ThyraMIR Solid Tiimor
%95 %40
%74 %90
%93 %60
%90 %80
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S.TARTISMA

Tiroit bezine ait neoplazmlar, endokrin sisteme ait malignitelerin icerisindeki en biiyiik
gruptur [48]. Benzer sekilde tiroit bezinin nodiilleri, endokrinoloji poliklinik bagvurularinin 6nemli
bir sebebidir. Tiroit bezi nodiillerinin yonetimi, nodiiliin malignite riskine gore yapilmaktadir [3].
Bu nedenle nodiiliin karakterinin tiim ayrintilariyla belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Son zamanlarda
tiroit nodiillerinin molekiiler profillemesi popiiler bir konu haline gelmistir. Birlesik Devletlerde
molekiiler testler pratik uygulamaya entegre edilmis olsa da pek c¢ok tilkede bu testler yaygin
sekilde uygulanamamaktadir [65]. Ulkemizde de ilk kez bu calismada belirsiz sitolojiye sahip tiroit
nodiillerinin molekiiler genetik analizi bir NGS paneli kullanilarak gergeklestirilmistir.
Calismamizda sitopatoloji sonucu belirsiz olan 20 adet tiroit [IAB &rnegi ¢alistimistir. Bu 20
hastadan 10 tanesinde Tier 1/2 varyant saptanmistir. Calismamizda 10 6rnekte saptanan somatik
varyantlar; NRAS-Q61R (2), BRAF-V600E (2), BRAFK-601E (1), PIK3CA (2), TP53 (1), TERT
(1), PTEN (1) seklindedir.

Sitolojisi belirsiz olan Bethesda Grup 111 ve IV nodiillerinin malignite riskleri 2015 yilinda
yayinlanan ATA kilavuzuna gore sirasiyla %5-15 (medyan %14) ve % 15-30 (medyan %25) olarak
verilmistir [2]. Ancak bu gruplarin risk verileri yaymlar arasinda farkliliklar gosterir. Ornegin
Cin’de yapilan bir ¢alismada belirsiz sitolojiye sahip nodiillerin malignite orani %71 olup, Birlesik
Devletlerdeki %10-40 olan orandan oldukca yiiksektir [65]. Ozellikle igiincii basamak saglik
hizmeti sunan merkezlerde bu grup nodiillerdeki malignite oranlar1 %52’ye ulagsmaktadir [66].
Calismamizda 20 6rnegin; 5 tanesinin cerrahi patoloji sonucu benign (% 25), 15 tanesinin ise
maligndi (%75). Bizim ¢alismamizda, nodiillerdeki malign yiizdenin fazla olmasinin birkag sebebi
vardir. Bunlardan biri; cerrahi kararda Bethesda siniflamasinin yaninda USG ve hasta 6zelliklerinin
de baz alinmasidir. Bu anlamda ameliyat karar1 alinan nodiillerin gogunlugunu klinisyen tarafindan
yiiksek malignite siiphesi uyandiran grup olusturmaktadir. Bir diger 6nemli neden ise, bu donemin
pandemiye denk gelmesi ve ameliyat sayilarinin azaltilmasidir. Yiiksek risk barindirmayan
hastalar, ameliyat i¢in beklemeyi tercih etmis olabilir.

Son yaymlanan kilavuzlara gore belirsiz sitolojiye sahip nodiiller yonetiminde [IAB
tekrar1 veya molekiiler test ile yeniden risk arastirmasi iki ayr1 segenek olarak ayni basamakta
onerilmistir [2]. Tekrar [IAB yapilan bu grup nodiillerde, %10-30 arasinda sitolojik sonug tekrar
AUS/FLUS gelmektedir [67]. Hasta istegi, maliyet etkinligi ve ulasilabilirlik gbz oniine alinarak
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tercih yapilmasi, ayrica hasta yonetimini degistirmeyecek bir uygulamadan uzak durulmasi
onerilmektedir [3]. Caligmamizda, 20 6rnekten 10 tanesinde kriterlere uyan bir somatik varyant
saptanmigtir. Eger bu analiz sitopatolojik incelemeden sonra rutin pratikte yapilsaydi, 10 6rnekten
9 tanesi tek bir IIAB sonucunda cerrahiye dogru bir se¢im olarak yonlendirilmis olacakti. Cerrahi
patolojisi malign olmayan 1 &rnekte ise, PIK3CA-E545A varyanti daha once pek cok farkli
kanserde iyi tanimlanmis bir onkogenik degisiklik oldugu i¢in %5 allelik oraninin altinda
kalmasina karsin degerlendirmeye alinmistir. Bu varyant oldukga kiiciik bir klonu temsil ediyor
olabilir. PIK3CA-E545A mutasyonu ilk kez Kribriform-morular varyant PTC’de bildirilmis olup,
tiroit karsinomunda ¢ok sik bildirilen bir degisiklik degildir [68]. TCGA tarafindan yapilan
calismada papiller tiroit karsinomlarinin %97’sinde bir molekiiler alterasyon saptanmistir ve
bunlarin %90’ iyi bilinen nokta mutasyonlar veya gen fiizyonlar1 olusturmaktadir [1]. Bizim
calisgmamizda 6 malign 6rnekte kriterlere uygun bir varyant saptanamamaistir (Tablo 47). Bunun en
onemli sebeplerinden biri; panelin gen flizyonlarimi ve diger gen yeniden diizenlenmelerini
saptayamamasidir. Calisma dizayninin sadece DNA temelli yapilmasinin nedenlerinden biri,
maliyetin azaltilmasmin yaninda, arsiv materyallerinin kullanilmasi ve taze ornek elde edilme
sansinin olmamasidir. Uygun kosullarda saklanmamis dokulardan RNA eldesi, DNA’ya gore ¢ok
daha zordur ve niikleik asit degredasyonu 6nemli bir sorunu olusturur [69]. Calismamizin verileri,
ek bir girisim gerekmeksizin elde edilen materyalden saglanmistir.

Sitopatolojik degerlendirmeden arta kalan aspirat spesmenleri, molekiiler analiz i¢in
potansiyel bir niikleik asit kaynagidir, ancak elde edilen niikleik asitin kalitesi ve miktar1 nedeniyle
bir takim zorluklara sahiptir [69]. Tiroit [IAB &rneklerini kullanan daha &nceki bir calismada
ortalama olarak 1.08 pg/ml DNA elde edilmistir ve elde edilen DNA miktarlari Bethesda gruplari
arasinda anlamli farklilik gdstermemistir [70]. Baska bir calismada ise, IIAB 6rneklerinden 0.17
ile 4,4 pg/ml arasinda degisen oranlarda DNA elde edilmistir [71]. Bizim galismamizda ortalama
9,13 ng/pL (min.3.36 ng/ul- max.25 ng/ul) DNA elde edilmistir ve 6rneklerin tamami ¢aligmay1
basaril1 sekilde tamamlamustir.

Tiroit kanserinin tan1 yasi ortalamasi 50°dir [35]. Tiroit neoplazmlarindaki genetik stirticii
mutasyonlar yasa bagli olarak gruplasmalar gostermektedir [72]. Tirozin kinaz reseptorlerini igeren
translokasyonlar pediatrik yas grubunda genetik etiyolojinin basini ¢ceker, BRAF ve RAS’1n nokta
mutasyonlar1 yetiskin gruptaki etiyolojide ilk sirada yer alir [73]. Pediatrik grupta en sik saptanan
molekiiler degisiklik RET/PTC translokasyonu iken, yetiskinlerde BRAF-V600E mutasyonudur
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[74]. Calismamizda varyant saptanan hastalarin yas ortalamasi 56, varyant saptanmayan
hastalarinki 46 idi. Bu ortalama farkliliklar1 birka¢ nedenden kaynaklanabilir. Bunlardan ilki, geng
poptilasyondaki genetik etiyoloji ile yasli popiilasyondaki genetik etiyolojinin farkli olmasidir.
Ozellikle geng popiilasyonda genomik yeniden diizenlenmelerin daha sik olmasi, bunlar1 saptama
kapasitesine sahip olmayan, ¢calismamizda kullanilan panel tarafindan kacirilmis olabilir. ikincisi,
geng popiilasyonda malignitenin daha az olmasi ve bu nedenle driver mutasyon eslik etmesinin
beklenmemesidir. Ancak ikincisi daha az olasidir, ¢iinkii bizim 6rneklemimizde geng olan hastalar
malign patolojiye sahiptir ve bunlarda Archer VariantPlex Solid Timor Paneli ile anlamli bir
genetik degisiklik saptanmamistir. Daha ayrintili bakilacak olursa, drneklem icerisinde 45 yas
altinda 6 hasta vardir ve yaslan 18, 21, 37, 41, 42 ve 45°dir. Bu 6 hastadan 5 tanesinin genetik
sonucu patoloji sonucu hakkinda bilgi vermemektedir (uyumsuz). 1 hasta ise (41 yas), %4 lik
PIK3CA inversiyonuna sahiptir ve uyuma sahip tiim varyantlarin igerisinde Tier 2 olan tek varyant
olup; allelik oran1 en diisiik olandir. Tiim bu verilere bakildiginda, ¢alismada verilerin uyumsuz
oldugu 7 hastanin 5 tanesi 45 yas altindadir. Geriye kalan uyumsuz iki hastanin biri 62 ve digeri
59 yasindadir. Ellidokuz yasindaki hastada, uyumsuzluk %?3’liik allelik fraksiyona sahip PIK3CA
varyantinin saptanmis olmasi nedeniyledir. Varyant Tier 2 bir varyanttir, klinik 6nemi kesin
degildir. Allelik oranin diisiik olmas1 nedeniyle ¢ok kiigiik bir klona ait onkogenik degisiklik
olabilecegi gibi, kanserlesmeye sebep olmamis da olabilir. AF’si %5’in altinda kalan PIK3CA
varyantlar1 ¢alismamizda raporlanmamis olsaydi, uyumsuz olan 7 hastanin 6 tanesi 45 yas alti
olacakti. Bu da geng yas grubunda ¢alisilan testin giicliniin diisiik oldugunu ortaya koymaktadir.
Tiim diinyada tiroit nodiillerini degerlendirmek i¢in 6ne ¢ikan birkag platform mevcuttur.
Bunlarin igerisinde calismalarin fazla olmasi nedeniyle bir adim 6ne c¢ikan Afirma (en iist
versiyonu GSC) ve Thyroseq (en {ist versiyonu v3) 6rnek olarak verilebilir [75]. ATA kilavuzu
Onerilerine gore, nodiiliin molekiiler analizinin yapilacag: test yiiksek PPV ve spesiviteye sahip
(rule-in test, dahil etme testi) ya da yiiksek NPV ve sensitivite sahip (rule-out test, diglama testi)
olmasinin gerekliligi bildirilmistir [2]. Kilavuzlarda mevcut olan higbir molekiiler test altin standart
olarak isaret edilmemistir [65]. Bir metaanalizde Afirma GSC’nin 472 nodiildeki sensitivitesi
%96.6 (%95 CI = %89.7-98.9), spesivitesi %52.9 (Cl = 23.4-80.5), PPV’si %63 ve NPV’si %96
olarak; Thyroseq v3’iin 550 nodiil iizerindeki sensitivitesi % 95.1 (%91.1-97.4), spesivitesi % 49.6
(%29.3-70.1), PPV’si %70 ve NPV’si %92 olarak hesaplanmistir [75]. Ayn1 ¢alismada her iki test

arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptanmamistir [75]. Bir ¢alisma; Cin’de Afirma ya da
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Thyroseq’in uygulanamamasi nedeniyle, kendi tasarladiklar1 RNA ve RNA/DNA temelli testlerin
sonuclarinit paylasmistir. RNA ve RNA/DNA temelli bu testlerde sirasiyla PPV %81.6 ve %84.4;
NPV %66.7 ve %61.5 olarak bulunmustur [65]. Bizim ¢alismamizda ise NPV %40, PPV %90,
sensitivite %60, spesivite %80 olarak bulunmustur. NPV ve sensitivite oranlarinin diger testlere
gore diisiik olmasi, kullanilan panelin dislama testinden (rule-out) ziyade, yiiksek PPV ve spesivite
oranlar1 baz alinarak bir rule-in test gibi degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmustiir.

Tiroit kanserinde saptanan molekiiler temeller, daha 6nce, biiyiik ¢apta dokunun
mimarisine bagl olarak yapilmis olan smiflandirmay da etkilemistir. DSO, tiroit kanserlerinin
siniflamasini 2022 yilinda giincelleyerek, siniflamanin 5. versiyonunda molekiiler karakterlerden
ozellikle yararlanmis, hatta baz1 gruplari molekiiler kokenleri nedeniyle tamamen ayirmistir [48].
Ornegin folikiiler varyant PTC (FVPTC), son giincelleme ile ayr1 gruplara boliinmiistiir [48].
Enkapsiile olan FVPTC’lerin RAS-like molekiiler karakter sergilemesi ve folikiiler karsinomlardan
sadece niikleer ozelliklere gore ayriliyor olmasi, malign kategorisinde baska bir tip ana baslik
(invaziv enkapsiile folikiiler varyant papiller karsinom, IEFVTP) olarak yer bulmasini saglamistir.
Ayrica NIFTP, malign gruptaki folikiiler neoplazmlardan ayrilarak diisiik riskli neoplazm alt
bagligina dahil edilmistir [48]. Bizim ¢alismamizdaki NRAS-Q61R pozitif, eski siniflamaya gore
folikiiler varyant PTC patolojisine sahip iki hastaya ait tiimorde de kapsiil vardi. Birinde kapsiil
invazyonu yokken, diger tiimdrde kapsiil invazeydi. Bu olgular 2022 siniflamasina goére IEFVTP
ve NIFTP olarak isimlendirilmektedir. Bu tiimorlerin artik PTC’den ziyade FTC’ye yakin oldugu
kabul edilmektedir.

NRAS-Q61R, folikiiler paterndeki tiroit tiimorlerinde gozlenen Onemli bir siiriicli
mutasyondur [76]. En sik gézlenen NRAS mutasyonlari1 61. kodonu etkileyen mutasyonlardir [58].
Hem folikiiler adenomlarda hem de folikiiler karsinomlarda gézlenmis olmalari, malignite ayrimin
kesin olarak saglamasa da bize ¢ok 6nemli ipuglar1 verir. Klonal olusumu gosterdigi i¢in, poliklonal
olduklart kabul edilen hiperplastik nodiillerden ayirimi saglar. Daha onceki ¢aligmalarda, NRAS
pozitif folikiiler lezyonlarin, NRAS negatiflere gore daha fazla karsinom gelistirdigi saptanmistir
[76] [77]. Ozellikle NRAS’1n 61. kodon mutasyonlarinin uzak metastaz riski ile iliskili oldugu da
onceki c¢aligmalarda gosterilmistir [77]. RAS mutasyonlari igerisinde; NRAS ve HRAS mutasyon
pozitifligi saptanan nodiiller yiiksek malignensi riskli kabul edilmekteyken, KRAS mutasyon
pozitifligi daha disiik malignensi riski ile iligkilendirilmistir [78]. ATA 2015 Kilavuzuna gore,
nodiilde NRAS pozitifligi onu malignite kuskusu (Bethesda V) kategorisine tagimaktadir [2]. Bu
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nedenle NRAS-Q61R pozitifligi saptanan 2 olguda belirsiz sitoloji yerini kuskulu sitolojiye
birakmustir. Bu iki hasta, eger ilk IIAB 6rneklerinden molekiiler test yaptirmis olsalardi, 1IAB
tekrar1 gerekmeksizin cerrahi karari alinabilirdi.

NRAS-Q61R pozitifligi saptanan iki olguda da PTC, onkositik varyant tespit edilmis
olmasi dikkat ¢ekicidir. Bizim 20 vakamiz igerisinde PTC, onkositik varyant tanisi olan 3 6rnek
mevcuttur ve 2 tanesinde NRAS-Q61R pozitifligi saptanmistir (%66). Literatiirde onkositik
varyanta sahip FTC ve PTC’de RAS mutasyonlar bildirilse de, PTC klasik ve solid olan onkositik
alt tiplerinin daha ¢ok BRAF-V600E -benzeri grupta yer aldigi bilinmektedir [79]. Bizim
hastalarimizin patolojik alt tipi 2022 DSO siniflamasina gére PTC’den ayrilmaktadir. Bu nedenle
BRAF-V600E-benzeri grup icerisinde olmasi beklenmez. Ancak bir ¢alismada onkositik varyant
FTC/FTA’larda da NRAS-Q61R veya herhangi bir RAS pozitifligi saptamadiklari bildirilmistir
[80]. Bu anlamda bizim verilerimiz literatiirden bir miktar ayrilmaktadir. Ancak 2019 yilinda
NIFTP grubundaki onkositik varyantlara 6zel yapilan bir ¢alismada %33’liik bir RAS (N/H/KRAS)
onkogenik siiriicli mutasyonu saptanmistir ve bunlarin %13’lik kismin1 NRAS-Q61R ve Q61K
olusturmaktadir [81]. Bu anlamda farkliligin NIFPT ya da EFVPTC’nin RAS benzeri bir genetik
profil sergilemesi oldugu soylenebilir. Literatiirde benzer bir olgu olarak; TERT ile NRAS-Q61R
mutasyon birlikteligi olan FTC, onkositik varyant mevcuttur [82]. Bu olgu TERT eslik etmesinin
de etkisi ile kapsiil ve vaskiiler invazyon gostermis ve ilerleyen donemlerde de yaygin metastazlar
ortaya ¢ikarmuistir.

BRAF-V600E ile NRAS-Q61R degisikliklerinin birlikte ayni hiicrede bulunamayacagi
kabul edilmektedir [83]. Yapilan ¢alismalarda bu iki driver mutasyonun bir arada olmasinin,
hiicrenin hayatta kalma avantajin1 yok ettigi ve tiimorogenezde hiicrenin elenmesine sebep
oldugunu gostermistir [83]. Aslinda sadece NRAS-Q61R degil, RAS’a driver 6zelligi kazandiran
diger mutasyonlarla da BRAF-V600E 'nin birlikte bulunmadigi kabul edilmektedir. Bu nedenle
BRAF-V600E-like ve RAS-like olmak iizere iki ayr1 tiimor karakteri oldugu yaygin olarak kabul
edilmistir. Gergektende yapilan in-vitro ¢alismalarda bu iki mutasyon tipini tasiyan hiicrelerin
birbirinden ayr1 karakteristik biiyiime paterni gosterdigi ortaya konmustur [83]. BRAF-V600E,
hiicrenin normal sekilde apoptozunu tamamlamasini engellemektedir [84]. BRAF-V600E,
saptanmast halinde nodiiliin mevcut Bethesda grubuna bakilmaksizin, malign kategoride (Bethesda
VI) kabul edilmesi gerektigi bildirilmistir [78], [2]. Calismamizda 2 hastada BRAF-V600E
pozitifligi saptanmustir. Cerrahi patolojileri birinde tiroidin Kklasik tip papiller mikrokarsinomu
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digerinde tall cell varyant PTC olarak sonuglanmisti. ikisi de BRAF-V600E-benzeri tiroid timorii
patolojisine sahiptir. Bu iki hasta icin de, cerrahi karar ilk {IAB sonrasi verilmesi miimkiin
olabilirdi.

BRAF-K601E, BRAF-V600E 'den sonraki ikinci en sik gériillen BRAF mutasyonu olsa da,
onun aksine daha c¢ok folikiiler patern tiroit kanserleri ile 6zellikle de enkapsiile FVPTC ile
iliskilendirilmistir [85]. Folikiiler varyant PTC, yeni DSO siniflamasinda molekiiler temellerine
gore ayrilmustir. Infiltratif (kapsiilsiiz) FVPTC, papiller tiroit karsinomun bir alt tipi olarak kalmus;
invaziv enkapsiile FVPTC ise FTC’ye daha yakin molekiiler temeli olmas1 nedeniyle PTC’den
ayrilmustir. Infiltratif (kapsiilsiiz) FVPTC, BRAF-V600E-benzeri gruba dahildir ancak BRAF-
K601E pozitifligi de beklenir. Invaziv enkapsiile FVPTC RAS-benzeri gruba dahildir ve BRAF-
KG601E pozitifligi %10 kadarinda saptanabilir [48]. BRAF-K601E, daha az agresiflikle
iliskilendirilmistir [85]. Calismamizda 1 hastada BRAF-K601E pozitifligi saptanmistir. Hastanin
patoloji sonucu tiroidin papiller karsinomu, follikiiler varyant seklindeydi. Tiim&riin mikroskobik
ozelliklerine gore yeniden degerlendirildiginde DSO 2022 siniflamasina gore invaziv enkapsiile
FVPTC igerisinde yer almaktadir. Hastanin 6zellikleri ve molekiiler profillemesi literatiir ile
uyumludur. Bu hastaya da, ilk iiAB sirasinda molekiiler profilleme yapilmis olsayd: iIAB tekrarma
gerek kalmadan cerrahi 6nermek miimkiin olabilirdi.

PTEN, PI3K/AKT yolaginin inhibitorii olan 6nemli bir tliimor siipresordiir. Germline
mutasyonlariin herediter tiroid kanseri yatkinligi yaptigi bilinmektedir. PTEN kaybinin folikiiler
varyant PTC ile iliskili oldugu, 2015°de Beg ve ark. tarafindan yapilan genis ¢apli bir ¢alisma ile
aragtirtlmig ve ortaya konulmustur [86]. PTEN promoter bdlge metilasyonuna, folikiiler tiimor
formasyonunda sik¢a karsilasilir [87]. PTEN her ne kadar tiroit kanserinin merkezindeki
mekanizmalarin diizenleyicisi de olsa, intergenik mutasyonlar1 nadir olarak bildirilmistir.
Calismamizda bir olguda PTEN N48K mutasyonu saptanmigtir. PTEN N48K daha once bagka
kanserlerde patojenik olarak tanimlanmis ve onkojenik oldugu bilinen bir mutasyondur. Bildigimiz
kadariyla PTEN N48K daha 6nce tiroit kanserinde bildirilmemistir. PTEN N48K mutasyonu olan
hastanin cerrahi patolojisisinde; tiroidin papiller mikrokarsinomu (follikiiler varyant) saptanmuistir.

TERT (NM_198253.3):¢.-124C>T; iyi bilinen ve tamamen malign tiroid nodiillerinde
bulunan bir mutasyondur [88]. Kotii prognoz ve agresif seyif ile iligkisi bilinmektedir. Az
diferansiye/ anaplastik tiroit karsinomu grubunda yiiksek oranda saptanirken, iyi diferansiye tiroit

karsinomunda daha az goriilir [88]. BRAFV600E veya TP53 mutasyonlar1 eslik edebilir.
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Calismamizda 1 hastada TERT promoter bolge mutasyonu saptandi. Bu mutasyon kodlayici
bolgeye ait olmadigi igin Filtre-1 ile yapilan ilk analizden kagmistir. Filtre-2’nin kodlamayan
bolgeleri de analize cagirmasi ile saptanmistir. Cerahi patolojisi, sag ve sol tiroidin papiller
mikrokarsinomu, follikiiler varyant olarak sonug¢lanmisti. Bu hastanin cerrahi patolojisi TERT in
eslik ettigi agresif davranig paternine uymasa da, hastanin 1 ay sonraki kontrol USG’sinde iyi
kanlanan rezidi tiroit dokusu ve sol supraklavikular bolgede siipheli lenf nodu tespit edilmistir.
Supraklavikular lenf noduyla iligkili ek bilgilere ne yazik ki ulagilamamustir.

TP53, insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan gendir ve tiroit kanserlerinde kotii
prognoz ve kot diferansiasyonla iligkilendirilmistir [13]. Calismamizda 1 hastada TP53
mutasyonu saptandi. Bu hastanin cerrahi patoloji sonucunda sagda; tiroidin papiller karsinomu,
follikiiler varyant, solda; tiroidin papiller mikrokarsinomu, klasik tip saptanmistir. Bu hasta
izlemlerinde herhangi bir problem yasamamistir. Yinede, hasta mikroskobisinde kapsiil invazyonu
olmas1 ve multisentrisite gibi nispeten invaziv karakterlerin oldugu sdylenebilir. Ayrica hastada
TP53 mutasyonunun %35 gibi rolatif olarak diisiik bir allelik oranda bulunmasi da prognozun
seyrine etki etmis olabilir.

PIK3CA, iyi diferansiye tiroit kanserlerinden ¢ok anaplastik tiroit karsinomunda
karsilagilan bir degisikliktir (%0.5 vs %18) [89]. Genellikle kotii prognozla iliskilendirilmistir ve
BRAF-V600E’ye eslik edebilir. PIK3CA-E545K, 6zellikle anaplastik tiroit karsinomunda en sik
karsilasilan PIK3CA mutasyonudur [89]. Daha onceki bir ¢alismada yetiskin grupta, PIK3CA
mutasyonunu; iyi diferansiye tiroit kanserlerinde en ¢ok folikiiler varyant papiller tiroit karsinomu
ile iligkilendirmistir [90]. Daha 6nce, bazi PIK3CA’ya ait SNP’lerin PIK3CA 'da amplifikasyon
olusmasini zorlastirdigi ve bu nedenle FTC olusumunu dnleyebilecegi fikri ortaya atilmig; PIK3CA
ve FTC iliskisi tartisilmistir [91]. PTC’de PIK3CA mutasyonlar1 sik beklenen degisiklikler
degildir, genellikle eslik eden degisiklikler olarak bulunurlar. Calismamizda 2 hastada ise PIK3CA
mutasyonu saptandi. Olgulardan biri malign karakter tasirken, digeri benigndi. Bizim
olgularimizda saptanan PIK3CA varyantlart %5’in altinda allelik oranda saptanmiglardi.
PIK3CA 'daki varyantlar; onkogenik mutasyonlarin sik goriildiigii ekzon 2’de konumlanmasi ve
Tier 2 olarak smiflandirilmast nedeniyle degerlendirilmeye alinmistir. PIK3CA daki varyantlar
yukaridaki tiim varyantlar igerisinde ¢alismamizdaki klinik anlami en belirsiz olan gruptur.

Iki drnekte germline oldugu diisiiniilen ve ACMG kriterlerine gére VUS olan varyant

saptanmigtir (ATM ve MET). MET (NM_001127500.3):c.341A>T (p.Aspll4Val) varyanti,
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rs773659883 numarasi ile kayitl, daha 6nce CLINVAR veritabaninda 2 kez VUS olarak bildirilmis
bir varyanttir. Papiler renal karsinoma yatkinlik yapan genin non-mediiller tiroit kanserine yatkinlik
yaptigina dair literatiirde 6nemli bir kanit yoktur. Bu anlamda insidental bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. ATM:c.5882A>G (p.Tyr1961Cys) varyanti, rs56399311numarasi ile kayithidir.
Daha once CLINVAR veritabaninda pek ¢ok kez VUS olarak bildirilmistir. Bir¢ok kanser
olgusunda bildirilen varyant, tiroid kanserine de yatkinlik yapabilecek etiyolojiye sahip olsa da,
tiroit kanseri ile birlikteligi literatiirde yoktur. Varyantla ilgili fonksiyonel ¢alisma ve segregasyon
analizi yapilmasi yorumun daha dogru yapilabilmesine olanak saglayacaktir.

Bu ¢alismadaki en 6nemli kisitlilik 6rneklem sayisinin kiigiik olmasidir. Ayrica, benign
ornek grubu oran olarak azdir. Bunlar ¢alismanin PPV, NPV, spesivite, sensitivite sonuglarini
etkilemistir. Burada maliyet etkinligi adina, non-spesifik ve DNA bazli yeni nesil dizileme teknigi
kullanan bir panel kullanilmustir. Ozellikle gen¢ hasta popiilasyonunda genomdaki yeniden
diizenlenmelerin ve ekspresyon profillemesinin de kapsanmasi, testin giiclinii artiracaktir. Sadece
RNA temelli ¢alisilan testler ise, TERT geninin promoter bdlgesi gibi, kodlamayan kisimlardaki
degisiklikleri kapsamazlar. Calismamizda 67 gen hedeflenmistir ancak 6 farkli gene ait degisiklik
saptanmustir. Tiroit i¢in daha spesifik genlerin yer aldig1 bir panel olusturulmasi maliyet etkinligini
artirabilir ve analizi kolaylastirabilir. Yine de, ¢alismada kullanilan panelin 6zellikle 45 yas tizeri
grupta cok daha verimli olacag1 sdylenebilir.

Molekiiler testler, tiim diinyada hastalarin takip ve tedavisinde gittikge Onem
kazanmaktadir. Tiroit nodiil yonetimi i¢in de umut vadedici bir segenektir. Genetik alanindaki
gelismelerin artmas1 ile molekiiler analizlerle gelecek pratikte daha sik karsilagilacaktir.
Calismamiz, tilkemizdeki ilk tiroit nodiil arsiv materyal molekiiler analizini gergeklestirerek bu
alanin 6nemi 6ne ¢ikarmay1 amaglamistir. Bu alanda daha fazla ve daha genis kapsamli ¢alismalara

ithtiyag vardir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizda 2018-2019 yillar1 arasinda sitoloji sonucu belirsiz (Bethesda I1I veya IV)
olan 20 IIAB yayma &rnegi; DNA temelli, 67 geni igeren bir hedefe yonelik NGS paneli ile analiz
edilmistir. Orneklerin tamaminin cerrahi patoloji sonuglar1 mevcut olup, altin standart kabul edilen
bu sonuglar analiz verileri ile kiyaslanmistir. Calismamiz iilkemizde ilk kez tiroit nodiillerindeki
genetik degisiklikleri bir NGS paneli ile aragtirmis ve malignite ayrim giliciinii hesaplamistir.
Ayrica 1IAB arsiv materyallerinin DNA temelli genetik analizler i¢in uygun oldugunu ortaya
koymustur.

Calismamizda 10 6rnekte varyant (NRAS-Q61R (2), BRAF-V600E (2), BRAFK-601E (1),
PIK3CA (2), TP53 (1), TERT (1), PTEN (1))saptanmustir. Testin malign ve benign nodiillerde
varyant saptama dagilimi istatistiksel olarak benzer saptanmistir (p=0,121). Testin NPV’si %40,
PPV’si %90, sensitivitesi %60 ve spesivitesi %80 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore test; bir
dahil etme testi (rule-in test) olarak hizmet gorebilir. Ancak diglama testi (rule-out test) i¢in diisiik
NPV ve sensitivite oranina sahiptir. RNA temelli bazi parametrelerin eklenmesi ile testin sensitivite
ve NPV degerlerinin artirilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alisma {ilkemizde ilk kez belirsiz sitolojiye sahip tiroit nodiillerinin kapsamli bir
molekiiler profillemesini gergeklestirmistir. Testin genomik yeniden diizenlemeleri saptayamamasi
en biiylik dezavantaj1 olarak goriinmektedir. Arsiv materyalinden ¢alisilabilmenin miimkiin olmas1
ve nispeten diger testlere gore maliyet etkin olmasi avantajlarindandir. Genetik etiyolojinin yastan
etkilenmesi nedeniyle 45 yas iistii popiilasyona daha uygun bir test oldugu diisliniilmiistiir.

Bu calismadaki en onemli kisithliklar; kiiciik bir 6rneklem grubu ile calisilmast ve
genomik yeniden diizenlenmelerin arastirilamamis olmasidir. Daha biiyiik 6rneklem ile yapilacak
caligmalara ihtiyag¢ vardir. Ayrica, tiroit spesifik bir panelin olusturulmasi testin giiciinii artiracak
ve hasta yonetimine daha fazla katk: saglayacaktir.

Molekiiler profilleme, tiroit nodiilleri hakkinda degerli bilgiler elde edilmesini saglar.
Gelecek pratikte, tiroit neoplazmlart i¢in daha fazla yer edinecegini diisiindiigiimiiz bu
uygulamalarin iilkemizde de yayginlagsmasi, hasta yonetimine pek c¢ok fayda saglayacagi
disiiniilmektedir. Bu alanda maliyet etkin bir testin olusturulabilmesi i¢in ¢alismamiz 6ncii bir

calisma olmustur.
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8.2 Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

BiLGILENDIRILMi$ OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu calismaya katilmak Uzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu galismada yer almayi kabul etmeden 6nce
¢alismanin ne amacla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglirce vermeniz
gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi lGtfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar
isteyiniz.

Bu ¢aligmanin adi ne?
Patolojik Tanisi “Belirsiz Sitoloji” olan Tiroit Nodillerinde Yeni Nesil Dizi Analizi Tabanh Hedefe Yonelik Somatik

Mutasyon Analizi

Bu ¢alismanin amaci ne?
ince igne aspirasyon biyopsisi uygulanan ve patoloji sonucu belirsiz olan nodiillere molekiiler profilleme yaparak

tani ve takibe yardimci olmaktir.

Size nasil bir uygulama yapilacak?
Daha 6nce ince igne aspirasyon biyopsisi uygulanan ve patalojik tanisi belirsiz olan arsivdeki 6rnekler toplanarak,

yeni nesil dizileme analizi tabanli olarak genetik degisiklikler taranacaktir.

Farkli tedaviler igin aragtirma gruplarina rastgele atanma olasiligi nedir?
Bu arastirmada tedavi tizerine bir yontem planlanmamistir.

Ne kadar zamaninizi alacak?

Arastirma siresince 6zel olarak katiliminiza gerek yoktur.

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniilli sayisi kagtir?
20

Sizden alinacak biyolojik materyallere ne olacak ve analizler nerede yapilacak? (analizlerin yurtdisinda yapilmasi
durumunda biyolojik materyallerin nereye gonderileceginin agiklanmasi),

ince igne aspirasyon biyopsileri lama yayilarak incelenmekte ve daha sonra arsivde saklanmaktadir. Bu érnekler
dncelikle lamdan kazinarak &rneklere ait DNA elde edilecek ve daha sonra EUTF Tibbi Genetik AD icerisinde
drneklerin analizi yapilacaktir. Ornekler yurtdisina cikmayacaktir.

Sizden beklenen nedir? Sizin sorumluluklariniz nelerdir?

Arsivde bekleyen ince igne aspirasyon biyopsi 6rneklerinizin kullanimina izin vermeniz istenmektedir.

Calismaya katilmak size ne yarar saglayacak?

Bu calisma yurt icerinde bu tarz testlerin yapilabilmesine olanak saglayacaktir.

Arastirmaya katiiminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar nelerdir?

Ornegin yetersiz ya da uygunsuz olmasi durumunda katilim iptal edilecektir.

Calismaya katilmak size herhangi bir zarar verebilir mi?

Hayir. Ornekler daha énce alinmustir, kisilere herhangi bir girisim uygulanmayacaktir.

Eger katilmak istemezseniz ne olur?
Calismamizin gliglenmesi icin katiliminiz d6nemlidir, katilmak istemezseniz 6rneginiz ¢calismaya dahil

edilmeyecektir.
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Size uygulanabilecek olan alternatif yontemler nelerdir?

Bu calismada tek bir ydntem belirlenmistir.

Bu ¢alismaya katildigim icin bana herhangi bir ilicret 6denecek mi?

Hayir

Bu ¢alismaya katildigim icin ben herhangi bir licret 6deyecek miyim?
Yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari size veya giivencesi altinda bulundugunuz
resmi ya da 0zel higbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

Bilgilerin gizliligi: Tim kisisel ve tibbi bilgileriniz gizli kalacak, sadece bilimsel amaglarla kullanilacaktir. Arastirma
sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli kalacaktir.

Bu ¢alismanin sorumlusunun iletisim bilgileri
1- Adi, soyadi: Dog. Dr. Emin KARACA
2- Ulagilabilir telefon numarasi:
3- Gorev yeri: EUTF, Tibbi Genetik AD.

Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan Once gonilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren
okudum ve sozli olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastiriciya sordum, yazili ve s6zli olarak bana yapilan
tiim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem
icin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gozden gegirilmesi, transfer edilmesi ve
islenmesi konusunda arastirma ydritictsine yetki veriyor ve sdz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim
davetini hicbir zorlama ve baski olmaksizin biyik bir gonillilik igerisinde kabul ediyorum. Arastirmaya goénulli
olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu
formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklari kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bilgilendirilmis gonilli olurunun imzalh ve tarihli bir kopyasinin bana verilecegini biliyorum.

GONULLUNUN iMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFONU

TARIH

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin iMZASI
ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFONU

TARIH
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Arastirma ekibinde yer alan ve arastirma hakkinda bilgilendirmeyi

yapan yetkin bir arastirmacinin

iMZASI

ADI & SOYADI Dr. Gizem KOK KILIC
EUTF Tibbi Genetik AD.

ADRESI

TELEFONU

TARIH

114



8.3 Olgu Rapor Formu

VERI TOPLAMA / OLGU RAPOR FORMU

Olgu Numarasi: Tarih:

Protokol Numarasi:

1-ince igne aspirasyon biyopsisi patoloji sonucu:

2-Saptanan somatik mutasyonlar:

3-Cerrahi doku patolojisi sonucu (kesin patolojik tanisi):

Aciklamalar:
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8.5 Tez Benzesim Raporu

Ege Unv. Evrak Tarih ve Sayisi: 26.05.2022-E.T06656

T.C.
EGE UNIVERSITESI RERTORLUGT
Tip Fakiltesi Dekanhi
Asistan Birosu
Sayi :E-71437136-302.14.06-T06656
Eom :Dr. Gizem EOE EILIC
DAGITIM YERLERINE

Tl=  : 23.05.2022 taghli ve 700073 sayih vazu

Anabilim Dahmzda tpta uzmanhk &grencisi olarak girev yapmakta olan Dr. Gizem EOE
EILICm "Behrsiz Sitoloji olan Tiroit Nedillerinde Yem MNesil Dizi Analizi Tabanh Hedefe Yonelk
Somatk Mutasyor Anab=" konuln tezi, Tez Calismasi Benzerlik Tespit Yambm Programm'nda
incelenmas olup tez savunma simavina gomes:, Dekanlifazes uypun gérialmastar.

Bilgilenmzi ve geregini rica ederim.
Prof Dir. Cemil GURGUN
Dekan V.
Ek-tez
Dagrtum:
Tibbi Genetik Anabilim Dal: Bagkanhzima
Saym Dog. Dr. Emin EARACA
B balgs, girvan aleidooek = o moealymeghr
Balge Dogrolama Eodu -BELPASZIN2 Belgs Talop Adwa - bitpas' o mkoys gov s ge-mn rrami d-ohys
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Patolojik Tanisi “Belirsiz Sitoloji” Olan Tiroit Nodllerinde Yeni
Nesil Dizi Analizi Tabanh Hedefe Yonelik Somatik Mutasyon
Analizi

ORIjiMALLIE RAPORL
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