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OZET

Papiller tiroid karsinomlar1 (PTK) ¢cogunlukla, genlerdeki BRAF ve RAS mutasyonlarindan
kaynaklt MAPK aktivasyonuyla hiicre boliinmelerinde artisa neden olur. BRAF V600E ‘nin
PTK’de kotii prognozla iliskisi oldugu bilinmektedir. Literatiirde, PTK hastalarinda BRAF
V600E mutasyonuyla ilgili yapilmis az sayida ¢calisma bulunmakta ve bu calismalardan elde
edilen bulgular arasinda farkliliklar yer almaktadir. Bu ¢alismada PTK’de BRAF V600E
mutasyonunun realtime PZR (gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) teknigi
kullanilarak tespiti ve toplumdaki sikliginin ortaya konulmasi ile bugiine kadar elde edilmis
bulgulara yeni bulgular ekleyerek bu alanda var olan literatiire katki saglanmasi
hedeflenmistir. Bu ¢alisma klasik varyant, follikiiler varyant ya da tall cell (uzun hiicre)
varyant PTK tanis1 almig 100 olgudan alinan formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis
(FFPE) tiroid dokulartyla yapilmistir. Tiimorli dokuyu ornekleyen kesitlerden yeteri
miktarda DNA igeren 6rneklerden BRAF V600E mutasyon tespit kiti kullanilarak realtime
PZR teknigi ile BRAF V600E mutasyonu varligi arastirilmistir. Sonucta, yedi 6rnekten analiz
icin yeterli DNA elde edilememis, geriye kalan 88 6rnegin 30 unun (%34,1) BRAF V600E
negatif, 58’inin (%65,9) pozitif oldugu tespit edilmistir. Bu mutasyonun pozitifliginin PTK
varyantlarindaki dagilim, klasik varyantta %90,4, follikiiler varyantta % 11,5 ve uzun hiicre
varyantta % 80,0 olarak bulunmustur. Orneklerin BRAF V600E pozitifligi ile yas, timor
kapsiil varligi, lenf nodu metastazi, yumusak doku invazyonu ve tiroid kapsiil invazyonu
degiskeni arasinda istatistiksel agidan anlamli iligki tespit edilmistir (p<<0,05). Bu verilerden
hareketle PTK’li olgularin takibinde ve hastaligin tedavisinde kullanilan yontemi
belirlemede daha biiyiikk olgu gruplart ile yapilacak calismalarin ve BRAF’mn diger
mutasyonlarinin analizinin de katki sunacag diistintilmektedir.
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ABSTRACT

Papillary thyroid carcinomas (PTC) often cause increased cell divisions through MAPK
activation caused by BRAF and RAS mutations in the genes. BRAF V600E is associated with
poor prognosis in PTC. There are few studies in the literature on BRAF V600E mutation in
PTC patients, and the findings from these studies are different. This study aims to contribute
to the existing literature in this field by detecting the BRAF V600E mutation in PTC using
the realtime PCR technique and determining its frequency in the population. This study was
conducted with formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) thyroid tissues taken from 100
cases diagnosed with classical, follicular or tall cell variant PTC. DNA was isolated from
sections sampling tumor tissue, and the presence of mutation was investigated with realtime
PCR in samples containing sufficient DNA. However, sufficient DNA could not be obtained
for analysis from 5 samples, in the realtime PCR study performed with 95 samples, no results
were obtained in 7 samples, BRAF V600E was negative in 30 of the remaining 88 samples
(34.1%), and positive in 58 (65.9%). has been detected. The distribution of the positivity of
this mutation in PTK variants was found to be 90.4% in the classical variant, 11.5% in the
follicular variant and 80.0% in the tall cell variant. A statistically significant relationship was
detected between BRAF V600E positivity of the samples and age, presence of tumor capsule,
lymph node metastasis, soft tissue invasion and thyroid capsule invasion variables (p<0.05).
Based on this data, it is thought that studies with larger case groups and analysis of other
mutations of BRAF will contribute to determining the method used in the follow-up and
treatment of PTC.
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1. GIRIS

Endokrin sistem kanserleri i¢inde en sik ortaya ¢ikan kanser tiirii tiroidin kanserleridir. 2007
yilinda yapilan bir ¢alismada tiroid kanserlerinin tiim endokrin malignitelerin yaklasik
olarak %94’iinden sorumlu oldugu goriilmiistiir [1]. Tiroid dokusunda ortaya ¢ikan
kanserler, tiroidin follikiiler hiicrelerinden ya da parafollikiiler C hiicrelerinden koken alir
[2]. 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada tani1 alan 37.340 yeni tiroid karsinomu olgusunun
yaklasik %75 kadarmin papiller tiroid karsinomu (PTK) oldugu goriilmiistiir [3]. Diinyanin
gelismis iilkelerinde gergeklesen dliimlerin beste birinden sorumlu olan kanser, yaklasik
olarak iki yiiz ayr1 ¢esit hastaligin ortak adidir [4]. Bu hastaliklardan biri olan tiroid kanseri
en sik ortaya ¢ikan endokrin malignitelerden biri olmakla birlikte tim malignitelerin de
yaklagik olarak %1’inden sorumludur. Her ne kadar toplumlarda ortaya ¢ikan tiroid
karsinomlarinin insidansi artsa da hastaligin erken tanisinda ve tedavi edilmesinde kat edilen

yol bu hastaliktan kaynakli 6liimlerin oraninda azalmaya neden olmustur [5].

Tiroid karsinomlu olgularin yaklasik olarak %80’inde gortilen papiller tiroid karsinomu,
tiroid karsinomlar1 tiirleri arasinda, diger tiirlere kiyasla daha sik ortaya c¢ikan tiroid
karsinomu tiirtidiir ve tiroidin follikiiler epitel hiicrelerinden kéken alir [6]. Tiroid kanserinde
bu tiiriin ortaya ¢ikmasinda Rat sarkoma (RAS) protoonkogen mutasyonlari, protoonkogen
serin/threonin-protein  kinaz (RAF) mutasyonlari ve RET/Protein tirozin kinaz’in
(RET/PTK) yeniden ifadesi etken olmaktadir [7,8].

BRAF proteini serin-threonin RAF kinaz ailesinde yer alir ve ayn1 zamanda RAS-RAF-
MAPK sinyal iletim yolaginda da bir 6nemli isleve sahiptir. Normal hiicrelerde biiylime
faktorleri, hormonlar ve sitokinler gibi hiicrenin ylizeyinde yer alan reseptorlere
baglanabilen mitojenlerle kontrol edilebilen bu yolak, hiicrelerin farklilagmasi, hayatta
kalabilmesi ve proliferasyonunda onemli bir rol iistlenmektedir. Aktive edici BRAF
mutasyonlarinin ortaya ¢ikist MEK-ERK yolagimin kontrolsiizce aktiflestirmesini
saglayarak hiicrelerin normal formundan tiimor hiicresi haline doniisiimiine neden olur.
BRAF V600E mutasyonu, BRAF mutasyonlar1 arasinda en sik rastlanan aktive edici
mutasyondur [9]. Yedinci kromozomun uzun olan kolunda (7q34) yer alan ve 18 adet ekzon
iceren BRAF geni, BRAF “aktive edici” yanlis anlamli nokta mutasyonlarina sahiptir. Bu
genin ekzon 11 ve ekzon 15’inde meydana gelen T1799A transversiyon (degisim)

mutasyonu, BRAF mutasyonlarinin %80°den fazlasinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan



mutasyondur. T1799A mutasyonu ile kodon 600 protein iiriiniinde valin amino asit (V) ,
glutamik asite (E) doniistir (BRAF V600E) , bu aminoasit doniisiimii de BRAF kinazin stirekli
aktif kalmasi ile sonuglanir [10 -14].

BRAF V600E mutasyonu, tiroitte ortaya ¢ikan tiim karsinomlar arasindan sadece papiller

tiroid karsinomunda yaygin olarak goriiliir ve bu hastalik i¢in tan1 koydurucu 6neme sahiptir

[6,15].

BRAF V600E mutasyonunun PTK’li olgularda goriilme sikligi ile ilgili olarak literatiirde
sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yapilacak olan bu ¢alisma ile papiller tiroid karsinomu
tanis1 almis olgularda BRAF V600E mutasyonunun toplumdaki insidansinin ortaya
cikarilmasi, tedavide etkili yontemlerin gelistirilmesine bu vesile ile de literatiire katki

saglanmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmalar1 ile ortaya c¢ikan ve bagisiklik
sisteminden kacarak ortaya ¢iktig1 dokudan daha uzak dokulara da yayilarak gecirdigi hem
metabolik hem de davranigsal degisikliklerle metastazlara neden olabilen birden fazla
basamaga sahip bir siire¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu siire¢ genellikle, hiicrelerin omiirleri,
boliinmeleri, komsu hiicrelerle olan iliskilerini ve bagisiklik sistemi karsisinda gériinmez
olabilme yeteneklerini denetleyen genetik programlardaki yeniden diizenlemelerin ortaya
cikmasi ve birikmesi ile meydana gelir. Kanserlesmis hiicreler normal hiicrelerin sahip
oldugu biiylime, bolinme ve davraniglara sahip olmadiklarindan “asi” olarak
tanimlanabilecek hiicrelere doniiserek kontrolsiiz boliinmelerle kitle olusumuna neden
olurlar. Bu sekilde dokuda ortaya ¢ikabilen bir kitle belirli bir zaman diliminde herhangi bir
belirti gostermeden varligini siirdiirebildigi gibi daha da biiyliyerek fizyolojik islevlerde
aksakliklarin ortaya c¢ikmasina neden olarak organizmada bir¢ok semptomun ortaya

cikmasina ve yayilmasina neden olur [16].

Kanser, tiim diinya {zerinde, kalp damar sistemi hastaliklarindan sonra insan
toplumlarindaki oliimlerin en sik ikinci nedenidir. Bu baglamda kanser ortaya ¢ikardigi
mortalite ve morbidite etkilerinden dolay1 {izerinde durulmasi gereken ciddi bir saglik sorunu

olarak karsimiza ¢ikmaktadir [17].

Kanseri diinya tarihinde bir terim olarak ilk kez Hippocrates (M0:460-370) kullanmustir.
Hippocrates kanser kelimesini kullanmasinin yaninda, kansere neden olabilen tiimorleri iyi
huylu (selim) veya koétii huylu (habis) olmasina gore de ayiran ilk kisidir. Kanser oldukca
genel bir ifade ile insan viicudunda herhangi bir dokuyu ya da organi etkileme olasiligina
sahip olan bir takim hastalig1 ifade eder. Bir dokuda veya organda bulunan hasar gormiis
hiicrelerin kontrollerini yitirerek, sik ortaya ¢ikan hiicre boliinmeleri ile bir kitle veya tiimor

olusturmasi ile devam eden bir siire¢ olarak ortaya ¢ikar [18].

Sik hiicre boliinmeleri goriildiigii sirada, kanserli hiicrelerde, normal isleve sahip hiicrelerde
goriilmeyen bazi yapisal ve iglevsel farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu farkliliklar, kimi

zaman hiicrelerin normalde yaptig1 islevlerini yerine getirememeleri seklinde ortaya



cikarken kimi zaman da normal kosullarda hiicrenin gerceklestirmedigi bazi yeni islevleri
de yapmaya baglamasi, seklinde ortaya cikabilmektedir. Normal olmayan bir sekilde
kontrolsiizce boliinerek ¢ogalan bu hiicreler bulunduklar1 yerdeki doku ve organlar1 hatta
bazen daha uzakta bulunan bazi1 organlari ele gegirerek onlari istila etmekte ve istila ettigi
bu yapilarin islevlerini diizgiin sekilde yerine getirmesine engel olmaktadir. Hiicrelerin
boliinmeleri sirasinda kontroliin bozulup kanser olarak tanimlanacak tablonun ortaya

cikmasi, kanserin ¢esidine gore farklilik gosterir.

Kanser, genellikle organizmanin kendisi disindaki etkiler sonucunda edinsel olarak,
cogunlukla ¢evresel faktorlerin etkisiyle kendiliginden ortaya ¢ikan ve DNA ‘da ortaya ¢ikan
mutasyonlarin bir sonucu olarak da olugsabilen genetik bir hastaliktir. DNA’da meydana
gelen bu mutasyonlar sonucunda hiicrelerin biiylime, boliinme ve yaslanma gibi
faaliyetlerini diizenleyen genlerde farkliliklar meydana gelir. Meydana gelen bu farkliliklar
hiicre boliinmeleri ile yavru hiicrelere aktarilir. Yavru hiicrelere aktarilan ve hiicrelerde

biriken bu mutasyonlar kansere 6zel bir takim 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olur [19].

Bu ozellikler;

e Apopitoz (programlanmis hiicre 6liimii) karsisinda gelistirilen direng,

e Anjiyogenez (biiyime ve boliinme gibi faaliyetleri siirdiirebilmek i¢in gerekli olan
maddeleri saglamak amaci ile yeni damar olusumu) yeteneginde artis,

e Sonsuz boliinme giicii ile ortaya ¢ikan “6liimsiiz hiicre” 6zelligi,

e Hiicre biiylimesini ve boliinmesini kontrol eden inhibitdr sinyallere cevap olusturmama,

¢ Kendi biiylime sinyallerini kazanma ve normal fizyolojik kurallara uymayan biiyiime,

e Yakin ve uzak dokulara yayilim gdsterme ve bagisiklik sisteminden ka¢inma ve bu

sisteme direng gosterme seklinde siralanabilir [19].

Ortaya cikisi, gelisim siirecleri ve neden oldugu sonuglar bakimindan, kisiden kisiye oldukca
farkl1 ilerleyebilen ve karmasik bir dogasi olan kanserin hiicresel ve molekiiler diizeydeki

altyapisi da benzer farkliliklara sahiptir [16].



2.1.1. Kansere neden olan ¢evresel ve genetik faktorler

Insanlarda gériilen kanserlerin iicte birinde, kansere neyin neden oldugu bilinmekle birlikte
birgok kanserin ortaya cikisinda cgevresel faktorlerin rol aldigi diistiniilmektedir. Bunun
yaninda kalitimsal baz1 faktorlerin de kanser ortaya ¢ikmasinda etken bir role sahip oldugu
bilinen bir gergektir. Genel olarak bireyin genetik baz1 faktorlere sahip olmasinin yaninda
cevreden maruz kaldigi karsinojenler de (kanser yapici etken) kanserin ortaya ¢ikmasina

neden olabilmektedir.

Kanserin ortaya ¢ikisinda etkisi oldugu diisiiniilen baslica faktorler sunlardir:

Sigara ve tiitiinlii madde kullanimi: Tiitiin kullanimina bagl olarak gelistigi bilinen yaklagik
on li¢ farkli kanser tiirii oldugu bilinmektedir. Sigara ve tiitiinlii maddelerin kullanimi1
ozellikle akciger kanserinin ortaya ¢ikmasinda rol alan olduk¢a onemli bir faktordiir ve

kanserin ortaya ¢ikma riskini on-yirmi kat arasi bir oranda arttirdig: bildirilmistir [20,21].

Akciger kanserine yakalanma ve sigara kullanimi arasinda bir iliski oldugu ilk defa 1912
yilinda one siiriilmiistiir [22]. Sigaranin ve tiitiin kullaniminin, akciger kanseri disinda bagka
yutak, larinks, agi1z boslugu, mesane, pankreas kanseri ve 16semi gibi bir¢cok kanser tiirliniin

ortaya ¢ikmasinda da rol oynadig: bilinmektedir [23,24].

Alkol kullanimi: Alkol kullanimi oldukga fazla sayida saglik sorunun ortaya ¢ikmasina
neden olmanin yani sira, agiz, larinks, farinks, 6zofagus, karaciger, kolorektal, meme ve

pankreas kanserine yakalanma riskini de arttirir [25].

Hava kirliligi: Insanlarin bulundugu ortamin hava kalitesindeki olumsuzluklar kimi zaman
tek basma, kimi zaman ise sigara kullanimi ile birlikte 6zellikle akciger kanserlerinin

etiyolojisinde rol oynamaktadir [26].

Kimyasal maddeler: Belirli baz1 meslek gruplarinda faaliyet gosteren insanlarin katran,
komiiriin yanma iiriinleri, benzen, naftilaminler, asbest, vinil kloriir, krom vb. maddelerle
maruziyetlerinin bazi kanser tiirlerine yakalanma riskini ortaya ¢ikardigi ya da artirdig:
bilinmektedir. Ornegin, boya sanayinde ¢alisan insanlarda mesane kanseri, plastik sanayinde

calisan insanlarda karaciger kanseri, katranla ugrasilan islerde c¢alisan insanlarda deri



kanseri, asbestle ugrasilan iglerde c¢alisan insanlarda mezotelyoma ( akciger zar1 kanseri)

daha sik olarak ortaya ¢ikmaktadir [27,28].

Ultraviyole 1smlari: UV 151 yayan kaynaklar; giines, solaryum i¢in kullanilan cihazlar,
kaynak yapiminda kullanilan cihazlar, ticari, endiistriyel ve saglik alaninda kullanilan bazi
cihazlar olarak siralanabilir. UV 1sinlart oldukga yiiksek enerji igeren iginlardir ve maruz
kalindiginda DNA {izerinde hasarlara yol agabilir. UVA, UVB ve UVC olmak iizere 3 ¢esit
UV 1sm1 vardir. Bunlardan UVA 1sinlart zayif etkiye sahip olan UV ismlandir.
Ultraviyolenin daha gii¢lii bir ¢esidi olan UVB 1ginlarinin ise direk DNA hasarindan sorumlu
olmasinin yaninda bazi cilt kanserlerinin etiyolojisinde de dnemli rol oynadig1 bilinmektedir.
UVC isinlari bu ¢ ¢esit UV 1siminin i¢inde en giiglii olanidir ancak bu 1sinlar genellikle ozon

tabakasindan gecemedikleri i¢in ¢ok fazla hasara neden olmazlar [29,30].

Iyonize radyasyon: Hastaliklara tan1 koyabilmek ya da hastaliklar1 tedavi etmek amaci ile
kullanilan iyonize radyasyon da DNA hasarina neden olarak uzun vadede kansere yakalanma
riskini arttirabilmektedir. Oncelikli olarak 1semiler ve epitel kokenli kanserler basta olmak
iizere farklh kanserlerin ortaya ¢ikmasina neden olan iyonize radyasyonun alinma dozu ve
kisinin iyonize radyasyona maruz kalma siiresi kanser yapici etkisi agisindan 6neme sahiptir

[31,32].

Beslenme ve diyet: Bireylerin beslenme aligkanliklari, hangi besini, ne siklikla, ne kadar
tikettikleri, 6zellikle sindirim sistemi kanserlerinin ortaya ¢ikmasi ile yakindan iliskilidir.
Kiloda goriilen fazlalik ve obezite bireylerin kolorektal, meme, endometriyum, 6zofagus,

pankreas kanseri gibi bazi kanser ¢esitlerine yakalanma riskinde artisa neden olmaktadir
[33,34].

Mikroorganizmalar: Tiim diinyada insanlarda goriilen kanserlerin yaklasik olarak %15-
20'sinin nedeni enfeksiyona neden olan bazi biyolojik ajanlardir. Enfeksiyona neden olan bu
ajanlar ile baz1 kanser cesitlerinin ortaya ¢ikmasi arasinda yakin bir iligki bulunmaktadir.
Ornegin; hepatoselliiler karsinom ile Hepatit B viriis (HBV), burkitt lenfoma ile Epstein-
Barr viriisii (EBV), mide kanserleri ile Helicobacter pylori arasinda yakin iliski oldugu tespit
edilmistir [35].



Genetik: Bir¢ok kanser tiiriiniin ortaya ¢ikmasinda genellikle ¢evresel etkenler etkili olsa da,
bireylerde kanserin ortaya ¢ikma riskini artiran bazi genetik durumlar da mevcuttur.
DNA’nin yapisinda bulunan azotlu organik bazlarin siralamasinda mutasyon olarak

tanimlanan baz1 degisiklikler ortaya ¢iktiginda organizmada kanserlesme goriilebilir [36].

Bireylerde bir¢ok kanser tiiriiniin olusumunda, hiicrelerin genetik yapisinda meydana gelen
mutasyonlar gibi bazi degisikliklerin etkili oldugu olduk¢a uzun bir zamandan beri
bilinmektedir [37]. Bu sekilde bazi kanser tiirlerinin ortaya c¢ikmasi ailesel gecis ile
ger¢eklesmekte iken diger birgok kanser tiiriiniin olusumu ise ailesel olarak aktarilan

kalitimsal 6zellik tasimamaktadir.

2.2. Tiroid

Tiroid bezi, her biri yaklasik olarak 20-40 follikiile sahip olan lopguklardan meydana gelen
endokrin bir yapidir. Erigkin bir insan da yaklasik olarak 15-20 gr agirliginda olan tiroid bezi
krikoid kikirdagin altinda olacak sekilde trakea dniinde bulunur ve istmus ad1 verilen bir yap1
ile birlesmis iki loptan olusmustur. Tiroid bezi tirositler (tek katli follikiiler hiicreler) ile
kapli, orta kismi kolloid igeren follikiiler hiicrelerden meydana gelir. Proliferasyon aktivitesi
yagam donemine gore degisiklik gosteren follikiiler hiicreler, prenatal donemde en yiiksek
seviyede boliiniirken eriskin donemde en diisiik seviyede boliiniir. Doniistim hizi oldukga
diisiik olan bu hiicreler insanin tiim hayati boyunca yaklasik olarak alt1 ya da sekiz boliinme

gecirir. Follikiiller, merkezdeki kolloidin etrafini saran epitelyal hiicrelerle kaplidir [114].

Tiroidin follikiiler epitel hiicrelerinden kaynaklanan kanserleri Papiller Tiroid Kanseri
(PTK) ve Follikiiler Tiroid Kanseri (FTK) olmak {iizere iki c¢esittir. Tiroid bezinin diger
onemli hiicresi, follikiil duvarinin bazal membrana yakin kisimlarinda ya da interfollikiiler
stromada, tek tek ya da kiiglik gruplar halinde yerlesen, C hiicreleri olarak da adlandirilan

parafolikiiler C hiicreleridir (Sekil 2.1) [114].



Tiroid Feliklli

1NIS (Sodium Jodde Syrpones)

2 TSHR (TSH receptonr)

3. MCTS (Monocarthoxylate transporter 3)
4 CaSR (Calcium sensing receptor)

Sekil 2.1. Tiroid bezi (follikiiler ve parafollikiiler hiicreler) [114]

Fazla miktarda norosekratuar graniil i¢ceren bu hiicrelerin yap1 ve islevleri follikiil epitel
hiicrelerinden oldukga farklilik gosterir ayrica bu hiicreler kalsitonin hormonu sentezlenmesi
ve salgilanmasi igini de yiirtitiirler. Bu C hiicrelerinden ise baska bir tiroid kanseri tiirii olan,

Mediiller Tiroid Kanseri (MTK) koken alir [39-42].

Amerika Birlesik Devletlerinde her yil yeni tespit edilen 33.500 tiroid kanseri olgusunun
yaklasik olarak %90’1mnin 1yi diferansiye kanserler grubunda (papiller ve follikiiler), %5-
9’unun mediiller kanser grubunda ve %1-2’sinin ise anaplastik kanserler grubunda oldugu

bildirilmistir [2].

2.2.1. Tiroid kanseri

Insan viicudunda ortaya ¢ikan kanserlerin birgogunda ortak olarak goriilen bazi1 6zelliklerin

goriilmemesi ile tiroid kanserini diger bazi kanser tiirlerinden farkli kilan 6zellikler bulunur.



Prekanser6z formlar ¢cogu solid organ kanserinin belirgin 6zelliklerinden biri iken tiroid
kanserinin sik goriilen alt tipi olan papiller tiroid karsinomunda prekanseréz forma
rastlanmaz [44]. Benzer sekilde yliksek proliferasyon hizina sahip olan kolon, mide, akciger
ve meme gibi organlarin iyi diferansiye karsinomlarin tersine tiroidin iyi diferansiye
karsinomlarinda proliferasyon hizi diisiiktiir [45-47]. Yiiksek proliferasyon hizina sahip
karsinomlarda programlanmis hiicre 6liimii olan apopitoz daha sik goriiliirken tiroidin iyi

diferansiye karsinomlarinda ya nadiren apopitoz goriiliir ya da hi¢ goriilmez [46, 48,49].

Tiroidin follikiiler ve parafolikiiler hiicrelerinden kaynaklanan kanserlerin 6zgiil bazi
hiicresel davranig mekanizmalar1 vardir. Bu kanserlerin tanisi, tedavi yaklasimlar ve takip

basamaklar1 bu 6zellikler dikkate alinarak yapilmalidir.

Insidans ve epidemiyoloji

Diinyada son otuz y1l igerisinde tiroid kanserinin insidans1 yaklasik 3 kat artmistir. Tiroid
dokusunun kanserleri Amerika Birlesik Devletleri’'nde toplumda en sik ortaya ¢ikan
sekizinci kanser, kadinlar arasinda ise en sik goriilen besinci kanserdir [50]. Tiroid kanseri,
endokrin kanserler i¢inde en sik goriilen endokrin kanser tiiriidiir ve tiim malignitelerin
yaklagik %1'inden sorumludur. Endokrin sistem malignitelerinin %94’{inlii meydana getiren
tiroid kanseri, endokrin sistem kanserlerine bagli Oliimlerin ise yaklasik %66’sin1
olusturmaktadir [56]. Son yillarda insidansinda ortaya ¢ikan artisla birlikte tiroid kanserinin
2030 yilinda diinya genelinde en sik ortaya c¢ikan dordiincii malignite olacagi

ongoriilmektedir [51].

Ulkemizde tiroid kanser prevalansi ile ilgili epidemiyolojik calismalara dayali tam olarak
net bir veri ortaya koyulamamakla birlikte, 52.214 kanserli hastanin incelenmesi ile yapilan
bir ¢aligsmada tiroid kanserinin %4 orani ile en sik ortaya ¢ikan,10 kanser ¢esidi arasinda yer
aldig1 gozlenmistir [57]. 2015 yilinda Tiirkiye Halk Sagligi kurumunun agikladigi verilere
gore Tirkiye’de diferansiye tiroid kanseri (DTK) insidans1 6/100.000 olarak agiklanmigtir
ancak bahsi gecen veri tabaninda yer alan bilgiler ICD (Uluslararasi hastalik siniflamasi)
kodlamasinin dogru sekilde yapilmasina bagli olarak degistiginden tiroid kanserinin daha

yiiksek insidansa sahip oldugu diisiiniilmektedir [52].
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Tiirkiye’de ise tiroid kanser goriilme sikligi erkeklerde %2, kadinlarda %8,81 olarak
bildirmistir [58]. Kadinlarda erkeklere gore yaklasik 3-4 kat daha sik olarak diferansiye
tiroid kanserlerine rastlanir. Hemen hemen her yasta goriilebilmenin yaninda, kanser
vakalarinin {igte ikisinin yaginin 55’°den kii¢iik oldugu ve tan1 konuldugunda medyan yasin,
kadin hastalarda 40, erkek hastalarda ise 44 oldugu bildirilmistir [54,55,59]. Olgularin
%75’ini olusturan kadinlarin insidansinda yillar i¢inde belirgin bir artis meydana geldigi

gorilmiistiir [53].

Tiroid kanseri tiirleri

Tiroidin normal dokusunda histolojik olarak iki temel parankimal hiicre tipi yer almaktadir.
Bu hiicreler; parafollikiiler hiicreler olarak da adlandirilan C hiicreleri ve follikiiler
hiicrelerdir. Koloid folikiilleri ¢evreleyen follikiiler hiicreler, iodini konsantre ederek tiroid
hormonu iiretiminde gorev alir. Follikiiler hiicrelerin hem anaplastik tiroid kanserlerine hem
de iyi diferansiye kanserlere doniigebilme yetenegi vardir. Kalsitonin hormonu iiretiminde
gorev alan hiicre tipi olan C hiicreleri veya diger ad1 ile parafollikiiler hiicreler ise mediiller

tiroid karsinomunun temel orijinini olustururlar.

Tiroid kanserlerinin %90’ iyi diferansiye kanserler, %5-9’unu mediiller kanserler, %1-2
anaplastik kanserler, %1-3’u lenfoma, %]1’den az1 ise sarkom ve diger nadir tiimérlerden

meydana gelmektedir.

Tiroid kanserleri, follikiiler hiicrelerden meydana gelen (papiller, follikiiler, hiirtle hiicresi
ve anaplastik karsinomlar) ve parafollikiiler C hiicrelerinden meydana gelenler (mediiller

karsinoma) seklinde ayrilir [2].

Tiroid kanserleri arasinda en sik ortaya c¢ikan, tiroid kanseri alt tiirii olan papiller tiroid
kanseridir ve bu alt tiir insan toplumlarinda gériilen tiim tiroid kanserlerinin yaklasik %85’ini
meydana getirir. Diger diferansiye tiroid kanserlerinden olan follikiiler kanser, olgularin
%10’undan, hiirthle hiicreli kanser ise %3’linden sorumludur. Tiroid kanserlerinin <%5’inin
nedeni parafolikiiler C hiicrelerinden kdken alan bir diger alt tiir olan mediiller tiroid
kanseridir. Mortalitesi oldukca yiiksek olan anaplastik tiroid kanseri ise nadir olarak ortaya
cikar ve tiim tiroid kanseri vakalarinin <%]1’inden sorumludur [60,61]. Tiroid kanserinin

klinisyenler ve patologlar tarafindan kullanilan siniflamasinda iyi, orta, kotii seklinde
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diferansiye olma derecesine gore yapilan siniflama kullanilir. Alt varyantlar agisindan
bakildiginda; klasik papiller tiroid karsinomu (KPTK), mikrokarsinom <lcm, Kistik,
papiller tiroid karsinomunun follikiiler varyant1 (FVPTK), klasik follikiiler tiroid karsinomu
(FTK) ve hiirtle hiicreli (oksifilik, onkositik) karsinomlar1 (HHK) iyi diferansiye olarak
siniflandirilir.  Mediiller tiroid karsinomu (MTK), papiller tiroid karsinomun sklerozan
varyanti, insular karsinom ve papiller karsinomun uzun hiicreli varyanti orta diferansiye
olarak, anaplastik (andiferansiye) tiroid karsinomu (ATK) ise kotii diferansiye olarak
siniflandirilabilir [2].

Bu smiflandirmaya ek olarak, tiroid karsinomlari baslica 4 alt tipe ayrilarak da
siniflandirilabilir. Bu alt tipler, papiller tiroid karsinomu (PTK), follikiiler tiroid karsinomu
(FTK), mediiller tiroid karsinomu (MTK) ve anaplastik (andiferansiye) tiroid karsinomu
(ATK) dur [2].

Tiroid karsinomu gelisiminde etkili molekiiler faktorler

Son yillarda molekiiler biyoloji alaninda gerceklesen ilerlemeler ve insan genom projesinin
cok bliylik asama kaydedilmesi, karsinogenezin ortaya ¢ikisina etmen olan kalitsal yeniden
diizenlemelerin daha iyi ortaya koyulmasina ve kanser hastaliginin biyolojik belirteclerinin

ortaya ¢ikarilmasina imkan tanimistir [63].

Diferansiye tiroid kanserlerinin (DTK) patogenezine bakildiginda kalitimsal ve g¢evresel
faktorlerin patogenezde etkili olabilecegi goriilmiistiir. Beslenmede iyotun (I) eksik ya da
fazla kullanilmasi, sliregen inflamatuar ve iyonize radyasyon maruziyeti bahsi gegen
cevresel faktorlerin baginda gelmektedir. Kalitimsal olarak ise sinyal yolaklarinda meydana
gelen, genetik ve epigenetik degisikliklerin DTK gelisimine neden olabilecegi bilinmektedir
[64].

Tiroidin normal yapisindaki, normal isleyise sahip hiicrelerin, Iyi huylu adenomlara ve
buradan iyi differansiye anaplastik tiroid kanserine doniisiimiiyle iliskili oldugu diisiiniilen

bir dizi molekiiler etmen tanimlanmustir [65,73].

Tiroid kanserinde siklikla ortaya ¢ikan kalitsal yeniden diizenlenmeler Ras mutasyonlari,

RET/PTK yeniden diizenlenmeleri, PAX8-peroksizom proliferatorle-aktive olan reseptor
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gamma (PPAR) flizyon onkogeni ortaya ¢ikisidir. Tiroid disinda diger bazi kanser tiirlerinde
de sik goriilen aktive edici Ras mutasyonlarina 6zellikle FTK ve FVPTK de sik karsilasilir.
En az 10 farkli kanser tiiriinde RET/PTK yeniden diizenlenmesi tanimlanmistir. PTK ve bazi
benign tiroid adenomlarinda ¢cogunlukla RET/PTK1, RET/PTK2 ve RET/PTK3 goriiliir.
Tiroid adenomlarinda ise PAX8-PPAR FTK yeniden diizenlemeleri goriiliir [74-77].

Tiroid kanserindeki kalitsal yeniden diizenlemelerin ¢ogu onkojenik etkilerini RET/PTK-
Ras-Raf-MAP kinaz yolag lizerinden ortaya ¢ikarir. Bu yolakta ortaya ¢ikan aktiflesme ile
hiicre boliinmelerinde ve hiicrenin sayica artisinda diizensizlikler ortaya ¢ikar. Insanda
goriilen kanserlerin baglamasinda ve kanserin ilerleyen donemlerinde bu yolakta ortaya
cikan aktiflesme, ortak olarak goriilen oldukca dnemli bir mekanizmadir. MAP kinaz
yolaginin siirekli aktif olmasi timor ortaya ¢ikisina sebep olur [78]. Aktive edici BRAF gen
mutasyonlarinin kesfedilmesi ile birlikte MAP kinaz yolagini aktive ettigi bilinen kalitsal
yeniden diizenlemelerin dizini genislemis ve insanda goriilen kanser tiirlerinde bu yolagin

Oneminin anlagilmasina sebep olmustur [79].

Tiroid kanserlerinin alt tiirlerinden follikiiler neoplazilerde RAS mutasyonlari ayirici1 6zellik
olarak ortay ¢ikmaktadir. Bu neoplazilerde siklikla N-RAS mutasyonlar1 goriilmekle birlikte
H-RAS ve K-RAS mutasyonlar1 da goriilebilir. Bunlardan daha nadir de olsa bu tiimorlerde
EIFIAX mutasyonu, BRAF KG601E mutasyonu ve RET yeniden diizenlenmesi ortaya
cikabilir. Bunlarin aksine papiller karsinomlarda ise oldukga sik olarak ortaya ¢ikan genetik
degisiklik BRAF V600E mutasyonudur. Bu mutasyonu RET-PTC, NTRK (Noérotropik
tirozin kinaz reseptor) ve ALK (anaplastik lenfoma kinaz reseptorii) yeniden diizenlemeleri

takip eder [80,81].

Tiim bunlardan hareketle gelecekte genetik degisikliklerin tespitinin, tiroid kanserlerine tani
koymada ve kanserin tedavisinde izlenecek yolu belirlemede bagvurulacak Onemli bir

belirte¢ olarak kullanilacagi kesin olarak goriinmektedir.

2.2.2. Papiller tiroid karsinomu (PTK)

PTK, tiroid kanseri tiirleri arasinda en sik olarak ortaya ¢ikan tiroid karsinomu tiirtidiir. Tan1
alan yeni tiroid kanseri vakalarinin yaklasik %70-75 kadar1 papiller tiroid karsinomudur [3].

Cocukluk caginda ve ergenlikte siklikla goriilen tiroid malignitesi olan PTK, her yas



13

grubunda ortaya ¢ikabilmektedir. Kadinlardaki goriilme siklig1 erkeklere gore ii¢ kat daha
fazla olan PTK daha ¢ok yirmi ile ellili yaslar arasinda goriiliir. PTK’de lenfatik yayilim sik
goriildiigiinden hastalik genellikle bolgesel lenf nodlarinda metastaz ve multifokal lezyonlar
seklinde kendini gosterir. Genellikle invaziv olan PTK tiimorleri sessiz gidisat gosteren
biyolojik davranish olmakla birlikte iyi prognoz da gosterirler [84]. Ileri yas olanlarda ve

erkeklerde prognozunun kotii oldugu bilinmektedir [83].

Papiller tiroid kanseri varyantlar

Malign epitelyal karakterde tlimorler seklinde ortaya ¢ikan ve follikiiler hiicre
diferansiyasyonu ve gosteren papiller tiroid karsinomlarinda farkli patolojik alt

tipler/varyantlar bulunur.

Bu varyantlar asagidaki gibi siniflandirilabilir.

1. Follikiiler Varyant: Papiller tiroid karsinomunun yaklasik olarak %10 oramni ile en sik
ortaya ¢ikan varyantidir. Bu varyantin tiimor hiicreleri kiigiik-orta boyutta follikiiler
yapilara sahiptirler. Sitolojik olarak tipik papiller karsinom tiimor hiicresi 6zelligi

sergilerler [85].

Follikiiler varyant papiller karsinomu, klasik papiller karsinomdan daha kii¢iik yapidadir
ve daha diisiik oranda bolgesel lenf nodu metastazi riskine sahiptir ancak genel sag kalim

ve rekiirrens oranlar1 klasik papiller karsinom ile aynidir [85,86].

2. Tall-cell Varyant: Tiimor hiicrelerinin sitoplazmasi onkositik yap1 gosteren bu varyantta
hiicre boylar hiicre enlerinden neredeyse iki {i¢ kat daha fazladir. Papiller karsinomdan
daha biiylik capa sahip olan tiimorler yiiksek mitotik aktivite ve vaskiiler invazyon
gosterirler. Klasik papiller karsinomdan daha fazla saldirgan bir ilerleyise sahip olan tall-
cell varyant (TCPTK) papiller kanserlerin yaklasik %1’i kadarini olusturur. Yaslilarda
daha sik ortaya ¢iktig1 bildirilmistir [85,87].

3. Diffiiz Sklerozan Varyant: Cocuk ve gen¢ yas grubunda daha sik ortaya ¢ikar. Tiroid dist
yayilim gosterebildiginden ve uzak metastazi sik ortaya ¢iktigindan oldukga saldirgan bir
alt tiptir. Cocukluk evresinde ortaya ¢ikan papiller tiroid karsinomlarinin diger

varyantlarina kiyasla prognoz daha ciddi seyreder [84].
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4. Papiller Mikrokarsinom: Tiimér ¢apt 1 cm ve altinda olan kitlelere mikrokarsinom denir

ve prognozu genellikle iyi seyreder [87].

5. Kolumnar Varyant: Bu alt tip mikroskopta belirgin koseli hiicreler seklinde kendini
gosterir. Hem medikal hem de cerrahi olarak oldukga agresif tedavi edilmesi gereken bu
varyant oldukga kotii prognoza sahiptir. Kadinlara oranla erkek cinsiyette goriilmesi daha

siktir ve %90 gibi bir oranda uzak metastaz ile seyreder[88].

6. Trabekuler/Solid Varyant: Tiroidin olduk¢a az goriilen benign bir neoplazmudir.

Cocukluk caginda daha sik goriilen bu varyant uzak metastaz yapma egilimindedir [89].

Papiller tiroid kanserlerinde onkogenler

Tiroid dokusunda ortaya ¢ikan kanserlerin yaklasik %90’1nda en az bir patogenetik lezyon
bulundugu bilinmektedir. Bu genler genellikle MAPK-ERK ve PI3K-AKT olarak iki sinyal
yolaginda fonksiyonu olan proteinleri kodlar. Tiroid kanserlerinin bazi varyantlarinda ise bu
iki yolak disinda birtakim spesifik farkli yolaklarin oldugu da tespit edilmistir. Bu yolaklarin
onemli olanlarindan bazilar1 PAX8-PPARY flizyonu, THADA gen flizyonu, EIF1AX, TP53
ve TERT promoter mutasyonlardir [90,91].

Papiller tiroid kanserleri tasidiklart gen mutasyonlar: ve genlerde meydana gelen yeniden
yapilanmalar ile MAPK aktivasyonu yoluyla hiicre bdoliinmesini tetikler. RET ve
NTRK1tirozin kinazlarin yeniden yapilanmasi, BRAF ve RAS mutasyonlarinin
aktiflesmesini saglayarak; MAPK aktivasyonuna neden olur [92].

Papiller tiroid kanserleri; transmembran tiroid kinazin iki farkli geni olan RET ve NTRK1’in
yeniden yapilanmasindan meydana gelmektedir. Bu degisim sonucunda ortaya ¢ikan simerik
proteinler; tirozin kinaz aktivitesinin olugsmasi yolu ile malign fenotipin gelisimine neden
olur. Bu genlerin somatik olarak yeniden yapilanmasi sonucunda yeni genetik materyal,
genin tirozin kinaz kisminin 5’ sonuna eklenerek tirozin kinaz aktivitesinde yapisal artisa
neden olur ve bunun sonucunda biiyiime yolaklarinin aktivasyonu ile papiller tiroid kanseri

ortaya cikar [93,94].
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En az 6 adet simerik RET/PTC ve tirozin kinaz (TRK) geni mevcuttur. Bu genlerin klinik
olarak onemleri olduk¢a benzerdir ancak bu genetik degisikliklere sahip olan papiller tiroid

kanserleri, sahip olmayanlara gore oldukga saldirgan seyreder [95-97].

Papiller tiroid kanserinin patogenezinde rol alan BRAF geni, RAF geninin bir izoformudur.
Bu genin follikiiler karsinom ve nodiil olusumunda rolii yoktur [98]. Serin-treonin kinaz,
RAF/MEK/MAPK olan RAF proteinlerinin sinyal yolagini aktive eder [99]. BRAF geni
mutasyonlarindan biri olan T1799A mutasyonu malign melanomlarda %50 oraninda, kolon
kanserinde oldukca kiiciik bir ylizde oraninda ortaya cikarken, papiller tiroid kanserinde %
29 ila 69 oraninda saptanmistir [92,100]. Diger bir BRAF mutasyonu olan V600E’nin
olusmasiyla meydana gelen protein, bazal kinaz aktivitesini artirarak ve wild tip BRAF’dan
NIH3T3 hiicrelerini daha etkin hale getirir ve bunun sonucunda da bu mutasyonun eksprese

oldugu hiicrelerde papiller tiroid karsinomu ortaya ¢ikar [101].

V600E mutasyonu BRAF ‘in en sik ortaya ¢ikan, yayilimci tiimor biiyiimesi ve follikiiler
varyant ile yakindan iligkili olan mutasyondur. Bu mutasyona sahip olan hastalarda
hastaligin seyri olmayanlara gore daha kotiidiir ve bu hastalarda hastaligin yeniden ortaya

cikarak niiks riski daha fazladir [102].

BRAF mutasyonlari olan hastalarda ekstratiroidal yayilim ve lenf nodu metastazi1 daha sik
ortaya ¢ikar ve bu hastalar ilk cerrahi miidahale esnasinda daha ileri evrelemeye sahiptirler.
Hastaligin seyrinin ortaya koyulmasinda konvansiyonel histolojik degerlendirme oldukga
etkilidir ancak bazi lenf nodu metastazlari sadece BRAF mutasyonu varliginda ortaya
¢ikmaktadir [96].

Tiroid hiicre kiiltiirlerine se¢ici BRAF inhibitorlerinin eklenmesi, BRAF mutasyonuna sahip
hiicrelerin inhibisyonuna neden olur. Bu da BRAF mutasyonunun papiller karsinom

tedavisinde rol alacagini1 gostermektedir [104,105].

Bunun disinda iyi diferansiye tiroid kanser riskini arttiran genetik anomalilere bakildiginda,
bu anomalilerin genis populasyon ¢alismalarinda klinik olarak orta derecede 6nemli fakat
istatiktiksel olarak anlaml: ti¢ farkh tek niikleotid poliformizmi saptanmistir. Bunlardan;
MikroRNA-146a prekiirsorii ile AG/C heterozigotlugu papiller karsinom olusumuna
yatkinlik yaratir [91]. Bu polimorfizm mikroRNA sekanslarint degisterek mikroRNA fazla
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ekspresyonunu indiiksiyonuna ve sonug olarak da yeni mikroRNA formlar1 ortaya ¢ikar. Bu
mikroRNA formlar1 hedef gen ifadelerini degistirir. Tek niikleotid polimorfizmi
cesitlerinden olan 14q13.3’deki NKX2-1 (TTF1)’e, 9922.33’deki FOXEI1(TTF2)’ ye
yakindir. Her iki polimorfizm de (FOXE1 ve NKX2-1) tiroid hiicrlerinde gen regiilayonunu
saglar [92,93]. Mi-RNAlar 3’bolgesinde 0zgiil hedeflere baglanma yolu ile gen
ekspresyonunu diizenleyerek farkli bazi dokularda tiimorogenezin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Papiller karsinomda miR-221, miR-222, miR146 gibi baz1 miRNAlar regiile olarak

timorigenezise neden olur [94].

Papiller tiroid karsinomu patogenezi

PTK etiyolojisi agikca aydinlatilamamisina ragmen PTK olusumunu tetikleyebildigi

diistiniilen bir takim etkenler tanimlanmistir. Bunlar;

Iyotun asurt tiiketilmesi: Hayvanlar ile yapilan deneylerde asir1 iyot aliminin PTK ortaya
¢ikmasina neden oldugu goézlemlenmistir Beslenmede iyot miktarinin artirilmasi sonucu

PTK’de artis gézlenmistir.

Radyasyon: Yetigkin ve ¢ocuklarda boyun bolgesinin disaridan radyasyona maruz kalmasi
halinde ilerleyen donemde PTK goriilme sikligi artmaktadir. Japonya’da atom bombasi
maruziyetinden sonra bu bireylerde PTK insidanst artmistir. 1986 yilinda Ukrayna’da
bulunan Cernobil niikleer santralinde meydana gelen kaza sonrasinda bu bdlgede yasayan
cocuklarda yiiksek oranda PTK ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Her ne kadar radyasyonun PTK
olusumuna katkisi olsa da, tedavi amaclh kullanilan radyoaktif igaretli iyot, tiimor gelisimi

riskinde her hangi bir artisa neden olmamaktadir.

Genetik faktorler: Epidemiyolojik olarak yiiriitiilen ¢alismalarda tiroid timori tasiyan
bireylerin birinci derece akrabalarinda PTK gelisimi riskinin 4-10 kat daha arttigi
goriilmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda tek yumurta ikizlerinde de bununla uyumlu sonuglar
ortaya konulmustur. Calismalarda gdzlemlenen biitiin olgularin yaklasik %5’inden PTK” nin
ailevi bir formu sorumlu tutulsa da bu durumdan sorumlu olan genler heniiz ortaya

konulamamustir.
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Somatik mutasyonlar: PTK gelisimi riski ailesel adenomatdz polipozisli hastalarda
yiiksektir. Cernobil kazasi sirasinda radyasyon maruziyeti yasayan ¢ocuklarda goriilen
timorlerin %60’ 1nda 10. kromozom iizerindeki (10ql11.2) RET onkogeninde yeniden
diizenlenmelerle ortaya ¢ikan bir mutasyon goriilmiistiir. Bu mutasyon PTK’de de yaygin
olarak goriiliir. Tiroidin disaridan radyasyona maruz kalmasi sonrast da ayni mutasyon
olusur. Bu mutasyonlar RET’in tirozin kinaz bolgesinin ¢esitli genlerle fiizyona ugramasina

ve RET/PTK fiizyon onkogenlerin olusumuna neden olur [83].

Papiller tiroid karsinomunda prognostik parametreler

Yas: En onemli prognostik faktorlerden biridir. 50 yasin iizerindeki vakalarda, daha geng
yasta olanlara kiyasla prognozunun daha kotii oldugu goriiliir. Papiller karsinomdan kaynakli
olarak ortaya ¢ikan oliimlerin oldukga fazla bir boliimiiniin 40 yasindan sonraki olgularda

oldugu bildirilmektedir.

Cinsiyet: Erkeklerde hastaligin prognozunun kadinlara oranla daha koétii oldugunu bildiren
arastirmalar bulunmaktadir. Ancak bazi c¢aligmalarda ise cinsiyetin prognoz iizerinde
belirgin bir etkisinin olmadig: belirtilmistir. Bu baglamda cinsiyetin prognoza etkisinden

bahsetmek giictiir.

Tiroid dist yayilim. Prognozu olumsuz yonde etkileyen etmenlerin basinda gelmektedir.
Makroskopik olarak tiroid disina yayilim gosteren vakalarda, hastaligin prognozu yayilim

gostermeyenlere kiyasla daha kotii seyretmektedir.

Mikroskopik alt tipler: Papiller mikrokarsinomlar, klasik tip, folikiiler varyant ve enkapsiile

varyantin prognozlari, bunlarin digindaki alt tiirlere gore daha iyidir.

Tiimor ¢api: Prognozu ile timor capi arasinda ters orantt mevcuttur. Yani timor c¢api

kiigiildiikge prognozu iyilesir.

Multisentrisite: Birden fazla tiimor odagina sahip olgularda, metastaz oraninin yiiksek ve

sag kalim siiresinin de daha kisa oldugu goriilmiistiir.

Uzak metastaz: En sik olarak akcigerlere ve iskelet sistemine metastaz goriiliir. Hastalikta

uzak metastazin ortaya ¢ikmasi prognoz iizerine olumsuz etkiye sahiptir.
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Radyasyon: Daha once radyasyon hikayesi olan olgular ile radyasyon hikayesi olmayan

olgular arasinda prognoz agisindan belirgin bir fark ortaya koyulamamistir [111].

2.3. Tiroid Kanserinde Molekiiler Patogenez

Tiroid kanserlerinde tiimor olusumuna neden olan hiicrelerin ve karsinogenez gelisim
mekanizmalariin ortaya ¢ikarilmasi ile daha kanser baslamadan hiicresel basamaklarin
evreleri Onceden ortaya ¢ikarilarak kanserin tani ve tedavisinde yeni birtakim bakis agilar

gelistirilebilir.

Diferansiye tiroid karsinogenezi , ‘¢ok basamakli karsinogenez’, ‘fetal hiicre karsinogenezi’

ve ‘kanser kok hiicre karsinogenezi’ olmak iizere ii¢ farkli hipotez ile agiklanmaktadir.

2.3.1. Cok basamakl karsinogenez

Cok basamakli karsinogenez hipotezinde hiicre i¢i yolaklara (6zellikle MAPK yolagina) etki
eden genetik yeniden diizenlemelerinin karsinogeneze neden oldugu ifade edilmektedir.
Tirositlerde (tiroid folikiil hiicreleri) meydana gelen genetik mutasyonlar sonucundan PTK
ve FTK gelismekte, gelisen bu kanserlere eklenen diger bazi kalitsal yeniden diizenlemelerle
goriilen dediferansiyasyon ortaya ¢ikmasi ile de anaplastik ve az diferansiye kanserler
olugmaktadir. Bu mekanizmaya gére PTK RET geninde ve BRAF V600E’de ortaya ¢ikan
mutasyonlardan sonra, FTK ise follikiiler adenomlardan sonra olusmaktadir. Ozetle bu
hipotez, baz1 kalitsal yeniden diizenlemeler ve ¢evresel unsurlarin etkisi ile PTK ya da FTK
gelisebildigini ve gelisen bu tiimorlere diger bazi genetik mutasyonlarin eklenmesi ile de az
diferansiye tiroid kanserleri ya da tiroidin anaplastik kanserlerinin olustugunu

savunmaktadir (Sekil 2.2) [112-114].
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Sekil 2.2. Cok basamakli karsinogenez [114]

2.3.2. Fetal hiicre karsinogenez

Bu hipoteze gore tiroid kanserleri ¢ok adimli karsinogenezin aksine tirositler yerine tiroidin
fetal hiicre kalintilarindan gelismektedir [115]. Buna gore fetal tiroid hiicrelerinin anormal
gelismesi ile tiroid kanserleri ortaya ¢ikmaktadir. Her ne kadar tiroidin fetal hiicreleri ile
ilgili yeterli veri olmasa da tiroid kok hiicreleri olarak adlandirilan bazi hiicrelerin tiroid
gelisiminde gorev aldig: diistiniilmektedir. Emriyonal donemin yaklasik onuncu haftasindan
itibaren tiroblastlara doniismeye baslar ve tiroglobulin (TGB) eksprese ederler.
Tiroblastlarin boyunun 6n tarafina dogru gé¢ etmesi ve burada ¢ogalmast ile tiroid folikiilleri
olusturarak protirositlere doniigiirler. Daha sonra tirositlere doniisen bu hiicreler tiroid
hormonu fliretmeye baslar. Bu gelisim basamaklarini gosteren fetal tiroid hiicrelerinde
diferansiyasyona engel olan olas1 bir unsur kanserin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. BRAF
ve TP53 genlerinde goriilen mutasyonlar RET-PTK ve PAX8-PPARy genetik yeniden
diizenlemeleri ile ortaya ¢ikan degisiklikler proliferatif avantajlara neden olmakta ve fetal
tiroid hiicrelerinin farklilagmasinin 6niine gegerek onkojenik durumlarin ortaya ¢ikmasi ile

karsinogenez agiklanmaktadir (Sekil 2.3) [114,116].
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Sekil 2.3. Fetal hiicre karsinogenez [114]

Anaplastik tiroid
kanseri

2.3.3. Kanser kok hiicre karsinogenez

Bu hipoteze gore tiimdr gelistirme ve progresyon yetenegine sahip yalnizca bir grup hiicre
bulunmaktadir. Bu hiicreler genetik ve epigenetik degisiklikler sonucunda fenotipik olarak

farkl1 kanser tiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Sekil 2.4) [114,117].

——

: Direncli kanser
kok hticreler

Tiroid kanser Naks

hucreleri

Sekil 2.4. Kanser kok hiicre karsinogenez [114]
2.4. Mitojen Tarafindan Aktive Olmus Protein Yolag (Mapk) ve Braf Geni

Tiroid kanserinde molekiiler patogenezi anlayabilmek adina yiiriitiilen bir¢ok arastirmada
patogenezde goérev alan mekanizmalarin baginda Mitojen Aktive Protein Kinaz (MAPK)

sinyal yolaginda meydana gelen yeniden diizenlenmelerin etkili oldugu goriilmiistiir [118].

Biiytime faktorleri ve diger bazi hiicre zar1 sinyal molekiilleri ile aktif hale gelen MAP
Kinazlar, ¢ekirdege transloke olan serin/ treoninin protein kinaz ailesindendir [119].

MAPKIar mitojenik sinyal yolaklar1 ile etkilesim halindedirler. ERKler (ekstraseliiler
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sinyalle diizenlenen kinaz), P38 ve JNK (cJun NH2-terminal kinaz) olarak ii¢ alt grubu olan
MAP kinazlar ¢ekirdege giderek bazi transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasina

engel olurlar.

RAF ve MEK (MAP kinaz veya ERK kinaz) ERK aktivasyonuna aracilik eden iki protein
kinazdir. Raf’la etkilesen ve GTP baglayan bir protein Ras’in (Rat sarkoma protoonkogen)
aktivasyonunu hiicre zarinda yer alan bir biiyiime faktori reseptdriiniin uyarilmasi ile saglar.
Raf’la meydana gelen etkilesimden sonra MEK fosforile ve ardindan aktive olur. Aktive olan
MEK fosforilleme ile ERK’i aktive eder. ERK ise ¢ekirdek ve sitozolde bulunan hedef
proteinleri fosforiller. Sitokinler, UV, JNK ve p38 MAPK aktivasyonuna neden olan
faktorlerdir. Bu aktivasyona Ras’dan farkli olarak, GTP baglayan kii¢lik proteinler aracilik
eder. Mitojenlerin disinda hipoksik, genotoksik, ozmotik veya oksidatif hiicresel stres gibi
bazi uyaranlar da p38, MAPK ve JNK’nin aktive olmasina ve tiim bunlarin sonucunda da

hiicre biiylimesine alternatif hiicre 6liimii tetiklenmesine neden olabilir(Sekil 2.5) [119-121].

T Biiyiime Faktorleri

* RTKI:

LN - v

= 5 Hiicre Cogalmasi Hiicre Cogalmas:
Facre Tepkn Farkhlasma Farkhlasma,Apopitoz
Hiicre Gocii Inflamatuar Tepki

Sekil 2.5. MAPK (ERK, JNK ve P38 alt gruplari) sinyal yolaklar1 [119]
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2.4.1. MAPK yolag:

Hiicre zarinda bulunan bir reseptorden hiicre ¢ekirdegine ileti tasinmasini saglayan MAP-
ERK yolag: tiroid dokusunda ortaya c¢ikan kanserlerin farkli bircok formunda aktif role
sahiptir. Hiicre proliferasyonu ve tiimorlerin ortaya ¢ikip gelismesinde onemli isleve sahip
olabilen bu yolak, biiyiime faktorleri, mitojenler ve proinflamatur sitokinler gibi farkli
uyaricilar sonucunda aktif hale gelebilir. Bahsi gecen bu ve benzeri uyaricilarin etkisi altina
giren MAPK yolagmin uyarilmasit sonucunda hiicrede proliferasyon, diferansiyasyon,
adezyon, migrasyon ve apopitozis ile iliskiye sahip birtakim protein aktivasyonlar1 goriiliir,
tiim bunlarin sonucunda ise hiicrede meydana gelen transkripsiyon mekanizmasi etkilenir.
Tiroid kanserlerinin erken evrelerinde MAPK yolaginin BRAF ve RAS mutasyonlari ya da
RET/PTK yeniden diizenlenmeleri gibi bir¢ok mutasyon ile uyarilabilecegi tespit edilmistir.
MAPK yolaginda ortaya cikan bu mutasyonlar tiroid dokusunda goriilen tiimorlerin

gelisimini PTK yoniinde kaydirir [122].

Mitojen aktive olmus protein kinaz (MAPK) yolagi, mitotik hiicre boliinmesinde, biiyiime
sinyallerine kars1 olusturulan hiicresel cevabin diizenlenmesinde gorev alir. Bu yolakta RAS,
RAF, MEK ve ERK adi verilen proteinler yer almaktadir. Hiicrenin bir¢ok yasamsal
fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli goreve sahip olan bu proteinler, hiicreye gelen

sinyalin ¢ekirdege iletilmesinde 6nemli bir igleve sahiptir [111].

RAS proteinleri hiicre igerisinde olduk¢a 6nemli bir sinyal agini igine alan kii¢iik guanozin
bagli GTPazlardir. RAS genleri bir multigen ailesi olarak, HRAS, NRAS ve KRAS genlerinden
olusur. Bahsi gegen bu genler biiylime faktorlerinin reseptdr tirozin kinazlara
baglanmasindan sonrasi aktive olurlar. RAF (ARAF, BRAF ve/veya CRAF) aktivasyonu,
RAS aktivasyonun gerceklesmesinin ardindan meydana gelir. RAF proteini MEK1 ve/veya
MEK?2’yi fosforile eder ve aktif hale getirir. Bu aktivasyon ger¢eklesmesinin sonucunda ise
ERK1 ve/veya ERK2 aktivasyonu meydana gelir. ERK1/2 kinazlari, membran proteinlerini,
transkripsiyon faktorlerini ve niikleer bilesenleri i¢ine alir ve bu proteinler hiicre dongiisii,
hiicre farklilasmasi ve hiicresel biiylimenin kontrolii gibi olduk¢a 6nemli gorevlerde rol

alirlar [123].

MAPK sitoplazmik substratlarin1  ve/veya c¢ekirdekteki transkripsiyon faktorlerini

fosforilasyon yoluyla aktive eder ve bdylece hiicrenin biyolojik cevabinin olugsmasina etki



23

eder. MAPK yolagi; reseptor aracili uyarinin hiicre igine iletiminden sorumlu bir kinaz
zinciri olarak caligir. Sinyalin iletimi RAS aktivasyonu ile baglar ve arkasindan son MAPK

(MAP kinaz) aktivitesi gerceklesmesi ile sona erer [124].

Bu yolakta meydana gelen aksakliklar, hiicrelerin kanserlesmesinde oldukg¢a fazla bir etkiye
sahiptir. Insanlarda goriilen kanserlerde en sik mutasyona ugramis onkogen RAS geninde
goriiliir. Bunlardan, KRAS mutasyonlar1 akciger kanserinde ve pankreasin kanserlerinde
degisen oranlarda ortaya ¢ikmaktadir [125,126]. Yumurtaliklarin diisiik dereceli serdz
karsinomlarmin %41’inden herhangi bir mutasyon olmaksizin MAPK yolaginin aktive

olmas1 sorumludur [127].

Insanlarda ortaya ¢ikan kanserlerin yaklasik olarak %15’inde RAS onkogeninde meydana
gelen mutajenik bir degisiklik rol almaktadir. RAS baglanmas: ile regule olan BRAF geni
sitoplazmik bir serin-treonin kinaz1 kodlar [111,128,129]. MAPK vyolagi ile BRAF
aktivasyonunu hiicre sayisinda diizensiz artisi ortaya ¢ikarmakta ve apoptozis
inhibisyonunda rol oynamaktadir (Sekil 2.6)[130, 139].
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Sekil 2.6. MAPK yolag (Bliyiime faktorleri hiicre zarinda reseptor olan tirozin kinazlara
baglanir ve Ras proteinininin aktiflesmesine neden olur. Aktiflesen Ras proteini,
bu yolakta sirayla Raf, MEK1/2 ve ERK1/2 protein kinazlar1 fosforillenerek
aktiflestirir. Tiim bunlarin sonucunda da hiicrelerde proliferasyon ve hatta en
nihayetinde metastaz gelisebilir) [61]

MAPK yolagindaki yeniden diizenlenmeler tiroid dokusunda ortaya g¢ikan kanserlerin

gelisimi ve progresyonunda 6nemli rol oynar.

MAPK yolaginda yer alan bir sinyal ileti yolagi olan niiklear faktér kB (NFkB) sinyal ileti
yolagi sitokinler gibi hiicre dis1 uyaranlar tarafindan aktive olur. Bu aktivasyon ile inhibitor
kB(IkB)’nin fosforillesmesi gerceklesir. Fosforillesen 1kB, kompleks yaptigi NF-kB’ den
ayrilarak ubikitinasyona ve proteozomal degradesyona ugrar. IkB’den ayrilarak serbest
kalan NF-kB c¢ekirdege giderek burada tiimor artirict ve anti-apoptotik genlerin
ekspresyonunda artiga neden olur. MAP kinaz sinyal ileti yolaginda yer alan diger bir yolak
ve hiicre zarinda bulunan bir reseptor olan tirozin kinaz (RTK) yolag: hiicre i¢in mitojenik

etkiye sahip bir uyaranin etkisi ile aktive olur. Bu aktivasyon ile ortaya ¢ikan sinyal sirayla
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RAS, RAF, MEK ve son olarak ERK’e iletilir. Fosforillenme ile aktif hale gelen ERK
cekirdege giderek burada tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunda azalmaya neden
olurken, tiimor artirici genlerin ekspresyonunda ise artisa neden olur. MAPK yolaginda yer
alan, RASSF1-memeli STE20-proteinkinaz 1 benzeri (MST1) catal baglant1 kutusu 03
(FOXO03) yolaginda ise hiicre disinda yer alan apoptotik uyaricilar tarafindan RASSF1A’in
ardindan da MST1’in aktivasyonu gerceklesir. Aktive olan MSTI ile de FOXO3
fosforillenmesi meydana gelir. Fosforile olan FOXO3 ¢ekirdege giderek burada FOXO

yolagindaki proapoptotik genlerin ekspresyonunda artisa neden olur.

MAPK sinyal ileti yolaginda bu sekilde gerceklesen olaylarla birlikte tiroid hiicrelerinin
proliferasyonunda artis, timorogenez ve en nihayetinde tiroid dokusunda kanserlesme

meydana gelir (Sekil 2.7) [64].
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Sekil 2.7. MAPK sinyal ileti yolaklarinin tiroid kanserindeki etkisi [64]

2.4.2. BRAF geni ve mutasyonu

Serin treonin kinazlarin RAF ailesinden bir protoonkogen olan BRAF (v-Raf fare sarkomu
viral onkogen homologu B1) geni 7. kromozomun uzun kolunda 7q34 pozisyonu iizerinde
yer alir ve 18 tane ekzon igerir. BRAF geni RAS’1n hiicre zarina baglanarak aktiflesmesinde

rol oynar. BRAF geninin eksprese ettigi BRAF proteini hiicre biiylime dongiisiinde etkilidir
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ve disaridan gelen kimyasal mesajlarin hiicrenin ¢ekirdegine iletilmesine yardimct olan bir
proteinin yapimini saglar. Bu protein ayni zamanda birka¢ onemli hiicre fonksiyonunu
kontrol eden RAS / MAPK yolagi olarak bilinen sinyal yolaginin da bir pargasidir. RAS /
MAPK yolagi, hiicrelerin biiylimesini, bdliinmesini diizenlemenin yaninda hiicrelerin
farklilagmasini, hiicre hareketini (go¢) ve hiicrelerin kendi kendini yok etmesini (apopitozis)
yiiriitmek i¢in olgunlagma siirecini diizenler. Bu yolak boyunca gergeklestirilen kimyasal
sinyal iletimi, dogumdan 6nce normal gelisim i¢in de vazgecilmezdir. Onkogenler olarak
bilinen gen simifina ait olan BRAF ‘da meydana gelen mutasyonlar, normal hiicrelerin

kanserlesme potansiyelinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Sekil 2.8)[79].
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Sekil 2.8. BRAF mutasyonu ve kanserlesme [79].

BRAF geninde sik olarak ortaya ¢ikan V60OE mutasyonu; genin 1799. pozisyonunda timin
niikleotidinin adenin niikleotidine doniisiimiiyle sonu¢lanan bir mutasyondur. Bu niikleotid
degisimi sonucunda kodon 600 ‘de valin amino asidi (V) yerine glutamik asit (E) amino
asidi kodlanir ve béylece mutasyon meydana gelmis olur [133]. Bu mutasyonun ortaya ¢ikisi
ile B-Raf siirekli aktif hale gelir ve bunun sonucunda da yolagin aktivasyonu ve hiicresel

proliferasyon ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.9) [134, 135].
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Sekil 2.9. BRAF tarafindan aktive edilen hiicre igi sinyal yolaklar1 [135]

BRAF geninde var olan mutasyonlar ile ortaya ¢ikan ve ayn1 zamanda bir serin treonin kinaz
olan B-Raf proteini ¢ogu malignitenin etiyolojisinde rol almaktadir. Malign melanom
hastalarinda BRAF gen mutasyonun Ozellikle glutamik asit ile valin degisiminden
kaynaklanan V600E mutasyonu %40-60’inda goriilmektedir. Ayrica BRAF mutasyonlari
kolorektal ve over kanserlerinde de goriiliir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda papiller tiroid
kanserlerinin yaklasik %29-83’iinde BRAF mutasyonlarinin varligi saptanmistir [79].
BRAF, ileri derecede malign kolorektal kanserlerde yaklasik olarak %15’inde ortaya ¢ikar
[136]. Ayrica pleomorfik ksantoatsrositomlarda yaklasik % 66 oraninda, safra yollari
kanserlerinde, akciger adenokarsinomlarinda % 4,6 oraninda, baz1 yumurtalik tiimérlerinde

% 13 oraninda BRAF mutasyonu oldugu tespit edilmistir [137,138].

Tirod dokusunda ortaya ¢ikan kanserlerde meydana gelebilen nokta mutasyonlari,
kromozomlarda goriilen yeniden diizenlemeler ile insersiyonlar ve delesyonlar BRAF
aktivasyonunun goriilmesine neden olabilir. BRAF V600E mutasyonu daha ¢ok PTK ’de
goriilen ve oldukca gii¢lii bir tanisal belirte¢ olma 6zelligine sahip bir nokta mutasyonudur.
Ozellikle PTK nin tall cell varyantinda yaklasik %90’dan daha fazla siklikla goriildiigii

bildirilmistir. Bu mutasyon her ne kadar PTK i¢in tanisal 6neme sahip olsa da yapilan bazi
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caligmalarda, tiimor hiicrelerinin bazilarinda BRAF mutasyonu varken bazilarinda
bulunmadig1 ve mutasyon agisindan intratiimoral heterojenite oldugu tespit edilmistir [61].
Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda BRAF V600E mutasyonunun tiroid kanserinde lenf nodu
metastazi, uzak metastaz ve mortalite gibi hastaligin kotii prognozu ve koti klinik ve
patolojik sonlanimlarla iligkisi oldugu tespit edilmis olsa da BRAF mutasyonu ile tiim bunlar

arasinda herhangi bir iliski bulunmadigini bildiren ¢alismalarda vardir [140-143].

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Temelinde uygun laboratuvar ortaminda niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi (in vitro klonlama)
mantigina dayanan PZR; Kary Mullis, Henry A. Erlich ve Randall K. Saiki tarafindan
Amerika Birlesik Devletleri' nde 1985 yilinda ortaya konulan bir tekniktir. Gelistirdikleri bu
teknik ile Kary Mullis, 1993 yilinda verilen Nobel Kimya Odiilii’ ne layik gériilmiistiir [166].

2.5.1. PZR yonteminin prensipleri ve asamalari

PZR tepkimeleri, ayrilma (denatiirasyon), baglanma (annealing) ve sonlanma (extension)
olmak iizere {ic asamadan meydana gelir. ilk asama olan denatiirasyonda yiiksek sicaklikla
DNAnn iki ipliginin birbirinden ayrilmas: (denatiirasyon) gerceklesir, ardindan ikinci
asamada sentetik oligoniikleotidler hedef DNAya baglanir (annealing). Baglanmadan sonra
iclincli asamada ise DNAnin uzamasi (polimerizasyon ve ¢ift iplikli DNAlarin
sentezlenmesi) ve bu {i¢ asamanin belirli sayida ard arda dongiisel olarak tekrarlanmasi ile
tepkimeler sona erer. Biitlin bu teknigin otomasyonu, sicakligi sicakligi 4-100°C’ arasinda
degistirebilen ve thermal cycler (PZR makinesi, DNA amplifikatorii) olarak isimlendirilen

cihazlar tarafindan gergeklestirilebilmektedir [167].

2.5.2. Realtime PZR

Realtime PZR yontemi, floresans bir 1simanin niikleik asit gogalmasiyla es zamanl olarak
ortaya cikmasi ile ¢ogalmadaki artisin kantitatif (nicel) olarak oOl¢iilebildigi bir PZR
yontemidir. Realtime PZR, oldukca kisa siirede sonug verilebilmesi, tiipler agilmadan
sonuca ulasilabilmesi nedeni ile kontaminasyon (bulas) riskini en aza indirmesi ve
elektroforeze gerek kalmadan sonuclarin elde edilmesi ile oldukca avantajli bir PZR

teknigidir [168]. Realtime PZR’nin, LightCyler sistemi ve TagMan sistemi seklinde ticari
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olarak gelistirilmis tiirleri elektroforeze gerek kalmadan sonuglarin elde edilmesi ile olduk¢a
avantajli bir PZR teknigidir [168]. Realtime PZR’nin, LightCyler sistemi ve TagMan sistemi

seklinde ticari olarak gelistirilmis tiirleri bulunmaktadir.

LightCycler sisteminde; sadece iki iplikli DNAya baglandiginda floresans i1sima veren
boyalar (Syber green 1) kullanilir ve ortaya ¢ikan floresans 1stmanin miktarin Slgiimii ile
DNA miktart dlgimii saglanmis olur. Sentetik oligoniikleotidlerin DNAya baglanmasinin
ardindan meydana gelen uzama asamasinda, hedef DNA’nin iki iplikli sarmal duruma
gelmesiyle DNAya baglanan Syber green 1 miktar: artis gosterir, bununla birlikte yayilan
floresans 1s1ma miktarinda artis goriiliir [169-171]. Iki iplikli DNAya baglanan Syber green
leger ortamda baglanilacak hedef molekiil yoksa primerlerin birbirleri ile baglanmasi
sonucu olusan primer dimer yapisina baglanarak olumsuz bir sekilde floresans 1simaya
neden olabilir. Bu nedenle bu sistemdeki floresans 1s1madaki artis DNA amplifikasyonu
Ol¢limiinde hatalara neden olabilir. Bu durumu bertaraf edebilmek adina amplifikasyon
sonucu meydana gelen iiriinler i¢in bir erime egrisi (melting curve) analizi yapilir. Her bir
¢ift iplikli DNAnin yarisinin tek iplikli duruma gelmesi igin gerekli bir sicaklik vardir (erime
sicakligl, Tm). PZR ile DNA miktarindaki artis ile birlikte sicaklik degerleri yiikseltilerek
ortadaki 1s1ma miktar1 kayit altina alinir. DNAnin denatiirasyonu ile Syber green 1 boyasi
ortamda serbest kalmakta ve floresans 1gima miktar1 giderek azalmaktadir. Bu sekilde erime
egrisinden faydalanilarak amplikona ait Tm degerine ulasilir. Incelenmek iizere elde bulunan
DNA o6rnegi ile yine bu ortamda bulunan pozitif kontrole ait ornegin Tm degeri

karsilagtirilir. Bu karsilastirma ile PZR sonucunun dogru ya da yanlishigina karar verilir.

3’ ve 5’ uglarindan floresans 1s1ma veren molekiillerle isaretlenmis (florokrom) olan
problarin kullanildig1 Tagman sisteminde, raportor florokrom olan 6- carboxyfluorescein (6-
FAM) probun 5’ ucunda, quencher ( baskilayic1) florokrom olan 6- carboxy-tetramethyl-
rhodamine ( TAMRA) ise probun 3’ ucunda bulunur. Bu sistemde prob hedef molekiil
iizerinde, primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan bolgeye baglanir ve bu
hibridizasyonun siirdiigii zaman diliminde, raportor florokrom probun i1sima vermesi, 3’
uctaki quencher florokrom tarafindan engellenir. Primerlerin hedeflenen DNA bdolgesine
baglanmasinin ardindan baslayan primer uzamasti, probun baglanmis oldugu noktaya gelene
kadar devam eder. Bu sentezin siirebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5°—3’ niikleaz

aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan yikmaya baslar. Bunun neticesinde serbest kalan
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raportdr florokrom floresans 1s1ma meydana getirir. Bu sayede ortamda her bir dongiide artan

amplikon miktart ile birlikte floresans 1s1ma miktar1 da artar [38, 132].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Bu calismada Ankara Yildirim Beyazid Universitesi Atatiirk Egitim Arastirma Hastanesi
Patoloji Anabilim Dali1 Parafin Blok Doku Arsivinde bulunan 2012 — 2014 yillar1 arasinda
PTK tanis1 almis 100 adet olgunun materyali retrospektif olarak kullanilmigtir. Bu ¢alisma
hasta haklar1 yonetmeligi ve etik kurallara uygun olarak planlanmis ve Yildirim Beyazit
Universitesi Yenimahalle Egitim Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul

Bagkanliginin 13.02.2018 tarih ve 2018/02/04 numarali karariyla yapilmistir.
3.2. Gerecler
1.5 mL’lik tiipler (Axygen scientific MCT-150-A), 15 ml ve 50 ml falcon tiipler (Santacruz)

0.2-2 uL PZR mikropipeti (Ependorf research series ), 10-100 pL’lik otomatik mikropipet
(Ependorf research series ), 20-200 uL’lik otomatik mikropipet (Ependorf research series)
100-1000 pL’lik otomatik mikropipet (Ependorf research series ), Pipet uglari (Biopoint 2
puL, 10 puL, 100 puL , 200 pL, 500 pL, 1000 pL), Qubit ds DNA HS assay Kit 100 test
(ThermoFisherScientific Q32851), Qubit assay tiipii 500 adet (ThermoFisherScientific
Q32850), FFPE DNA izolasyon kiti 250 test (ThermoFisherScientific K182002), BRAF
Real Time PZR Mustasyon Tespit Kiti 50 test x 2 (Entrogen BRAFM-RT64), Mikroamp
Optical 96 well Plate (plaka) 10 adet /paket (Thermo 4346907 1 paket), Microamp Optical
adhesive film 25 adet/paket (Thermo 4360954 1 paket), Niive NF80OR sogutmali santrifiij
cihazi, Biosan spin vortex cihazi, Minispin mini santrifiij cihazi, Niive su banyosu, Microtom
cihazt hm (Thermo scientific 355S), Xylene Shandon (Thermo 1gal.), Absulute Ethanole
(Merck 100983), Ultrapure DNAse RNAse free Water 10977049, Polilizinli lam (Santacruz
sc-363562).

3.3. Yontem

Bu calismada, olgulara ait hematoksilen-eozin (H&E) boyali patoloji arsiv preperatlari
yeniden degerlendirilerek kullanilmigtir. Histopatolojik olarak degerlendirilmis olan

olgularin H&E boyali preperatlar iizerinde lezyonun ya da tiimdriin bulundugu isaretli
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alanlar belirlenerek, parafine gomiilii olan dokudan DNA izolasyonu i¢in kullanilacak
alanlar belirlenmistir. Belirlenen bu alanlar referans alinarak olgulara ait parafin bloklardan
mikrotom ile 5-7 pm boyasiz kesitler alinmis ve kesitler lam tizerine aktarilmistir. Lam
iizerinde bulunan kesitlerden (H&E boyali preperatlardaki lezyonun ya da tiimoriin
bulundugu isaretlenmis alan ile karsilastirilarak) elle mikrodiseksiyon yontemiyle doku
diseksiyonu yapilmistir. Diseksiyonu yapilan dokudan DNA izolasyonu sonrasi izole edilen

DNA kullanilarak realtime PZR ydntemi ile mutasyon analizi yapilmistir.

PTK hastaligimin klinik karakteriyle BRAF V600E mutasyonunun varhii arasindaki
iligkisinin irdelenmesi amaciyla ¢alismada kullanilan olgularin, cinsiyeti, tan1 aldiklar yas,
PTK varyanti, tiimordeki kapsiil varligi, timor kapsiil invazyonu, lenf nodu metastazi,

vaskiiler invazyon ve yumusak doku invazyonu durumlar da kayit altina alinmistir.

3.3.1. Dokulardan parafinin uzaklastirilmasi

Parafine gomiilii dokulardan her bir 6rnek i¢in dokularin 5 um kesitlerinden yaklasik 4- 5
kesit lam iizerine alinmistir. Uzerinde 6rneklere ait doku kesitlerinin yer aldig1 lamlar, 35-
40 °C etiivde 20 dakika bekletilmistir. Bekleme siireci sonrasinda etiivden ¢ikarilan lamlar
iki ayr1 kaba konulan ksilol i¢inde, her birinde 10 dakika olmak iizere bekletilmistir. Daha
sonra ksiloliin dokudan uzaklastirilmasi i¢in lamlar; sirasiyla alkol serilerinden (%96, 90,
80, 70 etil alkol) her birinde iigcer dakika bekletilerek gegcirilmistir. Alkol serilerinden
gecirilen lamlar distile suda 10 dakika bekletilerek alkoliin dokudan uzaklastirilmasi

saglanmistir. Distile sudan ¢ikarilan lamlar kurutulmak tizere oda sicakliginda birakilmistir.

3.3.2. Lam uizerindeki dokudan tiimorli alanin alinmasi

Orneklere ait hematoksilen eozin boyali preparatlarda isaretlenmis olan tiimére ait alan, yine
bu 6rneklere ait kesitlerin yer aldig1 ve parafinden uzaklastirilmis lamlar ile karsilastirilarak
elle mikrodiseksiyon yontemi kullanilip doku diseksiyonu yontemi ile timorlii alan

mikrotiiplere alinmistir.

3.3.3. Tiiplerde yer alan dokudan DNA izolasyonu

Parafinin uzaklastirildig1 dokudan DNA izolasyonu i¢in kullanilan kitin igerigi Cizelge 3.1.

de verilmistir.
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Cizelge 3.1. DNA izolasyonu kiti igerigi

Icerik 250 Reaksiyon
PureLink® Genomik Lizis/Baglanma Tamponu 50 mL
PureLink® Genomik Sindirim Tamponu 45 mL
PureLink® Genomik Yikama Tamponu 1 50 mL
PureLink® Genomik Yikama Tamponu 2 37.5mL
PureLink® Genomik Eliisyon Tamponu (10 mM Tris-HCI, 50 mL

pH 9.0, 0.1 mM EDTA)

RNase A (20 mg/mL) 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA 5mL
Proteinase K (20 mg/mL) depolama tamponu (tescilli) 5mL
PureLink® Toplama tiipii dondiirme kolonlar1 5 x 50 adet
PureLink® Toplama tiipii (2.0 mL) 5 x 100 adet

Dokulardan DNA izolasyonu i¢in kitin Onerdigi yontem takip edilmistir. Parafinin
uzaklastirildig1 dokularin yer aldigi her bir tiipe 20 pL proteinaz K eklenmis ve arkasindan
180 uL sindirim ¢ozeltisi eklenerek vortekslenmistir. Vortekslemeden sonra tiipler 55 °C’de
su banyosunda bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 13.000
rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 tiiplerdeki siipernatant yeni steril tiipe
aktarilmistir. Aktarilan yeni tiiplerde yer alan siipernanant tizerine 20 pL. RNase A ilave
edilerek vortex ile iyice karistirilmig ve ardindan, 2 dakika oda sicaklifinda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 200 pL liziz-baglama ¢ozeltisi eklenmis ve
homojen bir ¢ozelti elde edinceye kadar vortekslenmistir. Vorteksleme sonrasinda tiiplere
200 pL % 96 etanol eklenmis ve homojen ¢oOzelti elde edinceye kadar tekrar
vortekslenmistir. Bu islem sonrasinda homojen olarak elde edilen lizat, spin
kolona(dondiirme kolonu) aktarilmis 10.000 g’de 1 dakika 25 °C’de santrifiij edilmis ve
sonrasinda toplama tiipli bosaltilmistir ve spin kolon yeni bir toplama tiiptline aktarilmistir.
Spin kolonlara 500 pL yikama ¢ozeltisi 1 ilave edilmis ve 10.000 g’de 1 dakika 25 °C’de
santrifiij edildikten sonra, toplama tiipli bosaltilmistir ve spin kolon yeni bir toplama tiipiine
aktarilmigtir. Spin kolona 500 pL bu kez etanolle hazirlanmis yikama ¢ozeltisi 2 eklenmis,
13.000 rpm’de 3 dakika 25 °C’de santrifiij edildikten sonra toplama tiipii bosaltilmistir. Tiim
bu islemlerden sonra spin kolon 1,5 ml’lik ependorf tiipline aktarilmis ve tiiplere 100 puL
eliisyon ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyonun
ardindan tiipler 13.000 rpm’de 1 dakika 25 °C’de santrifiij edilmis ve realtime PZR
reaksiyonlarinda kullanilmak iizere saf DNA elde edilmistir. Elde edilen bu DNAlar kisa

stire i¢in 4°C'de ya da daha uzun siireli depolama i¢in —20 ° C’de muhafaza edilmistir.
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3.3.4. Elde edilen DNA miktarlarimin florometrik yontem ile 6l¢iilmesi

Orneklerden elde edilen DNA nin realtime PZR reaksiyonlarinda kullamilmak iizere yeterli
miktarda olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in Orneklerden elde edilen DNA miktarlari

florometrik bir yontem kullanilarak tespit dilmistir.

Florometrik yontem ile DNA miktar analizinde kullanilan kitin icerigi Cizelge 3.2.” de

verilmistir.

Cizelge 3.2. DNA miktar1 analizi kiti igerigi

Icerik 500 Reaksiyon
Qubit™ dsDNA HS Reaktif (Bilesen A) 1.25 mL
Qubit™ dsDNA HS Tamponu (Bilesen B) 250 mL
Qubit™ dsDNA HS Standart #1 (Bilesen C) 5mL

Qubit™ dsDNA HS Standart #2 (Bilesen D) 5mL

DNA miktarinin belirlenmesinde kullanilan cihaz ile birlikte kullanilmasi gereken kitin

onerdigi yontem takip edilerek DNA Ol¢timleri yapilmustir.

On karisim hazirlanmasi

Standartlar ve numuneler i¢in gerekli sayida 0,5 mL tiip ayarlanmis ve bu tiiplerin kapaklari
1. ‘calisma ¢ozeltisi’, 2. ‘Standart 1> ve 3.’Standart 2’ olarak etiketlenmistir. Olciimii
yapilmasi planlanan her bir DNA 6rnegi i¢in bos tiipe 1uL reaktif ve 199 uL tampon

eklenmis ve bu sekilde ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmustir.

Standart 1 ve 2’nin hazirlanmasi

Standart 1 olarak etiketlenmis tiipe 6nce 190 pL ¢alisma ¢ozeltisi konulmus tizerine 10 pL
Standart 1 ¢6zeltisi eklenmis ve Standart 1 son hacim 200 pL olacak sekilde elde edilmistir.
Standart 2 olarak etiketlenmis tiipe ayn1 ¢ozelti Standart 2 kullanilarak hazirlanmis ve son

hacim 200 pL olacak sekilde Standart 2 elde edilmistir.
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DNA 0rneklerinin dlctiim ic¢in hazirlanmasi

Her bir DNA 6rnegi icin ayr1 ayr1 PZR tiipleri hazirlanmis ve 6rnek numaralari verilerek
etiketlenmistir. Etiketlenmis tiiplerin her birinin igine 2 uL DNA 06rnegi alinmis ve
orneklerin tizerine 198 uL calisma ¢6zeltisi eklenerek son hacim 200 uL olacak sekilde
ayarlanip dikkatlice 2-3 saniye vortekslenmistir. Once Standart 1 daha sonra Standart 2
cihaza okutularak cihazin kalibrasyonu saglanmis ve arkasindan 6rnekler i¢in hazirlanmig
cozeltilerin yer aldig1 etiketli PZR tiipleri tek tek ol¢iilmek tlizere cihaza koyulmus ve elde
edilen DNA miktarlar1 ¢galisma grubunda yer alan her bir 6rnek i¢in kaydedilmistir.

3.3.4. Realtime PZR BRAF V600E mutasyon analizi

Omek DNAlarindaki mutasyonlarin tespit edilmesi icin altin standart olan realtime PZR
yontemi, 6zellikle prob tabanli yontem kullanildiginda, 6rnek i¢indeki 1 kopya mutant DNA
kalibin1 tespit edebilecek hassasiyete sahiptir. Bu ¢alismada prob tabanli iiretilmis bir kit
kullanilmis ve bu sayede oldukc¢a hassas 6l¢lim sonuglari elde edilmistir. Prob tabanli kitlerin
yani sira 6l¢iimde peltier teknoloji ile tiretilmis bir realtime PZR cihazi kullanilmistir. Peltier
teknolojiye sahip cihazlar kit iiretici firmalarin validasyonlar1 i¢in oldukga elverisli
oluklarindan daha sik tercih edilmektedirler. Bu ¢alismada CE-IVD sertifikasina sahip bir
kit ve bu kitin valide edildigi bir realtime PZR cihazi kullanilarak, kitin 6nerdigi protokol

takip edilmistir.

Realtime PZR teknigi ile BRAF V600E mutasyon analizinde kullanilan kitin icerigi Cizelge

3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Realtime PZR BRAF V600E mutasyon analizi kiti igerigi

Icerik Test sayis1 Tiip sayis1
BRAF Reaksiyon Master Karigimi (2X) 64 2
BRAF V600E Tespiti Primer Karisimi 64 1

BRAF V600E Pozitif Kontrol Karisimi1 64 1
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Her 6rnek igin, 30 uL reaksiyon hacmi kitin 6nerdigi miktarda; 2X PZR reaction karigimi
(15 pL), Primer karigim1 (6 uL), DNA 6rnegi (20-50 ng/ uL) (1 puL), Molekiiler grade su
(8 uL) kullanilarak igerik hazirlanmistir.

Her bir 6rnek i¢in hazirlanan 30 uL’lik reaksiyon karigimlar1 96 kuyucuklu PZR plakasina
yerlestirilmis ve plakalarin {izeri adhesive film ile kaplanmistir. Bu sekilde hazirlanan iizeri
filmli PZR plakalar santrifiij cihazinin plaka rotoru kullanilarak santrifiij edilmis ve tiim
reaksiyon karistminin PZR plaka kuyusunun altina inmesi saglanmistir. Tiim bu islemlerin
ardindan plaka realtime PZR cihazina yerlestirilmis ve kitin 6nerdigi sicaklik dongiileri

cihaza programlanarak cihaz ¢alistirilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Realtime PZR sicaklik dongiileri

Sicaklik Zaman Dongii Veri Toplama
95°C 10 Dakika 1 dongii Kapali

95°C 20 saniye 40 dongi Kapali

64°C 45 saniye 40 dongii Acik

Sonuc analiz kriterleri

Calismanin bitiminden sonra analiz i¢in cihazda sirasiyla asagidaki basamaklar takip

edilmistir.

1. Pozitif kontrol kuyular1 se¢ilerek VIC/yellow reporter kanali segilir.

2. Biitiin kuyularin amplifikasyon egrilerinde eksponansiyel gelisim fazinin tam orta
noktasina threshold ayarlanir.

3. Biitiin kuyulardaki VIC sinyalleri kontrol edilerek kuyulara yiiklemelerin dogru
yapildigindan emin olunur. Negatif kuyular hari¢ biitiin kuyularda VIC sinyali (internal
pozitif kontrol) sinyali alindig1 goriiliir.

4. Yukaridaki izlenen yolu takiben pozitif kontrol ve 6rneklerin yiikleme sonuglar1 Cizelge

3.5.”de verilen olgiitlere gore degerlendirilir.
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Cizelge 3.5. Realtime PZR sonuglari1 degerlendirme 6lgiitleri

Ct (VIC Kanal) Analiz Tanimi Aksiyon

Ct degeri 20 ile 30 arasinda  Ideal Ct 1.Asamaya gegilir.

Ct degeri 20’ den diisiik Asir1 5rnek DNAs1 Ornek seyreltilerek
reaksiyon tekrar edilir.

Ct degeri 30°dan biiyiik Yeterli DNA mevcut degil ~ Ornek miktar: artirilarak
reaksiyon tekrar1 ya da
DNA izolasyonu tekrari
yapilir.

5. Pozitif kontrol kuyular1 secilerek bu kez FAM kanal1 segilir.

6. Biitiin kuyularin amplifikasyon egrilerinde eksponansiyel gelisim fazinin tam orta
noktasina threshold ayarlanir.

7. Biitiin kuyulardaki sinyaller kontrol edilir.
a. Yiksek mutasyona sahip Orneklerin Ct degerleri diisiik c¢ikmaktayken, diisiik
mutasyona sahip orneklerin Ct degerleri yiiksek ¢ikmaktadir.
b. Biitlin kuyulardaki Ct egrileri amplifikasyon egri kontrolil ile gézle goriilmelidir.

8. Sonuglar Ct tablosu halinde rapor olarak cihazdan alinir ve ¢izelge 3.6.’da verilen

kriterlere gore analiz edilir.

Cizelge 3.6. Ct degerleri degerlendirme kriterleri

Ct (FAM Kanal) Mutasyon Statiisii
Ct 37 ya da daha diisitk  Pozitif (Mutasyon Var)
Ct 37°den biiyiik 5-10 kat fazla DNA ile test tekrar edilir. Eger Ct 1 dongii diigerse

ornek pozitif olarak degerlendirilir. Eger Ct degismezse 6rnek
negatif olarak degerlendirilir.

Ct goriinmiiyor Negatif (Mutasyon Yok)
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4. SONUC

Bu boliimde100 adet olguya ait FFPE dokulardan elde edilen DNA ile yapilan ¢alisma
sonrasi elde edilen bulgulara yer verilmistir. Oncelikle realtime PZR reaksiyonlar ile elde
edilen sonugclar, calismada kullanilan kitin, ¢galismada kullanilan cihaz i¢in 6nerdigi yontem
dogrultusunda analiz edilmis ardindan bu analizin sonucunda elde edilen veriler istatistiksel

acidan degerlendirilmistir.

4.1. Realtime PZR Analizi Verileri

Realtime PZR ile BRAF V600E mutasyonu analizinde kullanilan kitin her bir testi yabanil
tipte (yaygmn alel) meydana gelmis %1°lik mutasyonu dahi saptayabilmektedir. Ancak bu
kitin reaksiyonlarda %1°lik mutasyonu saptayabilmesi i¢in 6rnek basina en az 20 ng DNAya
ihtiyac vardir. Calisma yapilacak olan 100 6rnegin 5 tanesinin FFPE dokularindan, realtime
PZR reaksiyonlari i¢in kitin 6nerdigi miktarda yeterli DNA elde edilemediginden bu 5 6rnek
calismaya dahil edilememistir. Bunun disinda kalan 95 6rnege ait DNAIlar ile realtime PZR
caligmast yapilmistir. Bu 95 6rnegin yedi tanesinin FFPE dokularindan kitin 6nerdigi alt
sinirin oldukca altinda DNA elde edilmistir. Bu yedi olgu ile PZR reaksiyonu karigimi
hazirlanirken yaklasik 20 ng degerine yakin olacak sekilde reaksiyon karigimindaki DNA
hacmi artirllarak calisma yapilmistir. Realtime PZR reaksiyonlarin gergeklesmesinin
ardindan analiz basamagina gec¢ilmis ve kitin cihaz i¢in 6nerdigi protokol takip edilerek
analiz yapilmigtir. Yapilan analiz asamasinda Ct degeri 37 ve alt1 olan 6rnekler incelenen
mutasyonu agisindan pozitif, Ct gériinmiiyor ise negatif olarak degerlendirilmistir. Ct degeri
37°den biiyiik olan orneklerde ise test tekrarina gidilmis ve en nihayetinde 95 6rnegin
88’inde mutasyonun pozitif ya da negatifligi ile ilgili sonug elde edilmis 7 Grnekten ise test
tekrarlanmasina ragmen mutasyonun pozitif ya da negatifligi ile ilgili herhangi bir
degerlendirme yapilamamistir. Realtime PZR reaksiyonlari i¢in 6rneklerden elde edilen
DNAlar ile ti¢ ayr1 plakada ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda 6rneklerden
elde edilen Ct degerlerinin goriintiisii cihazin bagl oldugu bilgisayar ekranindan alinmigtir.

Resim 4.1.,4.2., 4.3. ve 4.4. 1. Plakaya ait analiz sonucu goriintiilerini icermektedir.
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Resim 4.1. 1. plaka BRAF V600E negatif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii
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Resim 4.2. 1. plaka BRAF V600E pozitif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii
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Resim 4.3. 1. plaka endojen kontrol negatifler realtime PZR analizi goriintiisii
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Resim 4.4. 1. plaka endojen kontrol pozitifler realtime PZR analizi goriintiisii

Resim 4.5., 4.6., 4.7. ve 4.8. 2. Plakaya ait analiz sonucu goriintiilerini icermektedir
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Resim 4.5. 2. plaka BRAF V600E negatif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii
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Resim 4.6. 2. plaka BRAF V600E pozitif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii
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Resim 4.8. 2. plaka endojen pozitif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii

Resim 4.9., 4.10., ve 4.11. 3. plakaya ait analiz sonucu goriintiilerini igermektedir
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Resim 4.9. 3. plaka BRAF V600E negatif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii
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Resim 4.10. 3. plaka BRAF V600E pozitif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii
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Resim 4.11. 3. plaka endojen kontrol pozitif 6rnekler realtime PZR analizi goriintiisii

4.2. istatistiksel Analiz Sonucu

Bu boliimde olgular ile yapilan calisma sonrasi elde edilen bulgulara ve istatistiksel
analizlere yer verilmistir. Arastirmada istatistiksel analizler i¢in SPSS 25.0 paket programi
kullanilmigtir. Arastirmada degiskenler agisindan frekans ve yilizdeler hesaplanmis,
degiskenler arasindaki iliskiler i¢in pearson ki-kare testi kullanilmistir. Yapilan analizlerde

anlamlilik %95 giiven araliginda alinmis olup bu diizey p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Bu arastirmada demografik, patolojik ve klinik bazi 6zellikleri belirlenmis olan 95 olguya

ait veriler kullanilmistir. Bu olgularin yedisinde BRAF V600E mutasyonunun
incelenmesinde realtime PZR reaksiyonu sonucu pozitif ya da negatif seklinde bir
degerlendirilmeye ulasilamadigi icin bu 7 olgu istatistiksel olarak ¢aligsma dis1 birakilmis ve

arastirmaya katilan 88 olguya ait bulgulara bu boliimde verilmistir.

4.2.1. Demografik, patolojik ve klinik veriler

Cizelge 4.1.’de olgularin cinsiyetine ait verilere yer verilmistir. PTK tanis1 almis olgularda
cinsiyetlerin oransal dagimi 88 olguda 52 (%59,1) kadin ve 36 (%40,9) erkek seklindedir.
Calisma yapilan bu olgu grubunda PTK tanis1 almis kadinlarin az farkla da olsa erkeklerden

daha fazla oranda oldugu gortilmiistiir.
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Cizelge 4.1. Olgularin cinsiyete gore dagilimi

Degisken n %
Kadin 52 59,1
Erkek 36 40,9
Toplam 88 100,0

Cizelge 4.2°de olgularin yas kategorilerine ait verilere yer verilmistir. PTK tanisi almis olan
bu ¢aligmadaki olgularin 5’1 (%5,7) 24 yas altinda, 36°s1(%40,9 ) 25-44 yas araliginda, 33’1
(%37,5) 45-64 yas araliginda ve 14’0 (%15,9) ise 65 yas ve tlizerindedir. Calisma
grubundaki 25-44 yas ve 45-65 yas araliklarmin birbirine yakin siklikta ve diger yaslara
kiyasla daha fazla siklikta oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.2. Olgularin yas kategorisine gore dagilimi

Degisken n %

24 yas ve alt1 5 57
25-44 yag 36 40,9
45-64 yas 33 37,5
65 yas ve lizeri 14 15,9
Toplam 88 100,0

Cizelge 4.3.’de olgularin PTK varyantina ait verilere yer verilmistir. PTK tanis1 almis 88
olgudan 52’sinin (%59,1) PTK varyant1 klasik, 26’sinin (%29,5) PTK varyant1 follikiiler,
10’unun (%11,4) PTK varyant1 ise Tall cell olarak gériilmiistiir. Bu ¢alisma grubu agisindan
degerlendirildiginde klasik varyant PTK nin follikiiler ve tall cell varyant PTK’ye gore daha
sik olarak goriildiigii degerlendirilmistir. Tiim bu varyantlarin igerisinden en seyrek olarak

goriilen ise tall cell varyant PTK olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. PTK varyanti

Degisken n %
Klasik 52 59,1
Folikiiler 26 29,5
Tall cell 10 11,4

Toplam 88 100,0
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Cizelge 4.4.°de olgularin timor dokularindaki kapsiil varligina ait verilere yer verilmistir.
Olgularin 49’unda (% 55,7) timorde kapsiil bulunmakta, 39’unda (%44,3) ise
bulunmamaktadir. Caligma grubundaki olgulardaki tliimdrde kapsiil bulunanlar ile tiimorde

kapsiil olmayanlarin siklig1 arasindaki farkin ¢ok yiiksek olmadigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.4. Timor kapsiil varlig

Degisken n %
Var 49 55,7
Yok 39 44,3
Toplam 88 100,0

Cizelge 4.5.’de olgularin tiimor kapsiil invazyonuna ait verilere yer verilmistir. 88 olgunun
31’inde (% 35,2) timoér kapsiil invazyonu bulunmakta, 57’sinde (%064,8) ise
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma grubundaki olgularda tiimdr kapsiil invazyonu olmayanlarin

daha sik oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.5. Tiimor kapsiil invazyonu

Degisken n %
Var 31 35,2
Yok 57 64,8
Toplam 88 100,0

Cizelge 4.6.’da olgulardaki lenf nodu metastazina ait verilere yer verilmistir. Olgularin
36’sinda (% 40,9) lenf nodu metastazi bulunmakta, 52°sinde (%59,1) ise bulunmamaktadir.
Bu calisma grubundaki olgularda lenf nodu metastazi olmayanlarin daha sik oldugu

gorilmiistiir.

Cizelge 4.6. Lenf nodu metastazi

Degisken n %
Var 36 40,9
Yok 52 59,1

Toplam 88 100,0
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Cizelge 4.7.°de olgulardaki vaskiiler invazyona ait verilere yer verilmistir. 88 olgunun

27’sinde (% 30,7) vaskiiler invazyon bulunmakta, 61’inde (%30,7) ise bulunmamaktadir.

Cizelge 4.7. Vaskiiler invazyon

Degisken n %
Var 27 30,7
Yok 61 69,3
Toplam 88 100,0

Cizelge 4.8.’de olgulardaki yumusak doku invazyonuna ait verilere yer verilmistir. Olgularin
44’tinde (% 50,0) vaskiiler invazyon bulunmakta, 44’iinde (% 50,0) ise bulunmamaktadir.
Bu c¢alisma grubundaki olgularda, yumusak doku invazyonu bulunmasi ile bulunmamasi

sikliginin birbirine esit oldugu gorilmiistiir.

Cizelge 4.8. Yumusak doku invazyonu

Degisken n %
Var 44 50,0
Yok 44 50,0
Toplam 88 100,0

Cizelge 4.9.’da olgulardaki tiroid kapsiil invazyonuna ait verilere yer verilmistir. Olgularin
34’tinde (% 38,6) tiroid kapsiil invazyonu bulunmakta 54’tnde (% 61,4) ise

bulunmamaktadir.

Cizelge 4.9. Tiroid kapsiil invazyonu

Degisken n %
Var 34 38,6
Yok 54 61,4
Toplam 88 100,0

Cizelge 4.10°da olgulardaki BRAF V600E mutasyonu tespit edilmesine dair istatistiksel
verilere yer verilmistir. 88 olgunun 30’unda (% 34,1) BRAF V600E mutasyonu negatif
olarak, 58’inde (% 65,9) ise pozitif olarak tespit edilmistir. Tiim olgular arasinda BRAF

V600E mutasyonu pozitif olanlarin negatif olanlara kiyasla daha sik oldugu goriilmiistiir.



Cizelge 4.10. BRAF V600E mutasyonu analizi verileri
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Degisken n %
Negatif 30 34,1
Pozitif 58 65,9
Toplam 88 100,0

Bu caligmada tiim olgulardan elde edilen demografik, patolojik ve klinik veriler (cinsiyet,

yas, timor kapsiil varligi, timor kapsiil invazyonu, lenf nodu metastazi, vaskiiler invazyon,

yumusak doku invazyonu, tiroid kapsiil invazyonu) Cizelge 4.11°de birarada gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Demografik, patolojik ve klinik veriler

Degisken n (tim olgular %  (tim  olgular
icindeki sayi1si) icindeki ylizdesi)
Kadin 52 59,1
Erkek 36 40,9
24 yas ve alti D 5,7
25-44 yas 36 40,9
45-64 yas 33 37,5
65 yas ve lizeri 14 15,9
Klasik varyant 52 59,1
Folikiiler varyant 26 29,5
Tall cell varyant 10 11,4
Tiimorde kapsiil var 49 55,7
Tiimorde kapsiil yok 39 44,3
Tiimdr kapsiil invazyonu var 31 35,2
Tiimdr kapsiil invazyonu 57 64,8
Lenf nodu metastazi var 36 40,9
Lenf nodu metastazi yok 52 59,1
Vaskiiler invazyon var 27 30,7
Vaskiiler invazyon yok 61 69,3
Yumusak doku invazyonu var 44 50,0
Yumusak doku invazyonu yok 44 50,0
Tiroid kapsiil invazyonu var 34 38,6
Tiroid kapsiil invazyonu yok 54 61,4
BRAF V600E mutasyonu negatif 30 34,1
BRAF V600E mutasyonu pozitif 58 65,9
Toplam 88 100,0
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4.2.2. Demografik, patolojik ve klinik verilere ait istatistiksel degerlendirmeler

Calismada verisi kullanilan, PTK tanis1 almis 88 olguya ait tiimdr dokularindaki hiicrelerden
izole edilen DNA kullanilarak yapilan BRAF V600E mutasyon analizi sonucunda elde edilen
veriler ile ilgili mutasyonuna gore cinsiyet agisindan bir fark /iliski olup olmadigina ki kare
analizi ile bakilmistir. Bu mutasyonun varlifi ve cinsiyet acisindan istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunamadig: gibi ikisi arasinda bir iliskiye de rastlanmamistir. Calismaya
alian kadinlarin % 40,4’ tinde BRAF V600E mutasyonu negatif, %59,6’sinda ise pozitiftir.
Calismaya alinan erkeklerin %25’inde bu mutasyonu negatif, %75’ inde ise pozitiftir. Her
iki cinsiyette de mutasyonun pozitifliginin, mutasyonun negatifligine gore daha yiiksek

oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Cinsiyet * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E Toplam X2 P
Mutasyonu
Negatif Pozitif
Cinsiyet Kadin n 21 31 52
% 40,4% 59,6% 100,0%
Erkek n 9 27 36
% 25,0% 750%  1000% 2241 0134
Toplam n 30 58 88
% 34,1% 65,9% 100,0%

iliski yok.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore yas degiskeni agisindan bir fark /iliski olup
olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. BRAF V600E mutasyonuna gore yas degiskeni
acisindan istatistiksel olarak anlamli iliski/ fark bulunmustur (p<0,050). Bu farkliligin 45-64
ve 65 yas iistiinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. 45-64 yas araliinda caligmaya alinan
bireylerin yaklasik %79’da BRAF V600E mutasyonu pozitiftir. Yine 65 yas listii bireylerin
%80’ inde mutasyon pozitiftir. Yapilan bu analizlemede, olgular arasinda 44 yasindan
itibaren ileriki yas ile birlikte BRAF V600E mutasyonundaki pozitifligin arttigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.13)
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BRAF V600E
Mutasyonu Toplam X2 p
Negatif Pozitif
24yagve N 1 4 S
altr % 20,0% 80,0% 100,0%
n 19 17 36
25-44 yas 0 0 0 o
Yas kategori % 52,8% 47,2% 100,0%
4564 yas | ! 20 3 9472 0,024*
% 21,2% 78,8% 100,0%
65 yas ve n 3 11 14
lizeri % 21,4% 78,6% 100,0%
Toplam n 30 58 88
% 34,1% 65,9% 100,0%

*=p<0,050 Anlamli iligki var

Elde edilen verilerden hareketle PTK tanisi alan olgulardan ileri yas olanlarda, BRAF V600E

mutasyonunun pozitifli§inin sorgulanmasinin hastaligin tedavisinin planlanmasinda ve

takibinin yapilmasinda fayda saglayacagi diisiiniilmektedir.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore PTK varyanti degiskeni agisindan bir fark

/iligki olup olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. PTK varyant1 degiskeni acisindan

istatistiksel olarak anlamli iliski/ fark bulunmustur (p<0,050). Bu ¢alisma grubu i¢in PTK

varyanti agisindan tall cell ve klasik varyant tanisi almis olan olgularda BRAF V600E

mutasyonu pozitifligi daha sik goriilmekte iken follikiiler varyantta ise negatifligin daha sik

goriilmesine ragmen pozitifligin de goriilebilecegi bulgusuna ulagilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. PTK varyant1 * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E
Mutasyonu Toplam X2 p
Negatif Pozitif
. 5 47 52
Klasik
() 9,6% 90,4% 100,0%
n 23 3 26
Szr};anu Follikiiler -, 88,5% 11,5%  100,0%
’ 7 =7 = 48,955 0,001*
n 2 8 10
Tall cell
% 20,0% 80,0% 100,0%
n 30 58 88
Toplam
% 34,1% 65,9% 100,0%

*=p<0,050 Anlaml1 iliski var



52

Elde edilen bu verilerden ve her {i¢ varyantta da mutasyon negatif olgularin da
bulunmasindan hareketle klasik varyant PTK ile tall cell varyant PTK’de BRAF V600E
mutasyonunun varliginin sorgulanmasi tedavi ve hastaligin takibine fayda saglayabilir.
Bunun yaninda olgunun follikiiler varyant PTK tanis1 almis olmasinin BRAF V600E
mutasyonunun varligi /yoklugu hakkinda kesin bir yargiya ulagsabilmede yol gosterici olarak

kullanilabilmesinin ¢ok da miimkiin olmadig: diistiniilmektedir.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore tiimor kapsiil varligi degiskeni agisindan bir
fark /iligski olup olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. Yapilan analiz sonucunda timér
kapsiil varlig1 degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli iligki/ fark bulunmustur
(p<0,050 ). BRAF V600E mutasyonu negatif olarak tespit edilen olgularin %49,0’unda
timorde kapsiil varken, %15,4’linde kapsiil bulunmamaktadir. BRAF V600E mutasyonu
pozitif olarak tespit edilen olgularin ise % 51’inde tiimor kapsiile sahipken , %84,6’sinda

timor kapsiilii bulunmamaktadir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Timor kapsiil varligr * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E
Mutasyonu Toplam X? p
Negatif Pozitif
n 24 25 49
Var
Tiimor kapsiil % 49,0% 51,0% 100,0%
varligi n 6 33 39
Yok 10,908 0,001*
% 15,4% 84,6% 100,0%
n 30 58 88
Toplam
% 34,1% 65,9% 100,0%

*=p<0,050 Anlaml iligki var

Ortaya ¢ikan bu sonugtan hareketle tiimor kapsiilii olmayan olgularda BRAF V600E
mutasyonunun pozitifliginin daha sik goriildiigii, tiimorde kapsiil varligi ile mutasyonun
pozitifligi arasinda ters iliskinin olabilecegi diisiiniilmektedir. PTK’nin tan1 ve tedavi ve
takibine yaklasimda bu iliskinin g6z 6niinde bulundurularak planlamanin yapilmas: fayda

saglayabilir.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore tiimor kapsiil invazyonu varligi degiskeni

acisindan bir fark /iliski olup olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. Timor kapsiil
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invazyonu degiskeni agisindan bu mutasyonunda istatistiksel olarak anlamli iligki/ fark
bulunamamistir. Hem tiimdr kapsiil invazyonu varliginda hem de tiimor kapsiil invazyonu

yoklugunda bu mutasyonun pozitifligin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Tiimor kapsiil invazyonu * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E
Mutasyonu Toplam X2 P
Negatif Pozitif
n 11 20 31
Var
Tiimor kapsiil % 35,5% 64,5% 100,0%
invazyonu n 19 38 57
Yok 0,041 0,839
% 33,3% 66,7% 100,0%
n 30 58 88
Toplam
% 34,1% 65,9% 100,0%
Iliski yok.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore lenf nodu metastazi degiskeni agisindan bir
fark /iligski olup olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. Yapilan bu analizde, lenf nodu
metastazi degiskeni agisindan bu mutasyonu pozitifligi ile istatistiksel olarak anlamli iligki/
fark bulundugu ve lenf nodu metastazina sahip olgularin BRAF V600E mutasyonu
pozitifligine de sahipken lenf nodu metastazi olmayan olgularin BRAF V600E mutasyonu
agisindan negatif olarak degerlendirildigi goriilmiistiir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Lenf nodu metastaz1 * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E
Mutasyonu Toplam X2 p
Negatif Pozitif
n 0 36 36
Var
% 0,0% 100,0% 100,0%
Lenf nodu
Mmetastazi n 30 22 52
Yok 31,512 0,001*
% 57,7% 42,3% 100,0%
n 30 30 58
Toplam
% 34,1% 34,1% 65,9%

*=p<0,050 Anlaml1 iliski var
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Elde edilen bu verilerden hareketle lenf nodu metastazinin varligi ile BRAF V600E
mutasyonunun pozitifligi arasinda iliski oldugu ve bu iligkiden hareketle lenf nodu
metastazina sahip olan PTK’li olgularda bu mutasyonunun varliginin akla getirilmesinin
hastalig1 tedavi etmede kullanilacak yontemin belirlenmesinde ve hastaligin takibine katki

sunacagi diigiiniilmektedir.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore vaskiiler invazyon varligi degiskeni agisindan
bir fark /iliski olup olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. Vaskiiler invazyon degiskeni
acisindan BRAF VG600E mutasyonunda istatistiksel olarak anlamli iliski/ fark
bulunamamistir. Hem vaskiiler invazyona sahip olan hem de vaskiiler invazyonu olmayan
olgularda BRAF V600E agisindan pozitiflik ve negatiflik goriilebilecegi ve tiim olgularda
mutasyon pozitifligin, mutasyon negatiflife gor daha yiiksek olarak ortaya ciktigi
gorilmistiir (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. Vaskiiler invazyon * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E
Mutasyonu Toplam X2 p
Negatif ~ Pozitif
n 6 21 27
Var
Vaskiiler % 222%  77,8% 100,0%
invazyon n 24 37 61
Yok 2,442 0,118
% 39,3% 60,7% 100,0%
n 30 58 88
Toplam
% 34,1% 65,9% 100,0%
iliski yok.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore yumusak doku invazyon varligi degiskeni
acisindan bir fark /iliski olup olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. Yapilan bu analizde,
yumusak doku invazyon degiskeni agisindan BRAF V600E mutasyonu pozitifliginde
istatistiksel olarak anlamli iligki/ fark bulundugu ve yumusak doku invazyonu varliginda
BRAF V600E mutasyonu pozitifliginin daha yliksek oranda tespit edildigi goriilmiistiir.
Yumusak doku invazyonu varliginda BRAF V600E mutasyonu pozitifligi, olgularin %
79,5’inde goriiliirken, yumusak doku invazyonu yoklugunda olgularin %352,3’iinde
goriilmiistiir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19. Yumusak doku invazyonu * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E
Mutasyonu Toplam X2 p
Negatif Pozitif
n 9 35 44
Var
Yumusak doku % 20,5% 79,5% 100,0%
invazyonu n 21 23 44
Yok 7283 0007
% 47,7% 52,3% 100,0%
n 30 58 88
Toplam
% 34,1% 65,9% 100,0%

*=p<0,050 Anlaml: iligki var

Elde edilen bu verilerden hareketle, PTK’de BRAF V600E mutasyonu tespit edilmesi halinde
yumusak doku invazyonunun goriilme ihtimalinin artabilecegi, dolayisiyla hastaligin tedavi,
takip ve prognozunun seyrine bu baglamda yaklagilmasinin dogru olabilecegi

disiiniilmektedir.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore tiroid kapsiil invazyonu varhigi degiskeni
acisindan bir fark /iligski olup olmadigina ki kare analizi ile bakilmistir. Yapilan bu analizde,
tiroid kapsiil invazyon degiskeni agisindan BRAF VG600E mutasyonu pozitifliginde
istatistiksel olarak anlaml1 iligki/ fark bulundugu ve tiroid kapsiil invazyonu varliginda BRAF
V600E mutasyonu pozitifliginin daha yiiksek oranda tespit edildigi goriilmiistiir. Tiroid
kapsiil invazyonu varliginda BRAF V600E mutasyonu pozitifligi olgularin %88,2’sinde
goriiliirken, tiroid kapsiil invazyonu bulunmadi durumlarda ise BRAF V600E mutasyonu

pozitifligi olgularin %51,9’unda goriilmiistiir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Tiroid kapsiil invazyonu * BRAF V600E mutasyonu

BRAF V600E
Mutasyonu Toplam  X? p
Negatif Pozitif
n 4 30 34
Var
Tiroid kapsiil % 11,8% 88,2% 100,0%
invazyonu n 26 28 54
Yok 12,292 0,001*
% 48,1% 51,9% 100,0%
n 30 58 88
Toplam
% 34,1% 65,9% 100,0%

*=p<0,050 Anlaml1 iligki var



56

Bu calismada demografik, patolojik ve klinik olarak elde edilen verilerle BRAF V600E
mutasyonu arasindaki iliskinin istatistiksel olarak analiz edilmesi sonucu elde edilen tiim

bulgular Cizelge 4.21. ‘de birlestirilmis olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.21. Demografik, patolojik ve Klinik verilerle BRAF V600E mutasyonu iliskisi

Negatif ~ Pozitif ~ Toplam X? P
Olgu Olgu Olgu
Sayist Sayisi Sayist

Kadmn 21 31 52 2241  0.134
Erkek 9 27 36
24 yas ve alti 1 4 5
25-44 yas 19 17 36 9,472 0,024*
45-64 yas 7 26 33
65 yas ve lizeri 3 11 14
Klasik varyant 5 47 52
Follikiiler varyant 23 3 26 48,955 0,001*
Tall cell varyant 2 8 10
Tiimdrde kapsiil var 24 25 49
Tiimérde kapsiil yok 6 33 39 10,908 0,001*
Tiimor kapsiil invazyonu var 11 20 31
Tiimdr kapsiil invazyonu yok 19 38 57 0,041 0,839
Lenf nodu metastaz1 var 0 36 36
Lenf nodu metastazi yok 30 22 52 31,512 0,001*
Vaskiiler invazyon var 6 21 27
Vaskiiler invazyon yok 24 37 61 2,442 0,118
Yumusak doku invazyonu var 9 35 44
Yumusak doku invazyonu yok 21 23 44 7,283 0,007
Tiroid kapsiil invazyonu var 4 30 34
Tiroid kapsiil invazyonu yok 26 28 54 12,292 0,001*

*=p<0,050 Anlamli iligki var
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5. TARTISMA VE ONERILER

Endokrin sistemde goriilen kanserler i¢inde en sik ortaya ¢ikan endokrin kanser tiirii, tiroid
dokusunda ortaya ¢ikan kanserlerdir. Yapilan bir calismada tiroid dokusunda meydana gelen
kanserlerin, tiim endokrin malignitelerin yaklasik olarak %94’tinden sorumlu oldugu
bildirilmistir [1]. Ayn1 sekilde tiroid dokusunda goriilen kanserler, endokrin sistemde ortaya
¢ikan kanserlere bagli dliimlerin ise yaklasik %66’sin1 olusturmaktadir [56]. PTK, tiroid
dokusunda meydana gelen kanser tiirleri arasinda en sik olarak ortaya ¢ikan tiroid kanseri
tiirtidiir. Tan1 alan yeni tiroid kanseri vakalarinin yaklasik %70-75 kadar: papiller tiroid
karsinomudur [3]. Papiller tiroid kanseri yilda 100000°de 2-4 yeni vaka ile kendini gosteren

ve endokrin tiimorler igerisinde en yaygin olarak ortaya ¢ikan tiimor tiirtidiir [144].

Cogunlukla kinaz domeinin glisince zengin olan ilmigi ve aktive edici segmentinde ortaya
¢ikan aktive edici BRAF geni mutasyonlari, bu genin ekzon 15’inin 1799’uncu pozisyonunda
meydana gelen transversiyon (T/A) sonucu ortaya ¢ikar. Mutasyonun goriilmesi ile valin
amino asidi yerine glutamat amino asidi transkripsiyonu gerceklesir ve ortaya ¢ikan bu
degisim sonucunda BRAF geninin kinaz aktivitesi siirekli agik hale gelir. Amino asit
degisikligi ile translasyonu gerceklesen protein yiiksek kinaz aktivitesi yetenegi ile NIH3T3
hiicrelerini transforme eder. BRAF geninde meydana gelen mutasyonlar %70 siklikla malin
melanomlarda ardindan %10-20 siklikla kolon, yumurtalik, akciger dokusunda goriilen

kanserlerde ve yumusak doku kanserlerinde goriilmektedir [145,77].

Son yillarda tiroid dokusunda goriilen kanserlerin ortaya ¢ikmasina neden olan molekiiler
yolaklarla ilgili olarak pek ¢ok ¢alisma yapilmaya baslanmistir. Yapilan bu caligmalarla
birlikte, tiroid kanserinin tedavi ve takibinde farkli yaklasimlar ortaya atilmistir. Molekiiler
yolaklardaki genlerde meydana gelen yeniden diizenlemeler tiroid kanseri tlimorlerine tani
koyma, hastaligin tedavisi, prognozu ve takibinde belirleyici role sahiptir. Bu baglamda
molekiiler yolaklarda goriilen genetik mutasyonlarin anlasilmasi tiroid kanserleri hakkinda
daha fazla bilgiye sahip olunmasma ve hastaligin tani, tedavi, takip ve prognozuna

yaklagimda, klinisyenler ve cerrahlar i¢in yol gosterici ve yonlendirici olmaktadir.

Yapilan bu c¢alismada papiller tiroid karsinomlu olgularda BRAF V600E mutasyonunun
varligi realtime PZR teknigi ile analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda mutasyonun

varliginin/yoklugunun, olgu grubunun kayit altina alinmis olan cinsiyet, yas, PTK varyanti,
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tiimorde kapsiil varligi, tiimor kapsiil invazyonu, lenf nodu metastazi, vaskiiler invazyon,
yumusak doku invazyonu ve tiroid kapsiil invazyonu gibi demografik ve klinik baz1 verileri

ile istatistiksel agidan anlamli fark/iliski olup olmadigina bakilmistir.

PTK’de BRAF V600E mutasyonunun varligi ile ilgili olarak bugiine kadar yapilmis olan
caligmalarin sonuglart literatiirde farklilik gdstermektedir. Sonuglarda goriilen bu
farkliliklar, ¢calisma yapilan olgu grubunun etnisitesine, PTK histolojik alt tiplerinin degisen
oranlarda calisilmis olmasina, olgularin bulundugu cografyaya, farkli cinsiyet ve yas
gruplarinin  bulunmasina, ¢alismalarin aspirasyon biyopsisi sitoloji Ornekleri ya da
retrospektif olarak FFPE doku Ornekleri gibi farkli materyaller ile yapilmis olmasina,
mutasyonun tespitinde kullanilan teknigin farkli olmasina ve farkli laboratuvar kosullarina

bagl olarak ile ortaya ¢ikmis olabilir.

Transgenik fareler ile yapilan bir calismada tiroit hiicrelerinde BRAF V600E mutasyonu
bulunmasi durumunda hiicrelerin tiimorlesme yoniinde farklilasmasinin daha agresif oldugu

gosterilmistir [97].

2003 yilinda PTK tanis1 almis 35 olgu ile yapilan bir ¢alismada olgularin 24’tinde (%69)
BRAF V600E mutasyonu pozitif olarak tespit edilmistir [148].

76 PTK tanis1 almis olgu ile yapilan bir ¢aligmada, olgularin %53’iinde BRAF V600E
mutasyonu pozitif olarak bularak, bu mutasyonun PTK karsinogenezinde olduk¢a 6nemli bir
isleve sahip oldugu ve PTK yi diger tiroid kanseri gesitlerinden ayirmada bir belirte¢ olarak

kullanilabilecegi one stiriilmiistiir[ 149].

PTK tanist almig 547 olgu ile yapilmis bir ¢aligmada BRAF V600E mutasyonu, olgularin
%69, 7’sinde pozitif olarak tespit edilmis ayrica mutasyonun varligi ile erkek cinsiyet,45 iistii
yas, ekstratiroidel yayilim ve lenf nodu metastazi arasinda istatistiksel agidan anlamli iliski

bulunmustur [43].

Italya’da 2007 yilinda PTK tanis1 almis 500 olgu ile yapilan bir calismada, BRAF V600E
mutasyonunun olgular arasindaki sikligi %43,8 olarak tespit edilmis ve mutasyonun
pozitifligi ile lenf nodu metastazi, yumusak doku invazyonu, hastaligin ilerlemis evrede

olmasi ve tiimorde kapsiil bulunmama arasinda anlamli iligki bulunmustur. Ayn1 ¢calismada



59

mutasyonunun pozitifligi ile cinsiyet ve yas arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

iliski/fark bulunamamistir [151].

BRAF V600E mutasyonunun Klinik ve demografik bazi 6zelliklerle iliskisinin incelendigi bir
takim caligmalarda bu mutasyonu gosteren bireyler ile gostermeyen bireyler arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit edilememistir [138, 152].

BRAF V600E mutasyonunun PTK’li olgulardaki alt varyantlar agisindan iligkisinin
incelendigi bir calismada klasik varyant 42 PTK olgusunun %67’sinde (28), follikiiler
varyant PTK tanis1 almig 51 olgunun %12’sinde (6) bu mutasyon pozitif olarak tespit
edilmistir [155].

PTK tanist almis 56 olgu ile yapilan bir ¢alismada BRAF V600E mutasyonu, olgularin
%38’inde pozitif olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada mutasyonun sikligi erkeklerde
kadinlara gore anlamli derecede yliksek olarak bulunmustur. Yas artisinin mutasyon sikligini
da artirdig1 goriilmiis ancak yas ve mutasyon pozitifligi arasindaki bu iligki istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir [156].

[leri yasla birlikte PTK tanis1 almis olgularda BRAF V600E mutasyonu gériilme sikligmin
arttigint gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [157-159].

Portekiz’de PTK tanis1 almis 50 olgu ile yapilan bir caligmada olgularin %46’sinda BRAF
V600E mutasyonu pozitif olarak tespit edilmistir. Yine Portekiz’de yapilmis olan baska bir
calismada 124 PTK’li olgunun %36’sinda BRAF V600E mutasyonu pozitif olarak tespit
edilmistir. Bu olgulardan 53 klasik varyant PTK’nin 28’1, 3 tall cell varyant PTK’nin 1’1
mutasyon pozitif olarak tespit edilirken 32 follikiiler varyant PTK’nin hig¢birinin BRAF
V600E mutasyonuna sahip olmadigi bulunmustur [160]

PTK tanist almis 51 olgu ile yapilmig bir ¢alismada olgularin %76,5’inde BRAF V600E
mutasyonu pozitif olarak saptanmis ve ayni ¢alismada mutasyonun varligi ile cinsiyet, yas,

ekstratiroidel yayilim arasinda istatistiki agidan anlamli bir iliski tespit edilememistir [154].

Japonya’da klasik varyant PTK tasini bulunan 170 olgu ile yapilan bir ¢alismada, olgularin
%29’unda BRAF V600E mutasyonu pozitif olarak bulunmustur [150].
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PTK tanis1 almis 119 olgu ile yapilan bir calismada, BRAF V600E mutasyonu pozitif olarak
45 (%38) olgu tespit edilmistir. Tiim ¢alisma grubu alt varyanti tanimlanmis olanlar
acisindan degerlendirildiginde ise 53 klasik varyant PTK’nin 28’1 (%53), 30 follikiiler
varyant PTK’nin 2’si (%7) ve 6 tall cell varyant PTK’nin 6’s1 (%100) pozitif olarak
bulunmustur. Ayni ¢aligmada ileri yas ile mutasyonun varligi arasinda anlamli iliski tespit
edilmigtir [62]. PTK tanist almis 50 olgu ile yiiriitiilen baska bir ¢alismada BRAF V600E
mutasyonu pozitifliginin siklig1 %62 olarak tespit edilirken alt varyantlar arasinda ise klasik
varyant PTK’li 18 olgunun %55,5’inde, follikiiler varyant PTK’li 17 olgunun %52,9’unda
ve tall cell varyant PTK’li 15 olgunun %80’inde mutasyon pozitif olarak bulunmustur. Bu
caligmada follikiiler varyant PTK’deki mutasyon pozitifliginin literatiire gore yiiksek tespit
edildigi goze carparken, bu yiiksekligin nedeninin ¢alismaya alinan tiim olgularin metastatik

ve multifokal olmasindan kaynakli olabilecegi belirtilmistir [147].

PTK tanis1 almis 107 olgu ile Kore’de yapilan bir ¢calismada BRAF V600OE mutasyonunun
varligl ile yas, timor capi, lenf nodu metastazi ve tiroid kapsiil invazyonu arasinda

istatistiksel a¢idan anlamli bir iliski bulunamamistir[146].

Amerika’da PTK tanis1 almis 42 olgu ile yapilan bir ¢calismada BRAF V600E mutasyonu
pozitifliginin goriilme siklig1 %62,2 olarak tespit edilirken, bu siklik klasik varyant PTK ler
icinde %77,8 ve follikiiler varyant PTK ler iginde %33,3 olarak tespit edilmistir[139].

70 klasik varyant PTK’1i olgu ile yiiriitiilen bir ¢alismada olgularin %83’tinde BRAF V600E
mutasyonu pozitif olarak tespit edilmistir[110]. Klasik varyant PTK’li olgularla yapilan
baska bir ¢alismada BRAF V600E mutasyonunun pozitifligi %73,4 olarak bulunmus ayrica
tiimor biiyiikliigii ve erkek cinsiyet ile mutasyon varligi arasinda iliski tespit edilmistir. Ayn1
caligsmada tiimdr sinir1, lenf nodu metastazi, multifokalite, timor evresi ve yas degiskenleri

ile mutasyon pozitifligi arasinda herhangi bir iliski tespit edilmemistir[109].

Kore’de 107 PTK’li olgu ile yapilmis bir ¢alismada, olgularin %86’sinda BRAF V600E
mutasyonu pozitif olarak tespit edilmis ayrica mutasyonun varligi ile lenf nodu metastazi,
timor bilytikligl, multisentrite, timor yayilimi, cinsiyet ve yas de8iskenleri arasinda bir

iliski bulunamamustir [108].
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Finlandiya ‘da PTK tanis1 almig 461 olgunun on alt1 y1l boyunca takip edildigi bir caligmada
BRAF V600E mutasyonunun pozitifligi ile cinsiyet, yas, timdr ¢ap1, lenf nodu metastazi ve

vaskiiler invazyon arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski tespit edilememistir [107].

2010 yilinda Italya’da 20 mm ¢aptan diisiik biiyiikliikte tiimdre sahip 1060 PTK tanis1 almis
olgu ile yiiriitiilen bir ¢alismada, olgularin %44,6’sinda BRAF V600E mutasyonu pozitif
olarak tespit edilmistir. Mutasyonun pozitifliginin PTK’nin alt varyantlarindaki frekansinin
klasik varyant PTK’de % 69,4, follikiiler varyant PTK’de % 21,3, tall cell varyant PTK’de
%79,7 ve mikro PTK’lerde % 39,4 olarak tespit edilmistir. BRAF V600E mutasyonu bu
caligmada literatlirden farkli olarak, 45 yas ve altindaki yaslara sahip olgularda (%49,4), 45
yas Ustli olan olgulara (%40,8) gore daha sik goriilmiistiir. Mutasyonun pozitifligi ile
olgularin cinsiyeti arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki tespit edilmezken, lenf nodu
metastazi, ekstratiroidel yayilim, tiimor biiyiikligi, tiimorde kapsiil olmamasi ve ileri evre

hastalik ile anlamli iligkili oldugu tespit edilmistir [106].

252 PTK tanisi almig olgu ile yapilan bir ¢alismada olgularin %74,6’sinda BRAF V600E
mutasyonu pozitif olarak tespit edilmistir. Ayni calismada mutasyonun varlig ile ileri yas,
timor kapsiil invazyonu, tiroid kapsiil invazyonu ve lenf nodu metastazi arasinda anlaml

iliski bulunurken, timor boyutu ve cinsiyet ile bir iliski saptanamamugtir [103].

Ispanya ‘da 2006 yilinda PTK tanisi almis 67 olgu ile yapilmis olan ¢alismada olgularm
%41,7’sinde BRAF V600E mutasyonu pozitif olarak tespit edilmistir. Alt varyantlar
acisindan yapilan degerlendirmede her ne kadar olgulardaki klasik varyant PTK, follikiiler
varyant PTK’ye gore daha yiiksek frekansta olsa da BRAF V600OE mutasyonu ile iki PTK
varyanti arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark/iliski olmadig tespit edilmistir. Ayn
sekilde mutasyonun pozitifligi ile olgularin yasi, cinsiyeti ve tiimoriin metastaz yapmis
olmasi arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir fark/iliski bulunamamaistir. Bu ¢alismada
onemli olarak BRAF V600E mutasyonunun, tiroid bezindeki sodyum-iyodiir tasiyici proteini
simporteri ekspresyonunda ve hiicre zarina hedeflenmesinde aksakliklar meydana getirdigi
bu nedenle de hastahig tedavi etmekte kullanilan Iyot-131 (1-131) tutulumunu
diistirdiigiinden PTK’lerin niiks riskini ortaya koyabilecek bir tani belirteci oldugu ileri

stirlilmistiir [43].
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2012 yilinda PTK tanis1 almis 46 vaka ile Glilhane Askeri Tip Akademisi’nde yiiriitiilen bir
calismada vakalarin 40’inda (%86,95) BRAF V600E mutasyonu literatiire kiyasla oldukga
yiiksek sekilde pozitif olarak tespit edilmistir. Ayni ¢calismada lenf nodu metastazi, kapsiil
invazyonu, ekstratiroidel invazyon ile BRAF V600E mutasyonunun pozitifligi arasinda

istatistiksel a¢idan anlamli bir iligki tespit edilememistir [83].

2009 yilinda PTK tanisit almig 190 olgu ile yapilan bir ¢aligmada BRAF V600E
mutasyonunun sikligr %38 olarak tespit edilmistir. Alt varyantlar agisindan yapilan
degerlendirmede mutasyonun pozitifliginin, klasik varyant PTK’de %45, follikiiler varyant
PTK’de %12 ve tall cell varyant PTK’de %47 oldugu tespit edilmistir. Bu c¢aligmada
mutasyonun pozitifligi ile cinsiyet, yas, tiroid disina yayilim ve tiimér kapsiil invazyonu ile
istatistiksel acidan anlamli bir iligki tespit edilmezken, lenf nodu metastazi ile anlamli bir
iligki bulunarak, olgulara yapilacak cerrahi operasyon oncesinde risk belirlenebilmesi
acisindan BRAF V600E mutasyonunun analizinin yapilmasinin faydali olabilecegi one

stiriilmiistiir [82].

Kanada’da 2021 yilinda PTK tanis1 almis 121 olgu ile yapilan bir calismada olgular tiimor
boyutuna gore iki gruba [ birinci grup; tiimor ¢apt 1 cm veya lcm ‘den kii¢lik olan PTK
(mikrokarsinom PTK ), ikinci grup; tiimor ¢ap1 1,1 -1,5 cm olan ( small PTK) ] ayrilmistir.
Yapilan galisma sonrasinda birinci grupta BRAF V600E mutasyonu %43,6 olarak tespit
edilirken, ikinci grupta %42,4 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada her iki grup iginde
mutasyonun pozitifligi ile yas ve cinsiyet agisindan anlamli bir iliski tespit edilemezken
ikinci grupta mutasyon pozitif olgular ile lenf nodu metastazi arasinda istatistiksel agidan

anlamli iliski bulunmustur [161].

2021 yilinda Urdiin’de PTK tamis1 almis 128 olgunun, 50 ay boyunca takip edildigi bir
calisma yapilmistir. Bu calismada BRAF V600E mutasyonu olgularin %71’inde pozitif
olarak tespit edilmistir. Yine ayni calismada mutasyonun negatifigi ile tiimor biyiikligi
arasinda istatistiksel agidan anlamli iliski oldugu bulunmustur. Mutasyona sahip olgularla
digerleri arasinda yas ve cinsiyet agisindan fark yokken, lenf nodu metastazi ve tiroid dis1

yayilim mutasyon pozitif olgularla iligkilendirlmistir [162].

Cin’de 2022 yilinda yapilan bir ¢calismada PTK tanili 1257 olgunun 1102'sinde (%87,7)
BRAF V600E mutasyonu pozitif olarak tespit edilmis ayrica daha biiyiik tiimor boyutu (>1
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cm), ekstratiroidal yayilim, ileri yas ve lenf nodu metastazinin mutasyonun pozitifligi ile

iligkili oldugu ortaya konulmustur [163].

2023 yilinda Romanya’da PTK tanis1 almis 127 olgu ile yiiriitiilmiis bir calismada, BRAF
V600E mutasyonu olgularin %57,2’sinde pozitif olarak tespit edilmis ve mutasyonun
pozitifligi ile biiylik tiimor (> 40 mm), ekstratroidel yayilim, lenf nodu metastazi, ileri yas

(>55) ve erkek cinsiyeti arasinda istatistiksel agidan anlamli iligki bulunustur [164].

2024 yilinda Hirvatistan’da yapilan bir ¢alismada 173 PTK’li olgunun %60°inda BRAF
V600E mutasyonu pozitif olarak bulunmustur. Pozitif olan olgular ile ekstratiroidel yayilim,
kapsiil infiltrasyonu, tiimdr invazyonu, anjiyoinvazyon arasinda anlaml iligki bulunmus,
cinsiyet ve timor ¢ap1 ile bu mutasyonun pozitifligi arasinda ise istatistiksel agidan anlamli

bir iligki tespit edilmemistir[165].

Yapilan bu calismada BRAF V600E mutasyonun varligi ve cinsiyet agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadig1 gibi mutasyon ile cinsiyet arasinda anlamli bir iliskiye
de rastlanmamistir. Cinsiyet agisindan yapilan bu degerlendirme daha 6nce yapilmis olan
Lupi ve ark. (2007), Basolo ve ark. (2010), Shi ve ark. (2020), Bogatchenko ve ark.(2021),
Al-Masri ve ark. (2021) ve Blazekovic ve ark. (2024) tarafindan yapilan ¢alismalar ile
uyumluluk gosterirken, erkek cinsiyet ile mutasyonun pozitifligi arasinda iliski bulan
Nechifor-Boila ve ark. (2023) tarafindan yapilmis olan ¢alisma ile ¢elismektedir. Calismada
BRAF V600E mutasyonuna gore yas degiskeni acisindan istatistiksel olarak anlamli iligki/
fark bulunmustur(p<0,050). Tespit edilmis olan bu farkliligin 45-64 ve 65 yas listiinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Yas agisindan elde edilen bu bulgu Nikiforova ve ark.
(2003), Trovisco ve ark. (2006), Kim ve ark. (2012), Kebebew ve ark. (2007) ve Li ve ark.
(2020), Ye ve ark. (2022) ve Nechifor-Boila ve ark. (2023) tarafindan yapilmis olan
caligmalarin sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Bu calisma grubunda BRAF V600E
mutasyonun varligi ile PTK varyant1 degiskeni acisindan istatistiksel olarak anlamli iligki/
fark bulunmustur (p<0,050). PTK varyanti acisindan tall cell ve klasik varyant tanis1 almig
olan olgularda bu mutasyonun pozitifligi daha sik goriilmekte iken follikiiler varyantta
negatiflik daha sik goriilmesine ragmen pozitifligin de goriilebilecegi bulgusuna ulasilmistir.
Benzer sekilde Namba ve ark. (2003), Cohen ve ark. (2004), Giannini ve ark. (2007) ve
Rowe ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismalarda da alt varyantlar agisindan bakildiginda
Bu mutasyonun pozitifliginin klasik varyant ve tall cell varyant PTK’lerde daha sik
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gorildiigl tespit edilmistir. Olgulardaki BRAF V600E mutasyonunu pozitifligi ile tiimor
kapsiil varligi arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark /iliski olup olmadigina
bakildiginda, tiimor kapsiil varligi degiskeni agisindan istatistiksel olarak anlamli iliski/ fark
bulunmustur (p<0,050 ). Elde edilen bu sonug Lupi ve ark. (2007), Basolo ve ark. (2010) ve
Blazekovic ve ark. (2024) yapmis oldugu ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir. Diger bir
veri olan timor kapsiil invazyonu ile BRAF V600E mutasyonu arasinda istatistiksel agidan
bir iliski/fark olup olmadigina bakildiginda Xing ve ark. (2009), Kurt ve ark. (2012) ve Li
ve ark. (2020) yapmis oldugu ¢alismalar ile uyumlu sekilde istatistiksel olarak anlamli iliski/
fark bulunamamistir. Bu ¢alismadaki olgu grubunda hem tiimor kapsiil invazyonu varliginda
hem de timor kapsiil invazyonu yoklugunda bu mutasyonun pozitifliginin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada lenf nodu metastazi degiskeni acisindan
BRAF V600E mutasyonu pozitifligi ile istatistiksel olarak anlamli iliski/ fark bulundugu
(p<0,050 ) ve lenf nodu metastazina sahip olgularda BRAF V600E mutasyonu pozitifliginin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Lenf nodu metastazi agisindan elde edilen bu bulgular daha
once Lupi ve ark. (2007), Basolo ve ark. (2010), Kim ve ark.(2012), Li ve ark.(2020),
Bogatchenko ve ark.(2021), Al-Masri ve ark. (2021), Ye ve ark. (2022) ve Nechifor-Boila

ve ark. (2023) tarafindan yapilmis calismalarla benzerlik gostermektedir.

Olgulardaki BRAF V600E mutasyonuna gore vaskiiler invazyon varligi degiskeni agisindan
bir fark /iligski olup olmadigina bakildiginda ise vaskiiler invazyon degiskeni agisindan BRAF
V600E mutasyonunda istatistiksel olarak anlamli iliski/ fark bulunamamistir. Hem vaskiiler
invazyona sahip olan hem de vaskiiler invazyonu olmayan olgularda BRAF V600E acisindan
pozitiflik ve negatiflik goriilebilecegi sonucuna ulagilmistir. Vaskiiler invazyon agisindan
elde edilen bu sonug Pelttari ve ark.(2012) tarafindan yapilmis olana ¢alismadan elde edilen
verilerle benzerlik gostermekte ancak mutasyonun pozitifligi ile vaskiiler invazyon arasinda
anlamli iligki bulan, Blazekovic ve ark. (2024) tarafindan yapilan ¢aligmanin sonuglar ile
celismektedir. Yapilan bu calismada, Xing ve ark. (2009) ve Kurt ve ark. (2012) tarafindan
yapilmis olan ¢alisma ile benzer olarak, yumusak doku invazyon degiskeni acisindan BRAF
V600E mutasyonu pozitifliginde istatistiksel olarak anlamli iligki/ fark bulundugu (p<0,050)
ve yumusak doku invazyonu varliginda BRAF V600E mutasyonu pozitifliginin daha ytliksek
oranda tespit edildigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada yer alan olgularda tiroid kapsiil invazyon
degiskeni a¢isindan BRAF V600E mutasyonu pozitifliginde istatistiksel olarak anlaml1 iligki/
fark bulundugu ve tiroid kapsiil invazyonu varliginda BRAF V600E mutasyonu pozitifliginin
daha yliksek oranda ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu calismada BRAF V600E mutasyon varligi



65

ve tiroid kapsiil invazyonu arasindaki iligki istatistiksel agidan incelendiginde, tiroid kapsiil
invazyon degiskeni acisindan BRAF V600E mutasyonu pozitifliginde istatistiksel olarak
anlamli iligki/ fark bulundugu (p<0,050) ve tiroid kapsiil invazyonu varliginda BRAF V600E
mutasyonu pozitifliginin daha yiliksek oranda tespit edildigi goriilmiistiir. Elde edilen bu
bulgu daha 6nce Li ve ark.(2020) ve Blazekovic ve ark. (2024) tarafindan yapilmis olan
caligmanin sonuglar ile benzerlik gosterirken, Ahn ve ark.(2012) tarafindan yapilan ¢calisma
ile ¢celismektedir. Bu calismadan elde edilen sonuglar, daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarla
karsilagtirildiginda, elde edilen kimi sonuglar literatiir ile uyumlu iken kimi sonuglarin ise
literatiirden farkli oldugu goriilmektedir. Ortaya ¢ikan bu farkliligin, iizerinde ¢alisilan vaka
sayilarindaki degiskenlikten, olgu gruplarinin farkli etnik kdkene sahip olunmasindan, iyot
eksikligi agisindan endemik olan cografyalardan olgularin olabileceginden ve laboratuvarlar

arasi farkliliklardan kaynakli olabilecegi diistintilmektedir.

Bu c¢alismaya ait ilk akla gelen smirlama calismanin retrospektif olarak tasarlanmig
olmasindan kaynakli olabilecegidir. Diger sinirlamanin ise demografik ve klinik verilerin
elde edilmesindeki takip siiresinde bir standart olmamasi ve ¢alismanin FFPE dokulardan
elde edilen DNA materyali ile yapilmis olmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ince igne aspirasyon biyopsilerinden elde edilen sitoloji drneklerinden parafine gémiilmesi
ile saklanmig 6rneklerden realtime PZR reaksiyonlar1 i¢in DNA elde edilmeye calisilmis bu
asamada zaten yeteri miktarda olmayan dokudan bir de parafinle saklamanin etkisi ile yeterli
DNA elde edilememis ve baz1 6rnekler degerlendirme dis1 birakilmak zorunda kalinmistir.
Buna karsin bu c¢aligmanin gii¢lii yani ise, ¢alismanin Tiirkiye’nin bir¢cok sehrinden olgu
kabul edilen Ankara gibi bir merkezden alinan Orneklerle yapilmis olmasi ve iilkemiz
popiilasyonunda gerceklestirilmis yiiksek olgu sayisina sahip bir calisma olmasi ve
mutasyonun varliginin, demografik, klinik verilerle istatistiksel agidan analizinin de
yapilmis olmasi ayrica mutasyon analizinde yanlis pozitiflige firsat vermeyen realtime PZR

tekniginin kullanilmis olmasidir.

Elde edilen tiim bu bulgulardan hareketle PTK’de tek basina BRAF V600E mutasyonu
tespitinin prognostik belirte¢ olarak kullanilamayacagi, demografik ve klinik 6zelliklerin,
morfoloji ve genlerde meydana gelen yeniden diizenlemelerle ortaya ¢ikan degisikliklerle
birlikte degerlendirilerek prognozun degerlendirilmesi yaklasimimin akilct oldugu
diistiniilmektedir. Molekiiler belirteclerin tiroid kanserinde rutin olarak kullanilmasina

gecilmeden buradan elde edilen sonucun klinik agidan yararli olup olmayacag: ile ilgili
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olarak daha genis olgu gruplar ile yapilacak caligmalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismalarda,
benzer laboratuvar kosullarinda, mutasyon tespitinde ayni teknikler kullanilarak, bir standart
gelistirilerek elde edilmis demografik ve klinik verilerin sinanmasi ile yapilacak ¢alismalara
ihtiya¢ oldugu gibi, tiroid kanseri molekiiler patogenezinde rol alan BRAF V600E disindaki
yolaklarin da bilinmesinin hastaligin tani, takip, prognoz ve tedavisine yaklagima katki
sunabilecegi diislinlilmektedir. Tiim bunlar g6z oniinde bulundurularak, iilkemizde g¢ok
merkezli olarak tasarlanmis ¢alismalar ile BRAF V600E mutasyonu profilinde daha dogru

sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.
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