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OZET

Amag: Papiller tiroid karsinomu olgularinda; BRAF v600E ve h-TERT
mutasyonlarinin klinik ve demografik 6zellikler, histomorfolojik bulgular ve
prognozla iligkisini immunhistokimya yontemiyle arastirmak; BRAF v600E
immunhistokimyasini PCR yontemiyle kargilagtirarak sensitivite, spesifite,

pozitif prediktif ve negatif prediktif degerlerini belirlemek.

Gereg ve Yontem: 2011-2015 yilllari arasinda retrospektif olarak
incelenen tiroidektomi olgularindan segilen 107 papiller karsinom, 19
adenom ve 13 adet normal tiroid dokusunda BRAF v600E ve h-TERT
imminhistokimya boyalari uygulandi. Immiinhistokimya sonuglar
semikantitatif olarak degerlendirilerek istatistiksel analiz yapildi. Bu olgular
arasindan randomize olarak secilen 14 papiller karsinom, 13 papiller
karsinom lenf nodu metastazi, 4 adenom dokusunda BRAF mutasyonu

varligi PCR yontemi ile arastirildi.

Bulgular: BRAF v600E immunhistokimya ve PCR yéntemlerinin
kargilastiriimasi sonucunda elde edilen verilere dayanarak 3+ siddette
nakleer ve sitoplazmik immunekspresyon “pozitif” kabul edildi. BRAF v600E
mutasyonu en sik klasik varyantta izlendi. Folikuler varyantta mutasyon
saptanmadi. Primer timorler ve lenf nodu metastazlari arasinda BRAF

v600E mutasyonu yonunde uyum tespit edildi.

BRAF v600E mutasyonu ile yuksek pT evresi, klasik varyant, lenfatik
invazyon, perinoral invazyon, dusuk mitotik indeks, tumorde kapsul yoklugu,
tiroid ici yayilim, tiroid kapsul invazyonu, tiroid disi yumusak doku invazyonu
ve 5’ten yuksek patolojik risk skoru arasinda anlamli iligki saptandi. Ancak
lenf nodu metastazi, lokal niks ve uzak metastaz gibi kotl prognostik

durumlar ile iligkilendirilemedi.



h-TERT immunhistokimyasi, yaygin non-spesifik boyanma nedeniyle
degerlendirme digi birakild1.

Sonug: VE1 klonu ile uygulanan immunhistokimya yontemi, BRAF
v600E mutasyonu tespitinde guvenilir bir ydontemdir. Bu yontem ile

calismamizda saptanan BRAF v600E mutasyonu orani, literaturle uyumludur.

Calismamizda, BRAF v600E mutasyonu ile kétu patolojik prognostik
parametrelerin bir bolumua arasinda iliski saptanmasina karsin; lenf nodu
metastazi, lokal nuks ve uzak metastaz gibi kotu prognostik durumlar ile iligki
g6sterilememistir. lyi diferansiye tiroid karsinomlarinda prognozun
ongorulebilmesinde morfolojik bulgular BRAF v600E mutasyonundan daha
on planda gorunmektedir. Yine de; ¢cevresel faktorlere bagli olarak farkli
serilerde farkli sonuglarin gorilebilmesini ve BRAF v600E mutasyonu
gOsteren olgularin hedefe yonelik spesifik tedavilere iyi yanit verdigi gercegini
g6z onune alarak, demografik, klinik, morfolojik ve genetik bulgularin bir
butun olarak degerlendiriimesi gerektigini; ve BRAF v600E mutasyon
analizinin primer timoérin yanisira, daha sonra gelisen lenf nodu metastazi,
uzak metastaz, niks timor materyallerinde de; tercihen kantitatif ydontemlerle

uygulanmasi gerektigini dugunmekteyiz.

Anahtar kelimeler: papiller, tiroid, BRAF, TERT, prognoz



INGILiZCE OZET (ABSTRACT)

Aim: Our study aims to investigate the reflection of BRAFvV600E and
h-TERT mutations on papillary thyroid carcinoma upon clinical, morphological
and prognostic parameters. We also intended to assess the utility of BRAF

v600E immunohistochemistry, comparing to BRAF PCR.

Material and Methods: We applied BRAF v600E and h-TERT
immunohistochemistry in a cohort of 107 papillary carcinomas, 19 adenomas
and 13 normal thyroid tissues; chosen retrospectively between 2011-2015.
Statistical analysis was based on semiquantitative immunohistochemistry
findings. We also applied BRAF PCR in a subgroup of 14 papillary
carcinomas, 13 metastatic lymph nodes and 4 adenomas, chosen randomly.

Findings: In regard to the comparison of BRAF v600E
immunohistochemistry and BRAF PCR, 3+ nuclear and cytoplasmic
immunoexpression was cosidered “positive”. BRAF v600E mutation was
observed most frequently in classical variant cases. No mutation was
detected in follicular variant cases. The mutational status of primary tumor

and the lymph node metastasis were consistent.

Significant relationship of BRAF v600E mutation was not found with
prognosis; but with higher pT stage, classical variant, lymphatic invasion,
perineural invasion, lower mitotic index, absence of tumor capsule,
intrathyroidal spread, invasion of thyroid capsule, extrathyroidal spread, and
pathologic risk score higher than 5.

h-TERT immunohistochemistry was discarded due to frequent non-

spesific immunoreactivity.



Conclusion: Immunohistochemistry, using VEL1 clone, is a reliable
technique for detection of BRAF v600E mutation. Our results with

immunohistochemistry are consistent with previous effort.

In our study, despite the relation between some bad pathological
prognostic parameters and BRAF v600E mutation; bad prognostic conditions
such as lymph node metastasis, local recurrence and distant metastasis
were found to be irrelevant overall. Morphological parameters seem to be
keener than BRAF v600E mutation. Nevertheless; different series display
different results, possibly due to environmental factors. Considering this, and
the proven success of targeted therapies against BRAF v600E mutation; a
thorough assessment would be of wisdom; including clinical, morphological
and genetic factors. BRAF v600E mutation analysis should be performed on
both the primary tumor, and metastatic or recurrent tumor occured

afterwards; preferentially by quantitative methods.

Keywords: papillary, thyroid, BRAF, TERT, prognosis
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1. GIRIS VE AMAG

Tiroid papiller karsinomu, diger sistemlerin malign timorlerine oranla
tedaviye daha iyi cevap veren ve daha iyi prognozlu tumorler olarak
bilinmektedir. Ancak bu vakalarin yaklasik %10’ luk bir bolumunan klinik
olarak kotu seyir gostermesi sebebiyle, bu grubun erken donemde tespit
edilmesi icin klinik ve patolojik parametreleri igeren ¢esitli skorlama sistemleri
kullaniimaktadir. Hedefe yonelik tedavi alternatiflerinin umut vaadetmesi g6z
onune alindiginda, olgularin degerlendiriimesinde molekuler belirteglerin de

dikkate alinmaya deger oldugu gorulmektedir.

Bu calismada; adenom, papiller mikrokarsinom, papiller karsinom
olgularinda ve metastatik lenf nodlarinda BRAF V600E (V-raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B1) ve h-TERT (Human telomerase
reverse transcriptase) immunekspresyonlari ¢aligildi. Olgularin randomize
olarak secilen bir bolumunde, BRAF mutasyonu icin real time PCR
(Polymerase chain reaction) yontemi de uygulandi. En az alti aylik klinik
takibini bildigimiz olgularda; hasta yasi, cinsiyet, hastaliksiz sagkalim, nuks,
lenf nodu metastazi, RAI (radyoaktif iyot) tedavisine direng gibi klinik
parametreler ile; tamor ¢api, histolojik varyant, nekroz varhdi, mitotik aktivite,
kalsifikasyon, lenfatik - vaskuler invazyon, perindral invazyon, tumor kapsuli
invazyonu, tiroid kapsull invazyonu, tiroid digi yumusak doku invazyonu,
tiroid ici yayillim ve multisentrisite gibi patolojik parametrelerin BRAF V600E
ve h-TERT mutasyonlari ile iliskisi arastirildi. BRAF V600E ve h-TERT
mutasyonlarinin klinik kullanimda yer alabilmeleri ya da hedefe yonelik ilag

gelistirme projeleri agisindan da degerlerinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

ABD’de (Amerika Birlesik Devletleri), eriskin popullasyonda soliter tiroid
nodull insidansi %1-10 arasinda degismekte ve bu oranin endemik guatr
bdlgelerinde daha yuksek oldugu bilinmektedir. Soliter nodullerin %1 kadari
malign 6zelliklere sahiptir. Bu da ABD igin yilda 15000 yeni papiller tiroid
karsinomu olgusuna denk gelmektedir®. Ulkemizde de, T.C. Saglik Bakanh§r’
na bagl Turkiye Halk Saghg: Kurumu’ nun Ocak 2014’ te yayinladigi Kanser
istatistikleri’ ne gdre, tim tiroid karsinomlarinin cinsiyete gére yasa
standardize edilmis hiz dagilimi erkeklerde 100000’ de 4,5; kadinlarda ise
100000’ de 18,6’ dir.

Tum kanserler arasinda, tiroid kanserleri %1,5’ lik bir paya sahiptir.
Bunlarin %85’ ten ¢gogunu papiller karsinom, %5-15 ’ini folikller karsinom,
%5’ ini meduller karsinom, %5’ ten azini da anaplastik (andiferansiye)
karsinom olusturmaktadir?. Bu alt tiplerin farkli biyolojik ve klinik davranislar
sebebiyle, her birini ayri ayri ele almak gereklidir.

Papiller tiroid karsinomu siklikla kadin bireyleri etkilemektedir.
Kadin/erkek orani yaklasik 3/1°dir*. Tiim yas gruplarinda gériilebilmekle
birlikte, 25-50 yas araliginda daha siktir. SEER (Surveillance, Epidemiology
and End Results) verilerine gore, ortalama yas 1975 yilinda 37.8, 1985
yilinda 41.6, 1995 yilinda 43.7, 2005 yilinda ise 46.8'dir'. Beyaz irkta

insidans siyah irka gére daha yiiksektir®.

2.2. Embriyoloji

Embriyonda gelisen ilk endokrin organ olan tiroid bezi, fertilizasyondan sonra
yaklasik 24. guinde ilkel farinks tabanindaki median bir endoderm
kalinlagmasindan olusmaya baslar. Embriyon ve dil bayurken, tiroid bezi



taslagi hyoid ve larinks kikirdaklarinin ventral yizinden gecerek asagi iner.
7. haftada tiroid bezinin tam seklini aldigi ve anatomik pozisyonuna yerlestigi
tahmin edilmektedir.

Tiroid taslagini olusturan endodermal hucre kitlesi, embriyonik bag
dokudan olusan gevre mezenkimi invaze ederek epitelyal hiicre kordonlari
olusturur. 10. haftada kordonlar kuguk gruplar halinde bolunurler. Her bir
grupta birer Ilimen olusur. Hicreler bu [imen etrafinda tek sira halinde

dizelenir. 11. haftada bu folikiillerde kolloid gériilmeye baslar®.

2.3. Anatomi

Tiroid bezi gelisimini tamamladiginda, ince bir istmusla birbirine baglanan iki
lateral lobtan olusmakta, boynun 6n-orta kisminda, trake ve tiroid kartilajin
onunde yer almaktadir. Erigkin bireyde agirligr 15-25 gr arasindadir. Tiroid
bezinin etrafi ince fibroz bir kapsulle kapli olup, bu kapsule yapisik fibroz
septalar tiroid parankimi icine yayilarak organi lobullere ayirir.

Subklavyan arterin tiroservikal gévdesinden kaynaklanan inferior tiroid
arter ve eksternal karotid arterden kaynaklanan superior tiroid arter, tiroid
bezinin arteryal dolagimini saglar. Venoz drenaj ise, internal juguler ven ve
brakiosefalik ven ile saglanir. Tum folikul yapilarini saran lenfatik ag, 6nce
subkapsuler kanallara, oradan da kapsul i¢indeki toplayici govdelere
baglanir. Her iki lateral lobun Ust yarisini ve istmusu drene eden lenfatikler
internal juguler lenf nodlarina, alt yarilari drene edenler ise pretrakeal,

paratrakeal ve prelaringeal lenf nodlarina agilirlar.

Superior ve midline servikal sempatik ganglionlardan kaynaklanan
vazomotor postganglionik sinir lifleri, vaskuler yapilar Gzerine etki ederek
tiroid bezinin sekretuar islevini dizenler. Ayrica, folikilleri gevreleyen
adrenerjik sinir lifleri ile C hicrelerinin etrafinda bulunan kolinerjik sinir lifleri

de sekretuar islevler {izerinde role sahiptir®.



2.4. Histoloji

Tiroid bezinin en kuguk birimi, bazal membran etrafina dizili tek sirali epitel
hlcrelerinden olusan “foliktl”dur. Folikullerin Iimeninde, kolloid adi verilen,
blylk oranda tiroglobulinden olusan visk6z madde bulunur (Resim 1).
Kolloid, aktif sekresyon halindeki folikillerde soluk eozinofilik boyanirken,

dinlenme halindeki folikullerde koyu eozinofilik gorunum kazanir.

Foliktler hicreler veya diger adiyla tirositler, tiroid bezinin fonksiyonel
durumuna gore farkli boyut ve sekillerde olabilir. Yassilasmis (endotelioid)
tiroistler goreceli olarak inaktif olup, merkezi yerlesimli yuvarlak-oval
nukleusa ve ekzantrik yerlesimli nikleole sahiptir. Kromatini granuler veya
kimelenmis olabilir. Sayica en blyuk kismi olusturan kuboidal tirositler
kolloid sekrete ederken, daha iri nukleuslara sahip olup sitoplazmasi
genellikle zayif eozinofiliktir. En nadir tip olan kolumnar tirositler, kolloidi

absorbe eder, aktif hormonlari ayristirir ve sistemik dolagima verir.

Tirositler; tiroglobulin, TTF-1 (tiroid transkripsiyon faktort), dusuk
molekul agirlikli keratinler, vimentin, EMA (epitelyal membran antijeni), T3
(triiodotironin), T4 (tiroksin), dstrojen ve progesteron reseptorleri, S-100,
EGFR (epidermal blyume faktort reseptori), tiroid peroksidaz, sodyum-
iyodur simporter gibi farkli immunhistokimyasal belirtecleri eksprese

edebilirler®,



Resim 1. Normal tiroid bezi kesiti

2.5. Fizyoloji

Tiroid bezinin salgiladigi aktif hormonlarin %93’ U T4 ve %7’ si T3’ tur. T3
islevsel olarak T4’ Gn dort kati gugtedir. T4’ Gn hemen tamami periferik
dolasimda T3’ e donusturulerek kullanilir. T3 ve T4’ (in normal Uretimi icin
iyodiir halinde yaklasik 1mg/hafta iyot alinmasi gerekir. Iyot yetersizligini
onlemek icin, genel kullanimdaki sofra tuzlari 1/100000 oraninda sodyum

iyodur katilarak iyotlanir.

Tiroid hormonlarinin uretiminde ilk basamak olarak, normal bezdeki
iyoduru periferik kana gére 30 kata kadar konsantre edebilen aktif bir iyodtr
pompasi ile periferik kandan iyodur tutulumu gercgeklesir. Bu iyodur
pompasinin stimalasyonu primer olarak, CAMP’ yi (siklik adenozin

monofosfat) ikinci haberci olarak kullanan TSH’ dir (tiroid stimdlizan hormon).



Tirosit igine alinan iyodur, apikal membrana bagh bir peroksidaz enzimi
yardimiyla oksitlenir. lyodinaz enzimi, okside iyodu hizli bir sekilde
tiroglobulin proteinin igindeki tirozin aminoasitlerine baglar. Bu igleme
“tiroglobulinin organiklesmesi” adi verilir. Bu sekilde olusan
“monoiyodotirozin” ve “diiyodotirozin” birbiriyle kenetlenerek T3 ve T4’ G

olusturur.

Uretilen T3 ve T4 kolloid iginde depolanir. Tirositler, apikal yuzlerinden
pinositik veziklller olusturup, bunlari lizozomlarla birlestirerek aktif hormonlari
serbestlestirirler. Serbestlesen hormonlar difizyonla tirosit tabanindan
kapillerlere geger ve sistemik dolasima katilip; tiroksin-baglayici globulin,
tiroksin-baglayici prealbumin ve albumin gibi plazma proteinlerine baglanarak

tasinir.

Tiroid hormonlari ¢ekirdek reseptorlerini aktive eder. Boylece
Transkripsiyon ile mRNA olusumu ve proteinlerin translasyonu uyarilimis olur.
Translasyonu artirilan molekuller buyuk oranda mitokondrial enzimler ve
Na,K-ATPaz gibi transporttan sorumlu enzimler gibi hiicresel metabolik
aktiviteyi artirici yonde caligsan proteinlerdir. Bunlarin sonucunda;
karbonhidrat ve yag metabolizmasi uyarilir, bazal metabolizma hizi artar,
kardiyovaskuler ve respiratuar sistem aktive olur, gastrointestinal motilite

artar, merkezi sinir sisteminde eksitator etkiler olusur®.



2.6. Tiroid Kanseri Geligsiminde Risk Faktorleri

Folikiler karsinom igin ailesel olgularin varhgi gosterilmis olmakla birlikte,
papiller karsinom olgulari sporadik olarak gorulmektedir. Papiller karsinom
gelisiminde;

e lyonlastirici radyasyon

e lyottan zengin diyet

e Diger gevresel etkenler (volkanik bdlgelerde igme suyundaki artmis
bor, demir, vanadyum, manganez konsantrasyonu, vb.)

e Onceden varolan benign tiroid hastaliklar
e Hormonal ve reproduiktif etkenler (obezite, yiksek ostrojen dizeyi, vb.)
o Ailesel etkenler
o FAP (familyal adenomatoz polipozis)
o Carney kompleksi
o Werner sendromu
e Yuksek TSH duzeyi

e Cesitli genetik alterasyonlar (bkz. 2.7) rol oynamaktadir®.

2.7. Patogenez ve Molekiiler Genetik

Papiller tiroid karsinomu gelisiminde rolu oldugu gosterilen genetik anomaliler

ise sOyle siralanmaktadir:

e Andploid DNA
e BRAF mutasyonlari

e TERT promoter mutasyonlari

e Y kromozomu ve 22. kromozom kaybi



e Trizomi 17

e 3p, 49, 109 delesyonlari

e Kromozomal RET/PTC rearanjmanlari
o Kromozomal TRK rearanjmanlari

e RAS mutasyonlari

e PAX8/PPARYy rearanjmani

o PI3K/PTEN/AKT yolag mutasyonlari
¢ miRNA upregulasyonu

e Somatik B-catenin mutasyonu

2.7.1 BRAF

Papiller tiroid karsinomlarinda birgok farkl genetik alterasyon gosterilmis
olup’; bunlardan en sik olani BRAF mutasyonlaridir (%35-70). BRAF proto-
onkogenini etkileyen mutasyonlar nokta mutasyonlari, cerceve kaymasina
(frameshift) neden olmayan kuguk gergeve-igi delesyonlar, insersiyonlar ve
kromozomal rearanjmanlar seklinde ortaya ¢gikmaktadir. Papiller tiroid
karsinomunda en sik gorilen BRAF mutasyonu (%98-99), 1799. sirada
bulunan nukleotidde timin-adenin yer degistirmesi sonucu olusan ve 600.
siradaki rezidude valin-glutamat degisimine neden olan nokta mutasyonudur
ve BRAF V600E ismiyle anilmaktadir. Benzer etkinlige sahip diger
mutasyonlar V600D, V599E, V600K, G466V, G469A, L597V, K601E ve
AKAP9/BRAF rearanjmani olarak siralanmaktadir. Bu mutasyonlar; BRAF
kinaz enziminin aktivasyonuna ve bdylece MAPK yolaginin kronik
stimUlasyonuna yol agarak, BRAF proto-onkogenine onkogen 6zellik
kazandirir. BRAF mutasyonunun tiroid kanserlerinde rekiirrens® ve kétii

9,10

prognoz ile iligkisi bilinmektedir.
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BRAF V600E mutasyonunun saptanmasinda altin standart yontem
PCR olmakla birlikte, immiinhistokimya'! ve Sanger sekanslama gibi diger
yontemlerle de mutasyon tespiti yapilabilmektedir. GUnlUk patoloji rutininin
temelini olusturan Hematoksilen-Eozin ile yapilan histomorfolojik
degerlendirmede tespit edilebilen bazi histomorfolojik bulgularin BRAF v600E
mutasyonu ile korelasyon gosterebilecegi guncel literatlrde belirtiimektedir.
Bu histomorfolojik bulgulardan 6zellikle multisentrisite, tiroid disi yayilim, lenf
nodu metastazi, infiltratif tamor sinir varhdi, desmoplazi, fibrozis, Psammom

cisimcikleri ve belirgin niikleer 6zellikler (izerinde durulmaktadir'?



2.7.2. TERT promoter mutasyonlari

TERT geni, telomerik DNA'ya tekrarlayan segmentler ekleyerek hucre
proliferasyonunu saglayan telomeraz kompleksinin reverse transkriptaz
komponentini kodlamaktadir. Transgenik fare modelinde®® telomeraz
kompleksi overekspresyonunun kanser insidansini artirdigi gosterilmigtir.
TERT promoter mutasyonlari; melanom, gliom, mesane ve tiroid timorlerinde

gorilebilmektedir*”,

TERT promoter mutasyonlari Western-Blot, multipleks PCR ve Sanger
sekanslama gibi ydntemlerle gosterilebilmektedir. Immiinhistokimya yéntemi
ile TERT promoter mutasyonlari sonucu ortaya ¢ikan telomeraz kompleks

overekspresyonunu tespit etmek mumkunddar.

Diferansiye tiroid kanserlerinde TERT promoter mutasyonlarinin, kéti
prognozla iliskili oldugu bildirilmistir*> **. BRAF mutasyonlarinin énemli rol
oynadidi mitojen-aktive protein kinaz yolaginda ETS/TCF (E-26 transcription
factors/ternary complex factors) transkripsiyon faktorlerinin downstream
hedef olmasi ve TERT ekspresyonunun ETS/TCF transkripsiyon faktérlerine
bagdimli olmasi tzerinden yola ¢ikilarak BRAF ve TERT mutasyonlarinin
sinerjik etkilesimde bulunarak daha agresif timar klonlari olusturdugu
hipotezi'’ olusturulmus ve cesitli calismalarla desteklenmistir'®. TERT DNA
ve RNA’siI deneysel olarak T-helper hicrelerini ve TERT pozitif timorlere
karsi spesifik sitotoksik T lenfosit yanitini uyardigi bilinmektedir'® %,
Prognostik belirleyiciliginin yanisira immunoterapi se¢enekleri agisindan da
TERT promoter mutasyonlari, BRAF mutasyonlari ile birlikte tiroid

kanserlerinde rutin kullanima girmeye adaydir.
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2.8 Tiroid Kanserinde Siniflama

2.8.1. Genel siniflama

DSO (Diinya Saglik Orglti)’nin siniflamasina gore tiroid kanserleri,

asagidaki gibi gruplara ayrilarak incelenir:

Papiller karsinom

Foliktler karsinom

Az diferansiye karsinom

Andiferansiye (anaplastik) karsinom

Skuamoz hucreli karsinom

Mukoepidermoid karsinom

Sklerozan mukoepidermoid karsinom, eozinofili iceren
Musinoz karsinom

Medduller karsinom

Mikst meduller ve folikler hiicreli karsinom

Igsi hiicreli timér, timus benzeri farklilagsma gdsteren

Karsinom, timus benzeri farklilagsma gosteren

11



2.8.2. Papiller karsinomun mikroskopik varyantlari

Papiller karsinomlar, farkli 6zellikler veya farkl hicre tiplerini, farkh stromal

yanitlarin kombinasyonlarini igerebilmektedir. DSO’niin belirledigi

mikroskopik varyantlar asagida siralanmistir:

Klasik varyant

Folikuler varyant

Makrofolikuler varyant

Onkositik (Hurthle hacreli) varyant

Berrak hucreli varyant

Difflz sklerozan varyant

“Tall cell” (yuksek/uzun hicreli) varyant
Kolumnar hucreli varyant

Solid varyant

Kribriform karsinom

Papiller karsinom, fasiit benzeri stroma igeren
Papiller karsinom, fokal instler komponent iceren

Papiller karsinom, skuamoz hucreli veya mukoepidermoid karsinom
iceren

Papiller karsinom, igsi ve dev hicreli karsinom igeren
Kombine papiller ve meduller karsinom

Papiller mikrokarsinom

12



Bu histolojik varyantlar arasinda; kolumnar htcreli, tall cell, solid ve diffiz
sklerozan varyantlar, digerlerine gére daha kotl prognoza sahiptir. Bu
varyantlar, papiller tiroid karsinomunun prognozunu inceleyen g¢alismalarda
badimsiz risk faktorlerine ek olarak, “Diger potansiyel risk faktorleri” olarak

tanimlanmislardir®%.

2.8.2.1. Klasik varyant

Papiller karsinom, dallanan fibrovaskdiler bir sap etrafinda dizelenen tek veya
¢ok sirall kuboidal epitel hucrelerinden olusur (Resim 2). Tumar hicre
nukleuslari berrak gérinimde olup, yer yer sitoplazmanin nikleusun igine
kivrilmasi sonucu psodo-inklizyonlar ve yariklanmalar gorulebilir (Resim 3).

o 1y

TUumor iginde, “Psammom cisimcigi” denilen konsantrik kalsifiye yapilar

gorulebilir. Lenfatik invazyon siklikla eslik ederken, vaskuler invazyon
24,25

beklenmez
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Resim 3. Papiller karsinom niikleer 6zellikleri (Siyah ok: nikleer
psddoinklizyon)
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2.8.2.2. Folikiiler varyant

Folikuler varyant tumorler siklikla enkapsuledir. Klasik nukleer 6zelliklere
sahip, ancak gergek papilla yapisi olusturmayan tumorlerdir. Bazal membran
Uzerinde gelisigtizel dizelenen ve polarite kaybi iceren hicrelerin olusturdugu
folikUler arkitektlr, baskin bliyime paternidir (Resim 4). Folikller varyantin,
diger varyantlara gore daha az lenf nodu metastazi ve daha ylksek oranda
RAS mutasyonlari gdstermesi dikkat cekicidir®®.

Resim 4. Papiller karsinom folikuler varyant
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2.8.2.3. Onkositik Varyant

Onkositik varyantta predominant buyime paterni papiller olmakla birlikte,
folikller ve solid patern de gordlebilir. Hucre sinirlari belirsiz, sitoplazma
granuler-opak ve eozinofilik 6zelliktedir (Resim 5). Klasik papiller karsinom

niikleus dzellikleri bu varyantta da gegerlidir®.

Resim 5. Papiller karsinom onkositik varyant
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2.8.2.4. Papiller mikrokarsinom

Capi 1 cm’den kiguk olan papiller karsinomlar, “papiller mikrokarsinom”
olarak adlandirilir. Genellikle papiller ve/veya folikller yapilar olusturur.

Cevre tiroid parenkiminden keskin sinirla ayrilir® (Resim 6).

Resim 6. Papiller mikrokarsinom

2.8.3. Derecelendirme

Papiller karsinomlarin %95’ten fazlasinin iyi diferansiye olmasi nedeniyle
derecelendirmenin degeri sinirlidir?”. Az diferansiye papiller karsinomun

gelisme belirtileri; solid, trabekuler veya insuler buylime paterni ile
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karakteristik nukleer 6zelliklerin kaybi ve genellikle bunlara eglik eden tumor

nekrozu ve artmis mitotik aktivite olarak belirtilmistir®®.

2.8.4. Rutinde kullandigimiz immiinhistokimyasal belirtecler

2.8.4.1. Sitokeratin 19 (CK19)

CK19'un sitoplazmik ve membran6z immunekspresyonu normal tiroid
dokusunda, adenomlarda ve papiller karsinomlarda gorulmektedir. Papiller
karsinomlarda CK19 overekspresyonu molekiiler tekniklerle gdsterilmistir®.

Rutin kullanimda ¢evre dokuya goére siddeti artmis CK19 immunekspresyonu

karsinom lehine yorumlanmaktadir (Resim 7).

Resim 7. Papiller karsinomda CK19 immunekspresyonu
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2.8.4.2. Hector Battifora Mesothelial Cell-1 (HBME-1)

HBME-1, mezotel hucrelerinin mikrovillus ylzeyini tantyan bir belirteg olup,
papiller tiroid karsinomlarinda apikal membran6z immunekspresyon gosterir
(Resim 8). Spesifitesi adenomlarin bir kisminda immunekspresyonu gorilen
Galectin-3’e gore daha yiiksektir®. Papiller karsinom — benign papiller
hiperplazi ayriminda Galectin-3 ve CK19’dan daha spesifik oldugu
gosterilmistir®®.
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Resim 8. Papiller karsinomda HBME-1 immUunekspresyonu
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2.8.4.3. Galectin-3

Galectin-3, hucre adhezyonunda gorevli bir f-galaktozid baglayici lektindir.
Sitoplazmik ve nukleer immunekspresyonunun birlikte goértlmesi karsinom
lehine yorumlanir (Resim 9). Sadece sitoplazmik immunekspresyon non-

spesifik olup, ézellikle onkositik 6zellikler gésteren hiicrelerde goriilebilir®.
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Resim 9. Papiller karsinomda Galectin-3 immunekspresyonu

2.8.4.4. Ki-67

Ki-67; ge¢ G1, S, G2 ve M fazlarinda bulunan hicreleri taniyan bir belirteg
olup, boyanan tumér hicrelerinin yuzdesi “proliferasyon indeksi” olarak
kullaniimaktadir. Papiller tiroid karsinomlarinda Ki-67 proliferasyon indeksi,

tipik olarak %5’in altindadir®.
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100 pm

Resim 10. Papiller karsinomda Ki-67 immunekspresyonu

2.8.5. Papiller karsinom tanisinda kullanilan yeni belirtecler

Papiller karsinom tanisinin en énemli kriteri olan nukleer sekil bozukluklarini
daha net ortaya koymak ve artefakta bagl morfolojik degisiklikleri ekarte
etmek icin, nukleer membran proteini olan “emerin”, immunhistokimyasal
olarak kullaniimaktadir®?. lyi diferansiye tiroid karsinomlarinda, emerin
immunekspresyonu ile saptanan nukleer protrizyonlarin, malign davranis

gostergesi olabilecegi belirtimektedir®.

Ozellikle folikiiler lezyonlarda, noral hiicre adhezyon molekulii
(N-CAM) olarak da bilinen CD56’nin kaybini; malignite lehine degderlendiren
yayinlar mevcuttur®*. CK19, HBME-1, Galectin-3, CD56
immunekspresyonlarini degerlendiren bir derlemede ise; CD56
immunekspresyon kaybinin tek basina sensitivitesinin dusuk oldugu, ancak
panele dahil edildiginde tanisal acidan faydali olabilecegi belirtilmistir®>.
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2.9. TNM Siniflamasi (DSO 2004)

pT (Primer tiimor)
T1 Tumor en genis ¢apl 2 cm veya daha az; tiroide sinirli

T2 Tumdr en genis ¢capi 2 cm’den blyuk, ancak 4 cm’den buyuk degil;
tiroide sinirli

T3 Tumdr en genis ¢capi 4 cm’den blyuk; tiroide sinirli veya minimal tiroid
digi yayilim (sternohyoid kas invazyonu, peritiroidal yumusak doku
invazyonu, vb.) gosteren herhangi captaki timor

T4a Tiroid kapsulinl asarak subkutan yumusak doku, larinks, trakea,
0zofagus veya rekirren laringeal sinir invazyonu olusturan herhangi ¢captaki
tumor

T4b Prevertebral fasya, karotid arter veya mediastinal vaskiler yapi
invazyonu gosteren herhangi captaki tumor

pN (Bolgesel lenf nodlari)
Nx  Bolgesel lenf nodlarinin degerlendirilemedigi durumlar
NO Bodlgesel lenf nodu metastazi yok

Nla Level VI lenf nodlarina metastaz (pretrakeal, paratrakeal veya
prelaringeal/Delphian)

N1b Unilateral, bilateral veya kontralateral servikal veya superior
mediastinal lenf nodlarina metastaz

pM (Uzak metastaz)
Mx Uzak metastazin degerlendirilemedigi durumlar
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var
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2.10. Evreleme (DSO 2004)

Tablo 1. Evreleme

45 yas alti
Evre | Herhangi bir T | Herhangi bir N MO
Evre Il Herhangi bir T | Herhangi bir N M1
45 yas ve Uzeri

Evre | T1 NO MO
Evre Il T2 NO MO
Evre llI T2 NO MO
T1 Nla MO

T2 Nla MO

T3 Nla MO

Evre IVA T4a NO MO
T4a Nla MO

T1 N1b MO

T2 N1b MO

T3 N1b MO

T4a N1b MO

Evre IVB T4b Herhangi bir N MO
Evre IVC Herhangi bir T | Herhangi bir N M1
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2.11. Risk Stratifikasyonu

Guncel olarak, papiller karsinom tanisi alan hastalarin tedavi segeneklerinin
belirlenmesinde ve prognozun dngoérilmesinde cesitli skorlama sistemleri
kullaniimaktadir®®. Klinik ve patolojik 6zellikleri bagdastiran bu sistemlere

ornek vermek gerekirse:

e MACIS (metastaz, yas, rezeksiyon yeterliligi, invazyon, tumor ¢apt)
e AGES (yas, grade, lokal yayilim, timor ¢ap1)
e AMES (yas, metastaz, lokal yayilim, timor ¢capi)

e TNM (yas, tumor ¢apl, lenf nodlarinin durumu, metastaz)

Niemeier ve ark.’nin calismasinda; BRAF v600E mutasyonu ile tiroid igi
yayillim, multisentrisite gibi patolojik 6zellikleri bir araya getiren skorlama
sisteminin ise, papiller mikrokarsinomlarda agresif gidisi 5Gngérmede daha

basarili oldugu gosterilmistir®’

2.12. Tedavi Yaklagimlan

Papiller tiroid karsinomunun konvansiyonel tedavisi lobektomi / total
tiroidektomi ile bunu takip eden radyoaktif iyot ve TSH supresyonudur.
Olgularin buyuk kisminda konvansiyonel tedaviler yeterli olmakta ve kir elde
edilmektedir. Diger yandan, %10-20 kadar olguda uzak organ metastazi
gelismekte; bunlarin da yaklasik yarisinda radyoaktif iyot ablasyonu ve TSH
supresyonu yeterli olmamaktadir. Bu tedavilere direng gelisiminden; BRAF
mutasyonu sonucu gelisen sodyum/iyot simporter, TSH reseptord,
tiroperoksidaz, tiroglobulin ve pendrin ekspresyonlarinin kaybinin sorumlu
oldugu gosterilmistir®® 3. Bu olgularda sistemik sitotoksik tedavinin rolii
oldukca sinirhidir®®. Papiller tiroid karsinomu olgularinin kiguk bir bolimuna

olustursa da; ilk tani aninda bu kiguk grubun tespit edilmesini kolaylastiran
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ve farkl bir tedavi se¢genegi sunan BRAF mutasyon analizinin klinik 6nemi

oldukca fazladir.

BRAF mutasyonlarinin goruldagu diger bir antite olan malign
melanomda, tirozin kinaz inhibitora etkili bir ajan olan Vemurafenib, FDA
onayi alarak tedavi protokollerindeki yerini almigtir. Papiller tiroid karsinomu
icin ise; BRAF ile birlikte VEGFR (vascular endothelial growth factor
receptor), PDGFR (platelet derived growth factor receptor), KiT gibi diger

tirozin kinazlari inhibe eden multi-kinaz inhibitorleri olan Sorafenib** 42

ve
Lenvatinib®® %4, 2015 yilinda FDA onay! almistir. Bu multi-kinaz inhibitorleri,
radyoaktif iyot tedavisine direng ve/veya uzak metastaz gelismis olgularda
kullanima girmigstir. Bu ajanlar ile progresyonsuz sagkalimda uzama elde
edilmis, ancak genel sagkalimda degisiklik tespit edilmemistir. Hentz Faz Il
calismalari devam eden MEK inhibitérd Selumetinib ile ise, timor
hlcrelerinin iyot uptake yetenegi ve karsinogenez surecinde kaybedilen
MHC-I molekdilleri geri kazanilabilmektedir*> “°. Bu avantajlar da géz dniine
alindiginda, yakin gelecekte basta tirozin kinaz inhibitorleri olmak Uzere, bir
cok hedefe yodnelik ajanin, konvansiyonel tedavi protokollerine entegre

olabilecegi gorulmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Olgu Segimi

Marmara Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal’'nda 2010-
2014 yillari arasinda tani almig, klinik — patolojik evre, yas, yaklasik iki yillik
klinik takipleri ile HBME-1, Galectin-3, CK19 ve Ki-67 ekspresyon profillerini
bildigimiz 107 papiller karsinom ile 19 adenom ve 13 adet normal tiroid
dokusunda BRAF ve h-TERT mutasyonu varligi immunhistokimya ile
arastinildi. Randomize olarak segilen 4 adenom, 13 lenf nodu metastazi ve
14 adet lenf nodu metastazi olmayan primer timor dokusunda, BRAF

mutasyonlarinin tespiti igin rt-PCR yontemi de kullanildi.

Hastalarin yaslari minimum 8, maksimum 79, ortanca degeri (median) 44,
ortalama degeri (mean) 43.96 ve standart deviasyonu 13.1 idi. Hastalarin
30’u erkek (%23.8), 96’sI kadin (%76.2) olup; kadin/erkek orani 3.2 idi.

3.2. Etik Kurul

69 protokol numarali projemiz, 30.05.2014-8 sayil yazi ile Marmara
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanmistir. Projemiz;
SAG-C-TUP-121114-0357 proje no ile, Marmara Universitesi BAPKO’nun
(Bilimsel Arastirma ve Projeler Komisyonu) finansal destegi ile

gerceklestiriimistir.
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3.3. YOntem

3.3.1. immiinhistokimya

3.3.1.1. BRAF v600E ve h-TERT

BRAF V600E ve h-TERT immunekspresyonu, Novolink™ polimer deteksiyon

sistemi ile gosterildi.

Bu yontemde formalin fikse, parafine gomulu dokulardan, pozitif sarjh
lamlara 4um kalinliginda kesitler alinarak 37°C’de 1 gece deparafinize edildi.
Ug ayri ksilende 5 dakika ve iki ayri %96’lik etanolde 10’ar dakika bekletilerek
hidrasyon yapildi. Endojen peroksidaz aktivitesi %3’lik H,O,.metanol ile 20
dakika baskilandi. Ardindan kesitlere mikrodalga firinda 200 W gugcte Tris-
EDTA Buffer (pH 9.0) ile 20 dakika antijen agiga ¢ikarma iglemi uygulandi.
Oda isisinda 20 dakika sogutulan lamlar énce distile su ile sonra pH 7.4
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) ile yikandi. Non-spesifik boyanmayi
engellemek igin lamlara Protein Block (Novocastra™) damlatilarak 10 dakika
bekletildi. Ardindan kesitler 1:100 dilisyon oraninda fare monoklonal BRAF
V600E (VE-1, Spring™, Canada) antikorunda, 37°C’de, 60 dakika ve 1/100
dilusyon oraninda; tavgan poliklonal h-TERT (Y-182, Aviva, USA)
antikorunda ise 37°C’de, 60 dakika ve 1/200 dilisyon oraninda inkube edildi.
Kesitlerin timu beser dakika iki ayri TBS ile yikandi ve sirasiyla Post
Primary Block ve Novolink Polimer (Novocastra™, Leica, Australia) ¢cozeltileri
damlatilarak oda 1sisinda 30’ ar dakika inkube edildi. TBS ile yikama
sonrasinda diaminobenzidin (DAB) kromojeni damlatilarak 5 dakika bekletildi.
Mayer Hematoksilen ile zit boyamanin ardindan kesitler etanolden gegirilerek

dehidrate edildi ve ksilene alinarak uygun kapama maddesi ile kapatildi.

Boyama islemi esnasinda eksternal negatif ve pozitif kontrol dokulari
kullanildi. BRAF V600E antikoru igin pozitif kontrol dokusu olarak olarak,

BRAF mutasyonu varligi 6nceden rt-PCR ile gosterilmis malign melanom
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olgularina ait kesitler kullanildi. Tiroid dokusuna ait negatif kontrol kesitlerine

ise primer antikor disinda diger butin agsamalar uygulandi.

h-TERT boyama iglemleri sirasinda pozitif kontrol olarak trotelyal
karsinom olgusuna ait kesitler kullanildi. Negatif kontrol kesitlerine ise primer

antikor diginda diger butin agamalar uygulandi.

3.3.1.2. CK19, HBME-1, Galectin-3, Ki-67

Rutinde kullandigimiz CK19, HMBE-1, Galectin-3 ve Ki-67 belirtecleri,

otomatize sistemle (Leica-Bond™) uygulanmaktadir.

Tablo 2. immiinhistokimyada kullanilan antikorlar ve ézellikleri

ANTIKOR KLON DILUSYON INKUBASYON SURESI SICAKLIK

BRAF V600E | VE-1 1/100 60 dakika 37°C

h-TERT Y-182 1/200 60 dakika 37°C
CK19 AB53 1/100 30 dakika 56°C
HBME-1 HBME-1 1/50 30 dakika 56°C
Galectin-3 9C4 1/100 30 dakika 56°C
Ki-67 SP6 1/100 30 dakika 56°C
3.3.2. RT-PCR

3.3.2.1. Ornegin hazirlanmasi ve DNA ekstraksiyonu

Segcilen parafin bloklardan 5 p kalinhiginda 3’er adet kesit alindiktan sonra,
daha once uygun alani igsaretlenmis Hematoksilen-Eozin lamindaki isarete
g6re makrodisseksiyon yapildi. Kesitten secilerek ¢ikarilan alanlar 1,5 mL’lik
mikrosantrifij tiplerine alindi. 500 pL ksilen eklenerek Vortex ile 10 saniye
karigtinldi. Tupler 15-30°C araliginda 5 dakika bekletildi. 500 pL absolut
etanol eklenerek 15-30°C araliginda 5 dakika daha bekletildi. TGpler 16000-
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20000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Ustte biriken sivi, gokeltiye dokunmadan
alinip kimyasal atiga bosaltildi. 1 mL absolut etanol eklenip, Vortex ile 10
saniye karistirildi. Ttpler 16000-20000 g’'de 2 dakika tekrar santriflj edildi.
Ustte biriken sivi, gokeltiye dokunmadan alinip kimyasal atiga bosaltild.
Kalan ¢okeltiler, tuplerin kapagi agilarak 56°C’deki 1sitma blogunda
kurutuldu. Kuruyan ¢okeltiler, icerigindeki etanolun tamamen
buharlastigindan emin olunduktan sonra, 180 uyL DNA Tissue Lysis Buffer
solusyonu iginde tekrar suspansiyon haline getirildi. 70 pL Proteinaz K

eklendi.

3.3.2.2. DNA izolasyonu ve kantifikasyonu

Elde edilen sispansiyon, Vortex ile 30 saniye karistirildi. Tupler 56°C’de 60
dakika inkube edildi. Vortex ile tekrar 10 saniye karistirildi. Daha sonra tupler
90 °C’de 60 dakika inkube edildi. Tupler isitici bloktan indirilip, oda
sicakhgina kadar sogumasi saglandi. 200 yL DNA Binding Buffer eklendi.
Pipet yardimiyla homojen karisim olusturuldu. Oda sicaklhiginda 10 dakika
inktibe edildi. 100 pL isopropanol eklenip, pipet ile karistirildi. Herbiri yaklasik
550 uL’ye ulasan lisat, filtre tupleri ile toplama kabina alindi. 8000 g'de 1
dakika santriftj edildi. Filtre tlpleri yeni toplama kaplarina alinip, 500 pyL
Wash Buffer | eklendi. 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Kaplarda biriken
sivl kimyasal atiga bosaltilip, filtre tlpleri ayni kaplaraa geri kondu. 500 pL
Wash Buffer Il eklendi. 8000 g’de 1 dakika santriflj edildi. Kaplarda biriken
sivi kimyasal atiga bosaltilip, filtre tlpleri yeni toplama kaplarina alindi. Filtre
membranlarinin kurumasi icin 16000-20000 g’de 1 dakika santrifuj edildi.
Filtre tUpleri, onceden etiketlenmis yikama tuplerine alindi. 100 yL DNA
Elution Buffer filtre membranlarinin merkezine yavasca akitildi. Oda
sicakhginda 5 dakika inkube edildi. 8000 g'de 1 dakika santrifij edilerek,
filtrelerdeki DNA materyalinin mikrosantrifiij tiplerine aktarimi saglandi. Bu
asamada DNA konsantrasyonlari Nanodrop UV-Vis Spectrophotometer (ND-
1000 veya ND-2000) ile hemen dlguldu. Elde edilmesi gereken minimum
DNA miktari 5 pyL olarak kabul edildi.
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3.3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyon

Elde edilen DNA miktari, kit Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda, uygun
miktarlarda DNA Specimen Diluent ile sulandirildi. Spesmen sayisina gore,
Onerilen miktarlarda solusyon karistirildi. Elde edilen spesmenler AD-plate’e

alinarak Cobas™ cihazina yuklendi.

3.4. Degerlendirme

3.4.1. BRAF v600E immiinhistokimyasi

Tiroid papiller karsinomunda, kolon adenokarsinomunda ve malign
melanomda BRAF v600E immunekspresyonunun degerlendirilmesi ile ilgili
bir standardizasyon heniiz gelistirilmemistir*’. Literatiirde BRAF v600E
immunekspresyonunu farkh sekillerde degerlendiren yayinlar mevcuttur.
Bizim galigmamizda, BRAF v600E immunekspresyonu, nukleer ve
sitoplazmik boyanmanin yizdesi ve siddetine gore skorlanarak (Tablo 3)

degerlendirildi.

Tablo 3. BRAF v600E immunekspresyon skorlamasi

0 | Negatif

1 | Zayif

2 | Orta derecede
3 | Siddetli
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Resim 11. BRAF v600E negatif

Resim 12. BRAF v600E 1+ immuUnekspresyon
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3.4.2. h-TERT immiunhistokimyasi

Literatirde h-TERT antikorunun klonuna gore farkli degerlendirmeler yapan

48,49 niikleer

yayinlar mevcuttur. 44F12 klonunu kullanan iki galigmada
boyanma, yine 44F12 klonunu kullanan baska bir calismada® niikleer veya
nikleer+sitoplazmik boyanma spesifik kabul edilmistir. Y182 klonunu

kullanan calismalar®*>3

ise, nukleer+sitoplazmik boyanmay! spesifik kabul
etmigtir. Bizim galismamizda Y182 klonu kullanildi. Sitoplazmik boyanma
siddeti (Tablo 4) ve nukleer boyanma yuzdesi (<25, 25-75, >75) ayri ayri

skorlanarak degerlendirildi.

Tablo 4. h-TERT immunekspresyon skorlamasi

0 | Negatif

1 | Zayif

2 | Orta derecede
3 | Siddetl
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Resim 16. h-TERT 1+ sitoplazmik immunreaktivite
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Resim 18. h-TERT 3+ sitoplazmik immunreaktivite
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Resim 19. h-TERT nukleer imminreaktivite

3.4.3 CK19 immiinhistokimyasi

Cevre tiroid dokusuna gore boyanma siddeti artan olgular pozitif olarak
degerlendirildi. TUmoran bir kisminda immunekspresyon gorulen olgular

“fokal pozitif” olarak degerlendirildi.

3.4.4 HBME-1 immiinhistokimyasi

Tumorde apikal membranz boyanma gorulen olgular pozitif olarak
degerlendirildi. Tumoran bir kisminda immunekspresyon gorulen olgular

“fokal pozitif” olarak degerlendirildi.
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3.4.5 Galectin-3 immiinhistokimyasi

Tumorde sitoplazmik ve nukleer boyanma gorulen olgular pozitif olarak
degerlendirildi. TUmoran bir kisminda immunekspresyon goérulen olgular

“fokal pozitif” olarak degerlendirildi.

3.4.6 Ki-67 proliferasyon indeksi

TUmor hacrelerinde gorulen nikleer boyanmanin ylzdesi, proliferasyon
indeksi olarak kabul edildi. istatistiksel degerlendirme icin olgular boyanma

yuzdesine gore <%5 ve 2%5 olmak uzere 2 gruba ayrildi.

3.4.7. BRAF PCR

Immdinhistokimyasal olarak degerlendirilen olgular arasindan randomize
olarak segilen 4 adenom, 13 lenf nodu metastazi ve 14 adet lenf nodu

metastazi olmayan primer timoér dokusuna PCR uygulandi.

3.5. Istatistik

Calismada elde edilen bulgular dederlendirilirken, istatistiksel analizler icin
SPSS 15 (Statistical Package for Social Sciences; IBM, USA) kullanildi.
Kategorik degiskenler igin ki kare (Pearson Chi-Square) testi kullanildi.

BRAF v600E immunekspresyonunun PCR sonuglari ile
kargilastiriimasinda Fisher’'s Exact test kullanildi. Tum istatistik testlerde p
degerinin 0.05’in altinda olmasi anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Demografik veriler ve klinik degerlendirme sonuclari

Calismamiza dabhil edilen olgularin 30’u erkek (%23.8), 96’s1 kadin (%76.2)
olup; tan1 anindaki yas ortalamasi 43.96 idi (SS; 15.10, minimum 8 ve
maksimum 79). Olgularin 113 tanesine total tiroidektomi; kalan 13 tanesine
lobektomi proseduru uygulanmig; 49 tanesine es zamanli boyun

disseksiyonu veya selektif peritiroidal lenf nodu eksizyonu yapilimisti.

Sadece papiller karsinom tanil olgular ele alindiginda; olgularin 24’G
erkek (%22.4), 83’0 kadin (%77.6) olup; tani anindaki yas ortalamasi 43.91

idi (SS; 15.14, minimum 8 ve maksimum 79).

107 adet papiller karsinom olgusundan 97’sinin ( %91) klinik takip
bilgileri elde edildi. Takip suresi ortalama 25.3 ay olarak hesaplandi. Klinik

takibine ulasilan 97 hastanin;

o 1'i (%1) kardiyovaskuler hastalik nedeniyle vefat etmigti.

e 23’Unln (%24) tani aninda lenf nodu metastaz tespit edilmisti.

e 1’inin (%1) yaklasik 28 ay sonra lenf nodu metastazi ortaya gikmisti.
e 2’sinin (%2) tani aninda uzak metastazi tespit edilmisti.

e 5’inde (%5.1) lokal niks gelismisti.

e 65'i (%67) ise saglikl ve hayattaydi.

Klinik takiplerine ulasilabilen bu 97 olgu; lenf nodu metastazi, lokal niks
ve uzak metastaz gibi agresif davranis sergileme durumuna gore, “iyi

prognozlu” ve “kotu prognozlu” olarak 2 gruba ayrilarak degerlendirildi.
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4.2 Patolojik Prognostik Parametreler

4.2.1. Patolojik evre

Papiller karsinom olgularinin 46 tanesi (%43) pT1, 29 tanesi (%27) pT2, 32
tanesi (%30) ise pT3 olarak degerlendirildi.

4.2.2. Tumor capi

Papiller karsinom grubunda olgularin timor ¢api ortalamasi 20.98 mm (SS
13.8, minimum 3 mm, maksimum 75 mm); adenom grubunda ise 25.79 (SS

15.03, minimum 9 mm, maksimum 67 mm) idi.

4.2.3. Mikroskopik varyant

Papiller karsinom grubunda, toplam 107 olgunun 48 tanesi (%45) klasik, 25
tanesi (%23) folikller, 11 tanesi (%10) onkositik varyant, 23 tanesi (%22) de
mikrokarsinom idi (Tablo 5). Adenom olgularinin 16 tanesi (%84.2) folikuler, 3

tanesi (%15.8) ise onkositik morfolojiye sahipti.

Olgu sayisi

m Klasik
| Folikiler
Onkositik

B Mikrokarsinom

Sekil 2. Mikroskopik varyantlarin yizde dagilimi
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4.2.3.1. Mikroskopik varyantin patolojik prognostik parametrelerle

iligkisi

» Tum olgularin 5 tanesinde nekroz izlenmisti. Bunlarin 3 tanesinin
(%60) onkositik morfolojide olmasi dikkat gekiciydi. Onkositik varyant
ile nekroz arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli olarak saptandi
(p=0.002).

» Mikroskopik varyantlar arasinda mitotik aktivite agisindan anlamli
farkhlik saptanmadi. (p=0.294)

» Klasik varyant olgularin %50’sinde, foliktler varyant olgularin
%40’ 1nda, onkositik varyant olgularin %54.5’inde, mikrokarsinomlarin
%34.8’'inde kalsifikasyon ve Psammom cisimleri izlendi. Mikroskopik
varyantlar arasinda, kalsifikasyon varhgi agisindan anlamli farklilik
saptanmadi. (p=0.55)

» Lenfatik invazyon en ¢ok klasik varyantta (%41.6) izlendi. Ancak
varyantlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihk saptanmadi.
(p=0.118)

» Vaskuler invazyon, en ¢ok klasik varyantta (%41.7) izlendi. (p=0.006)

A\

Perindral invazyon en ¢ok klasik varyantta (%20.8) izlendi. (p=0.041)

» TUumor kapsul varligi, en ¢ok folikller varyantta (%92) izlendi.
(p=0.0001)

» TUumor kapsulu bulunan olgular arasinda tumor kapsul invazyonu en
cok klasik varyantta (%69) izlendi. Ancak varyantlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptanmadi. (p=0.485)

» Tiroid kapsul invazyonu en ¢ok klasik varyantta (%72.9) izlendi.
(p=0.002)

» Tiroid gevresi yumusak doku invazyonu en ¢ok klasik varyantta
(%47.9) izlendi. (p=0.0001)

» Multisentrik tumor varligi en ¢ok onkositik varyantta (%54.5) izlendi.

Ancak varyantlar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik

saptanmadi. (p=0.291)
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» Tiroid i¢i yayihm en ¢ok klasik varyantta (%75) izlendi. (p=0.0001)

» Olgularin timor digi tiroid parankiminde %57.9 noduler hiperplazi,
%21.5 olagan morfoloji, %16.8 lenfositik tiroidit, %0.9 foliktler
adenom, %0.9 dishormonogenetik guatr, %0.09 mikrokalsifikasyon
izlendi. Mikroskopik varyantlar arasinda tumor disi tiroid dokusu

agisindan istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi. (p=0.269)

4.2.3.2. Mikroskopik varyantin rutinde kullanilan immiinhistokimyasal

belirteclerle iligkisi

» HBME-1 immunespresyonu en ¢ok mikrokarsinomlarda (%100)
izlendi. (p=0,001)

» CK19 immunekspresyonu acgisindan, mikroskopik varyantlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik izlenmedi. (p=0.346)

» Galectin-3 immunekspresyonu, folikuler varyantta diger varyantlara
gore belirgin olarak azdi. (p=0.0001)

» Ki-67 ile olgulen proliferasyon indeksi mikrokarsinomlarda en ylksek
olmakla birlikte, mikroskopik varyantlar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farkhlik izlenmedi. (p=0.651)

4.2.4. Cerrahi sinir

Papiller karsinom olgularinin 25 tanesinde (%23.3) cerrahi sinirda timaor
devamlihdi izlendi. Geriye kalan 82 olguda (%76.7) cerrahi sinirlar saglam

olarak degerlendirildi.

4.2.5. Patolojik risk skoru

Patolojik prognostik parametrelerin her birine 1 puan verilerek, 11 puan

uzerinden degerlendirilen bir “Patolojik risk skoru” olusturuldu (Tablo 5).
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Tablo 5. Patolojik risk skoru

Puan

Mitoz

Nekroz

Lenfatik invazyon

Vaskiiler invazyon

Perinoral invazyon

Tumor kapsil invazyonu

Tiroid kapsul invazyonu

Multisentrisite

Tiroid ici yayihm

Cevre yumusak doku invazyonu

Cerrahi sinirda timor varlig

R RrRr(RrIR[R|IR[RPR|R|(R |~

Toplam

=
[EEN

4.3. immiinhistokimyasal Bulgular

4.3.1. BRAF v600E immiinhistokimyasi

Papiller karsinom olgularinda BRAF v600E immuUnhistokimyasi igin 1+,2+ ve

3+ olgularin orani %71 (76/107), 2+ ve 3+ olgularin orani %50.4 (54/107),
sadece 3+ olgularin orani ise %31.8'dir (34/107). Herhangi bir siddette
boyanma gorulen olgularda, boyanan tumor yuzdesi 10 ile 100 arasinda

degismekte olup; ortalama %90.4 olarak hesaplanmistir.

Adenom olgularinin %36.8’inde (7/19) 1+ boyanma izlenmigtir. Normal

tiroid dokusuna ait 6rneklerin %7.7’sinde (1/13) 2+, %76.9'unda (10/13) 1+

boyanma izlenmistir. immiinhistokimyasal bulgular Tablo 6'da 6zetlenmistir.
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Tablo 6. BRAF v600E immunhistokimya bulgulari

BRAF v600E immiinekspresyon Siddeti (n)

Grup 0 1+ 2+ 3+ Toplam
Papiller karsinom - Klasik varyant 11 3 7 27 48
Papiller karsinom - Folikiiler varyant 13 11 1 0 25
Papiller karsinom - Onkositik varyant 5 3 1 11
Papiller mikrokarsinom 3 9 6 23
Adenom 12 7 0 0 19
Normal 2 10 1 0 13
Toplam 45 39 21 34 139

107 adet papiller karsinom olgusunun, lenf nodu metastazi mevcut

olan 23 tanesinde (%21.5), hem primer tumaér 6rnegine, hem de metastatik

lenf noduna BRAF v600E immunhistokimyasi uygulanmis; bu olgularda

primer tumor ile metastaz érneklerinde BRAF v600E immunekspresyonunun

genellikle ayni yuzde ve siddette oldugu goézlemlenmistir. Bu olgularin 5

tanesinde (%21.7) boyanma siddeti ayni iken, boyanan timaor oraninin

metastazda daha dislk oldugu; 2 tanesinde (%8.7) hem boyanma siddeti

hem de boyanan tUmor oraninin metastazda daha dusuk oldugu, 6 olguda

ise (%26) primer tumor ve lenf nodu metastazinda immunekspresyon

go6rulmedigi dikkati cekmistir (Tablo 7).
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Tablo 7. Primer timdrde ve ayni olgunun lenf nodu metastazi 6rneklerinde

BRAF v600E immunekspresyonu

Olgu | pT-BRAF-% | pt-BRAF-siddet | LN-BRAF-% | LN-BRAF-siddet
1 0 0 0 0
2 90 3 90 3
3 80 3 70 3
4 100 1 30 1
5 100 3 100 1
6 10 2 0 0
7 0 0 0 0
8 100 3 100 3
9 100 2 100 2
10 90 3 40 3
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
13 0 0 0 0
14 100 2 100 2
15 100 3 100 3
16 0 0 0 0
17 90 3 90 3
18 100 3 100 3
19 80 2 50 2
20 100 3 100 3
21 100 3 100 3
22 100 3 80 2
23 60 1 20 1

Kisaltmalar:

pT-BRAF-%: Primer tumorde BRAF immunekspresyonu gorulen hucrelerin

yuzdesi, pT-BRAF-siddet: Primer timdrde gortulen BRAF

immunekspresyonunun siddeti, LN-BRAF-%: Lenf nodu metastazinda BRAF
immunekspresyonu gorulen hucrelerin ylizdesi, LN-BRAF-siddet: Lenf nodu
metastazinda gorilen BRAF immunekspresyonunun siddeti
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4.3.2. h-TERT immunhistokimyasi

h-TERT immunekspresyonu, sitoplazmik ve nukleer olmak tUzere ayri ayri

degerlendirildi (Tablo 8,9). Papiller karsinom, adenom ve normal tiroid

olgulari arasinda sitoplazmik h-TERT immunekspresyonu yonunden anlamli

farkhlik saptanmadi (p=0.065). h-TERT nukleer immunekspresyonu ise,

papiller karsinom grubunda adenom ve normal tiroid olgularina gore belirgin

olarak az olup, bu farkhlik istatistiksel olarak anlamh bulundu (p=0.001).

Normal dokuda h-TERT mutasyonu ile telomeraz reaktivasyonu

beklenmediginden, bu farkhligin kullanilan h-TERT klonunun non-spesifik

immunekspresyonuna bagh oldugu oldugu kanisina varildi.

Tablo 8. h-TERT sitoplazmik immunekspresyonu

h-TERT sitoplazmik immiinekspresyon siddeti (n)

Grup 0 1+ 2+ 3+ Toplam
Papiller karsinom - Klasik varyant 4 18 18 8 48
Papiller karsinom - Folikiiler varyant 6 12 6 1 25
Papiller karsinom - Onkositik varyant | 3 6 0 2 11
Papiller mikrokarsinom 5 10 6 2 23
Adenom 6 8 2 3 19
Normal 0 11 2 0 13
Toplam 24 65 34 16 139

Tablo 9. h-TERT nukleer immunekspresyonu

h-TERT niikleer immiinekspresyon yiizdesi (n)

Grup <25 25-75 >75 Toplam
Papiller karsinom - Klasik varyant 26 11 11 48
Papiller karsinom - Folikiiler varyant 15 5 5 25
Papiller karsinom - Onkositik varyant 3 3 5 11
Papiller mikrokarsinom 9 7 23
Adenom 3 5 11 19
Normal 0 5 8 13
Toplam 56 36 47 139
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4.4. PCR Sonuglari

107 adet papiller karsinom ve 19 adet adenom olgusu arasindan randomize
olarak secilen 31 olguya BRAF tr-PCR yontemi uygulandi. BRAF v600E
immudnhistokimyasi ile boyanma goérulmeyen 11 olgunun 1’inde (%9), 2+
boyanma gorulen 6 olgunun 1’inde (%16.6), 3+ boyanma goérulen 9 olgunun
8’inde (%88.8) PCR ile BRAF mutasyonu tespit edildi. BRAF v600E
immunhistokimyasi ile 2+ boyanma elde edilen 5 olgunun tumu BRAF
negatifti (Tablo 10).

Tablo 10. BRAF PCR sonuglari

IHK () | IHK (1+) | IHK (2+) | IHK (3+) | Toplam
PCR (-) 10 5 5 1 21
PCR (+) 1 0 1 8 10
Toplam 11 5 6 9 31

4.4.1. BRAF v600E immiinekspresyonu ve BRAF PCR

BRAF v600E immunekspresyonu ile BRAF PCR sonuglari arasindaki iligki,
Fisher's Exact Test ile degerlendirildi. “immiinhistokimyasal olarak sadece 3+
siddette boyanan olgular gergek pozitiftir.” hipotezi ile, en yuksek “Test

sonucu olabilirlik orani (Likelihood ratio)” elde edildi.
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Bu sonuglara gore BRAF v600E immunhistokimyasinin;

Sensitivitesi %90.9,
Spesifitesi %88.8,

Pozitif prediktif degeri %95.2,
Negatif prediktif degeri %80,

YV V. V V V V

yanlis oldugu anlamina gelmekteydi.

4.4.2. BRAF PCR sonuglari ile BRAF v600E immiinhistokimyasinin

degerlendirilmesi

Test sonucu olabilirlik orani (Likelihood ratio) 8.18 olarak hesaplandi.

Test sonucu olabilirlik oraninin 8.18 olmasi, her 10 testten 1 tanesinin

Imminhistokimya ve PCR yéntemlerinin kargilastiriimasi sonucunda elde

edilen bilgiler 1s1ginda, immunekspresyon siddeti 3+ olan olgular pozitif, geri

kalan olgular negatif kabul edildi (Tablo 11, S$ekil 3). Buna goére tim papiller

karsinom olgularinin %31.8’i (34/107) BRAF v600E pozitif olarak

degerlendirildi. En yUksek pozitiflik orani klasik varyantta (%59.5) izlenmig

olup; folikller varyant olgularda pozitiflik saptanmadi.

Tablo 11. Mikroskopik varyantlar arasinda BRAF v600E immunekspresyonu

BRAF v600E immiinekspresyon Siddeti (n; [%])
Grup 0/1+/2+ 3+ Toplam
Papiller karsinom - Klasik varyant 21 27 [%59.5] 48
Papiller karsinom - Folikiiler varyant 25 0 [%0] 25
Papiller karsinom - Onkositik varyant 10 1 [%9] 11
Papiller mikrokarsinom 17 6 [%26] 23
Toplam 73 34 [%31.8] 107
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BRAF v600E

Mikrokarsinom 26%

Onkositik %

Folikiler ' % B BRAF v600E

Klasik 59%

Genel 32%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Sekil 3. Mikroskopik varyantlarda BRAF v600E mutasyon oranlari (3+

immunekspresyon)

Lenf nodu metastazi olan olgularin %11’i BRAF v600E pozitif olarak
saptandi. Bu olgularin 2 tanesinde metastatik lenf nodundaki timériin BRAF
V600E negatif olmasi, 2 tanesinde ise BRAF v600E immunekspresyonu
gOsteren hicre oraninin metastatik lenf nodunda daha disuk olmasi dikkati
cekti (Tablo 12). Ancak primer tumor ile metastatik lenf nodundaki timérin
BRAF v600E mutasyonu yonunden iligkisinin ¢ok kuvvetli oldugu hesaplandi.
(Phi=%83.7, p=0.0001). Primer tumor 6rneklerinde BRAF v600E
mutasyonuna sahip hucrelerin %80-100 araliginda oldugu dikkate
alindiginda; intratimoral heterojenitenin lenf nodu metastazi érneklerinde

daha belirgin oldugu goruldd.
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Tablo 12. Primer timdrde ve ayni olgunun lenf nodu metastazi 6rneginde
BRAF v600E mutasyonu (3+ immuinekspresyon)

Olgu pt-BRAF pT-BRAF-% LN-BRAF LN-BRAF-%
1 Negatif Negatif

2 Pozitif 90 Pozitif 90
3 Pozitif 80 Pozitif 70
4 Negatif Negatif

5 Pozitif 100 Negatif

6 Negatif Negatif

7 Negatif Negatif

8 Pozitif 100 Pozitif 100
9 Negatif Negatif

10 Pozitif 90 Pozitif 40
11 Negatif Negatif

12 Negatif Negatif

13 Negatif Negatif

14 Negatif Negatif

15 Pozitif 100 Pozitif 100
16 Negatif Negatif

17 Pozitif 90 Pozitif 90
18 Pozitif 100 Pozitif 100
19 Negatif Negatif

20 Pozitif 100 Pozitif 100
21 Pozitif 100 Pozitif 100
22 Pozitif 100 Negatif

23 Negatif Negatif

Kisaltmalar:

pT-BRAF: Primer timérde BRAF v600E mutasyonu, pT-BRAF-%: Primer
tumorde BRAF v600E mutasyonu gorulen hucrelerin yuzdesi, LN-BRAF: Lenf
nodu metastazinda BRAF v600E mutasyonu, LN-BRAF-%: Lenf nodu
metastazinda BRAFv600E mutasyonu gorulen hucrelerin yluzdesi
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4.4.3. BRAF v600E mutasyonunun klinik ve patolojik prognostik

parametrelerle iliskisi

>

BRAF v600E mutasyonu ile cinsiyet arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmamigstir (p=0.237).

Olgular 45 yas sinirina gore deg@erlendirildiginde, BRAF v600E
mutasyonu 45 yas alti olgularda %29.6, 45 yas ve Ustu olgularda
%33.9 oraninda gorulmus olup; iki grup arasinda anlaml farklilk
yoktur (p=0.630).

BRAF v600E mutasyonu ile es zamanli lenf nodu metastazi varligi
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamistir (p=0.062)
BRAF v600E mutasyonu gorilen olgularin %50’si pT evre 3 olup; bu
veri istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.003).

BRAF v600E mutasyonu goérulen olgularin %79.4’U klasik varyant
olup; bu veri istatistiksel olarak anlamhidir (p=0.003). Papiller
mikrokarsinomlarin %17.6’sinda, onkositik varyant olgularin
%2.9’'unda BRAF v600E mutasyonu saptanmistir. Folikiler varyant
olgularda BRAF v600E mutasyonu saptanmamistir.

BRAF v600E mutasyonu ile nekroz varligi arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmamigtir (p=0.165).

Mitotik indeksi yuksek olgularda BRAF v600E mutasyonu orani
(%43.8), mitotik indeksi dusuk olgulara (%20.6) gore daha dusuktur
(p=0.020).

BRAF v600E mutasyonu ile kalsifikasyon varligi arasinda istatistiksel
olarak anlamllik saptanmamistir (p=0.347).

BRAF v600E mutasyonu, lenfatik invazyon gérulen olgularda (%47.1)
goOrulmeyen olgulara (%23.3) kiyasla daha siktir (p=0.013).

BRAF v600E mutasyonu ile vaskuler invazyon arasinda istatistiksel

olarak anlamhlik saptanmamistir (p=0.247).
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Perinoral invazyon gorulen olgularda BRAF v600E mutasyonu orani
(%23.5), gorulmeyen olgulara (%5.5) kiyasla daha yuksektir
(p=0.006).

Tumor kapsulu olmayan olgularda BRAF v600E mutasyonu orani
(%60.3), tmor kapsulu olan olgulara (%35.3) kiyasla daha yuksek
olup; bu farklilk istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.016). Ancak tumor
kapsulune invazyon ile BRAF v600E mutasyonu arasinda istatistiksel
olarak anlamhlik saptanmamistir (p=0.086).

Tiroid kapsul invazyonu gosteren olgularin %76.5’inde, gostermeyen
olgularin ise %42.5'inde BRAF v600E mutasyonu saptanmistir
(p=0.001).

Yumusak doku invazyonu goésteren olgularin %50’sinde, gostermeyen
olgularin ise %16.4’'Unde BRAF v600E mutasyonu saptanmistir
(p=0.0001).

BRAF v600E mutasyonu ile multisentrisite arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmamistir (p=0.066).

Tiroid i¢i yayihm gosteren olgularin %82.4’Unde, gostermeyen
olgularin ise %32.9'unda BRAF v600E mutasyonu saptanmistir
(p=0.0001).

BRAF v600E mutasyonu gorulen olgularin timor disi tiroid dokusunda
%52.9 noduler hiperplazi, %23.5 lenfositik tiroidit, %20.6 olagan
bulgular izlenmis olup; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik saptanmamistir (p=0.53).

Patolojik risk skoru 5 puan sinirina gore ele alindiginda; 5’ten yuksek
puan alan olgularda BRAF v600E mutasyonu orani %71 iken, 5 ve alti
puan alan olgularda %22.1’dir. Bu farkhlik istatistiksel olarak anlamlidir
(p=0.0001).

BRAF v600E mutasyonu ile CK19, HBME-1, Galectin-3
immunekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

saptanmamistir.
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» BRAF v600E mutasyonu ile Ki-67 proliferasyon indeksi arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamistir.
» Calismamizda BRAF v600 mutasyonu ile iligkili olarak belirlenen

patolojik prognostik parametreler Sekil 4’te 6zetlenmistir.

> Yiksek pT evre - Klasik varyant

> Lenfatik/perindral invazyon

)DU§Uk mitotik indeks

>TUm6rde kapsul yoklugu/Tiroid ici yayilim

>Tiroid kapsul invazyonu

)Tiroid disi yumusak doku invazyonu

> Patolojik risk skoru >5

Sekil 4. BRAF v60O0E ile iligkili patolojik prognostik parametreler
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4.5. Prognoz

45.1. Demografik verilerin prognozla iliskisi

» Kadin hastalarda kotu prognoz orani (%9.1) erkek hastalara (%5) gore
daha yuksektir. Ancak prognoz agisindan cinsiyetler arasinda anlamli
farkhlik yoktur. (p=0.553)

» 45 yas ve Uzeri hastalarda kotu prognoz orani (%10.9) 45 yas alti
hastalara gore daha yuksektir. Ancak prognoz agisindan yas gruplari

arasinda anlaml farklilik yoktur. (p=0.373)

4.5.2. Patolojik prognostik parametrelerin prognozla iliskisi

» pT evre 3 olgularin %46.7’si, pT evre 2 olgularin %21.4°G, pT evre 1
olgularin ise %12.8'’i k6tl prognoz gostermistir (p=0.005)

» Mikroskopik varyantlar arasinda en yuksek kotu prognoz orani klasik
varyantta (%44.3) izlenmistir (p=0.011).

» Tumor nekrozu gorilen olgularin tamami iyi prognostik gruptadir.
Ancak gruplar arasinda nekroz agisindan anlaml farklihk
saptanmamistir (p=0.229).

» Mitotik indeksi dugslk olgularda kot prognoz orani (%29.5) daha
yuksektir. Ancak gruplar arasinda mitoz agisindan anlamli farkhlik
saptanmamigtir (0.274).

» Kalsifikasyon gorulen olgularda kétl prognoz orani (%37) daha
yuksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir
(p=0.017).

» Lenfatik invazyon gorulen olgularda kotl prognoz orani (%43.3) daha
yuksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir
(p=0.008).
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Vaskuler invazyon gorulen olgularda kétu prognoz orani (%56) daha
yuksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir
(p=0.0001).

Perindral invazyon goérulen olgularda kétu prognoz orani (%45.5) daha
yuksektir. Ancak gruplar arasinda anlaml farklilik saptanmamisgtir.
(p=0.113).

Tumor kapsull olmayan olgularda kétu prognoz orani (%39.1) daha
yuksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir
(p=0.004). Tumor kapsulu olan olgularda, kapsul invazyonu gosteren
ve gostermeyenler arasinda anlamli farklilik saptanmamistir.
(p=0.535).

Tiroid kapsul invazyonu goérulen olgularda koétl prognoz orani (%42.3)
daha yuksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir
(p=0.0001).

Yumusak doku invazyonu gorulen olgularda kotu prognoz orani
(%51.9) daha yuksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0.0001).

Multisentrik olan ve olmayan olgular arasinda anlamh farklilik
saptanmamigtir. (p=0.894).

Tiroid igi yayihm goérulen olgularda kétl prognoz orani (%40.4) daha
yuksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir
(p=0.001).

Cerrahi sinir pozitifligi olan olgularin %50’si k6tl prognostik seyir
gOstermigstir. Cerrahi siniri negatif olan olgularda bu oran %17.8 olup,
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.002).
Patolojik risk skoru 5’ten buyuk olan olgularda, kétu prognozun daha
sik oldugu (%47.4) gorulmektedir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamhdir (p=0.016).

Calismamizda koétu prognoz ile iligkilendirilen patolojik prognostik

parametreler Sekil 5’'te 6zetlenmistir.
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> Yuksek pT evre - Klasik varyant

> Kalsifikasyon

> Lenfatik/vaskuler invazyon

)Tijmbrde kapsil yoklugu/tiroid ici yayilim

>Tiroid kapsuli/tiroid disi yumusak doku invazyonu

> Cerrahi sinir pozitifligi

) Patolojik risk skoru >5

Sekil 5. Kot prognozla iliskili patolojik prognostik parametreler

4.5.3. Rutinde kullanilan immiinhistokimyasal belirteclerin prognozla

iligkisi

» HBME-1 immunekspresyonu gosteren olgularda kottu prognoz orani
(%28.7) daha yUksek olup, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0.049).

» CK19 ve Galectin-3 immunekspresyonu ile prognoz arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamisgtir.

» Ki-67 proliferasyon indeksi %5 ve Uzerinde olan olgular, kotu
prognostik grupta daha buyuk paya sahiptir (%68). Ancak istatistiksel

olarak anlaml farklilik saptanmamisgtir.
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4.5.4. BRAF v600E immiinekspresyonunun prognozla iliskisi

BRAF v600E nukleer ve sitoplazmik immunekspresyonu 3+ olarak
degerlendirilen olgularda; lenf nodu metastazi, lokal niks ve uzak organ
metastazi gibi kotu prognostik durumlarin daha sik oldugu (%33.4)
izlenmistir. Ancak BRAF v600E negatif olgularda da kétl prognoz orani diger
gruba ¢ok yakindir (%22.4). Diger yonden bakildiginda, kétl prognostik grup
icinde BRAF v600E negatif olgularin orani daha yuksektir (%60).

BRAF v600E immunekspresyonu ile prognoz arasinda istatistiksel olarak

anlamli iliski saptanmamistir (p=0.255).
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5. TARTISMA

Tiroid papiller karsinomu insidansi, SEER verilerine gore son 35 yilda 3 kat
artmigtir. 1973 yilinda 2.7/100000 olarak saptanan insidansin, 2008 yilinda
11.2/100000’e ulastigi bildiriimistir'. Bu artisin sebeplerinden biri de,
radyolojik goruntlileme yontemlerinin ve ince igne aspirasyonu yonteminin
yayginlagsmasidir. insidans artiginin yaklasik %50’sinin, papiller
mikrokarsinom insidansi artigina bagli oldugu, yeni tanilarin %40 kadarini

mikrokarsinomlarin olusturdugu belirtilmektedir >*.

Papiller karsinom insidansi cinsiyete ve yasa gore degigkenlik
gOstermektedir. A.B.D.’de, 1973-2003 yillari arasinda papiller karsinom
insidansi kadinlarda 11.5/100000, erkeklerde 4.8/100000, kadin/erkek orani
2.4 olarak hesaplanmistir'. Papiller karsinom tanisi alan hastalarin yas
ortalamasi da gecen 3 dekat iginde artis gostermektedir. Hastalarin yas
ortalamasi 1975 yilinda 37.8, 1985 yilinda 41.6, 1995 yilinda 43.7, 2005
yilinda ise 46.8 olarak belirlenmistir'. Calismamizda papiller karsinom
olgularinin 24°G erkek, 83’0 kadin, kadin/erkek orani 3.4’tur. Hastalarin yas

ortalamasi 43.91 olarak hesaplanmis olup, bu veriler literattrle uyumludur.

5.1. Mikroskopik Varyantlar

Lam ve arkadaslarinin yayinladigi 1035 olgudan olusan seride®, olgularin
%46’s1 klasik varyant, %27.8’i mikrokarsinom, %17.6’sI folikiler varyant,
%1’den azi ise onkositik varyant timorlerden olusmaktadir. Nikiforov ve
arkadaslarinin yayininda ise, mikrokarsinom orani yaklasik %40, foliktler
varyant %20-30, tall cell varyant %5-10, solid varyant %1-3, diffliz sklerozan
varyant %1-2, onkositik varyant da dahil olmak tzere digerleri %1’in altinda

olarak belirtilmistir®. 2011-2015 yillari arasini kapsayan serimizde ise;
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olgularin %45’ klasik varyant, %23’ folikuler varyant, %22’si mikrokarsinom,
%10’u onkositik varyant tumorler olusturmaktadir. Serimizdeki onkositik
varyant orani literatirde onde gelen derlemelere gore yuksek olmakla birlikte;

onkositik varyanti %1-11 arasinda iceren yayinlar mevcuttur®® °’,

Calismamizdaki olgularin patolojik prognostik parametreler agisindan
degerlendiriimesinde; vaskuler invazyon (p=0.041), tiroid kapsul invazyonu
(p=0.002), tiroid ¢evresi yumusak doku invazyonu (p=0.0001) ve tiroid igi
yayllim (p=0.0001) en ¢ok klasik varyant olgularda izlenmigtir. Bunlarin
arasindan vaskduler invazyon, folikiler varyant timdrlerde daha ¢ok gorilen
bir parametre olarak belirtiimekle®* birlikte; vaskiiler invazyon icin kullanilan
kriterler galismalarda farklilik gostermektedir. Bir gok merkezde, lenfatik ve
vaskuler invazyon “lenfovaskuler invazyon” adi altinda birlegtirilerek birlikte

degerlendiriimektedir. Literatiirdeki bir cok ¢alismada®* °®

, vaskuler
invazyonun bagimsiz bir kétl prognostik kriter oldugu, lenfatik invazyondan

ayri olarak degerlendiriimesi gerektigi vurgulanmaktadir.

ingilizce literatiirde onkositik varyant ile timér nekrozu ve
multisentrisite arasinda iligki gosteren yayina rastlanmamis olmakla birlikte;
bizim calismamizda timor nekrozu (p=0.002) ve multisentrisite (p=0.291)
onkositik varyant olgularda daha yiksek oranda izlenmis, bunlardan timor
nekrozu ile onkositik varyant arasinda istatistiksel olarak anlamli birliktelik
saptanmistir. lyi diferansiye tiroid karsinomlarinda timér nekrozu nadir bir
morfolojik bulgu olup®®; bir kismi ince igne aspirasyon biyopsi islemi ile

iliskilendirilmektedir®.

Tamor kapsult varhidi; serimizdeki olgular icinde en c¢ok foliktler
varyantta (%92) izlenmistir. Folikller varyantta ve mikrokarsinomlarda timor
enkapsiilasyonu siklikla gériilen bir bulgu olup®; bu acidan mikroskopik

varyantlar arasinda farkhlik bildiriimemistir.

Calismamizda; mikroskopik varyantlar arasinda, mitotik aktivite ve

kalsifikasyon agisindan anlamli farklilik saptanmamistir.
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5.2. immiinhistokimyasal Belirtegler

5.2.1. Rutinde kullanilan immiinhistokimyasal belirtecler

Rutin olarak kullandigimiz belirteclerden HBME-1 immunekspresyonu en ¢ok
mikrokarsinomlarda (%100) ve klasik varyantta (%91.7) saptanmistir
(p=0.001). HBME-1 immunekspresyonu, folikiler varyantta daha az olmakla

birlikte, papiller karsinom olgularinda siklikla gériilmektedir® *°.

Galectin-3 immunekspresyonunun folikler varyantta (%76) diger
varyantlara gore azaldigi izlenmistir (p=0.0001). Galectin-3
immunekspresyonu, foliktler varyantta daha az olmakla birlikte, papiller

karsinom olgularinin tamamina yakininda gériilmektedir® *.

Calismamizda, mikroskopik varyantlar arasinda CK19
immunekspresyonu ile Ki-67 proliferasyon indeksi agisindan istatistiksel
olarak anlamh farklihk saptanmamistir. Kjellman ve arkadaslarinin MIB-1
klonunu kullanarak yaptigi ¢calismada, Ki-67 indeksinin tipik olarak %5’ten az
(ortalama %1.9) oldugu belirtiimistir®*. Bélimiimiizde Ki-67
immunhistokimyasi icin SP6 klonu kullaniimakla birlikte; olgularimizin
%80.4’0 %5’ten daha duslk (ortalama %?2.5) proliferasyon indeksi

gOstermisgtir.

5.2.2 BRAF v600E immiinekspresyonu

BRAF v600E immunhistokimyasini degerlendiren calismalarda, bizim de
calismamizda kullandigimiz VE1 klonu kullaniimistir. Bu galigmalara
deginmek gerekirse; Qiu ve arkadaslarinin yaptigi calismada®* BRAF v600E
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immunekspresyonu, boyanma yuzdesi ve siddeti gozetiimeksizin,
negatif/pozitif olarak degerlendirilmis; immunhistokimya yontemi rt-PCR ve
Sanger sekanslama sonuglari ile karsilastiriimistir. Jung ve arkadaslarinin
yaptigi calismada® BRAF v600E immiinekspresyonu, boyanma yiizdesi
gOzetilmeksizin, negatif/pozitif olarak degerlendirilmis; immunhistokimya
yontemi rt-PCR ve BRAF RNA in situ hibridizasyon sonuglari ile
karsilastirilmistir. Zagzag ve arkadaslarinin yaptigi calismada®, 3+ siddette
BRAF v600E immunekspresyonu, boyanma yuzdesi gozetiimeksizin pozitif
kabul edilmis; immunhistokimya yontemi direkt sekanslama sonuglari ile
karsilastiriimistir. llie ve arkadaslarinin yaptigi calismada®, timor
hicrelerinin %100’Unde 3+ siddette BRAF v600E immUnekspresyonu pozitif
kabul edilmis; immunhistokimya yontemi direkt sekanslama sonuglari ile
karsilastiriimistir. Ozetle; literatiirde BRAF v600E immdiinhistokimyasini
molekuler yontemlerle karsilastiran ¢alismalarda; immunhistokimya
yonteminin sensitivitesi %89-100 arasinda, spesifitesi ise %61-100 arasinda
degismektedir. Bizim calismamizda, boyanma yuzdesi gozetilmeksizin, 3+
siddette BRAF v600E immunekspresyonu pozitif kabul edilmis;
immunhistokimya yontemi rt-PCR sonuglari ile karsilastiriimis; BRAF v600E
immunhistokimyasinin sensitivitesi %90.9, spesifitesi %88.8 olarak
hesaplanmigtir. Kullanilan rt-PCR sistemi, BRAF v600E disinda; v600D ve
v600K mutasyonlarini tespit edebilmekte, mutasyon tipini ayirt etmeksizin
kalitatif sonug vermektedir. Serimizde immunhistokimyasal olarak BRAF
v600E negatif iken rt-PCR ile BRAF mutasyonu saptanan 2 olguda; saptanan
mutasyonun v600D veya v600K mutasyonu olabilecegi goz énune

dusunulmustdar.

Papiller karsinom olgularimizda, 3+ nukleer ve sitoplazmik
immunekspresyonu baz alarak yaptigimiz degerlendirmede, BRAF v600E
orani %31.8’dir. Mikroskopik varyantlar ayri ayri ele alindiginda; klasik
varyantta %59.5, onkositik varyantta %9, mikrokarsinomlarda %26 oraninda

mutasyon gorulmustuar. Folikuler varyant olgularda, adenom olgularinda ve
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normal tiroid 6rneklerinde mutasyon saptanmamigtir. Literatiirde, BRAF
v600E mutasyonu daha ¢ok klasik varyant, tall cell varyant ve papiller
karsinom zemininden gelisen az diferansiye/anaplastik karsinomlarda
bildirilmis®® olup; farkli serilerde mutasyon orani %35-%70 arasinda
degismektedir. Bu genis aralik, olasilikla farkl serilerde farkl varyantlarin
degisken oranlarina baghdir. Folikuler varyant olgularda BRAF v600E

mutasyonu daha diisiik oranda goriilmektedir®®.

Intratiiméral heterojenite, klinikopatolojik dneminin yanisira,
patogenezi agiklama konusunda da 6nemli bir kavramdir. BRAF v600E
mutasyonu gosteren malign melanom, kolorektal adenokarsinom gibi
tumorlerde oldugu gibi, papiller karsinomlarda da BRAFvV600E mutasyonuna
sahip hucrelerin heterojen dagildigi giincel yayinlarda belirtiimektedir. Guerra
ve ark.’nin yayininda®’, olgularin bir kisminda primer tiimérde BRAF v600E
mutasyonu saptanmamasina ragmen, ayni olgularin lenf nodu metastalinda
mutasyon saptanmistir. BRAF v600E mutasyonunun subklonal bir alterasyon
oldugu ve halihazirda bagka genetik yolaklar ile gelismis papiller
karsinomlarda de novo ortaya g¢ikabilecegi savunulmustur. de Biase ve
ark.’nin yayininda® ise; kiigiik capli tiimérlerde BRAF v600E mutasyonuna
sahip hucrelerin orani daha dusuk iken, tumor ¢api arttikga mutasyona sahip
hdcre oraninin arttigi, bu nedenle BRAF v600E mutasyonunun erken donem
genetik alterasyon oldugu éne sirilmistir. intratiméral heterojenite
agisindan ayni olgunun farkli timér alanlarini, primer timor ile ayni olgunun
lenf nodu metastazini, primer tumor ile daha sonra gelisen nuks materyalini
karsilastiran Walts ve ark.’nin calismasinda®®; primer timér ile lenf nodu
metastazi arasinda %100 uyum, farkli iki tUmoér odagi arasinda %92.3 uyum
saptanmigtir. 2 olguda primer tumorin BRAF v600E mutant oldugu, ancak
daha sonra gelisen nuks tumorde BRAF v600E mutasyonu gorulmedigi
belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda da; primer timoérde BRAF v600E mutant
hicrelerin %80-90 oraninda, yaygin dagilim gdsterdigi izlenmigstir. Ayni
olgulara ait lenf nodu metastazlarinda ise, 2 olguda mutasyon izlenmezken; 2
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olguda da primer timorden daha dusuk oranda mutant hicre izlenmigtir.
Mutasyon iceren ve icermeyen subklonlarin varhdi; bu klonlarin farkh
mutasyonlar i¢cerebilecegini ve mutasyon spesifik tedavilere farkli yanit
verebilecegdini dusundurmektedir. Bu agidan, mevcut ise hastaya ait primer
tumoran yanisira lenf nodu metastazi, uzak metastaz veya nuks
materyalinde de mutasyon analizinin kantitatif yontemlerle arastiriimasi

onerilebilir.

Calismamizda, BRAF v600E mutasyonu ile hastalarin cinsiyeti ve
yaslari arasinda anlamli farklilik izlenmemistir. Hasta yaslari 45’in alti — 45 ve
ustu olarak iki ayri grup halinde incelenmistir. 67 ayri ¢alismayi degerlendiren
glincel bir meta-analizde®®, cinsiyet bilgilerine ulasilan 9704 hastay! iceren
seride, cinsiyet ile BRAF v600E mutasyonu arasinda iligki bulunmadigi
belirtilmistir. Ayni ¢alismada, yas bilgilerine ulasilabilen 5475 hastayi igceren
orneklemde, mutasyonun goruldugu olgularda yas ortalamasinin daha
yuksek oldugu belirtiimig, ancak yas ortalamalari ile ilgili detay verilmemisgtir.
Shin ve arkadaslarinin yaptigi calismada’® da, hasta yasi ve BRAF v600E

mutasyonu arasinda iligki bulunmadigi bildirilmigtir.

Patolojik prognostik parametreler arasindan yuksek pT evresi, lenfatik
invazyon varligi, perinoral invazyon, timorde kapsul yoklugu, tiroid kapsul
invazyonu, tiroid digi yumusak doku invazyonu, tiroid igi yayihm ile BRAF
v600E mutasyonu arasinda anlamli iliski saptanmistir. Tarafimizca onerilen
ve tum bu parametreleri topluca skorlayan “Patolojik risk skoru” da BRAF
v600E mutasyonu ile iligkilidir. Bu skora gore 5’ten yuksek puan alan olgular

arasinda BRAF v600E mutasyonu sikhdi daha yuksektir.

Mitotik indeksi duguk olgularda BRAF v600E mutasyonu oraninin daha
yuksek olmasi, dikkat ¢ekici bir bulgudur. Benzer sekilde, Ki-67 ile belirlenen
proliferasyon indeksi %5’ten daha dusuk olgularda, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte, BRAF v600E mutasyonu daha siktir. BRAF v600E

mutasyonu ile mitotik indeksin ve Ki-67 proliferasyon indeksinin iligkisini
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arastiran bir yayin bulunmamaktadir. Ancak iyi diferansiye tiroid
karsinomlarinda, Ki-67 proliferasyon indeksi ve mitotik indeksin diger
neoplazilere gore ¢ok daha dusik oldugu bilinmektedir. Calismamizda
olgularin %36.4’Unde artmig mitotik indeks, %19.6’sinda %5’in Uzerinde
Ki-67 proliferasyon indeksi tespit edilmigtir. Olgular arasindaki en yuksek
Ki-67 proliferasyon indeksi %15’tir. Ayrica, artmis mitotik indeks ve %5’in
uzerindeki Ki-67 proliferasyon indeksi ile patolojik prognostik parametreler
veya lenf nou metastazi, lokal niks, uzak metastaz olarak belirlenen kétu

prognoz arasinda anlamli iligki yoktur.

BRAF v600E mutasyonu ile anlamli iligkisini saptamadigimiz
parametreler ise; nekroz, kalsifikasyon, vaskuler invazyon, tumaor kapsulu

invazyonu ve multisentrisite olarak siralanmaktadir.

Onceki calismalarda, farkli histolojik bulgularin ve bunlarin farkl
kombinasyonlarinin, BRAF v600E mutasyonu ile iligkisi gosterilmistir (Tablo
14). Bunlar arasinda dikkati ¢eken, tiroid disi yumusak doku invazyonunun
literatiir(in biiylik bélimiinde ortak payda olusudur. Virk ve ark.?, Nam ve
ark.”* ve Howell ve ark.””nin yayinlarinda tiroid disi yumusak doku
invazyonunun BRAF v600E mutasyonu ile iligkisi vurgulanmigtir. Lokal
agresif davranisin en somut gostergelerinden biri olan tiroid digi yumusak
doku invazyonu, bizim ¢alismamizda da BRAF v600E mutasyonu ile iligkili

bulunmustur.
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Tablo 13. Literatirde BRAF v600E mutasyonu ile iliskilendirilen Kklinik ve
morfolojik parametreler

Virk

Xing

Elisei

Pelttari

Kim

Lupi

Basolo

Nam

Howell

Namba

Wang

Geng hasta

&

Yasli hasta

Erkek cinsiyet

Yiiksek pT evre

Multisentrisite

Tiroid igi
yayllim

Psammom
cisimleri

Tiroid dis
yumusak doku
invazyonu

Lenf nodu
metastazi

Rekiirrens

Uzak metastaz

Guerra ve ark.’nin yaptigi calismada’®, BRAF v600E mutasyonu

gorilen olgularda CK19 immunekspresyonunun daha sik oldugu belirtilmistir.

Ayni galismada, BRAF v600E mutasyonu ve Galectin-3 immunekspresyonu

arasinda anlamli iliski saptanmamistir. Literatirde BRAF v600E

mutasyonunun HBME-1 immunekspresyonu ile iligkisini degerlendiren bir

yayin bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda, BRAF v600E mutasyonu ile;

rutin pratikte kullandigimiz CK19, Galectin-3 ve HBME-1 belirteclerinin

immunekspresyonu arasinda anlamli iligki saptanmamistir.
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5.2.3. h-TERT immiinhistokimyasi

Calismamizda h-TERT immunhistokimyasi i¢in Y182 kodlu, tavsanda
uretilmis, Immiinglobulin G formundaki monoklonal antikor kullaniimigtir.
Uretici firma envanterinde; reaksiyonun esas yerlesim yerinin niikleus ve
nukleolus oldugu; ancak hucrenin iginde bulundugu siklus evresi,
fosforilasyon durumu, DNA hasari, oksidatif stres gibi faktoérlere baglh olarak,
antikorun baglandidi subunitin sitoplazmaya ¢ikabilecedi ve bu sebeple
sitoplazmik boyanmanin nikleer boyanmaya eslik edebilecegi belirtilmistir.
Literatlirde, h-TERT antikorunun klonuna gore farkli degerlendirmeler yapan
yayinlara bakildigi zaman; Y182 klonunu kullanan ¢alismalarin®>2,
nukleer+sitoplazmik boyanmay! spesifik kabul ettigi, bir diger h-TERT

antikoru olan 44F12 klonunu kullanan iki calismanin®® “°

nikleer boyanma,
yine 44F12 klonunu kullanan baska bir calismanin® ise niikleer veya
nikleer+sitoplazmik boyanmayi spesifik kabul ettigi gértlmektedir. Bizim
calismamizda Y182 klonu ile olgularda degisken oranlarda nukleer ve
sitoplazmik boyanma gorulmus olup, normal tiroid érneklerinde ve adenom
olgularinda daha ¢ok boyanma gorulurken; papiller karsinom olgularinda
boyanma orani ¢gok daha dusuktur. Bu durum, normal dokudan maligniteye
dogru ilerledikge telomeraz aktivitesinin artacagi ve dolayisiyla h-TERT
immunekspresyonunun daha sik gorulecegi gercegiyle bagdasmamistir. Bu
nedenle Y182 klonu ile elde edilen boyanma non-spesifik olarak kabul edilip;

degerlendirme disi birakilmistir.
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5.3. Prognoz

Klinik takibine ulasilabilen ve takip slresi ortalama 25.3 ay olarak hesaplanan
97 adet papiller karsinom olgusu iginde; hastalik nedeniyle 6lum izlenmemis
ve bu sebeple sagkalim analizi yapilamamistir. Bu olgular; lenf nodu
metastazi, lokal niks ve uzak metastaz gibi agresif davranis sergileme
durumuna gore, “iyi prognozlu” ve “kétl prognozlu” olarak 2 gruba ayrilarak
degerlendirilmigtir. Yas ve cinsiyet gibi demografik veriler ile prognoz
arasinda iliski saptanmamistir. Howell ve ark.*®, BRAF v600E mutasyonu ve
ileri yasin (>65) birlikte rekiirrensi dngérdiigini bildirmistir. Suman ve ark.”
ise, <45 yasin santral lenf nodu metastazi ile iligkisini ortaya koymustur.
Goruldagu tzere, demografik 6zelliklerin prognoz Uzerindeki etkileri farkl

calismalarda degigkenlik gostermektedir.

Calismamizda; lenf nodu metastazi, lokal niiks ve uzak metastaz
olarak tanimlanan kotu prognoz ile yuksek pT evresi ve klasik papiller
morfoloji arasinda anlamli iligki bulunmustur. Patolojik prognostik
parametreler arasindan; kalsifikasyon, lenfatik invazyon, vaskuler invazyon,
timorde kapsul yoklugu, tiroid kapsull invazyonu, tiroid digi yumusak doku
invazyonu, tiroid ici yayilim ve cerrahi sinir pozitifligi ile kéti prognoz
arasinda anlamli iligki saptanmistir. Prognostik risk degerlendirmesi igin
onerdigimiz patolojik risk skorunun 5’ten buyuk olmasi da kétu prognozla
iligkilidir.

Rutinde kullandigimiz immunhistokimyasal belirtecler arasindan
HBME-1'in ekspresyon kaybinin, kotu prognoz ile iligkili oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde, Rossi ve ark.’nin yayininda da’, az diferansiye ve
anaplastik tiroid karsinomlarinda HBME-1 immunekspresyon kaybinin kotu

prognozla iligkili oldugu belirtiimektedir.
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BRAF v600E mutasyonu ile kotu prognoz arasinda iligki oldugunu
bildiren yayinlar, Wang ve ark.’nin 14 ayri galismay irdeledigi meta-analiz®
ile 6zetlenebilir. Ancak BRAF v600E mutasyonunun kotl pognoz ile iligkili
olmadigini vurgulayan yayinlar da zaman iginde 6ne ¢ikmaya baglamistir.
Pelttari ve ark.”®, uzun takip siiresi ile BRAF v600E mutasyonunun lenf nodu
metastazi veya rekurrens ile iligkili olmadigini belirtmektedir. Benzer sekilde
Zheng ve ark’’. mikrokarsinomlarda BRAF v600E mutasyonunun rekiirrens
ile iliskili olmadigini; Nam ve ark.,” BRAF v600E mutasyonunun lenf nodu
metastazi ile iligkili olmadigini vurgulamaktadir. Bu ¢aligmalarda BRAF
v600E mutasyonu ile kotu prognozla iliskisi saptanmamasina ragmen, tiroid
kapsul invazyonu ve tiroid digi yumusgak doku invazyonu gibi kotu patolojik
prognostik parametreler ile iligki dikkati cekmektedir. Shin ve ark.’nin
yayininda’™ da belirtildigi gibi; BRAF v600E mutasyonu kétii prognozla degil,
kotl prognoza yol agabilecek tiroid digi yumusak doku invazyonu gibi

morfolojik bulgular ile iligkili gérinmektedir.

Bizim galismamizda da, BRAF v600E immunekspresyonu ile prognoz
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamistir. Kétu prognoz
olarak degerlendirdigimiz lenf nodu metastazi, niiks ve uzak metastaz ayri
ayri ele alindiginda veya histolojik varyantlar ayri ayri ele alindiginda da
BRAF v600E mutasyonu ile iliski saptanmamistir. Kot prognostik grupta
bulunan olgularin %60’1 BRAF v600E negatif iken, %40’1 BRAF v600E
pozitiftir. Diger yonden bakildiginda ise; BRAF v600E pozitif olgularda %33,
BRAF v600E negatif olgularda %22.4 oraninda kotu prognoz izlenmistir.
Calismamizin sonuglari ile; papiller tiroid karsinomu olgularinin prognozunu
ongormede, morfolojik bulgularin BRAF v600E mutasyonuna gore daha
basarili oldugu séylenebilir. Prognoz konusunda farkli serilerde farkh
parametrelerin dne ¢iktigi literatlrle birlikte degerlendirmek gerekirse;
demografik 6zellikler, morfoloji ve genetik alterasyonlarin prognoz agisindan

birlikte degerlendiriimesi daha akilci durmaktadir.
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6. SONUG

Bu calismada;

X/
L X4

VE1 klonu ile uygulanan immunhistokimya yonteminin, BRAF v600E
mutasyonu tespitinde guvenilir bir yontem oldugu gorulmastur.

Olgu serimiz, iyi diferansiye papiller tiroid karsinomlarini yansitir
nitelikte, yeterli bir 6rneklemdir. Olgularimizda BRAF v600E
mutasyonu oranli, literaturde belirtilen araliklar dahilindedir.

BRAF v600E mutasyonu ile; yuksek pT evresi, lenfatik invazyon, tiroid
disI yumusak doku invazyonu gibi kéta morfolojik prognostik faktorler
arasinda anlamli iliski saptanmistir. Ancak, lenf nodu metastazi, lokal
niks ve uzak metastaz gibi kotl prognostik durumlar ile anlamli iligki
saptanmamistir.

h-TERT immunhistokimyasinda ortaya ¢ikan non-spesifik boyanma
nedeniyle olgular telomeraz aktivasyonu yonunden
degerlendirilememistir.

lyi diferansiye papiller tiroid karsinomlarinda prognostik degerlendirme
icin morfolojik bulgular, BRAF v600E mutasyonuna gore daha degerli
gorunmektedir. Ancak, tedavi alternatifi gerektiren durumlarda, BRAF
v600E mutasyonunun hem ilk tumor 6rneginde; hem de daha sonra
gelisen nuks ve/veya metastaz materyalinde kantitatif yontemlerle
arastinimasi onerilebilir. Ayrica, yeterli hlicre blogu elde edilmesi
halinde, ince igne aspirasyon materyalinde BRAF v600E mutasyonu
analizi, uygulanacak cerrahi teknigin kararlastiriimasina katkida

bulunabilir.
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