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KISALTMALAR

ADK......... Az diferansiye karsinom
ADTK...... Az diferansiye tiroid karsinomu
AJCC...... American Joint Committee on Cancer (Amerikan Birlesik

Kanser Komitesi)

AK........... Anaplastik karsinom
ATK......... Anaplastik tiroid karsinomu
BHV........ Berrak hucreli varyant
BT.......... Bilgisayarli tomografi
CDK......... Siklin bagimli kinaz
DDTK....... Dediferansiye tiroid karsinomu
DMA......... Doku mikroarray

DSO......... Diinya Saglik Orgiiti
DSV........ Difflz sklerozan varyant
DTK......... Diferansiye tiroid karsinomu
EV........... Enkapsule varyant

FA........... Follikiler adenom

FAP......... Familyal adenomatdz polipozis
FISH........ Fluoresan in situ hibridizasyon

FK........... Follikiler karsinom



FN........... Follikiler neoplazm

FV.......... Follikuler varyant

GH........... Graves hastaligi

HT........... Hashimoto tiroiditi

HTA......... Hyalinize trabekuler adenom
HK......... immunohistokimya

lAB......... ince igne aspirasyon biopsisi
KDTK...... Kotu diferansiye tiroid karsinomu
KHV........ Kolumnar hucreli varyant
KTPK........ Klasik tiroid papiller karsinom
KV.......... Kribriform varyant

MK.......... Meduller karsinom

MR.......... Magnetik rezonans

MV......... Makrofollikiler varyant
OV.......... Onkositik varyant

PDKB...... Parafin doku kor biopsisi
PDMA...... Parafin doku mikroarray
pTNM...... Postoperatif tumor-nod-metastaz sistemi
RB............ Retinoblastom duyarlilik proteini

SCC...... Skuamoz hucreli karsinom



SV.......... Solid varyant

TCV........ Tall cell varyant
TGF-B....... Transforme edici buylume faktoru beta
TPK.......... Tiroid papiller karsinom

TPKFV...... Tiroid papiller karsinom follikiler varyant

TPK-LNM.... Tiroid papiller karsinomun lenf nodu metastazi

TPMK........ Tiroid papiller mikrokarsinom
TRK...... Tirozin reseptor kinaz
TSH......... Tiroid stimtlan hormon
US........... Ultrason

WBV........ Warthin benzeri varyant



GiRiS

Toplumda gorulme sikligi hizla artan tiroid neoplazmlari, tim kanserlerin
%1’ini, endokrin sistem kanserlerinin ise en yaygin turinu olusturur. Tiroid
papiller karsinomlar (TPK), tiroid neoplazmlarinin yaklasik %80’ini olusturur.
TUm kanserden olumlerin %0.2’sinden sorumludur. Cernobil nukleer
kazasinin etkilerini yakindan yasamig bir tlke olan Turkiye'de, 6zellikle
kadinlarda, artan sayida tiroid papiller karsinom olgusu saptanmaktadir.

Tiroid lezyonlarinda p16, p21, p27, p53, bcl-2, bax, bcl-xL ve siklin D1
gibi hicre siklusu duzenleyicileri ile ilgili ¢cesitli calismalar yapiimis olsa da
literatirde bunlarin hepsini bir butin olarak degerlendiren, genis boyutlu bir
calisma yer almamaktadir. Ulkemizin yaklagik 30 yil 6nce ugradigi yogun
radyoaktivitenin etkileri yeni yeni ortaya gikmaktayken bu belirleyicilerin
karsinogenezdeki rolu bir kez daha 6nem kazanmistir.

Calismamizda kullanilan doku mikroarray (DMA) yontemi ayni anda gok
sayida dokuyu inceleyen, daha hizli, daha ekonomik ve daha nitelikli
sonuglar saglayan yeni bir yontemdir ve Turkiye’de heniz rutin kullanima
girmemisgtir.

Bu ¢alismada TPK, TPMK ve bunlarin lenf nodu metastazlarinda (TPK-
LNM) apoptoz ve hicre siklusuna iligkin, birbirleriyle baglantili bu
belirleyicileri genis bir spektrumla inceleyerek bu gen drtnlerinin
patogenezdeki rolini belirlemek ve ileri bir yontem olan DMA yontemini bu
arastirmada uygulayarak laboratuvarimizda kullanilabilir hale getirmek

amagclanmigtir.



GENEL BILGILER

Tiroid neoplazmlari ilk olarak 1974 Diinya Saghk Orgiti (DSO) tarafindan
siniflanmis, 1988'de tekrar gdzden gegirilmistir. Son olarak DSO tarafindan
2004 siniflamasinda ele alinmig, onceki siniflamada yer almayan az
diferansiye karsinom (ADK) ana basliklara eklenirken, onkositik karsinom ve
onkositik adenom ayri bir kategori olmaktan cikarilip follikiler adenom (FA),
follikUler karsinom (FK) ve TPK’un alt gruplari olarak degerlendirilmistir (1-6).

Tiroid bezinde iyottan tiroksin ve triiyodotironin sentezleyen follikuler
hacreler, kalsitonin sekrete eden parafollikiler C hucreleri, bag dokusu
hicreleri ve bagigiklik sistemi hicreleri bulunur (1-3,5,6). Tiroid kanserlerinin
buyuk bir gogunlugunu olugturan papiller ve follikuler karsinomlar yani
diferansiye tiroid karsinomlari (DTK) ile anaplastik karsinom (AK) follikuler
hiicrelerden kaynaklanir (5). DSO siniflamasina gére tiroid neoplazmlari su
sekilde siralanmaktadir (1-6):

Tiroid kanserleri

Papiller karsinom
Follikiler karsinom

Az diferansiye karsinom
Undiferansiye (anaplastik)
karsinom

Skuamoz hucreli karsinom
Mukoepidermoid karsinom
Eozinofilili sklerozan
mukoepidermoid karsinom
Musin6z karsinom
Meduller karsinom

Mikst medduller ve follikuler
karsinom

Tiroid adenomu ve iligkili
tumorler

Follikiler adenom
Hyalinizan trabekuler timor

Diger tiroid tumorleri

Teratom

Primer lenfoma ve plazmasitom
Ektopik timoma

Anjiosarkom

Duz kas timorleri

Periferik sinir kilifi tamorleri
Paragangliom

Timus benzeri diferansiyasyonlu ig
hacreli timor

Timus benzeri diferansiyasyon
goOsteren karsinom

Soliter fibréz timor

Follikiler dendritik hticre timoru
Langerhans hucre histiyositozu
Sekonder tumorler



TiROID PAPILLER KARSINOM

DSO’niin tanimina gore belirgin niikleer dzellikler tagiyan follikiiler epitel

hicresi kokenli malign epiteliyal tumorduar (1-3,5,6).

GENEL OZELLIKLER
EPIDEMIYOLOJi:
TPK; tiroid neoplazmlarinin yaklasik %80’ini olusturur (1-6). Tium kanserden
olumlerin %0.2’sinden sorumludur (6).
Yas ve Cinsiyet:
Kadinlarda erkeklerden daha fazla gorulur (K/E=4/1) (1-89). Hastalarin gogu
20-50 yas arasindadir (1-3,6). TPK, 15 yastan dnce nadir olmasina karsin en
yaygin pediatrik tiroid malignitesidir. Nadir konjenital olgular da bildirilmistir
(1,6).
insidens:
TPK sikh@i diinyada giderek artmaktadir (1-6). insidens orani her 100.000
kiside 0.5-1 arasindadir (5). Amerika Birlesik Devletleri'nde 1980’de 10.000
hasta bildirilmisken, bu oran 2004’te 22.000’e ulasmistir. insidensteki bu
artmaya ragmen, mortalite orani azalmaktadir (1). Turkiye’'de degisik
calismalarda buyuk ¢gogunlugu TPK olmak Uzere tiroid kanseri insidensi
kadinlarda (yuzbinde) 4.0-8,44 arasinda degismekteyken erkeklerde 1, her iki
cinse birlikte bakildiginda 2.5'dir. Mortalite orani kadinlarda yaklagik
(yuzbinde) 1.6, erkeklerde 0.5, her iki cinse birlikte bakildiginda 1.1°dir. izmir
bolgesinde tiroid kanseri sikligi cinse bakilmaksizin (yuzbinde) 4.3-9.29,
kadinlarda 9.0-15.18, erkeklerde 1.2 olarak bildirilmektedir (7-10).

ETYOLOJI:
Eksternal Radyasyon:
e TPK etyopatogenezinde sorumlu tutulan en 6nemli faktor, bas—boyun
bdlgesi veya toraksa uygulanan radyasyondur (1-6,11-17). Cernobil
nukleer patlamasina (26.04.1986) bagl radyoaktif iyodin

maruziyetinden sonra sonra Belarus’ta ve Ukrayna’da, 6zellikle



cocuklarda, TPK ve TPMK insidansinin 6-500 kat arttigi bildirilmistir
(1,6,11-17). Yine Hirogsima’da atilan atom bombasindan sonra TPK ve
TPMK artmigtir (1,5,17).

e Radyasyona maruziyet ile tumor gelisimi arasindaki ortalama sure,
degisken olmakla birlikte, ortalama 20 yil olarak bildirilmigtir (5,6).

o Ozellikle gocuklardaki TPK gelisiminde radyoaktivitenin rolii daha
belirgindir (3,5,6). Cocuk olgularin %10’unda bas-boyun bdlgesine
radyasyon maruziyeti 6ykusu vardir (3,5,6,11,15).

e Radyasyona maruz kalmig boélgelerdeki hastalarda gelisen TPK'larin
cogu, ekstrakapsuler yayilim ve vaskduler invazyon gibi agresif
histolojik 6zellikler gostermistir (5,6,12,15).

e Eksternal radyasyonun, olgularin %5-10'unda %60-85 oraninda RET
gen yeniden duzenlenimi (6zellikle RET/PTC3) yaparak, daha az
oranda ise BRAF mutasyonuyla kansere yol agtigi 6ne surtlmustur
(1,3,5,6).

1. iyot: TPK, iyot aliminin yeterli ya da fazla oldugu bélgelerde eksik olan
bolgelere gore daha fazla gorilur. FK i¢in ise tam tersi s6z konusudur. Glney
Amerika ve Avrupa’daki endemik guatr bolgelerinde diyete iyot eklenmesi FK
oranini dusurtrken, TPK oranini artirmigtir (1-3,5).

2. Otoimmun hastaliklar: Fokal veya diffuz tiroiditler, 6zellikle de Hashimoto
tiroiditi (HT) ile tiroid kanserinin iligskisi konusunda, sonugclari birbiriyle geligkili
cok sayida olgu serisi yayinlanmistir (1-6,18,19). izlemler sirasinda bu
hastalarda malign lenfoma daha fazla saptansa da (6, 20) TPK ve HT
birlikteligi de az degildir (6,21). Kronik tiroiditteki atipik follikuler epitelde
RET/PTC gen yeniden duzenlenimi gosterilmistir (6,22). TPK'un Graves
hastaligi (GH) ile iligkisi ise tartigmalidir. Bazi ¢alismalar GH’inda TPK
insidensinin arttigini sdylerken, bazilari tersini savunmaktadir (6).

3. Hormonal ve reprodiiktif faktorler: TPK, kadinlarda erkeklerden daha
sik gorulmektedir (1-6). Bu durumun, neoplastik tiroid epitelinde ostrojen
reseptord varhgi ile iliskili olabilecegi disliniimektedir (6,23). Ostradiol,
antiapoptotik sinyal yolunun kullanimini artirarak hicre proliferasyonunu

uyarirken, ilging sekilde tamoksifenle bu etki tersine ¢evrilmektedir (6,24).



Artmis parite, ilk gebelik yasinin ge¢ olmasi, fertilite sorunlari ve oral
kontraseptiflerin riski artirdigi gosterilmigtir (6,24).

4. Genetik sendromlar: Familyal adenomat6z polipozis koli (FAP), Cowden
sendromu, nonpolipozis kolon kanser sendromu, Peutz—Jeghers sendromu
ve ataksia telenjiektazili hastalarda TPK tanimlanmistir (1,5,6,25,26). FAP
hastalarinin %1-2’sinde tiroid karsinomu gorulmektedir, bunlarin da %95'ten
fazlasi TPK morfolojisindedir (6). TPK'un Ozellikle kribriform varyantinin (KV)
FAP ve Gardner sendromuyla birlikteligi fazladir (1). FAP’de olan APC gen
mutasyonu ya da heterozigosite kaybi, familial TPK’da gorulen RET/PTC1
aktivasyonu ile yakin iligkidedir (6, 27). Cowden sendromunda meme ve tiroid
karsinom geligme riski fazladir (6,28).

5. Tiroid ve paratiroid adenomu/hiperplazisi: Nadiren TPK, tiroidin benign
noddlleri ve adenomlarindan kaynaklanir (1-6). Bazi arastirmacilar, TPK ve
paratiroid adenomu/ hiperplazisi birlikteligini boyun bolgesine uygulanan
eksternal radyasyonla iliskilendirmektedir (6).

GENETIK:

RET/PTC gen eniden diizenlenimi (rearrangement):

RET protoonkogeni 10g11.2 kromozumunda yerlesmistir ve tirozin kinaz
aktivitesi olan bir transmembran proteini kodlar (1,3,6). Normalde noral krest
orijinli hicrelerde eksprese edilir, bobrek ve gastrointestinal sistemin noronal
gelisiminde 6nemlidir (6). Normal tiroidte yalnizca C hucrelerinde eksprese
edilip, follikuler hiicrelerde eksprese edilmez (6).

RET/PTC gen yeniden duzenlenimi, TPK’da saptanan en yaygin
genetik degisikliktir (1,3,6,29,30). Sporadik TPK’da ortalama insidansi %20-
30, gocuk ve geng erigkindeki tumorlerde %45-60, radyasyon iligkili
timorlerde %50-80°dir (1). RET/PTC ekspresyonu TPK’un tipik nukleer
Ozelliklerinin olugmasina yol agar (6). Son galismalarda HTA, HT, hiperplastik
nodul ve FA gibi bazi benign lezyonlarda saptanan RET/PTC ekspresyonu,
s6zU gegen lezyonlarda gorulen buzlu cam gorunumlu hicrelerin varhgini
aciklamaktadir (6,31).



Tiroid follikul hicrelerinde gozlenen RET/PTC gen yeniden
dizenlenimi bes farkli formda ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar igerisinde en
onemlileri RET/PTC1, RET/PTC2 ve RET/PTC3 olup en yaygin tip
RET/PTC1'dir. RET/PTC3 ise Ozellikle eksternal radyasyon alimi ile iligkilidir
(1,3,5,6). RET/PTCA1 klasik tip TPK, TPMK ve diffuz sklerozan varyant
(DSV)’ta daha yayginken, RET/PTC3 solid varyant (SV), follikuler varyant
(FV) ve tall cell varyant (TCV) larda daha siktir (1,3,5).

RET/PTC ekpresyonunun daha agresif timorlerde oldugunu sdyleyen
yayinlar oldugu gibi, bunun tersini soyleyen ¢aligmalar da vardir (6,32).
TRK (tirozin reseptor kinaz) gen yeniden diizenlenimi (rearrangement):
TRK gen yeniden duzenlenimi, TPK’larin yaklasik olarak %10’unda bulunur
(1,5). Kromozom 1922’de bulunan TRK geninin tirozin kinaz domaininin,
tropomyozin (TPM3) veya kromozom 1q’da lokalize TPR geni veya
kromozom 3’te bulunan TFG genine fizyonundan kaynaklanir (1). Bunlar
genelde benzer siklikta iken TRK-TPM3, radyasyonla iligkili TPK’da en gok
kargilagilan tiptir (1).

RAS mutasyonu:

RAS protoonkogenini aktive eden nokta mutasyonu, tum TPK'larinin en

az %10’unda gorulmustur. TPKFV’ta oran %43’ kadar gikabilmektedir (1,5).
En ¢ok N-RAS kodonu etkilenmistir (1, 6).

BRAF mutasyonu:

BRAF geninde timinin adenine transversiyonuna yol agan nokta mutasyonu,
TPK'un %29-69’unda (1,5), kotu diferansiye tiroid kanserinin %13’Unde,
anaplastik tiroid kanserinin %10’unda saptanmistir (6). Yine TPK’'un TCV,
Warthin benzeri varyant (WBV), onkositik varyant (OV)'inda daha sik, FV’ta
daha nadir goralmasgtur (5).

Beta-Catenin ve APC mutasyonu:

Beta-cateninin kodladigi CTNNB1 geninde gorilen mutasyon ve nadiren
somatik APC mutasyonu FAP ile iligkili kribriform varyant (KV)’ta bulunmustur
(1,5).



YERLESIM:

TPK, olagan yerlesimli tiroid dokusunda olabilecegi gibi ektopik tiroid
dokusunda, teratomlarda (struma ovari) ve tiroglossal duktus kistinde de
gelisebilir (1,5,33,34).

KLINIK:

Hastalarin bir kismi tiroid kitlesi ve servikal lenfadenopati ile gelirken ¢ogu
rastlantisal olarak radyolojik degerlendirme sirasinda farkedilir. Buyuk olan
kitlelerde disfaiji, stridor ve oksuruk, laringeal sinir hasari olabilir (1-6).
TiROID FONKSIYON TESTLERI:

Tiroidin fonksiyonel kapasitesini degerlendirmek i¢cin 6nemli olan bu testler
TPK tanisina yardimci degildir (1,2).

RADYOLOJi:

Tiroid Sintigrafisi: Serum TSH degeri dusuk olan tiroid nodulli hastalarda
nodulun fonksiyon durumunu saptamak icin tiroid sintigrafisi yapilir (1-3).
Sintigrafide nodulde iyot aliminin olmamasi (hipofonksiyone- soguk nodul)
malignite lehinedir (1,2).

Ultrason: Ultrason (US) inceleme, kitlenin boyutunu, kistik ya da solid
oldugunu degerlendirmede 6nemlidir (1-3). US’da sinir duzensizligi,
hipoekojenite, diffiz mikrokalsifikasyonlarin varligi maligniteyi dusuandarir (1).
US ve ince igne aspirasyon biopsisi (IiAB) tani koymada en yararli
yontemlerdir (1-3,6).

Diger Goruntuleme Yontemleri: Radyoaktif iyot taramalari, bilgisayarli
tomografi (BT) ve magnetik rezonans (MR) goruntuleme yontemleri, yaygin
semptomatik timoru olan yash hastalarda, asiri lokal yayilimi ve cevre
dokulara fiksasyonu olan hastalarda, 6zellikle tamor sinirlarini degerlendirip

cerrahinin bagarisini artirmak icin kullantlir (1,2).

MAKROSKOPI:
TPK, tiroid parankimine, kapsullne, ¢evre yag ve kas dokusuna, 6zofagus,

larinks ve trakeaya invazyon gosterebilen, sinirlari duzensiz, ¢gogu solid, bir



kismi kistik noduler lezyon seklindedir. Boyutlari 1 mm’den ¢evre dokulara
yayilan bluyuk kitlelere dek degisiklik gOsterir. Multifokalite yaygindir (%65)
(1-3,5,6). Belirgin kistik degigiklikler %10’unda goralur (3). Bazen TPK
metastazlar belirgin kistik degisiklik gostererek brankial yarik kisti ve benign
kistlerle karisabilir (5,35). Yuzde 10’dan az olgu tamamen kapsullu olabilir
(5,6). Distrofik kalsifikasyon yaygindir hatta bazen osteoid metaplazi goralur.
Kanama, nekroz olabilir. Kesit yuzu gri-beyaz renkli, elastik kivamdadir (1-
3,5,6).

MIKROSKOPI:
Klasik tipte TPK (KTPK), karakteristik nukleer 6zellikler tagsiyan oval, kubik,
genis ya da elonge hucrelerin Ustuste binmeler gosterdigi bir timaordar (1-
3,5,6). Buyume paterni daha ¢ok papiller olmakla birlikte, solid, trabekuler,
mikro-makrofollikuler, mikroglandduler, kribriform olabilir (1,6). Fibrovaskuler
korlarin bulundugu genis, dallanmis, kompleks, tek ya da ¢ok sirali hucrelerin
dosedigi papiller yapilar gorulur. Papiller yapilar hemen daima follikuler
yapilarla birliktedir. Follikuler yapilar siklikla duzensiz ve tubulerdir. Tumor
kistik olabilir ve bu kisti skuamo6z metaplazi gosteren epitel doseyebilir.
Skuamoz diferansiyasyon, TPK’larin yaklagik yarisinda gorular (1-3,5,6).
TPK’da nukleuslarin bazi karakteristik 6zellikleri vardir. Bu ozellikler su
sekilde siralanabilir:

« Ust Uiste binme 6zelligine sahip, para dizisi gibi dizilmis, normal tirosit
nukleusundan daha blyuk ve daha oval, berrak, camsi, agik, i¢i adeta
bosalmig, soluk buzlu cam gérinumu ya da Orphan Annie nukleusu
denilen tipik géruniame sahip nukleuslardir (1-6). Bu gorinumun
formalin fiksasyon artefaktina bagl oldugu dusinulmektedir, frozen
kesitlerde bu gorinume rastlanmamaktadir (5,36). Buzlu cam
gorunumlu seffaf nukleuslar, tim TPK'larin %80’inden fazlasinda
gorulmektedir (1-6). Benzer gorunum HT, FA ve diffuz hiperplazilerde
fokal olarak, nadiren FK’larda diffuz olarak gorulebilir (1-3,5,6,36).

o Nuikleer membran oldukga kalindir (1-3,5,6).

o Ndukleol kenara itilmigtir, gorilmez (1-6)



o Sitoplazmik membranin nukleusa dogru invajinasyonu sonucu olusan
intrantkleer psodoinkltzyonlar, olgularin % 80-85’inde gorulur.
intraniikleer psédoinkliizyonlar, frozen kesitlerde ve 1iIAB
preparatlarinda daha iyi degerlendirilir. Patognomonik degildir,
genelikle az sayidaki tumor hicresinde gorulir (1-6).

e Nuikleusun uzun eksenine paralel yarik seklinde izlenen nikleer
oluklar (nuclear groove), nukleer membranin kivrimlanmasindan
olusur. Bu Ozellik neredeyse tum TPK’larda, en azindan fokal olarak
bulunur (1-6). Sitolojik preperatlarda da izlenebilir (1-3,5,6,37).
Patognomonik degildir; Hurtle hdcreli tip basta olmak Uzere bazi
follikUler neoplazmlarda (FN), hyalinize trabekuler adenomda (HTA),
kotl diferansiye tiroid karsinomunda (KDTK) ve tiroid orjinli olmayan
bazi adenokarsinomlarda da gorulebilir (1, 2,4-6,38).

o Mitoz azdir veya yoktur (1-3,5,6).

TPK’da histolojik derecelendirme (grade) kullaniimaz, olgularin
%95’den fazlasi derece | niteligindedir. Solid buyume paterni, mitoz, nekroz,
sitolojik atipi ile karakterli kotu diferansiasyon alanlari ve anaplastik
differansiasyon hem tumorin kendisinde hem de rekurrensinde bulunabilir (6).

Stroma 6demli, hyalinize, skleroze, dezmoplastik olabilir. Fibrozis
degisken oranlardadir (1-3,5,6). Yogun hyalin fibrozisin, TPK'un (olgularin
%89’unda) FK’dan (olgularin %18’inde) ayriminda 6nemli bir 6zellik oldugu
sOylenmistir (5,39). Stroma lenfosit, kOpUksu histiyosit, plazma hucresi,
hemosiderin ve nadiren yag dokusu igerebilir. Sagiimig lenfositler timaoran
invaziv kenarlarinda yaygindir (1-3,5,6,40). Nadiren bu yangisal populasyon
¢ok yogun olabilir fakat invaziv tumor dokusu i¢inde sinirlidir ve oncul bir
kronik tiroidit oldugu anlamina gelmez (6). Bazi follikullerin luminal arahiginda
ve papillalarda multinuklee histiyositlerin olmasi tanisal 6nem tasir (%46
olguda); ¢cunku bu bulgu benign lezyonlarda ¢ok nadirdir (5).

Oval, konsantrik laminer kalsifikasyon seklindeki Psammom cisimleri
olgularin yaklasik yarisinda goralar. Varhgi siddetle TPK'u dustndurar (1-6).
Psammom cisimleri papillalardaki solid timor yuvalari igerisinde, lenfatik

aralikta ve tumor stromasinda olabilir (1-3,5,6). Psammom cisimlerinin



servikal lenf nodunda gorulmesi de TPK'un gugli gostergesidir (1,6).
Psammom cisimcikleri, Hurtle hucreli neoplazmda ve HTA'da yaygin olarak
bulunan, kolloid i¢erisindeki kalsifiye psammom benzeri cisimciklerden
ayrilmahdir. Bu cisimcikler follikiler limen igerisinde yerlesme
egilimindedirler (5,6).

TPK multifokal olabilir. Baglangigta multifokal timor odaklarinin ayri
ayri primerler olmasindan c¢ok intratiroidal lenfatik yayilim sonucu ortaya
ciktigi dusunulirken RET/PTC ve heterozigosite kaybi ile ilgili galigsmalar,
multifokal TPMK’larin ayri ayri primerler oldugu gorasunu 6ne gikarmistir (6).

Damar invazyonu TPK’un %7’sinde gorulir (6). Mikroskopik olarak
vaskiler invazyonun gorulmesi, hematojenik yayilim ve bunu izleyen artmig
metastaz riskinin isaretidir (6,41). Ozellikle bolgesel LNM'1 olan hastalarda
bez igi lenfatik tutulumlar yaygindir (1,2,6,42).

INCE IGNE ASPIRASYON BiOPSISi VE SITOPATOLOJI:

Cerrahi girisim oncesinde TPK tanisini koymada en etkili yontemdir. Soliter
tiroid noddillerinin degerlendirmesine iiAB ile baslanmalidir (1-3,6). Sadece
TPK degil, primeri gok kug¢uk olan ya da palpe edilemeyen TPK’larin, palpabl
metastatik servikal lenf nodlarinin tanisina da yardimcidir (1).

TPKa ait iiAB yaymalarinda, tek sirali tabakalar veya (¢ boyutlu
kimeler halinde papiller doku fragmanlari izlenir (1,2). Bu papiller yapilar
dizenli dig konturlere ve nukleer palizadlanmaya sahip, dallanmis
gorunumdedir (1). Tumor hicreleri genellikle kubik olmakla birlikte kolumnar,
poligonal, igsi veya skuamoz morfolojidedir. Buzlu cam goérinumu net
degerlendirilemez. Genis, duzensiz konturlere, ince veya tozsu kromatine
sahip, kuguk nukleol iceren nikleuslar izlenir. Bu nukleuslarin iginde
oluklanmalar ve intranukleer psodoinklizyonlar yaygindir. Kondanse kolloid,

multiniklee dev hlcreler ve psammom cisimleri olabilir (1,2).

IMMUNOHISTOKIMYA:
TPK'u, immunohistokimyasal (IHK) olarak diger follikiil kaynakli tiroid
lezyonlarindan ayirmayi amagclayan ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Bu

konuda sitokeratin-19, HBME-1 ve galektin-3 0ne ¢iksa da bu boyalarin
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higbiri TPK igin spesifik olmayip bazi benign tiroid lezyonlarinda (noduler
guatr, follikiler adenom, lenfositik tiroidit ve igne aspirasyonu yapilan reakitif
alanlarda) da boyanir. CK 19 negatifligi, tipik TPK nukleer 6zellikleri
varliginda taniyi ekarte ettirmez. Bu yuzden bu boyalarin panel olarak
uygulanmasi onerilmektedir (1-3,6).

Cogu TPK, TTF-1 ve tiroglobulin ile pozitif boyanma gosterir. Ancak
skuamoz diferansiyasyon alanlarinda TTF-1 ve tiroglobulin negatiftir (5).
Tiroglobulin ve TTF-1, metastatik bir odagin primerinin tiroid oldugunu ve lenf
nodundaki kistik metastazi tanimayi saglar (1-6).

Kromogranin ve sinaptofizin negatiftir (1-6).

RET boyanmasi RET/PTC gen yeniden duzenlenimini gosterir (1-5,6)
Metastaz yapmis TPK'lar tipik olarak p27 kaybi, siklin D1 upregulasyonu
gosterirken, metastazi olmayan TPK'lar p27 pozitif, siklin D1 negatiftir (1).

Yuksek molekul agirlikli sitokeratin, S100, vimentin, EMA, CA-125,
RET, HLA-DR, kan grup antijenleri, dstrojen reseptorleri, CD15, CD57 (Leu7),
CITED1, fibronektin-1, platelet derive growth faktor (PDGF), claudin-1,
involukrin, tiroid peroksidaz, HER2/neu, ICAM1 ve insdlin-like growth factor
protein-6 (IGFBP-6)'nin degisik oranlarda ekspresyonu gorulmustur fakat
hicbiri spesifik degildir (1,3-6,43-45).

LeuM1 ve EMA pozitifligi, E-cadherin ekspresyon kaybi, RB proteinin
dusik seviyede ekspresyonu, p53 pozitifligi kotu prognostik gostergelerdir (1-
3,6,43-45).

TiROID PAPILLER KARSINOMUN MIKROSKOPIK ALT TiPLERI
TPK'un, klasik tipten farkli morfolojik 6zelliklere sahip bazi alt tipleri
mevcuttur (1-4):

1. Papiller mikrokarsinom (okkult papiller karsinom) (TPMK)
Folikiler varyant (FV)
Makrofollikiler varyant (MFV)
Onkositik varyant (OV)
Berrak hucreli varyant (BHV)

O

Diffuz sklerozan varyant (DSV)
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7. Tall cell varyant (TCV)
8. Kolumnar hacreli varyant (KHV)
9. Solid varyant (SV)
10.Kribriform varyant (KV)
11.Warthin benzeri varyant (WBV)
12.Enkapsule varyant (EV)
13.Diger:
igsi hiicreli varyant
Lipomat6z stromali varyant
Fasiitis benzeri stroma gOsteren varyant
Miksoid varyant
Tiroid Papiller Mikrokarsinom:
DSO’niin 1988 siniflamasina gore, en biyiik boyutu 1 cm ya da daha kiigiik
olan TPK igin kullanilan terimdir (1-6). Bazi arastirmacilar bu bayuklagun 1.5
cm’e kadar oldugunu kabul etmiglerdir (6). 2004 DSO siniflamasi bu
tanimlamay daraltarak rastlantisal olarak bulunan 1 cm.den kiguk tamorleri
bu siniflamaya almisg, klinik bulgu veren kuguk boyutlu TPK'lari
tanimlamadan ¢ikartmistir (1,5).
Bu tumor igin kullanilan okkult PK, okkult sklerozan karsinom, kuguk
PK, kapsulsuz sklerozan tumaor gibi farkli isimlendirmeler mevcuttur (1,3,5,6).
TPMK, TPK’un en yaygin formudur. Finlandiya’da otopsi serilerinin
1/3’Unden fazlasinda ve TPKile iligkisiz olarak yapilan tiroidektomi
materyallerinin %24’inden fazlasinda TPMK odagi saptanmigtir (1).
TPK’dan farkli olarak erkeklerde yayginligi daha fazladir (3). Klinik
olarak siklikla sessiz olmasina ragmen, hastalar nadiren LNM ve uzak
metastaz ile gelirler (1,5,6,46). Ozellikle multifokal olma egiliminde olan
familial formlarinda LNM ve uzak metastaz egilimi yuksektir (6,47).
Cocuklarda daha agresiftir (1,2,6). TPK'un, 6zellikle ¢ocuklarda,
eksternal radyasyonla en yakin iligki gosteren alt tipi TPMK’dur (6).
Boyutunun kugukligunden dolayi makroskopik incelemede atlanabilir.
Tumor genelikle tiroid kapsulune yakin yerlesimli, sert, tebesirimsi beyaz bir

lezyon olarak gorulur (1-3,5,6). TPMK’larin %75’i kapsulsuz ve sklerozedir,

12



lezyon gevre tiroid dokusuna infiltre olabilir. Nadiren 6zellikle boyutu 5
mm.den kuguk olanlar kapsullu olabilir (1,5,6).

Genis serilerde tumor ¢api ile histolojik 6zellikleri arasinda korelasyon
bulunmustur. Boyutu 1 mm.den kuguk tumorler stromal sklerozdan
yoksundurlar; 2 mm.den blyuk olanlar ise belirgin dezmoplastik stroma
gosterirler (6). Cap1 0,5 cm’den kuguk tumorler genellikle follikiler yapida ve
belirgin sinirlidir. 0,5 cm’den buyuk tumorler papiller yapida ve siklikla
infiltratiftir (1,6).

Kuaguk ¢aph TPMK odaklarinin intraglanduler metastazdan ayrimi gug
olabilir (1,2,6). intravaskiiler yerlesim, kapsiil ve skleroz yoklugu, yildizsi
bayume paterni yoklugu intraglanduler metastazi destekler (2).

Literaturde lenf nodu metastazi hatta akciger metastazi yapmis TPMK
olgulari bildirilmistir (6,46). Nadiren sentinel LNM ile gelirler. Bu nadir
lezyonlarda p27 kaybi ve siklin D1 upregulasyonu onemlidir (1).

Follikiiler varyant:

Kuguk ya da orta buyuklikte, papiller konfigirasyonu olmayan dizensiz
sekilli folliktllerden olugur. Makroskopik olarak kapsullu, kapsulsuz veya
kismen kapsulludir. Mikroskopik olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (1,2,5,6):

Diffuz FV: Tiroid glandi diffiz olarak tumor ile infiltredir (1,3,6).
Nadirdir. Daha geng¢ hastalarda gorulur ve daha agresiftir. LNM ve uzak
metastaz daha yaygin olup, prognozu kotudur (1,5,6).

Enkapsule FV: Tumor gevresinde kapsul varligiyla karakterli
varyanttir (1,3,5,6). TPKFV’larin 1/3’G kapsulludur (6). Mikroskopik olarak
follikuler patern gosterir ve papiller karsinomun tipik nikleer 6zelliklerini tagir
(1,3,5,6). Bunlar, nukleer 6zellikleri yama tarzinda igerdiginden kolaylikla
adenomatdz nodull ya da FA yanlis tanisi alabilir (6,48). Bazi kapsullu
noddller ise ¢cok az miktarda tipik nukleer 6zellikleri gosterir. Bunlarin klinik
onemi belirsizdir. Bu timorlere “malignite potansiyeli belirsiz iyi diferansiye
tumor” denilmesi Onerilmistir fakat bu Oneri henuz yaygin kabul gormemistir
(1,3,6). Papiller karsinomun tipik niikleer dzellikleri yani sira iHK ile
lezyonlarin dusuk ve yuksek molekuil agirlikh sitokeratinlerle ve HBME-1 ile

pozitif boyanmasi, follikiler neoplazmlardan ayrimina yardimci olur (1-3,6).
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Bu timorler, kapsulll olsa bile tiroid i¢i yayihmi bakimindan PK’un
infiltratif karakterini gostermektedir (1,5,6).

Follikuller iginde degisik oranlarda eozinofilik kolloid bulunur.
intrafollikiiler multiniiklee dev hiicreler siktir. Stromal skleroz ve psammom
cisimleri ise nadirdir (1,3,6,48,49).

EFV’in prognozu mukemmeldir (1,2,5,6). Bu timorlerde ¢ok nadiren
LNM ve uzak metastaz olabilir (6,48,49).

Alt tiplere bakilmaksizin bir butun olarak degerlendirildiginde TPKFV’in
prognozu, klasik tip TPK’'a benzer (1,6,49). Bolgesel LNM yapma egilimi
klasik tipten daha dusuktir. Ancak boyun disina uzak metastaz, klasik tip
TPK’a gore daha yuksek orandadir (6,49).

Makrofollikuler varyant:

MFYV tanisinin konabilmesi igin, histolojik olarak tumordeki follikullerin 200
mikrondan genis ¢apli olmasi ve bu follikul yapilarinin kesit alaninin
%50’sinden fazlasini olusturmasi gerekmektedir (1,5,50,51). Cogu kapsullu
oldugundan kolloidal veya hiperplastik nodul veya makrofollikiler adenom ile
kanigir. MFV'da follikullerin periferinde vakuolizasyon gosteren kolloid
gozlenir. Kolloidle dolu follikillerin periferinde degisik oranlarda genellikle
atipik hicrelerle doseli papiller yapilar izlenir (2). Cogu follikuli déseyen
hacreler hiperkromatik nikleusluyken bazilarinda tiroid papiller karsinomun
tipik nukleer 6zellikleri izlenir (1-3,5,6,50,51).

LNM orani duguktar (1,5,51). Nadiren DDTK ve ATK’na donusebilir
(5,51).

Onkositik varyant:

Makroskopik olarak kizil kahverengi, nadiren gri-beyaz renkli, kapsullu, kistik
degisiklikler igerme egiliminde, blyiik boyutlara ulagan bir lezyondur. lyi
sinirhidir veya kapsulludur. Bazen kapsul invazyonu olabilir. Mikroskopik
olarak papiller ya da follikuler patern gosterebilir. Lezyonlarin %75’inden
fazlasinda dallanmig papiller yapilar bulunur (1,2). Papiller yapilarin ince
fibrovaskuler korlarinda veya makro ve mikrofollikullerde degisik oranlarda
belirgin eozinofilik, granuler sitoplazmali, onkositik htcreler bulunur (1-3,5).

Bu hucreler genellikle poligonaldir fakat kolumnar da olabilir. Nikleuslar,
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tiroid papiller karsinomun tipik nikleuslari seklindedir. Lenfositik infiltrasyon
yaygindir (1-3). Psammom cisimleri nadiren bulunur. Dejeneratif degisiklikler
yaygindir(1,2).

Bu varyantta RB ve E2F-1 transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu
goralur (3, 52).

Prognozu KTPK gibidir (1-3,5,6).

Berrak hiicreli varyant:

Papiller konfiglrasyon igeren alanlar yanisira follikuler patern de gosterebilen
berrak hicrelerden zengin bir varyanttir (1). Bazen berrak ve onkositik
hucreler birlikte gorulur. Berrak hicre degisikliginin onkositik hucrelerdeki
dejenerasyondan ve glikojen birikiminden kaynaklandigi dusunalmastur (2,5).
Berrak hucrelerde musin varligi alcian blue pozitifligi ile gosterilir (1).

Metastatik renal hucreli karsinomdan ve meduller karsinomdan
kolloidin varhgi yani sira iHK ile TTF-1, tiroglobiilin pozitifligi, kalsitonin
negatifligi ile ayrilabilir (1,2).

Tedavi ve prognozu KTPK ile aynidir (1,2).

Diffliiz sklerozan varyant:

Nadirdir, yaklasik olarak tum TPK’in %3’Unu olusturur (3,6). Genellikle geng
hastalarda gorulur (6). Cernobil nukleer felaketinden sonra ¢cocuklarda
gorulen TPK'un %10’unu olugturur (6,54).

Tumor igermeyen alanlarda kronik lenfositik tiroidit gorulebilir ve bazi
hastalar otoimman tiroid hastaliklarinin serolojisine sahiptir (1,3). Diger
otoimmun hastaliklar eglik edebilir (1,6).

Belirgin baskin bir kitle formasyonundan ¢ok tiroidin bir ya da iki lobu
genellikle diffuz olarak tutulur (1,3,6). Histolojik olarak kumeler halinde
papiller karsinom odaklari, bazen de folliktler paternli adalar, ileri derecede
vaskuler invazyon ve gevre dokulara infiltrasyon, asiri fibrozis, ¢gok sayida
psammom cisimleri, yaygin skuamoz metaplazi, lenfoid follikil olusturan
lenfositik infiltrasyon, lenfatikler icinde tumor embolusleri goralur. Tipik
nukleer 6zellikler vardir (1,3,6). Bu 6zelliklerin herbiri klasik tip TPK’'nda
gorulebilmekle birlikte DSV’ta butln Ozelliklerin bir arada olmasi beklenir (6).
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Prognoz kotudur. Hemen tamaminda tani sirasinda servikal LNM
vardir. Ekstrakapsuler yayilim, uzak ve nodal metastazlarin varligi siktir
(1,3,6). Akciger metastazi %25’inde vardir (1). TPK’a gore yasam suresi
daha kisa olmasina karsin mortalite oranlari yine de disiktir. lyi bir cerrahi,
LN diseksiyonu ve radyoiodin tedavisi ile prognozun KTPK kadar iyi
olabilecegdini sdyleyen ¢aligmalar vardir (6).

Tall cell varyant:

Tium TPK'in yaklasik olarak %10’unu olusturur. ileri yas hastalarda (ort. 50-
57 yas) gorulir. Erkeklerde daha siktir (1,3,5,6). Tumorin boyutu genellikle 6
cm.den buayuktar (2, 5,6,54).

Bu nadir varyantta tumor hdcrelerinin boylari, genigliklerinin en az 3
kati olmalidir (1,2,5,6,54,55). Papiller, trabekuler ve kordon benzeri patern
baskinken follikiler yapilar nadiren gorular (1,2,6,54). Daha ¢ok interselliller
sinirlari keskin ve belirgin, asidofilik sitoplazmali, yaygin nukleer oluklanmalar,
psOdoinkluzyonlar tasiyan berrak nukleuslu, elonge, tek sirali hicrelerin
dosedigi papiller yapilar seklinde gorulur (5,6,54,55). Papiller yapilar
icerisinde ve etrafinda belirgin lenfositik infiltrat gorulir. Bazi timorlerin
kronik tiroidit zemini belirgindir (6). Bazilari igsi hucreli skuamoéz hucreli
karsinom (SCC) ve andiferansiye karsinoma dediferansiye olabilir (5,6,55,56).

Bazi yayinlara gore TCV tanisi koymak icin lezyonun %50’sinden
fazlasinin, bazilarina gore ise %70’inden fazlasinin s6zedilen kriterleri
tagimasi gerekmektedir (6,2).

KTPK’dan daha agresiftir (rekurrens: %18-58; mortalite %9-25)
(1,3,5,6,56). Lokal reklrrens ile trakeaya invazyon olabilir ve bu
komplikasyon olumcul olabilir (5,6,56). Nekroz, mitotik aktivite, ekstratiroidal
yayilim (%42-82), uzak metastaz ve ileri yasta gorilme orani KTPK’dan daha
fazladir ve bunlar koétu prognoz gostergeleridir (2,5,6,57).

IHK ile TCV’In LeuM1 (CD15), EMA ve c-Met pozitifligi gdstermesi,
yuksek p53 boyanma orani (TCV’ta %61, KTPK'da %11) ve Ugte birinde
RET/PTCS translokasyonu ve BRAF mutasyonunun bulunmasi agresiflik
gostergeleridir (5,3).
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Kolumnar hiicreli varyant:
KHV, TPK'un nadir bir formudur. Kadin ve erkekte esit oranda gorultr(1-
3,5,6,58) .

Makroskopik olarak, timor blyuk ¢apta (6 cm’den blyuk ) ve
kapsulsuzdur (2,5,6).

Mikroskopik olarak, dar kolloid i¢ersinde papiller yapilar belirgindir;
follikuler, trabekuler ve solid alanlar da gorulebilir (1-3,5,6,58). Bazen
follikuller elonge olabilir, tubuler yapilar olusturabilir; metastatik bir
adenokarsinomla karisabilir (1,2,5). Papiller yapilari, nikleuslari
hiperkromatik, psddostratifiye, uzun kolumnar hicreler doser. Sitoplazma dar
ve soluktur; supranukleer ya da subnukleer vokuolizasyon igerir ve erken
sekretuvar endometriuma benzer (1-3,5,6,58). TPK’un tipik nukleer 6zellikleri
pek gorulmemektedir. Psammom cisimcikleri nadirdir. Skuamo6z metaplazi
olabilir. Mitoz siklikla izlenir. Nekroz az bir olguda izlenmistir. Arada igsi
hicreler, mikropapiller yapilar ve mikrofolikuller gorilebilmektedir (2,5,6).
Nadiren TCV’la beraber gorulur (3).

Belirgin kotu bir klinik gidigle diger TPK’larindan ayrilir . Agresif cerrahi
ve radyoablatif tedavi gerektirir. Tiroid dis1 yayilim, LNM ve uzak metastaz
oldukga siktir (1,2,5,6,62). Cogu hasta 5 yil iginde yagsamini kaybetmektedir
(5,6,58). Bu lezyon papiller karsinom siniflamasinin igine dahil edilse de bu
agresif davranisindan dolay! TPK varyanti olarak kabul edilmesi tartigsmalidir
(6,58).

Solid varyant:

Birgok TPK’'da genellikle dar kolloid igerisinde yuvarlak sekilli solid adalar
gorulebilir. Ancak SV tanisi koyabilmek igin, timorun %50’sinden fazlasinin
solid buylime paterni gostermesi gereklidir (5,6,59). Hiucreler KTPK’a benzer
(1,2,6). Eger solid buyume paternine belirgin nukleer polimorfizm ve nekroz
eslik ederse KDTK dusundlmelidir (1).

SV, ¢ogunlukla ¢gocuklarda gorulur ve Cernobil feleketinden sonraki
TPK'in %30’undan fazlasinda gorulmustar (5,60). Olgularin yaklasin yarisi
bas-boyun bolgesine eksternal radyasyon oykusu olan gocuklardir (1,6,60).

Vaskiuler invazyon ve ekstratiroidal yayilim olgularin 1/3’'Unde gorulir (1).
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Prognozu, bazi arastirmacilara gore klasik tip TPK’a benzer; bazi

arastirmacilara gore ise daha kotudur (1,5,6).

Kribriform varyant:

Histolojik olarak fokal papiller yapilar, uzun kolumnar hucreler, kolloid
icermeyen kribriform patern, solid ve igsi hucreli hucreler ve skuamoid
morduller izlenir (1,3,5,61). Fokal olarak papiller karsinomun tipik nukleer
ozellikleri izlenirken gogu alanda nukleuslar hiperkromatiktir (1,5). Cogu
timorde tiroglobulin fokal pozitiftir (1).

Genellikle multifokaldir ve geng kadinlarda gorulur.Tipik olarak FAP ve
Gardner sendromlu olgularda izlenir. Tek sporadik olgular da olabilir
(1,3,5,61). Fakat hem familyal hem sporadik formlar ¢gok nadirdir. Bu
hastalarda APC gen analizi FAP tanisini erken yakalamak igin dnerilmektedir.
Somatik RET/PTC gen yeniden diizenlenimi gésterilmistir (3,5). IHK olarak
beta-katenin ve biotin degerlidir (3,5,61).

Prognozu iyidir (1,3,5,61).

Warthin benzeri varyant:

Mikroskopik olarak tukrik bezinin Warthin timorine benzer. Histolojik olarak
papiller yapilari doseyen eozinofilik sitoplazmali hicreler yani sira stroma
icerisinde germinal merkezler igeren belirgin lenfositik infiltrasyon goralur
(5,6,62,63). Bazi hucrelerde tipik TPK nukleer 6zellikleri segcilir. Stromadaki
lenfositik infiltrasyon ve eozinofilik hicreler nedeniyle en sik TCV’la karisir
(5,62). Ozellikle invaziv kenarlarinda TCV’a gegis de gorilebilir (6).

Eozinofilik degisikliklerin zemindeki tiroiditle iliskili oldugu dagunular.
Tumor stromasinda IGF-1 saptanmasinin tumor gelisiminde dnemli
olabilecegi dusunulmustir (62). Malign folliktler epitel hicrelerinde HLA tip Il
antijeninin ekspresyonunun, tumoru infiltre eden lenfositlere yanit olarak
gelistigi gosterilmistir (63).

Klinik gidig, klasik tip TPK’'a benzer (5,6,62,63).

Enkapsule varyant:
Tam TPK'lar igindeki sikligr % 8-13’tur. EV, makroskopik olarak tamamen
kapsulli olup, adenoma benzemektedir (6). Bazi olgularda kapsulde fokal

invazyon gorulebilmektedir. Mikroskopik olarak kapsul ve TPK'un sitolojik
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Ozelliklerini iceren follikUler yapilar veya tumdayle papiller yapilardan
olusmaktadir (3,6). TPK'un sitolojik 6zelliklerini gosteren alanlarda RET/PTC
gen yeniden duzenlenimi gosterilmigtir (3). Bazen kapsul invazyonu
yapmaksizin LNM olugturmaktadir. LNM’lari, TPK’larinkinden daha azdir (6).
TPKEV’ta prognoz mukemmeldir, uzak metastaz veya tumore bagh

olum insidansi hemen hemen sifirdir (3,6).

TiROID PAPILLER KARSINOMDA PROGNOZ
TPK’da prognoz mukemmeldir. 10 yillik yagsam %90'in Uzerinde, gen¢
hastalarda %98’in Uzerindedir (1,3,6).

Tumor evrelemesinde yaygin olarak kabul edilen sistem postoperatif
timor-node-metastaz (pTNM) sistemidir. Bu sistem International Union
Against Cancer (UICC) ve American Commission on Cancer (AJCC)
tarafindan kabul edilmistir (1-3,5,6).

Prognozu etkileyen faktorler:

1. Yas: En dnemli prognostik faktorlerden biridir. 50 yas Uzerindeki
olgularda, daha geng¢ olanlara gére prognoz daha kotudur (1-3,5,6).
TPK’a bagli 6limlerin hemen hemen ¢ogu 40 yasindan sonra
gorulmektedir (3,5,6).

2. Cinsiyet: Kadinlarda prognoz ¢ogu serilerde erkeklere gore daha iyi
bulunmasina karsin, bazi serilerde belirgin fark gorulmemistir (1-3,5).

3. Tiroid dig1 yayilim: Prognozu kotu yonde etkileyen faktorlerin baginda
gelmektedir. Makroskopik olarak tiroid disi yayilim tespit edilen
olgularda, prognoz daha kotu seyretmektedir (1,3,6).

4. Mikroskopik alt tipler: Morfolojik alt gruplar anlatilirken konu iginde ayri
ayri prognozlari belirtiimistir. DSV, TCV, SV, KHV, trabekiler ve
dediferansiye varyantta prognoz koétudur (1-3,5,6)

5. TUmor ¢api: Tumor gapi ile prognoz arasinda ters bir oranti vardir yani
tumor ¢api buyudukge prognoz koétulesir (1,3,5,6). Tumor boyutu 1-1.5
cm. ise ¢ok iyi, 4 cm.i gectiginde ise kotudur (5,64).
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6. Kapsul ve sinirlar: Kapsulll ve/veya ekspansif buylime paterni
goOsteren tumorlerde prognoz digerlerine oranla daha iyi
seyretmektedir (1,3,5,6).

7. Multisentrisite: Birden fazla tumor odagi igeren olgularda, metastaz
insidansinin yiksek oldugu ve yagsam suresinin daha kisa oldugu
belirtiimektedir (1,3,6).

8. Servikal LNM, prognozu kotulestirmezken ekstrakapsuler yayilim
buyuk olasilikla uzak metastazin ve kotu prognozun gostergesidir
(1,3,5,6).

9. Uzak metastaz: Akciger ve kemik gibi uzak metastazlar %5-7 arasinda
goralur (1-3,5,6). Multipl metastazlarin olmasina ragmen yasam suresi
radyoaktif iyot tedavisiyle uzatilabilir (5,6).

10.Az diferansiye, skuamoz veya anaplastik alanlar: Olgularin % 5’inden
daha azinda gorulmektedir. Bu komponentlerin olmasi prognozu kotu
yonde etkilemektedir (1,3,6).

11.Radyasyon: Daha 6nce radyasyonla kargilagsma oykusu olanlar ile
radyasyon Oykilsu olmayan olgular arasinda prognoz agisindan fark
gorulmemistir (1,3,6). Bazi ¢galismalarda ise radyasyon oykusu olan
olgularin daha agresif gidigli olduklari vurgulanmaktadir (6).

12.DNA ploidi: TPK’in blylk bir kisminda DNA diploid, % 20’sinde
anoploid veya az bir kisminda nondiploiddir (6). TPK'un agresif
davranigi ile anoploidi arasinda korelasyon oldugu belirtiimektedir
(1,3,6). Multiploidi kotu prognostik , anoploidi ise 6zellikle 60 yas
uzerinde kotl prognostiktir (5,65).

13. Histolojik 6zellikler: Bu paremetrenin prognozla kesin bir iligkisi oldugu
dusunilmemektedir. Fakat tam olarak uygulanabilir olmasi igin
standardize edilmesi ve nekroz, mitoz gibi kriterlerin varliginin daha
kesin tanimlanmasi gerekmektedir (3). Bazi yayinlarda atipi, mitoz,
nekroz, vaskuler invazyon gibi bulgularin kotl prognostik etkisi oldugu
vurgulanmaktadir (5,66). Belirgin atipi, trabekuler buyume paterni, kotu
prognostik faktorken stromal kemik formasyonu ve kronik tiroidit

zemini iyi prognostik faktorlerdir (5,67-69).
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14. RET/PTC ekpresyonu: RET/PTC ekspresyonunun prognoza etkisi

degiskendir. RET/PTC1 daha sessiz tumorlerde izlenirken, RET/PTC3

daha agresif gidisli tumdrlerde goralur (1,6).

15.IHK: EMA ve Leu-M1 pozitifliginin, p53 immunreaktivitesinin, E-

cadherin ekspresyon kaybinin daha agresif klinik gidis ile iligkili oldugu
ileri surdlmuastur (3,5). S-100 pozitif histiyositlerin yogunlugu iyi
prognostik faktordur (5).

16.Rb protein: Rb protein ekspresyonunun rekurrenste etkili oldugu

dusunidlmektedir (3,5).

17.Papiller ve follikuler yapilarin oranlari, fibrozisin varligi veya yoklugu,

solid alanlarin varligi veya yayginlgi, skuamoz metaplazinin olmasi,
psammom cisimciklerinin varligi ve kig¢lk damar dansitesi olmasi

prognozu etkilememektedir (5,6).

TiROID PAPILLER KARSINOMDA TNM SINIFLAMASI (1-3,4-6)

Primer TUmor (T)

TX | Primer tumor degerlendirilememis

T0 Primer timore ait bulgu yok

T1 Tumorun en blyuk boyutu 2 cm veya daha kuguk ve tiroidde sinirli

T2 Tumorun en blyuk boyutu 2 cm’den buyuk- 4 cm’den kuglk ve tiroidde
sinirli

T3 | TumoOrun en buyuk boyutu 4 cm’den buyuk ve tirodte sinirli veya tumor
herhangi bir gapta ve minimal tiroid digi yayilim var (6rnegin
sternotiroid kas veya tiroid gevresi yumusak doku)

T4a | Tumor herhangi bir gapta ve tiroid kapsilunu asarak subkutan
yumusak dokuyu, larinks, trakea, 6zofagus ya da rekurren laringeal
siniri invaze etmis

T4b | Tumor prevertebral fasya veya karotid arter veya mediastinal damarlari

invaze etmis
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Bodlgesel Lenf Nodu (N)

NX Bolgesel lenf nodu metastazi degerlendirilememis

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Bodlgesel lenf nodu metastazi var

N1a Level IV lenf nodu (Pretrakeal, paratrakeal, prelaringeal/ Delphian
lenf nodu) metastazi var

N1b Unilateral veya bilateral veya servikal veya superior mediastinal

lenf nodu metastazi var

Uzak Metastaz (M)

MX Uzak metastaz degerlendirilememis
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var

EVRE GRUPLARI

45 yas altindakilericin; | Evre | Herhangi T,

Herhangi N, MO

Evre Il Herhangi T,
Herhangi N, M1

45 yas ve Uzeri igin; Evre T1, NO, MO

Evre Il T2, NO, MO

Evre lll T3, NO, MO

T1, N1a, MO
T2, N1a, MO
T3, N1a, MO

Evre IVA T4a, NO, MO
T4a, N1a, MO
T1, N1b, MO
T2, N1b, MO
T3, N1b, MO
T4a, N1b, MO

IVB T4b, Herhangi N, MO

IVC Herhangi T,
Herhangi N, M1

TiROID PAPILLER KARSINOMUN LENF NODU METASTAZI

Bolgesel LNM, TPK'un yaygin bir semptomudur (>%50). Bazi tumdorlerde

(%20) ise okult primer tumor sozkonusu olup lenf nodu metastazi tek
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baslangi¢ semptomu olabilir (1,3,5,6,70,72). DSV’ta hemen tamaminda tani
sirasinda servikal LNM vardir (1,6).

TPMK’da timor bayukluginin LNM’n1 etkiledigi, LNM’inda kapsdl
invazyonunun kotu prognostik faktor oldugu 6ne surtlmektedir (70).

Boyunda baskin olarak iki bolge en sik metastaz alir: santral
(pretrakeal, paratrakeal, prelaringeal ve peritiroid lenf nodlarini kapsar) ve
lateral bolge (71-73). Yapilan arastirmalarla tiroide en yakin olan santral lenf
nodlarinin lateraldekilerden daha fazla ve daha 6nce tutuldugu saptanmigtir.
Lateral bolgedekiler daha kolay palpe edilirler ve US (dzellikle de 1iAB ile
kombine edilirse) bunlarin saptanmasinda en yararli aragtir (70,72).

Cogu cerrahide santral LN gikariilmaktadir. Primer timor boyutu 3
cm’den blyukse veya ekstratiroidal yayilim varsa profilaktik lateral LN
diseksiyonu onerilmektedir (72).

LNM, hasta yasam suresini etkilemeyen bagimsiz negatif prognostik
faktor olarak kabul edilmekle birlikte prognozu etkilemedigini sdyleyen
calismalar da vardir (1,6,74-79).

TPK-LNM’larin yaklasik olarak %40’ (bildirilen oranlar %21-50
arasinda degigsmektedir) kistik dejenerasyona ugrayabilir ve benign bir kistik
lezyonu taklit edebilir (1,5,6,71-79). Kistik alan, ku¢uk soliter veya periferde
multipl olabilecegi gibi nadiren nodal metastazin tamami kistik olabilir
(1,71,72). Histolojisi papiller, mikst ve follikuler olabilir (6).

p53, bcl-2, siklin D1, p21’in TPK-LNM’da pozitif oldugu, siklin D1
pozitifliginin ve p27 negatifliginin LNM’na yatkinhk olusturdugu (80), VEGF-
D’nin TPK-LNM’da dnemli oldugu ileri surulmektedir (81).

p16
p16, 9p21 kromozomu Uzerinde INK4a lokusunda kodlanir. p16INK4a
CDK4’e baglanmak igin siklinD ile yarisir ve siklin D-CDK4 kompleksinin
Rb'’yi fosforilleme yetenegini inhibe ederek hicre siklusunun ge¢ G1 fazinda
durmasina yol agar (4,82).
Bu lokusteki delesyonlar ve mutasyonlarla iligkili arastirmalarda bu

genin kodladigi1 p16 proteininin malignite gelisiminde rol oynadigi
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saptanmistir (4,82). p16INK4a insan kanserlerinde siklikla hipermetilasyon ile
inaktive olur veya mutasyona ugrar (4). Meme, over karsinomu, melanom,
kiguk hucreli disi akciger karsinomunda, serviks ve 6zofagusun skuamoz
hacreli karsinomlarinda, yuksek dereceli astrositomda, primer pankreas
adenokarsinomu ve T hucreli akut lenfobastik [6semide p16 pozitifligi
bulunmustur (82-88).

Non-neoplastik lezyonlarda veya normal tiroid dokusunda p16 ile
boyanma izlenmezken TPK'da ve FK’da p16 pozitifligi bulunmustur. Kotu
diferansiye tiroid karsinomunda p16 pozitifligi saptanmamistir. Tam olarak
aciklanamasa da p16’nin timor geligsiminin erken evrelerinde gorev aldigi
dusunulmektedir. p16 ekspresyonu, diferansiye tiroid karsinomlarinda,
ekstratiroidal tumor yayilimi ve lenf nodu metastazi ile iligkili bulunmustur
(89-91).

p21
p21/Waf1 geni 6p21.2 kromozomunda yerlesmistir ve 164 aminoasitlik bir
proteini kodlar. p53’Un uyardigi p21/Wafl, G1/S kontrol noktasinda CDK4'l
de igeren ¢ok sayida CDK’1 inhibe eder (92,93).

Tumorlerde saptanan artmis p21 ekspresyon duzeyi, prolifere
hicrelerin veya DNA hasarina cevap veren, genetik olarak stabil olmayan
hicrelerin varligini gostermektedir. Meme kanserlerinde, melanomlarda, bag-
boyun skuamoz hucreli karsinomlarinda, gliomlarda ve akciger kanserlerinde
p21 ekspresyon duzeyinde artis gozlenmektedir. p21 ve p53’lin beraber
kullanihp degerlendirildigi galismalarda, prognostik etkilerinin birbirine zit
nitelikte oldugu gorulmustur (82,94,95). p21 seviyelerinin azalmasi ve p53
asiri ekspresyonunu, 6zofagus, uterus, mide ve akciger kanserlerinde iyi
prognoz gostergesi iken, meme kanserinde kotu prognozu simgeler (82,95).

p21’in TPK-LNM’da yuksek oranda pozitiflik gosterdigi ileri suralmagtur
(92-100). Hasta yasam suresinde p21’in dnemli olmadigini belirten
caligsmalar oldugu gibi tumor agresifliginde 6nemli oldugunu, fatal seyreden
hastalarda daha yuksek bulundugunu 6ne suren yayinlar da vardir (97-99).
ATK ve KDTK'unda iyi diferansiye TK'dan daha yuksek oldugu gozlenmistir
(100).
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p27
Kromozom 12p13 tUzerine yerlesmig olan tumor supressor gen p27, GO ve
erken G1 fazinda siklinD1/CDK kompleksini inhibe eder. Bu inhibisyonlar,
fosfo-Rb proteinin inaktivasyonunu ve G1'den S fazina gegisi engeller (4,101-
106).

p27, SV40 virisl, insan E1B adenovirts veya EG6 papilloma
virusleriyle onkojenik etki kazanabilir (101).

p27 ekspresyon kaybi, kolorektal karsinom, meme, prostat, bazi
lenfoid maligniteler, over yuzey epitelyum tumorleri, malign melanom, serviks
neoplazileri, 6zofagus adenokarsinomu, hipofiz, paratiroid ve adrenal
timorleri gibi pek ¢cok timorde gosterilmistir ve kotu prognoz gostergesidir
(101-103).

Normal tiroid dokusu ve multinoduler guatrda timaoral dokulardan daha
yuksek p27 pozitifligi bildirilmistir. Papiller hiperplazi olgularinda TPK’a gore
daha guclu pozitiflik bulunmus; benign ve malign papiller proliferasyonlarin
ayriminda yardimci olabilecegi one surulmustur.FA olgularinda FK ve
TPKFV’'indan daha yuksek p27 pozitifligi gozlenmigtir (80,104-105).

p27 ekspresyon kaybinin tiroid kanserlerinde tumor agresifligini, kotu
diferansiyasyonu ve metastaz kapasitesini gosterdigi bildiriimistir (81,102).
p27°nin tiroid kanserlerinde sagkalim ya da LNM oranlari Uzerine bir etkisi
bulunamamisgtir (81,104-105).

Son c¢aligmalar, benign tiroid lezyonlarinda gorulen nukleer p27
boyanma 06zelligiyle karsilastirildiginda, tiroid malignitelerinde ek olarak
gorulen sitoplazmik boyanmanin p27 ile iligkili siklinD3 ekspresyonu ve
yuksek CDK2 aktivitesi ile baglantili oldugunu 6ne surmektedir (106,107).

p53
p53 tumor supresor geni, 17. kromozomun kisa kolunun 13.1 bdlgesine
lokalizedir. Gorevi, DNA replikasyonu, hlcre proliferasyonu ve hucre
o0lumunu duzenlemektir. p53 geni, 375 aminoasitten olusan ve nukleer bir

fosfoprotein yapisindaki p53 proteinini kodlar (4,82).
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Hicrede DNA hasari olustugunda post-translasyonal modifikasyonlar ile
p53 stabil hale gelir, nikleusta birikir. Biriken “wild” tip p53, DNA’ya baglanip
hacre siklusunun G+ fazini durdurur. Wild” tip p53 proteininin yagam suresi
oldukga kisadir (6—30 dakika) ve normal hiucrelerde saptanabilecek duzeye
ulasmaz. Mutasyona ugramis ya da inaktive olmus p53 iceren hicrelerde ise
boélinme sirasinda duraklama ya da apoptoz gergeklesemeyecedi igin hasarli
DNA replikasyona ugrar, mutasyon genomda kalici hale gelir. p53’lUn
fonksiyon kaybi, diger mutasyonlara da predispozisyon saglar ve sonucta
malign klonlar dretilir (4,82).

Mutasyonlar disinda, bazi DNA virtslerinin (SV 40, adenoviris, human
papilloma virus) transforme edici proteinleri ile bazi onkogenlerin drinleri de
“‘wild” tip p53’e baglanarak inaktivasyon saglarlar. Ayrica p53’un mutant
formlarinin da “wild” tip p53’U inaktive ettigi bilinmektedir. Mutasyona ugramig
p53’Un zaman zaman onkogen gibi davrandigi ve hucreleri transforme ettigi
in vitro olarak gosterilmigtir (4,82).

Gorulme sikhigina gore siralanacak olursa kolon, meme, akciger,
0zofagus, over, pankreas, deri ve mide maligniteleri, bas-boyun, mesane ve
prostat kanserleri ile sarkomlari, hepatosellller karsinom, beyin, adrenal,
endometrium timorleri, mezotelyomalar, bobrek karsinomlari, hematolojik
maligniteler, karsinoid tumdrler, malign melanom, paratiroid timorleri ve
servikal kanserlerde; ayrica 6zofagus, meme, brons ve larinks displazilerinde
p53 birikimleri saptanmistir. Li-Fraumeni sendromunda p53 mutasyonlari
genetik gecis gosterir. (4,82).

p53 ile normal tiroid dokulari ve benign tiroid lezyonlari boyanmazken
ATK ve KDTK’'nda daha sik olmak Gzere tum tiroid karsinomlarinin %15’inde
p53 mutasyonu gorilur (106-108). Cernobil nukleer faciasi sonrasinda
Belarus’taki TPK’lu ve TPK-LNM’li hasta populasyonunda p53 mutasyonunun
arttigi ve RET/PTC pozitif TPK'da daha fazla goruldugu saptanmistir
(60,109). p53 mutasyonlari, timoran radyoterapiye ve kemoterapiye direng
kazanmasiyla ya da timorlerde kotl prognozla, kisa yasam suresi ile iligkili
bulunmustur. Bazi yayinlarda TPK’'da tumor buyuklugu, ekstatiroidal yayilim,
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LNM ve yasam suresi ile iligkili oldugu gosterilmis (105,110,111); bazi
yayinlarda ise etkisi olmadigi sonucuna varilmigtir (112).

p53 gen mutasyonu ile IHK p53 boyanmasinin ayni oranda olacagi
dusiiniilse de, TPK ve FK’'da da iHK olarak mutasyona gére daha yiiksek
pozitiflik saptanmigtir (106,109,111).

TPK’da p53’Un nukleer ve nukleus ¢evresinde yogunlasan sitoplazmik
boyanma paterni olmak Gzere iki farkli boyanma paterni tanimlanmigtir
(95,146).

Bcl-2, Bax, Bel-xL
Hucre sagkaliminda etkili olan apoptoz duzenleyici genlerin neoplastik
hicrelerin gelisiminde de roli vardir (4).

Bcl-2, en az 20 uyesi bulunan bir major hicre igi apoptoz yolagi
regulatoradir (4,112,113). Bcl-2 ailesinin en onemli Gyeleri i¢c mitokondri
membraninda bulunan transmembran proteinleridir. Bcl-2, Bcel-xL, Bel-w, A1,
ve Mcl-1 apoptozu engellerken Bax, Bak, Bok, Noxa, PUMA, bcl-xLs, bim,
Bad, Bmf, ve Bik proapoptotik rol oynar (112-114). Hucrelerde apoptoz emri
verildiginde mitokondrial membrandaki bcl-2 ve/veya bcl-xL kaybolur. Bcl-2
ve bcl-xL’in yerini ayni protein ailesinden bak, bax ve bim gibi proapoptotik
bireyler alir (4).

Bcl-2

Bcl-2 lenfomalar, akciger kanserleri, meme ve tiroid karsinomalarinda
pozitif bulunmustur (115).

Bcl-2, 6zellikle perinukleer olarak yogunlasan sitoplazmik bir boyanma
paterni gosterir. Normal tiroid dokusunda, hiperplazilerde, iyi diferansiye
TK’nda ve TPK'da bcl-2 pozitifligi gézlenmistir. Ekspresyonunun azalmasi,
dediferansiasyon ve agresiflikle iligkili bulunmustur. Bcl-2 pozitifligi TPK ve
TPMK’da benzerdir. Lenf nodull tutulumu, kapsul invazyonu ve tumor
bayuklugu ile bcl-2 boyanmasi arasinda anlamli bir bir iligki bulunmamistir ve
prognozda 6nemli olmadigi bildirilmistir (115-120).

Bax
Bax, monomerik sitozolik proteindir ve proapoptotik fonksiyonu vardir
(4,82,112-114,118-122).
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Bax ile iHK’sal olarak TPK'da sitoplazmik boyanma gériiliir. Normal
tirositleri ise higbir zaman boyamaz. Bax ekspresyonunun TPK’da ylksek
oldugunu gosteren calismalar yani sira iyi diferansiye TK'da boyanmanin
saptanmadigi caligsmalar da vardir. Tumorlerde bax ekspresyon kaybinin kisa
yasam suresi ve azalmis kemoterapi yaniti ile iligkisi oldugu 6ne
srulmektedir (118-120).

Bcl-xL

Bcl-xL, bcl-2'nin homologudur ve iki izoformu vardir. Bel-xL, 241 aminoasitten
olusan formu ve bcl-xLs 178 aminoasitten olasan formudur. Bcl-xL hucre
olumunu bloke ederken bcl-xLs, bcl-2’yi inhibe eder ve hucre 6lumunu
indikler (113-115,122).

Normal tiroid follikiler hucrelerinde negatif olan bcl-xL, folliktler
hacrelerden gelisen tiroid karsinomlarinda ekprese edilir Bcl-xL
overekspresyonu LNM ve uzak metastaz gibi prognostik faktorlerle iligkili
bulunmustur (121,122).

Siklin D1
Dinlenme halindeki hicreler buyume faktorleriyle uyarildiginda Siklin D hlcre

siklusunda ilk artan siklindir. Bu artis, G1 fazinin ortasinda gorulir. D1, D2 ve
D3 olmak uzere 3 formu olan Siklin D, CDK4’e baglanip aktive (4). SiklinD-
CDK4 kompleksi hicre siklusu igin anahtar rol oynayan Rb proteinini
fosforiller ve hlcre replikasyonunu uyarir (4).

Siklin D1, 11923 kromozomuna yerlesmis pozitif bir hicre siklus
duzenleyicisidir (123).

Siklinler icinde onkogenezde 6nemli olanlar siklin A ve siklin D'dir
(123-129). Siklin D1 ekpresyonu bas- boyun kanserleri, meme kanseri gibi
timorlerde pozitif bulunmustur ve kotu klinik seyir ile iligkilidir (124).

Nikleer boyanma 0Ozelligi gosteren siklin D1, normal tiroid hucrelerinde
boyanmaz. Hiperplastik lezyonlardaki boyanmasi ile ilgili bulgular geliskilidir.
FA, FK,TPK ve Hurtle hicreli karsinomda da pozitiflik gosterilmistir.
KDTK’larinda iyi diferansiye olanlara gore sikhgi daha fazladir. Agresif timor
davranisi, yuksek LNM ve kotl prognoz ile iligkili oldugunu 6ne suren
yayinlar vardir (124-129).
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DOKU MIKROARRAY YONTEMI
DMA cok sayida dokunun tek bir preparatta gorulmesini saglayan son
zamanlarda kullanimi yayginlagan bir yontemdir. Bu yontem ¢ok sayida doku
orneginde, immunohistokimya, H&E, histokimya, in situ hibridizasyon,
fluoresan in situ hibridizasyon (FISH), in situ PCR, RNA veya DNA
ekspresyon analizi, TUNEL incelemesine olanak saglar. Bu sonuglari
degerlendiren tarama programiyla da IHK profili ve degerlendirme
standardize edilmig olmaktadir (130-138).

ik defa 1965'te Lilie, DMA'i tanimlamaya baslamistir (130). Battifora,
1986’da ¢ok sayida tumor igeren doku blogu (multitumour tissue block) ve
1990’da bunun modifikasyonu olan dama tahtasi doku blogunu
(checkerboard tissue block) tanimlamistir (131,132). Daha sonra 1998’de
Konenen ve ark. tarafindan 1000-10000 tane silindirik parafin doku kor
biopsisinden (PDKB) olugan bloklarla karakterli parafin doku mikroarray
(PDMA) yontemi gelistirilmistir (133,134). Bu yontem, su anda da gegerli ve
kullanimda olan 0.6 mm-2 mm ¢apta yuvalardan olusan, secilmis doku
alanlarinin bloklandigi; DNA, RNA ve ¢ok sayida proteinin varhigini
saptamaya yonelik hazirlanmig preparatlarin bastan sona goruntulenmesini
saglayan yontemdir (150-134).

Temelde, DMA yonteminin yapilandirilmasi igin basit olarak, 1- Verici
parafin doku bloklari, 2- bir gesit zimba gibi digunulebilecek doku punch aleti
veya metal spacer aleti ve 3- Alici delikler iceren parafin bloklar gereklidir
(155-137).
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DMA teknigi ile,

. Tek bir preperat tGzerinde bulunan ¢ok sayida doku orneginin
incelenmesini ve ¢ok sayida farkli belirtecin DNA ve protein duzeyinde
analizini saglayan multi-tumor incelemeleri,

. Ozellikle tanisal amagli veya terapotik hedef olarak potansiyel
yararlih@i arastirilan hedef gen igin kullanilan ve Ozellikle beyin, kalp,
karaciger ve kemik iligi gibi vital organlarin normal dokularinin ele
alindigi galismalar,

. Ozel bir hastahi§in ya da timarin farkh evrelerini igeren dokularin ele
alindigi progresyon ¢alismalari,

. Klinik izlem bilgileri elde edilen tumorlerin 6rneklerinin birarada
degerlendirildigi, klinik verilerle DMA bulgularinin korele edildigi
prognoz galismalari,

. Hucre dizileri veya ksenogreftler igin kullanilan, optimal hicre dizisini
seg¢meye yarayan deneysel (eksperimental) galismalar,

. Frozen dokularin kullanildigi, RNA ve protein analizinde yararlanilan
krio-mikroarray g¢aligmalar yapilabilir (136-140).

Doku mikroarray yonteminin avantajlari:

. Cok fazla doku 6rnegini az sayida preperat Uzerinde, daha kisa
zamanda, daha ekonomik olarak degerlendirmeyi saglar.

. Istatistiksel 6Gnemi olan yeni bir belirleyici, cok fazla miktarda doku
orneginde, ayni anda, tek bir uygulamada, hizli bir sekilde ¢ahgilir.

. Intakt dokular, hiicre kiiltiir materyalleri ve hiicre dizileri (line) DMA’de
kullanilabilir. Bu sekilde semikantitatif protein ya da gen ekspresyonu
degerlendirmesi saglar.

. Mini DMA 16-25 Kkor igerir. Bunlar IHK, FISH ve diger bazi testlerin
internal kontrolu olarak kullanilabilir. Pahali antikorlarin kuigik
dokularda kullanilmasi ve tek bir preperatta olmasi, tek tek yapilan
eksternal buyuk kontrol dokularina gore maliyeti dusurdr.

. DMA, patoloji laboratuvarinda nadir gorulen ve kisith olan doku
orneklerinden en ust dluzeyde yararlanabilmeyi saglar. Standart bir
bloktan 50-100 kesit yapilabilirken, DMA blogunda yer alan 200-300
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7.

kor biopsiden 1000 kesit yapilabildigi dusunulurse, elde edilecek
materyal binlerce kat artar.

DMA, dis etken gesitliligini ortadan kaldirilip doku érneklerinin ayni
kosullarda boyanmasina olanak verdiginden daha guvenilir veriler
saglar. Laboratuvarlar arasi farkin azalmasi, iHK, fluoresan ve mRNA
in situ hibridizasyonun standardizasyonuna katkida bulunur.

Orijinal doku 6rneginin (kor biopsinin alindigi parafin blok) korunmasini
saglar (139-142).

Doku mikroarray yonteminin dezavantajlari:

1.

En dnemli kisithhgr doku orneklerinin oldukga kiguk boyutlarda

olmasidir.

. Heterojen tumorlerdeki fokal degisiklikler degerlendirilemez. Bunun

onune ge¢cmek icin her olgudan en az 1 mm genisliginde 2 kor almak
veya 0.6 mm genisliginde 3 kor drnek almak gerekmektedir. iki
milimetrelik tek bir 6rnek alinmasi, teorikte ¢ok sayida kiguk biopsi
ornekleri alinmasindan daha iyi gibi goriinse de pratikte bu pek dogru
degildir. Doku kisitlihgini gidermede kullanilacak diger bir yontem,
calismaya alinan tumor olgu sayisini artirmaktir.

Hedeflenen alan, dokuda kuglk odaklar halindeyse (6rnegin tumore
eslik eden lenfoid hicreler, timor stromasi, lenf nodunda metastatik
tumor odagi gibi) kor biopsinin alimi sirasinda bu odaklara denk
gelmeme riski vardir. Bu tarz ¢galigmalarda kor biopsi genigligini en az
2 mm tutmak gerekmektedir.

. Formalinle fiske dokularda DNA, RNA ve protein yapilari iyi

degerlendirilemez. Bu yuzden bu tur arastirmalarda dokularin taze,
-70 °C’de dondurulmusg olmasi, kimyasal fiksatif kullaniimamig olmasi
gerekir.

Birgok dokunun tek bir preperat Gzerinde olmasi uygulama surecindeki
herhangi bir hatadan tim dokularin etkilenmesi anlamina gelir.
Dokulme, katlanma, kargilagilan diger problemlerdir.

DMA tekniginin uygulanabilmesi i¢in gereken dizenegin olugturulmasi
maliyeti yuksek bir istir (138-142).
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GEREG VE YONTEM

OLGULAR

Celal Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dali arsivinde yer alan 2006-2010
yillari arasinda tiroidektomi materyalinde ya da konsultasyon amaciyla
gonderilmis bloklarda tani almis 34 TPK, 22 TPMK, 12 TPK-LNM ele alindi
ve kontrol grubu olarak 20 AN olgusu ¢alismaya eklendi. Olgularin yas,
cinsiyet, lezyon capi, yerlesimi gibi bilgileri klinik istem formlarindan ya da
dosyalarindan elde edilerek kaydedildi.

Olgulara ait hematoksilen eozin (HE) boyal preparatlar tekrar
degerlendirilerek tanilar dogrulandi. Lezyonu temsil eden, en ¢ok doku igeren
preparat ve parafin blok secildi.

DOKU MIKROARRAY BLOKLARININ VE KESITLERININ HAZIRLANMASI

1. Segilen HE boyali preperatlar Gzerinde mikroskop altinda lezyonun yeri
isaretlendi. Ayni alan, preparata ait parafin blok Gzerinde de isaretlendi.

2. DMA yontemine gecis asamasinda, once mikroaarray yontemine uygun
bloklar elde etmek icin gereken 0zel parafin hazirlandi. Bu parafinin
hazirlanmasinda rutinde kullanilan normal parafin yani sira balmumuna
benzer (wax) (Merck® Giriin no:1115449020) bir gesit parafin kullanildi. Bu
iki parafin, karisim orani wax/parafin=1/10 olacak sekilde karistirilip
wax'in erime noktasi olan 64°C’de eritildi.

3. DMA aleti (3DHISTECH Manuel TMA Kit), DMA blogunda 24 adet (6
satir, 4 sutun) 2 mm ¢apinda ¢ukur yuva olusturmak igin hazirlanan ozel
bir diizenektir. Once parcalari biraraya getirilerek diizenek yapilandirildi.
Sonra DMA aletinin Gzerine blok olusturmak icin bu aletle uyumlu
cerceve bicimli 6zel kaset yerlestirildi.
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Daha 6nceden hazirlanan, etivde saklanan erimis parafin tagsmayacak
olclyle kaset yerlestirilen alet Uzerine dokuldu. Olusturulan blok, DMA
aleti ve kasetle birlikte 0°C de 1 dk donmasi igin (buzdolabinin
buzlugunda) bekletildi. Parafin donduktan sonra cihaz Uzerindeki vidalar
sikigtirilarak blogun DMA aletinden ayrilmasi saglandi. Boylece Uzerinde
24 adet bos yuva bulunan bir blok elde edildi.

DMA icin kullanilacak 6rnegin alinacagi, lezyon alani isaretlenmis
bloklardan DMA aletinin bir pargasi olan ve zimba benzeri bir gorev
yapan punch kaleminin butonuna basarak 2 mm’lik hedef dokular alind.
Her bir doku DMA bloklari Gzerindeki cukurlara sirayla gomuldu. Bu islem
sirasinda kalemin butonuna basili olarak DMA bloguna girip kalemin ucu
cukura iyice yerlestikten sonra butondan parmagimizi gekmek suretiyle
doku yerlestirildi.

Calismamizda oncelikle 24 gukurun merkezinde bulunan 4x4’lUk bir ekim
alani tercih edildi ve herbir blokta 16-18 doku olacak sekilde gdmme
islemi yapildi. Bu sirada olguya ait protokol no, dokunun yerlestirildigi
koordinatlar belirtilecek sekilde sema ile kaydedildi (6rn. 17.blok, X2-Y4).
Yerlesim oryantasyonunu kaybetmemek igin gdmmenin baglangig
noktasi kursun kalemle isaretlendi ve bu alana fazladan bir doku 6rnegi
gomuldu.

DMA igin blok hazirlanmasi ve dokularin gomulmesi Resim 1.de
gosterildi.

Daha kolay kesit alabilmek ve dokulme oranini minumuma indirmek igin
blok kenarlarindaki fazla parafin, bisturi yardimiyla traglanip bloklara kare
sekli verildi. Yuzeyini duzlemek amaciyla uzerine lam konan blok, 1 dk
etlvde bekletildikten sonra ¢ikarilip donmadan lamdan yavasca ayrildi.
Kesilecek yuzi yukarida kalacak sekilde (dokularin kayip seviye farki
olusturmasina engel olmak amaciyla) donmasi igin birkag saat buzlukta
bekletildi.

Bloktan keserken ve sudan preparat Uzerine alirken isarete denk dusen

baglangi¢ alaninin sag Ust koseye denk gelmesine 6zen gosterildi.
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9. Her bir preparattan HE boyamak Uzere 1 kesit ve lizinli lama 10 kesit

alindi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI

DMA bloklarindan elde edilen 4 mikron kalinhgindaki kesitler pozitif yuklu
Ozel lamlar Uzerine alindi. Lamlar 60°C'lik etuvde 1 saat parafin eriyinceye
kadar tutuldu.

Tam preparatlar boyama iglemi igin tam otomatik immunhistokimyasal
boyama cihazina (Ventana, Benchmarck, XT) yerlestirildi. IHK boyamalari
icin cihaz ile uyumlu immunhistokimyasal kit (DAB substrat sistem, AEC
detection kit, EZ prep, LCS, SSC solusyonlari, RBS, amplifikasyon, proteaz,
blok solusyonlari, Mayer hematoksilen) kullanildi.

Elde edilen tum bloklara asagidaki tabloda (Tablo 1) ayrintilari verilen
p16, p21, p27, p53, bcl-2, bax, bel-xL ve siklin D1 immunohistokimyasal
boyalari uygulandi. Amplifikasyon sadece p21 ve bcl-2 proteinine yonelik
olan antikorlarda uygulandi. IHK boyamalarin her birinde, pozitif ve negatif
kontrol kullanildi.

Boyama islemi tamamlandiktan sonra lamlar deterjanli su ile yikanip
alkol serilerinden gegirildi. Seffaflandirma islemi igin ksilolden gegirildi ve
Entellan® (Merck and Co., Berlin) ile kapatildi.

Hazirlanan iHK boyal preparatlar, bilgisayar ortaminda analiz
edilmeye olanak verecek dijital gorunti olusturmak Gzere tarama isleminden
gegcirildi. Bu iglem, hizmet alimi yoluyla Macaristan’in Budapeste kentindeki
3DHISTECH Kit firmasindan temin edildi.
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Tablo 1. Primer antikorlara iliskin IHK boyama yontemi ayrintilari

Primer Antikor Ambalaj | Katalog LOT | Marka Dilisyon
no orani ve
inkiibasyon
suresi

Purified Mouse Anti- | 7 ml 5153 |Spring Bioscience, 1/25

human p16 (INK4) kullanim 9 Pleasonton, CA, 40 dk
a hazir ABD

Mouse Anti-Human 0.1 ml E6330 1003 |Spring Bioscience, 1/50

p21Waf1 konsantr 24 Pleasonton, CA, 1 saat

Monoclonal Antibody | e ABD

(Clone SPM306)

Rabbit Anti-Human 0.1 ml E2600 9073 |Spring Bioscience, 1/100

p27Kip1 polyclonal konsantr 0C Pleasonton, CA, 12 dk

Antibody e ABD

Rabbit Anti-human 0.1 ml M3050 9092 |Spring Bioscience, 1/100

p53 monoclonal konsant 5A Pleasonton, CA, 48 dk

antibody (Clone re ABD

SP5)

Rabbit Anti-bcl 2 1ml E17980 9092 |Spring Bioscience, 1/200

alpha Polyclonal konsant 5 Pleasonton, CA, 44 dk

antibody re ABD

Rabbit Anti-Bax 0.1 ml M3470 9070 |Spring Bioscience, 1/50

Monoclonal antibody 9A Pleasonton, CA, 32 dk

(Clone SP47) ABD

Rabbit Anti-Human | 0.1 ml| E3370 9100 |Spring Bioscience, 1/200

bcl-xL Polyclonal konsantr 6C Pleasonton, CA, 16 dk

Antibody e ABD

Rabbit Anti-Human 1ml M3040 1003 |Spring Bioscience, 1/100

Cyclin D1 konsantr 05C |Pleasonton, CA, 32 dk

Monoclonal antibody | e ABD

(Clone SP4)

IMMUNOHISTOKIMYASAL SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI

Tam degerlendirmeler bilgisayar ortaminda 3DHISTECH TMA Module 1.14
programinin Pannoramic Viewer 1.14 ve DensitoQuant 1.14 uygulamalari
esliginde yapildi. Kigisel bilgisayara 3DHISTECH TMA Module 1.14
programinin kurulmasi ve galisabilmesi igin programla birlikte satin alinan
0zel dongle (USB guvenlik cihazi) gerekmektedir.

Program yuklendikten sonra dijital ortamdaki preparat (slide)
goruntilerini islemek tGzere yeni bir proje dosyasi agildi. Bu dosyadaki
verilerin iglenebilecegi excel belgesi yaratildi. Bu excel belgesinde tim
preparatlarin ismi, blok no, ornek no ve ornegin alindig1 doku ve olguya ait
protokol no, tani, yas, cins gibi tanimlayici veriler ile taranan preparatlarda

yer alan dokulara ait koordinatlarin yer aldigi tablolar olusturuldu.
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Sitoplazmik boyanma yapan bcl-2, bcl-xL, bax ve TPK’da nukleer
boyanma yani sira sitoplazmik boyanmasi da tanimlanmig olan p53,
DensitoQuant 1.14 uygulamasi ile degerlendirildi. Bunun i¢gin 3DHISTECH
Pannoramic Viewer 1.14 uygulamasinda HE ve iHK boyali preparat
goruntileri ile dokulara oryantasyon saglandi. Grid yardimiyla her bir dokuya
ardisik numaralandirma yapildi. Lezyon igermeyen veya artefaktlarin baskin
oldugu dokular degerlendirme digi birakildi.

Doku goruntisunian bir bastan diger basa, bir batun olarak ele alinarak
analiz edilmesi, tiroid dokusunda tumore komsu genis kolloid alanlarinin ya
da hyalinize, 6demli dejenerasyon alanlarinin bulunmasi; TPK-LNM
orneklerinde ise arastirilan tumor yani sira lenfoid dokunun bulunmasi
nedeniyle tercih edilmedi. Bunun yerine her goruntu tzerinde boyanmanin en
yogun oldugu ug alan isaretlendi. Bu alanlarin egit boyutta olmasina, lezyonu
temsil etmesine dikkat edildi. Her ¢ alan igin 3DHISTECH DensitoQuant1.14
uygulamasi ile 6lgum yapildi ve en yuksek deger temel alindi. Bu dl¢imde
boyanma yuzdesi, negatif alan ylizdesi yani sira boyanmanin hafif, orta,
siddetli olmak Gzere yogunlugu, ayni doku uzerinde farkli yogunlukta
boyanan alanlarin orani yluzde olarak elde edildi.

NuUkleer boyanma yapan p16, p21, p27 ve siklin D1’in degerlendirmesi
icin gereken NuclearQuant 1.14 alt programi, su an kullanilan 3DHISTECH
software donaniminda bulunmadigi igin bu sayimlar iki ayri patolog
tarafindan kor olarak dijital gortntl Uzerinde x100 ve x400 buyutmelerde
yapildi. Ardisik 200 hicre igceren ug alan sayildi ve en yuksek deger temel
alindi. Arastirmacilar arasinda uyumsuzluk gosteren sayimlar, birlikte bir kez
daha tekrarlandi. Elde edilen sayimlar yluzde deger olarak kaydedildi.
Nikleer boyanmalarin yogunluk derecesi ise yine 3DHISTECH DensitoQuant
1.14 uygulamasi ile bilgisayar ortaminda yapildi.

3DHISTECH Pannoramic Viewer 1.14 ve 3DHISTECH DensitoQuant

1.14 uygulamalari ile IHK boyamalarin élgiimii Resim 2'de gdsterildi.
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Sonuglarin istatiksel degerlendirmesinde kisisel bilgisayarda ¢alisan SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) programinin 15.0 versiyonu
kullanildi. Korelasyonun arastiriimasinda Pearson ve Spearman korelasyon
analizi, farkli serilerin anlamhliginin sinanmasinda Kruskal-Wallis testi, Mann-
Whitney testi, Wilcoxon testi ve Ki-kare testi kullanildi. Sonuglar p<0,05

oldugunda istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Resim 1. HE boyali prepartta lezyon alaninin isaretlenmesi ve DMA

blogunun hazirlanmasi.
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BULGULAR

Bu galismada 34 TPK, 22 TPMK, 12 TPK-LNM yani sira 20 AN olgusu
p16, p21, p27, p53, bcl-2, bax, bel-xL ve siklin D1 IHK boyanmasi agisindan

incelendi.

YAS VE CIiNSIYET

TPK olgularinin onyillara gore yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 2’de gosterildi.
Olgularin en genci 24, en yaglisi 72 yasinda idi (ort. 45.76+£12,39). En buyuk
olgu grubunun altinci onyilda bulundugu goraldu. Olgularin 29'u kadin, 5'i
erkek idi.

Tablo 2. TPK olgularinin yag ve cinsiyet dagilimi

TOPLAM | TOPLAM
ONYIL OLGU SAYISI (%)
Kadin Erkek (%)

0-9 0 0 0 0
10-19 0 0 0 0
20-29 2 2 4 11,8
30-39 9 0 9 26,5
40-49 5 1 6 17,6
50-59 10 1 11 32,3
60-69 2 1 3 8,9
70-79 1 0 1 2,9

TOPLAM | 29 (%85,3) | 5 (14,7%) 34 100

TPMK olgularinin 17’si kadin, 5'i erkek hasta idi. Bunlarin yaglari 28 ile
62 arasinda degismekte olup (ort. 45,59+9,77), en buyuk olgu grubunun
besinci onyilda bulundugu goraldu. (Tablo 3).



Tablo 3. TPMK olgularinin yas ve cinsiyet dagilimi.

TOPLAM
ONYIL OLGU SAYISI TOPLAM (%)
Kadin Erkek
0-9 0 0 0 0
10-19 0 0 0 0
20-29 1 0 1 4,5
30-39 4 1 5 22,7
40-49 6 2 8 36,5
50-59 5 2 7 31,8
60-69 1 0 1 4,5
TOPLAM | 17 (%77,3) | 5(%22,7) 22 100

TPK-LNM olgularinin 8'i kadin, 4’U erkek idi. Yaslari 28 ile 74 arasinda
olup (ort. 48,41+12,22) olgularin buyuk ¢gogunlugunun altinci dekadda yer
aldigi gorulda. (Tablo 4).

Tablo 4. TPK-LNM olgularinin yas ve cinsiyet dagilimi

OLGU SAYISI TOPLAM TOPLAM (%)
ONYIL
Kadin Erkek
0-9 0 0 0 0
10-19 0 0 0 0
20-29 0 1 1 8,33
30-39 3 0 3 25
40-49 1 0 1 8,33
50-59 4 2 6 50
60-69 0 0 0 0
70-79 0 1 1 8,33
TOPLAM 8 (%66,7) 4 (%33,3) 12 100
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AN olgularinin15’i kadin, 5'i erkek idi. Yaslari 21 ile 59 arasinda olup

(ort. 44,00+£11,25) olgularin buylk ¢ogunlugunun altinci dekadda oldugu
goruldu. (Tablo 5).
Tablo 5. AN olgularinin yas ve cinsiyet dagilimi

OLGU SAYiIsSI TOPLAM TOPLAM (%)
ONYIL
Kadin Erkek
0-9 0 0 0 0
10-19 0 0 0 0
20-29 2 0 2 10
30-39 3 0 3 15
40-49 5 2 7 35
50-59 5 3 8 40
TOPLAM | 15 (%75) 5 (%25) 20 100

Tam gruplarin yas dagilimi incelendiginde, 20 yas altinda olgu

bulunmadigi, genellikle olgularin altinci dekadda kimelendigi saptandi.

Gruplar arasinda yaslar agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi

(P>0.05).

IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA SONUGLARI

Uygulanan 8 adet IHK belirleyicilerin olgu gruplarina gére boyanma

yuzdelerinin ortalamasi Tablo 6’da topluca gosterildi:

Tablo 6. Tani gruplarina gére IHK boyanma ylizdelerinin ortalamalari

IHK Belirleyici TPK TPMK TPK-LNM AN
Bcel-2 88,28+13,83 58,11+41,61 59,32+24,71 85,22+12,19
Bax 26,95+29,70 8,66+15,21 17,27+27,66 3,88+7,26
Bel-xL 78,89+23,49 92,36%8,30 87,89+7,32 94,24+7,88
p53 23,86+26,85 8,39+12,27 18,58+28,20 1,38+2,00
p16 3,23+3,44 3,09+2,44 12,08+9,87 1,05+1,35
p21 48,08+26,19 47,95+32,75 65,41+£29,34 9,75+10,81
p27 1,47+1,61 0,95+1,98 0,00+0,00 3,1049,21
Siklin D1 34,08+27,35 53,86+27,59 72,50%£16,58 16,65+17,03
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immunohistokimyasal Belirleyicilerin Birbirlerine Gére Korelasyonu
Olgu bazinda IHK boyanmalari temel alindiginda, her bir belirleyicinin
boyanma yuzdesi ve yogunlugu arasinda degisen derecelerde pozitif
korelasyon saptandi. Ayrica
e p53ile bax boyanma yuzdeleri arasinda iyi derecede (r=0,73)
e p16ile siklin D1 boyanma yuzdeleri arasinda orta derecede
(r=0,36)
e p16ile p21 boyanma yuzdeleri arasinda orta derecede (r=0,30)
e p21ile siklin D1 boyanma yuzdeleri arasinda iyi derecede
(r=0.64)
pozitif korelasyon bulundu.
Bcl-2 Boyanma Ozellikleri
Bcl-2’nin tumoral hucrelerde ve benign nodulun tirositlerinde sitoplazmik
boyanma yaptigl saptandi. Tumor alanlarina komsu yangi hiucrelerinde ve
metastatik lenf nodu érneklerinin lenfoid elemanlarinda gugli boyanma
gozlendi.
TPK’larin tima bcl-2 ile boyanmisti. Olgularin 16’s1 (%47) guglu,17’si
(%50) orta derecede, 1'i (%3) zayif pozitif olarak degerlendirildi (Resim 1-2).
TPMK grubunda 7 (% 31,8) olguda bcl-2 boyanmasi gézlenmezken
olgularin 8'i (36,4) gugclu, 7’si orta derecede (%31,8) pozitif boyanma
gostermekteydi.
TPK-LNM olgularinin 1'i (%8.3) negatifken boyanan olgularin 5'i
(%41.7) gugla, 6’s1 (%50) orta derecede pozitiflik gostermekteydi (Resim 3).
AN grubunda boyanmayan lezyon yoktu.Olgularin 9'u (%45) gugla,11’i
(%55) orta derecede boyanma gosterdi (Resim 4).
Olgu gruplarindaki bcl-2 boyanma oranlari Tablo 7'de gosterildi.
Tablo 7. Tani gruplarina gore bcl-2 boyanma oranlari

Negatif Guglu pozitif Orta pozitif Zay|f pozitif
TPK 0 16(%47) 17 (%50) 1 (%3)
TPMK 7 (%31,8) 8 (%36,4) 7 (%31,8) 0
TPK-LNM | 1 (%8,3) 5 (%41,7) 6 (%50) 0
AN 0 9(%45) 11(%55) 0
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Bcl-2 ile boyanma yogunlugu tum gruplarda yuksekti. TPK ve TPMK
gruplari arasinda hem bcl-2 boyanma yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu
acisindan anlamli fark bulundu (P<0.05). AN ile diger tum gruplar arasinda,
TPK ve TPK-LNM grubu arasinda bcl-2 boyanma ylzdesi agisindan anlaml
fark izlenirken (P<0.05). boyanma yogunlugu agisindan fark gorilmedi
(P>0.05).

Bax Boyanma Ozellikleri
Bax ile neoplastik ya da non-neoplastik tiroistlerde sitoplazmik boyanma
gozlendi.

TPK’larin 11’'inde (%32,4) bax ile boyanma gorulmedi. Olgularin 2’si
(%5,8) gucli,12'si (%35,3) orta derecede, 9'u (%26,5) zayf pozitiflik
gostermekteydi (Resim 5-6).

TPMK grubundai12 (% 54,6) olguda boyanma gozlenmezken olgularin
1’i (%4,5) gugclu, 8'i orta derecede (%36,4), 1'i (%4,5) zayIf boyanma
gostermekteydi.

TPK-LNM olgularindan 7’sinde (%58.4) boyanma goérulmedi. Olgularin
1’i (%8.3) guclu, 4’0 (%33.3) orta derecede pozitiflik gostermekteydi (Resim
7).

AN grubunda 14 (%70) lezyon negatifken glgli boyanma gdsteren
lezyon da gorulmedi. Olgularin 5'i (%25) orta derecede,1’i (%5) zayif
boyanma gosterdi (Resim 8).

Olgu gruplarindaki bax boyanma oranlari Tablo 8'de gosterildi.

Tablo 8. Tani gruplarina gore bax boyanma oranlari

Negatif Guglu pozitif Orta pozitif ZayIf pozitif
TPK 11(%32,4) 2(%5,8) 12 (%35,3) 9 (%26,5)
TPMK 12 (%54,6) 1 (%4,5) 8 (%36,4) 1 (%4,5)
TPK-LNM 7 (%58,4) 1(%8,3) 4 (%33,3) 0
AN 14 (%70) 0 5 (25) 1 (%5)

Buna gore TPK’lar digindaki tim lezyonlarin yaridan fazlasi bax ile

boyanmamisti. Boyanma yogunlugu. higbir grupta yuksek degildi. TPK ve AN

gruplari arasinda hem boyanma yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu
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istatistiksel olarak anlamli derecede farkliydi (P<0.05). TPK ve TPMK

arasinda ise boyanma yuzdesi agisindan fark gozlendi (P<0.05). Diger

karsilastirmalarda anlamli bir fark bulunamadi (P>0.05).

Bcl-xL Boyanma Ozellikleri

Bcl-xL'nin tim lezyonlarda sitoplazmik boyanma yaptigi saptandi.

saptandi (Resim 9-10).

TPK’larin 1'i (%2.9 diginda tumu bcl-xL ile boyanmisti. Gug¢lu boyanan
11 (%32,4), orta derecede boyanan 18 (%52,9), zayif boyanan 4(%11,8) olgu

TPMK grubunda boyanmayan lezyon yoktu. Olgularin 21'i (%95,4),

gucld, 1'i (%4,6) orta derecede boyanma gostermisti.

TPK-LNM olgularinin timu boyanmisti. Olgularin 8'i (%66,7) guclu, 4’0

(%33,3) orta derecede pozitiflik gostermisti (Resim 11).

AN grubunda boyanmayan lezyon yoktu.Olgularin 14’G (%70)

gucld,6’s1 (%30) orta derecede boyanma gosterdi (Resim 12).

Olgu gruplarindaki bcl-xL boyanma oranlari Tablo 9’da gosterildi.

Tablo 9. Tani gruplarina gore bcl-xL boyanma oranlari

Negatif Guglu pozitif Orta pozitif ZayIf pozitif
TPK 1(2,9) 11(%32,4) 18 (%52,9) 4 (%11,8)
TPMK 0 21 (%95,4) 1 (%4,6) 0
TPK-LNM 0 8 (%66,7) 4 (%33,3) 0
AN 0 14(%70) 6 (%30) 0

Bcl-xL ile boyanma yuzdesi ve yogunlugu tum gruplarda yuksekti. TPK
ve TPMK gruplari arasinda, TPK ve AN gruplari arasinda, TPMK ve TPK-
LNM gruplari arasinda hem bcl-xL boyanma yuzdesi, hem de boyanma
yogunlugu acgisindan anlaml fark bulundu (P<0.05). TPK ve TPK-LNM

gruplari arasinda, TPMK ve AN gruplari arasinda yalniz yogunluk agisindan

anlamli fark saptanirken, AN ve TPK-LNM grubu arasinda yalnizca boyanma

yuzdesi agisindan fark bulundu (P<0.05).
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p53 Boyanma Ozellikleri

p53, tim olgu gruplarinda nikleer boyanma yani sira baskin olarak

sitoplazmik boyanma yapmigsti. Lezyonlarin gogunda diffiz, az bir kisminda

fokal boyanma saptandi. Ayni doku igerisinde boyanma yogunlugu alandan

alana hafif degiskenlik gosterse de genel olarak homojendi.
TPK'larin 26’s1 (%76,5) p53 ile boyanirken 8’i (%23,5) negatifti.

Boyanma gosteren olgularin 11°i (%32,4) gucli, 13’0 (%38,3) orta derecede,
2’si (%5,8) zayif pozitif olarak degerlendirildi (Resim 13-14).
TPMK grubunda 4 (% 18,2) olguda p53 ile boyanma gozlenmezken 18

(%91,2) olgu pozitifti. Olgularin 4’4 (% 18,2) guglu, 12'si orta derecede

(%54,5) ve 2’si (%9,1) zayif pozitif boyanma gostermekteydi.
TPK-LNM olgularinin 4’4 (%33.3) negatifken boyanan 8 (%66.7)

olgunun 2’si (16,7) guglu, 6’s1 (%50) orta derecede p53 boyanmasi
gostermekteydi (Resim 15).

AN’lerin 12 (%60)’sinde boyanma saptanmadi. Guglu boyanan 1 (%5),

orta derecede boyanan 6 (%30) ve zayif boyanan 1 (%5) olgu vardi (Resim

16).
p53 boyanma oranlari Tablo 10°da gosterildi.
Tablo 10. Tani gruplarina gére p53 boyanma oranlari
Negatif Guglu pozitif Orta pozitif ZayIf pozitif
TPK 8 (%23,5) 11 (%32,4) 13 (%38,3) 2 (%5,8)
TPMK 4 (%18,2) 4 (%18,2) 2 (%54,5) 2 (%9,1)
TPK-LNM (%33 3) 2 (%16,7) 6 (%50) 0
AN 2 (%60) 1 (%5) 6 (%30) 1 (%5)

Buna gore TPK ve TPMK gruplarinda boyanma degerlerinin yogunluk

ve yuzde agisindan yuksek oldugu gozlendi. En az sayida ve en zayif

boyanan grup AN idi. AN grubu ile diger tim gruplar arasinda p53 boyanma

yuzdesi ve yogunlugu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanirken
(P<0.05). TPK ve TPMK grubu arasinda, TPK ve TPK-LNM grubu arasinda,
TPMK ve TPK-LNM gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamadi (P>0.05).
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p16 Boyanma Ozellikleri

p16, IHK olarak niikleer boyanma yapan bir belirteg olmasina karsin tiroid
lezyonlarinda paranukleer sitoplazmik boyanmalar da gorulmektedir.
Calismamizdaki olgu gruplarinda, baskin olarak da onkositik hicrelerde,
nukleer ve sitoplazmik p16 boyanmalari gorulmas, ancak yalnizca nukleer
olanlar pozitiflik olarak kabul edilmigtir.

TPK’larin 5’'inde (%14.7) boyanma gozlenmezken olgularin 3’d (%8,8)
orta derecede, 26’s1 (%76,5) zayIf p16 boyanmasi gosterdi (Resim 17-18).

TPMK grubunda 4 (% 18,1) olgu negatifti. Olgularin 8'i (36,4) orta
derecede, 10°u zayif (%45,5) boyanma gosterdi.

TPK-LNM olgularinin 3’4 (%25) negatifken boyanan olgularin 4’
(%33.3) guglu, 5'i (%41,7) orta derecede pozitiflik gostermekteydi (Resim
19).

AN grubunda boyanmayan 11 (%55) lezyon vardi. Kalan 9 olgu (%45)
zayif boyanma gosterdi (Resim20).

Olgu gruplarindaki p16 boyanma oranlari Tablo 11’de gdsterildi.

Tablo 11. Tani gruplarina gére p16 boyanma oranlari

Negatif Guglu pozitif Orta pozitif ZayIf pozitif
TPK 5(%14.7) 0 3 (%8,8) 26 (%76,5)
TPMK 4 (% 18,1) 0 8 (%36,4) 10 (%45,5)
TPK-LNM 3 (%25) 4 (%33,3) 5 (%41,7) 0
AN 11 (%55) 0 0 9 (%45)

p16 ile boyanma yogunlugu tum gruplarda genellikle orta ya da zayif

yogunluktaydi. AN grubunda boyanan lezyonlar yaridan az olup bu boyanma

da zayif nitelikteydi. TPK ve TPMK gruplari arasinda anlamli bir fark

bulunmazken TPK-LNM grubu ile diger tum gruplar arasinda boyanma

yuzdesi ve yogunlugu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi

(P<0.05).

p21 Boyanma Ozellikleri

p21 ile neoplastik ya da non-neoplastik tirostlerde nikleer boyanma goérulda.




TPK'larin 1'i (%2,9) disinda hepsinde boyanma saptandi. Tumorlerin
29’'unda (%85.4) gugli boyanma gorulurken 3’Unde (%8,8) orta derecede,
1’'inde (%2,9) zayif p21 boyanmasi goruldu (Resim 21-22).

TPMK grubunda 2 (% 9,1) olgu negatifti. Olgularin 9’'unda (%40,9)
gucld, 11’'inde (%50) orta yogunlukta boyanma saptandi.

TPK-LNM olgularinin tima boyanmigsti. Bunlardan 10°u (%83,3) guglu,
2’si (%16,7) orta derecede pozitiflik gostermekteydi (Resim 23).

AN grubunda boyanmayan 3 (%15) lezyon vardi. Olgularin 4t (%20)
gucld, 13 (%65) orta yogunlukta p21 boyanmasi gosterdi (Resim 24).

Olgu gruplarindaki p21boyanma oranlari Tablo 12’de gosterildi.

Tablo 12. Tani gruplarina gore p21 boyanma oranlari

Negatif Guglu pozitif Orta pozitif ZayIf pozitif
TPK 1(%2,9) 29 (%85,4) 3 (%8 8) 1(%2,9)
TPMK 2 (% 9,1) 9 (%40,9) 1 (%50) 0
TPK-LNM 0 10 (%83,3) (%16 7) 0
AN 3 (%15) 4 (%20) 3 (%65) 0

TPK ve TPK-LNM lezyonlarinin buyuk ¢cogunlugunda gozlenen
p21boyanmasi, oldukga guclu nitelikteydi. Boyanma yogunlugu tim
gruplarda genellikle orta ya da zayif yogunluktaydi. AN grubunda ise gok
daha az ve yogunlugu duguk bir boyanma 6zelligi gézlendi. TPK ve TPMK
gruplarindaki p21 boyanmasi, yogunlugu farkli olmakla birlikte ylizde deger
olarak benzer nitelikteydi.Tum gruplar birlikte ele alindiginda p21 boyanma
yuzdesi ve yogunlugu onemli derecede anlamli bulundu (p=0.000). AN
grubu, malign lezyonlari igeren diger 3 grupla karsilastirildiginda énemli
derecede anlamli bir fark dikkati gekti (p=0.000). TPK ve TPMK gruplari ile
TPK-LNM grubu arasinda da ylzde ve yogunluk farki vardi (P<0.05).

p27 Boyanma Ozellikleri

p27, tim olgu gruplarinda nikleer boyanma yani sira sitoplazmik boyanma
da yapmisti. Nikleer boyanmalar gergek pozitiflik olarak kabul edildi. Lenf
noduna ait alanlarda guglu ve diffuz nukleer boyanma saptandi.
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TPK’larin 15'i (%44,1) negatifken 1'i (%2,9) glgld, 3’0 (%8,9) orta
derecede, 15'i (%44,1) zayif pozitif olarak degerlendirildi (Resim 25-26).

TPMK grubunda 16 (% 72,7) olgu negatifken olgularin 2'si (% 9,1) orta
derecede ve 4’U (%18,2) zayIf boyanma gosterdi.

TPK-LNM grubunda olgularin hig¢biri boyanmadi (Resim 27).

AN'’lerin 15'inde (%75) boyanma saptanmadi. Orta derecede boyanan
4 (%20) ve zayif boyanan 1 (%5) olgu vardi (Resim 28).

p27 boyanma oranlari Tablo 13’de gosterildi.

Tablo 13. Tani gruplarina gére p27 boyanma oranlari

Negatif Guglu pozitif Orta pozitif Zay|f pozitif
TPK 15 (%44,1) 1(%2,9) 3 (%8,9) 15 (%44,1)
TPMK 16 (%72,7) 0 2 (%9,1) 4 (%18,2)
TPK-LNM 12 (%100) 0 0 0
AN 15 (%75) 0 4 (%20) 1 (%5)

Genel olarak tum gruplarda p27 boyanma orani ve yogunlugu duguktu.
Olgularin gogunda hi¢bir boyanma gorilmedi. TPK-LNM grubunda boyanan
ornek yoktu. Tum gruplar birarada degerlendirildiginde hem p27 boyanma
yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu agisindan dort grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (P<0.05). En ¢arpici fark, TPK-
LNM ile TPK gruplari arasinda yine ylzde ve yogunlugu igerecek sekilde
bulundu (P<0.05).

Siklin D1 Boyanma Ozellikleri

Siklin D1, nukleer boyanma yapan bir belirtegtir. Gruplarin hepsinde nukleer
boyanma secilirken bazi olgularda, 6zellikle onkositik hicrelerde, buna ek
olarak paranukleer sitoplazmik boyanma da izlendi. Nukleer boyanmalar
gercek pozitiflik sayildi.

TPK'larin 2’'sinde (%5,8) boyanma goértlmedi. Gugli boyanan 14
(%41,2) ve orta derecede boyanan 14 (%41,2) zayif boyanan 4 (%11.8)
lezyon vardi (Resim 29-30).

TPMK grubunda 1 (% 4,5) olgu boyanma gostermezken 11 (%50) olgu
gucld, 9 olgu (%41) orta derecede ve 1olgu (% 4,5) zayif boyanmisti.
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TPK-LNM olgularinin 6 si (%50) gugla, 6’s1 (%50) orta yogunlukta

boyanmisti (Resim 31).

AN grubunda guglu boyanan 1 (%5), orta derecede boyanan 16 (%80)

ve zayIf boyanan 3 (%15) olgu vardi (Resim 32).

Siklin D1 boyanma oranlari Tablo 14’de gosterildi.

Tablo 14. Tani gruplarina gore siklin D1 boyanma oranlari

Negatif Guglu pozitif Orta pozitif ZayIf pozitif
TPK 2 (%5,8) 14 (%41,2) 14 (%41,2)) 4 (%11,8)
TPMK 1 (%4,5) 11 (%50) 9 (%41) 1 (%4,5)
TPK-LNM 0 6 (%50) 6 (%50) 0
AN 0 1 (%5) 16 (%80) 3 (%15)

En ylUksek boyanma ylzdesi TPK-LNM grubundayken en dusuk olan

AN idi. Tum gruplarin siklin D1 boyanmasi birarada degerlendirildiginde hem

boyanma yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu agisindan doért grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (P<0.05). Ayrica, TPK grubu ile

diger gruplar arasinda yogunluk agisindan fark olmamakla birlikte boyanma

orani agisindan anlamli fark bulundu (P<0.05). AN grubu ile diger gruplar

arasinda ise hem yuzde, hem yogunluk farki dikkati ¢ekti (P<0.05). TPMK ile

TPK-LNM grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi

(P<0.05).
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Resim 1 T|r0|d paplller karsmomda S|toplazm|k bcl-2 boyanmasi(x100)
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Resim 2. Tiroid papiller karsinomda S|toplazm|k bcl-2 boyanmasi(x200)
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Resi 3. Tiroid apiler karsiomun enf nodu metastazinda sitoplazmik
bcl-2 boyanmasi (x100)
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Resim 6. Tiroid papiller karsinomda sitoplazmik bax boyanmaS|(x00)
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Resim 8. Adenoat(")z nodilde sitoplamik bcl
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Re3|m 9. T|r0|d paplller karsmomda S|toplazm|k bcI-xL boyanmaS| (x100)
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Resim 10. Tiroid paplllekarsmomda S|toplazm|k bcl-xL boyanmasi (x200) ‘
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Resim 11. Tiroid papiler arinomunlenf nod tastazma sitoplazik
bcl-xL boyanmasi (x100)

B , .
N . iy 4.

B 'y ViR I s

2 r

Resim 12. Adenomatdz nodiilde sitoplazmik bcl-x boyanmasi (100)

56



Resim 13. Tiroid papiller k
boyanmasi (x100)
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Resim 14. Tiroid papiller karsinomda nukleer ve sitoplazmik p53
boyanmasi (x200)
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Resim 15. Tiroid papiller karsinomun lenf nodu metastazinda nikleer ve
sitoplazmik p53 boyanmasi (x100)
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Resim 16. Adenomat6z nodilde p53 boyanmasi (x100)
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Resim 17. T|r0|d papiller karsinomda nuleer ve perlnukleer p16
boyanmasi (x100)

Resim 18 Tiroid ppllle krsmomda nukleer v nukIeer p16
boyanmasi (x200)
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Resim 19. Tirdid pailler karsinomun enf nodu mettazmda nukleer ve
perintkleer p16 boyanmasi (x100)
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Resim 21. Tiroid papiller karsinomda nikleer p21 boyanmasi (x100)
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Resim 23. Tiroid papiller karsinomun lenf nodu metastazmdé nukleer p21
boyanmasi (x100)

Resim 24. Adenomat6z nodilde nikleer p21 boyanmasi (x100) )
4
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Resim 25. Tiroid papiIIe arsinomda nukleer ve hafif sitoplazmik p27
boyanmasi (x100)
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Resim 26. Tiroid papiller karsinomda nikleer ve hafif sitoplazmik p27
boyanmasi (x100)
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Resim 27. Tiroid papiIIer'karsinomun lenf nodu metastazinda nukleer p27
boyanmasi (x100)

Re3|m 28. Adenomatoz nodulde nukleer ve zaylf 3|toplazm|k p27
boyanmasi (x100)
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Resim 31. Tiroid papiller karsinomun lenf nodu metastazinda nuikleer ve siklin
D1 boyanmasi (x100)
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Resim 2. Adenomatdz nodilde nikleer siklin D1 boyanmasi (x100)
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TARTISMA

Tiroid neoplazmlari, tim kanserlerin % 1’ini, endokrin sistem kanserlerinin
ise en yaygin tiranua olusturur. TPK, tiroid neoplazmlarinin yaklasik %80’ini
olusturur. Tum kanserden olumlerin %0.2’sinden sorumludur. Cernobil
nukleer kazasinin etkilerini yakindan yasamis bir Ulke olan Turkiye'de,
Ozellikle kadinlarda, artan sayida tiroid papiller karsinom olgusu
saptanmaktadir (7-10).

Tiroid lezyonlarinda p16, p21, p27, p53, bcl-2, bax, bcl-xL ve siklin D1
gibi hicre siklusu duzenleyicileri ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmig olsa da
literatirde bunlarin hepsini bir butin olarak degerlendiren, genis boyutlu bir
calisma yer almamaktadir. Ulkemizin yaklagik 30 yil 6nce ugradigi yogun
radyoaktivitenin etkileri yeni yeni ortaya ¢ikmaktayken bu belirleyicilerin
karsinogenezdeki rolu bir kez daha 6nem kazanmigtir.

Bu ¢alismada apoptoz ve hucre siklusuna iligkin gen artnlerinin
patogenezdeki rollini belirlemek ve DMA yontemini laboratuvarimizda
kullanilabilir hale getirmek amaciyla TPK, TPMK ve TPK-LNM ve AN
ornekleri DMA yontemiyle p16, p21, p27, p53, bcl-2, bax, bcl-xL ve siklin D1
IHK boyamalari agisindan degerlendirildi.

TPK olgularinin %85,3’0 kadin, %14,7’si erkekti ve en buyuk olgu
grubu altinci onyilda (ort. 45.76+12,39) izlendi. TPMK olgularinin %77,3’u
kadin,%22,7’si erkekti. En blyuk olgu grubunun beginci onyilda (ort.
45,59+9,77) oldugu goruldu. TPK-LNM olgularinin %66,7’si kadin, %33,3’0
erkekti ve en buyuk olgu grubu altinci onyilda (ort. 48.41+£12,22) izlendi. AN
olgularinin %75’i kadin, %25’ erkekti ve en buyuk olgu grubu altinci onyilda
izlendi.

Tam gruplarin yas ve cinsiyet dagilimi incelendiginde, tiroid
lezyonlariyla ilgili klasik bilgilere paralel olarak olgularin bayuk gogunlugunun
kadin oldugu dikkati ¢ekti (1-6). Yirmi yas altinda olgu bulunmadigi, genellikle



olgularin altinci onyilda kimelendigi saptandi. Gruplar arasinda yaslar
acisindan istatistiksel olarak anlaml fark bulunmadi (P>0.05).

Calismamizda ele alinan 34 TPK, 22 TPMK, 12 TPK-LNM yani sira 20
AN olgusu, bcl-2 boyanma 6zellikleri agisindan degerlendirildiginde, TPK (ort.
88,28+13,83) ve TPMK (ort. 58,11+41,61) gruplari arasinda hem bcl-2
boyanma yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu agisindan anlamli fark
bulundu (P<0.05). AN (85,221£12,19) ile diger tim gruplar arasinda, TPK ve
TPK-LNM (59,32+24,71) grubu arasinda bcl-2 boyanma yuzdesi agisindan
anlamli fark izlenirken (P<0.05). boyanma yogunlugu agisindan fark
gorulmedi (P>0.05).

Yapilan gesitli calismalarda normal tiroid dokusu, noduler guatr gibi
benign lezyonlar ve TPK’u da igine alan iyi diferansiye tiroid karsinomlarinda
perintkleer alanda yogunlasan sitoplazmik bcl-2 boyanmasi tanimlanmigtir
(143) Literature paralel olarak olgu gruplarimizin timinde hem benign, hem
malign ornekler bcl-2 ile sitoplazmik boyanma gostermis olup en yuksek
boyanma orani TPK grubundaydi (117-119,121,144,145). TPMK grubunda
ise Mitselau ve ark. (144) ile Aksoy ve ark.’nin (145). bulgularina benzer
sekilde bcl-2 ekspresyonunda azalma dikkati ¢ekti.

Benign lezyonlari temsil eden AN’lerin bcl-2 boyanmasinin diger malign
gruplara gore anlamli derecede farklh olmasi, bcl-2'nin etkin oldugu apoptoz
yolaginda benign ve malign lezyonlar arasinda fark olustugu seklinde
yorumlanabilir. TPMK grubunda AN’e gore azalmig boyanma orani,
organizmanin, tumorin ilk agsamasinda bcl-2’yi azaltip apotozu induklemek
suretiyle tumor hucrelerini ortadan kaldirma gabasina baglanabilir. TPK’larin
tim gruplardan daha ylksek oranda bcl-2 ekspresse etmesi ise bu
asamadaki bir tumorin hicrelerinde uzamis yasam suresini ve bcl-2'nin
karsinogenezdeki rolinu ortaya koymaktadir.

Olgu gruplari bax boyanmasi agisindan ele alindiginda, TPK'lar
digindaki lezyonlarin yaridan fazlasi bax ile boyanmamisti. Boyanma
yogunlugu. higbir grupta ylksek degildi. Ortalama boyanma oranlari sirasiyla
AN (3,88+7,26), TPMK (8,66+15,21) ve TPK (26,95+29,70)'da giderek
artmaktaydi. TPK ve AN gruplari arasinda hem boyanma yuzdesi, hem de
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boyanma yogunlugu istatistiksel olarak anlamli derecede farkliydi (P<0.05).
TPK ve TPMK arasinda ise boyanma yuzdesi agisindan fark gozlendi
(P<0.05). Diger karsilastirmalarda anlamli bir fark bulunamadi (P>0.05).

Bulgularimiz, ulkemizle ayni cografi bolgeden ¢ikmis iki arastirma ile
tumuyle paralellik gostermekteydi. Letsas ve ark.lari (Yunanistan ), PTK’da
(%55) daha fazla olmak Uzere NG’larda da (%10) bax ile pozitif sitoplazmik
boyanma saptamiglardir (143). Ayni calismada TPK’larin ylksek bcl-2
boyanmasina da dikkat gekilmistir. Manetto ve ark. (italya), TPK’da bcl-2
daha baskin olmak Uzere, hem bcl-2, hem de bax pozitifligi saptamiglardir
(118). Bizim ¢alismamizda da TPK olgularinda bcl-2 ve bax boyanmasi
birarada goruldi. Bu durum, ilk bakista geliskili gorinse de, daha 6nceki
arastirmalarda, Letsas ve ark. bunu bcl-2 ve bax’in yaygin aminoasit
homolojisi gostermeleri, homodimer ve heterodimerler olugturmalarina
baglamiglardir (143). Manetto ve ark. ise, bcl-2 ve bax boyanmalarinin tek
tek degerlendiriimesi yerine bcl-2/bax oraninin daha anlamli oldugunu, bu
oranin da TPK’larda bcl-2 lehine oldugunu one surmuslerdir (118).

Bcl-xL boyanma 6zellikleri agisindan gruplar degerlendirildiginde bcl-
xL boyanma yuzdesi ve yogunlugu tum gruplarda yuksekti. Bir TPK ornegi
diginda, tum 6rneklerde bcl-xL boyanmasi goruldu. TPK ve TPMK gruplari
arasinda, TPK ve AN gruplari arasinda, TPMK ve TPK-LNM gruplari
arasinda hem bcl-xL boyanma yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu
acisindan anlamli fark bulundu (P<0.05). TPK ve TPK-LNM gruplari
arasinda, TPMK ve AN gruplari arasinda yalniz yogunluk agisindan anlamli
fark saptanirken, AN ve TPK-LNM grubu arasinda yalnizca boyanma yuzdesi
acisindan fark bulundu (P<0.05).

Yapilan galismalarda TPK’larda Bcl-xL'nin pozitif oldugu bildirilmigtir
(121,122). Martinez-Brocca ve ark.lari, anti-apoptotik 6zellikteki bcl-xL'nin
bolgesel LNM ve uzak metastaz gibi prognostik tumor degiskenleri ve kotu
prognozla iligkili oldugunu, timor agresifliginin 6ngdérulmesinde glglu bir arag
olabilecegini 6ne surmuslerdir (122) Calismamizda, tumaor gruplarinda
yuksek bcl-xL boyanmasi gorulse de, TPK-LNM grubunda savunuldugu
sekilde 6nemli derecede bir fark saptanmamistir.
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Calismamizda yer alan bcl-2 gen ailesi Uyelerine topluca bakildiginda,
bcl-2 gen ailesinden bcl-2, bax ve bcl-xL'nin TPK’larda yaygin pozitiflik
gosterdigi, bunlarla ilgili bulgularin literatirle blyuk olgide uyumlu oldugu ve
bcl-2 oncelikli olmak Uzere bu gen ailesinin tuminin TPK patogenezinde
pay! oldugu sonucuna varilmigtir.

TPK'da p53’un, nukleer ve nukleus ¢evresinde yogunlasan sitoplazmik
boyanma paterni olmak tzere iki farkli boyanma paterni tanimlanmigtir
(95,146). Benzer sekilde galismamizda yer alan olgu gruplarinin hepsinde
nukleer boyanma yani sira baskin olarak sitoplazmik p53 boyanmasi gorulda.

p53 ile TPK'larin %76,5’i, TPMK’larin %91,2’si, TPK-LNM’lerin %66.7’si
pozitifti ve genellikle glglu bir boyanma gdstermekteydi. Buna kargin AN’lerin
%60’inda boyanma saptanmadi. AN (1,38+2,00) grubu ile diger tum gruplar
arasinda p53 boyanma yuzdesi ve yogunlugu agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanirken (P<0.05). TPK (ort. 23,86+26,85) ve TPMK
(8,39+12,27) grubu arasinda, TPK ve TPK-LNM (18,58+28,20) grubu
arasinda, TPMK ve TPK-LNM gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamadi
(P>0.05).

Bu bulgular literaturle uyumlu olup (95, 106, 108, 114, 146) benign
olgu grubunda boyanma yuzdesi, malign olanlara gére anlamli derecede
dusuktu. Bu bulgu, literaturde bildirilen sonuglarla birlikte yorumlandiginda
p53’Un malignite gostergesi oldugu ve tUmor patogenezinde rolu oldugunu
akla getirmektedir.

p53’Un bax’in transkripsiyonel aktivatora oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalarda p53 boyanma degerleri yuksek olan tiroid kanserlerinde bax’in
da yuksek oldugu bildirilmigtir (95,119).0Olgularimizin p53 ile bax boyanma
yuzdeleri arasinda iyi derecede pozitif korelasyon bulunmasi (r=0,73)
literaturle uyumludur.

p16, IHK olarak niikleer boyanma yapan bir belirte¢ olmasina karsin
tiroid lezyonlarinda paranukleer sitoplazmik boyanmalar da gorulmektedir.
Nukleer ve sitoplazmik boyanmanin birarada gorulmesi, p16
overexpresyonuna baglanmis, bu lokalizasyon degisikliginin TPK
patogenezinde sorumlu olabilecedi ileri sirulmagstur (147). Calismamizdaki
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olgu gruplarinda, baskin olarak da lezyonlardaki onkositik hiicrelerde, nukleer
ve sitoplazmik p16 boyanmalari goralmastur.

p16 ile boyanma yogunlugu tim gruplarda genellikle orta ya da zayif
yogunluktaydi. AN grubunda (ort. 1,05+1,35) boyanan lezyonlar yaridan az
olup bu boyanma da zayif nitelikteydi. TPK (ort. 3,231£3,44) ve TPMK gruplari
(ort.3,09+2,44) arasinda anlamh bir fark bulunmazken TPK-LNM grubu ile
diger tum gruplar arasinda boyanma yuzdesi ve yogunlugu agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (P<0.05). Yine AN grubu ile TPK ve
TPMK gruplari arasinda da istatistiksel olarak anlaml fark gézlendi (P<0.05).

TPK ve TPMK gruplarinda, AN grubuna gore anlamli derecede yuksek
boyanma olmasi, literaturdeki bilgilere paralel olup p16’nin malign
transformasyonda rolu oldugunu dustndurmektedir (90, 147,148).

p16 ekspresyonu, diferansiye tiroid karsinomlarinda, ekstratiroidal
tumor yayilimi ve lenf nodu metastazi ile iligkili bulunmustur (89)
Calismamizda, TPK-LNM grubunun, primer tumor gruplarindan anlamli
derecede yuksek p16 pozitifligi gostermesi, timorun progresyonu agisindan
onemli bulunmustur.

TPK ve TPK-LNM lezyonlarinin buyuk ¢cogunlugunda gozlenen p21
boyanmasi, oldukga belirgin nitelikteydi. Boyanma yogunlugu tum gruplarda
genellikle orta ya da zayif yogunluktaydi. AN grubunda ise ¢cok daha az ve
yogunlugu dusuk bir boyanma 6zelligi gozlendi. TPK ve TPMK gruplarindaki
p21 boyanmasi, yogunlugu farkli olmakla birlikte yizde deger olarak benzer
nitelikteydi. Tum gruplar birlikte ele alindiginda p21 boyanma yuzdesi ve
yogunlugu 6nemli derecede anlamli bulundu (p=0.000). AN grubu (ort.
9,75+10,81), malign lezyonlari iceren diger 3 grupla karsilastinidiginda
onemli derecede anlamli bir fark dikkati ¢cekti (p=0.000). TPK (ort.
48,08+26,19) ve TPMK (ort. 47,95+32,75) gruplari ile TPK-LNM (ort.
65,41+29,34) grubu arasinda da yuzde ve yogunluk farki vardi (P<0.05).

p21’in malign lezyonlarda benign olanlara gore anlamli derecede
yuksek oranda ve guglu boyanmasi, tani zorlugu yaratan bir lezyonda bu
nitelikte bir boyanma goruldugunde, bu lezyonun malign yonde

yorumlanmasina yardimci olabilir.
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p16 ile p21 boyanma yuzdeleri arasinda orta derecede (r=0,30), p21
ile siklin D1 boyanma yuzdeleri arasinda iyi derecede (r=0.64)
pozitif korelasyon bulundu.

Daha 6nce yapilan arastirmalarda p21’'in TPK-LNM’da ylksek oranda
pozitiflik gosterdigi sonucu elde edilmistir (92-100). Calismamizda da TPK-
LNM grubunda benzer nitelikte p21 ylksekligi saptanmis ve p21’in
progresyon ve kotu prognoza etkisi olacagi yorumuna variimistir.

Genel olarak tum gruplarda p27 boyanma orani ve yogunlugu duguktu.
Olgularin gogunda hi¢bir boyanma gorilmedi. TPK-LNM grubunda boyanan
ornek yoktu. Tum gruplar birarada degerlendirildiginde hem p27 boyanma
yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu agisindan dort grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (P<0.05). En ¢arpici fark, TPK-
LNM (ort. 0,00+0,00) ile TPK (ort. 1,47+1,61) gruplari arasinda yine yluzde ve
yogunlugu igerecek sekilde bulundu (P<0.05).

p27 bulgularimiz, p27 ekspresyon kaybinin tiroid kanserlerinde tumor
agresifligini, kotu diferansiyasyonu ve metastaz kapasitesini gosterdigi
goruslerini desteklemektedir (81,102).

Tdm gruplarin siklin D1 boyanmasi birarada degerlendirildiginde hem
boyanma yuzdesi, hem de boyanma yogunlugu agisindan doért grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (P<0.05). Ayrica, TPK (ort.
34,08+27,35 ) grubu ile diger gruplar arasinda yogunluk agisindan fark
olmamakla birlikte boyanma yuzdeleri agisindan anlamli fark bulundu
(P<0.05). AN (ort.16,65+£17,03) grubu ile diger gruplar arasinda ise hem
yuzde, hem yogunluk farki dikkati ¢cekti (P<0.05). TPMK (ort.53,86+27,59) ile
TPK-LNM (ort. 72,50+£16,58) grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptandi (P<0.05). En ylksek boyanma ylzdesi TPK-LNM
grubundayken en dusuk olan AN idi.

Khoo ve ark.lari SiklinD1 ekspresyonun papiller mikrokarsinomda
metastatik potansiyeli gosterebilecegini bulmuslardir (80, 125).Wang ve ark.,
siklinD1 over ekspresyonunun agresif timorlede daha fazla oldugunu bu
yuzden tumor progresyonunda ve prognostik anlamda dnemli olabilecegini

sOylemiglerdir (127). Londero ve ark., nukleer siklinD1 boyanmasi oranini
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metastazli ve ya metastazi olmayan hastalarda anlamli derecede farkl
bulmuslardir. (124) Pesutic-Pisac ve ark. da benzer gsekilde siklinD1 agir
ekspresyonu ve p27 azalmis ekspresyonunun TPK’larin metastatik
potansiyelini gosterdigini bulmuslardir (93).

Calismamizin siklin D1 sonuglari, literaturde 6ne surilen goruslerle
paralellik gostermektedir.

TPK-LNM olgu grubunun boyanma 6zellikleri bir batun olarak ele
alindiginda; bulgularimiz, p53, bcl-2, p16, p21’in TPK-LNM’da pozitif oldugu,
siklin D1 pozitifliginin ve p27 negatifliginin LNM’na yatkinlik olusturdugu
yonundeki gorusleri desteklemektedir.

DMA cok sayida dokunun tek bir preparatta gorulmesini saglayan son
zamanlarda kullanimi yayginlagan bir yontemdir. Bu yontem ¢ok sayida doku
orneginde, immunohistokimya, H&E, histokimya, in situ hibridizasyon,
fluoresan in situ hibridizasyon (FISH), in situ PCR, RNA veya DNA
ekspresyon analizi, TUNEL incelemesine olanak saglar. Bu sonuglari
degerlendiren tarama programiyla da IHK profili ve degerlendirme
standardize edilebilir. DMA yonteminin avantajlari oldugu gibi dezavantajlari
da vardir(130-138).

Bu ¢alisma sirasinda, ayni bloga gdmulen ¢ok sayida dokuyu, daha az
malzeme harcayarak, daha ucuz maliyetle, daha kisa zamanda ve esit
kosullarda boyama ve degderlendirme sansi elde edildi. IHK boyanmalarinin
degerlendirilmesi, dijital goruntuler Gzerinden bilgisayar programi yardimiyla
yapildigi icin zamandan tasarruf saglandi ve daha objektif, standart sonuglar
elde edildi. Ancak, TPMK ve LNM dokularinda tumoérla alanin ¢ok kiguk
olmasi, 6rnekleme zorlugu yaratti. Ozellikle TPMK lezyonlarinda kesitte
dokunun dokulme orani yuksekti. Bu, TPMK 6rneklerindeki desmoplastik
stromaya bagli olarak dokularin daha sert olmasi ile ilgili olabilir. Sonug
olarak, DMA yonteminden en ylksek verimi alabilmek igin teknik islemlerin
0zenle ve bastan sona dikkatle yurutulmesi gerekmektedir.

Sonugta bu galismada TPK karsinogenezinde bcl-2 ailesi basta olmak
uzere hucre siklus duzenleyicilerinin 6nemli rol oynadigi yorumuna

varilmigtir. Siklin-CDK kompleksi Uzerinden gorev yapan siklin bagimli kinaz
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inhibitoru belirteglerin, daha ¢ok malignite potansiyeli, progresyon ve kotu
prognozla iligkili oldugu disunulmasgtur. Bir transkripsiyon faktord olan p53
ise hem apoptozu, hem de hucre siklusunu kontrol eden proteinlerle
etkileserek TPK patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir.
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SONUGLAR VE ONERILER

Bu calismada 34 TPK, 22 TPMK, 12 TPK-LNM yani sira 20 AN olgusu
p16, p21, p27, p53, bcl-2, bax, bcl-xL ve siklin D1 IHK boyanmasi
acisindan DMA yontemiyle incelendi.

AN'’lerin bcl-2 boyanmasinin diger malign gruplara gore anlamli
derecede farkh olmasi, bcl-2'nin etkin oldugu apoptoz yolaginda
benign ve malign lezyonlar arasinda fark olustugu seklinde
yorumlanabilir. TPMK grubunda AN’e gore azalmig boyanma orant,
organizmanin, timorun ilk asamasinda bcl-2’yi azaltip apotozu
indUklemek suretiyle tumor hdcrelerini ortadan kaldirma gabasina
baglanabilir. TPK’larin tum gruplardan daha yuksek oranda bcl-2
ekspresse etmesi ise bu asamadaki bir tumoérun hicrelerinde uzamig
yasam suresini ve bcl-2'nin karsinogenezdeki rolinu ortaya
koymaktadir.

Calismamizda yer alan bcl-2 gen ailesi Uyelerine topluca bakildiginda,
bcl-2 gen ailesinden bcl-2, bax ve bcl-xL'nin TPK’larda yaygin pozitiflik
gosterdigi, bunlarla ilgili bulgularin literattrle buyuk élgude uyumlu
oldugu ve bcl-2 dncelikli olmak Gzere bu gen ailesinin timinin TPK
patogenezinde payi oldugu sonucuna varimistir.

Malign olgu gruplarinda p53’un yuksek boyanma oranlari, p53’in
malignite gostergesi oldugu ve timor patogenezinde rolu oldugu akla
gelmektedir. p53 ile bax boyanma yuzdeleri arasinda iyi derecede
pozitif korelasyon bulunmustur.

p16 boyanmasinin TPK ve TPMK gruplarinda, AN grubuna gore
anlamli derecede yuksek boyanma olmasi, p16’nin malign
transformasyonda rolu oldugunu dusindurmektedir. TPK-LNM
grubunun, primer tumor gruplarindan anlamli derecede yuksek p16



pozitifligi gostermesi, tumorun progresyonu agisindan énemli
bulunmustur.

p21’in malign lezyonlarda benign olanlara gore anlamli derecede
yuksek oranda ve guglu boyanmasi, tani zorlugu yaratan bir lezyonda
bu nitelikte bir boyanma goruldugunde, bu lezyonun malign yonde
yorumlanmasina yardimci olabilir.

p16 ile p21 boyanma yuzdeleri arasinda orta derecede (r=0,30), p21
ile siklin D1 boyanma yuUzdeleri arasinda iyi derecede (r=0.64) pozitif
korelasyon bulunmustur.

p27 bulgularimiz, p27 ekspresyon kaybinin tiroid kanserlerinde timor
agresifligini, kotu diferansiyasyonu ve metastaz kapasitesini gosterdigi
gorusglerini desteklemektedir.

Siklin D1 ile en yliksek boyanma ylzdesi TPK-LNM grubunda olup,
diger gruplarla arasinda anlamli fark saptanmistir. Calismamizin siklin
D1 sonuglari, siklin D1 overekspresyonunun metastatik potansiyel ve
tumor progresyonu ile iligkili olduguna yonelik gorusleri desteklemigtir.
TPK-LNM olgu grubunun boyanma 6zellikleri bir buttn olarak ele
alindiginda; bulgularimiz, p53, bcl-2, p16, p21’in TPK-LNM’da pozitif
oldugu, siklin D1 pozitifliginin ve p27 negatifliginin LNM'na yatkinlk
olusturdugu yonundeki gorusleri desteklemektedir.

DMA yontemiyle, ayni bloga gdmilen ¢ok sayida dokuyu, daha az
malzeme harcayarak, daha ucuz maliyetle, daha kisa zamanda ve esgit
kosullarda boyama ve degerlendirme sansi elde edildi. TPMK ve LNM
dokularinda timorlt alanin ¢ok kuigik olmasi, érnekleme zorlugu
yaratti. Ozellikle TPMK lezyonlarinda kesitte dokunun dékiilme orani
yuksekti. Sonug olarak, DMA yonteminden en yuksek verimi alabilmek
icin teknik iglemlerin 6zenle ve bastan sona dikkatle yuratilmesi
gerekmektedir.

Sonugta bu galismada TPK karsinogenezinde bcl-2 ailesi basta olmak
uzere hucre siklus duzenleyicilerinin 6nemli rol oynadigi yorumuna
varilmigtir. Siklin-CDK kompleksi Uzerinden gorev yapan siklin bagimh

kinaz inhibitoru belirteglerin, daha ¢ok malignite potansiyeli,
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progresyon ve kotu prognozla iligkili oldugu dustnulmastur. Bir
transkripsiyon faktori olan p53 ise hem apoptozu, hem de hicre
siklusunu kontrol eden proteinlerle etkileserek TPK patogenezinde

onemli bir rol oynamaktadir.
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OZET

AMAGC: Bu galismada apoptoz ve hicre siklusuna iliskin gen
drunlerinin TPK patogenezindeki rolunu belirlemek ve DMA yontemini
kullanima sokmak amaclanmigtir.

GEREC VE YONTEM: Otuz dért TPK, 22 TPMK, 12 TPK-LNM ve 20
AN olgusu p16, p21, p27, p53, bcl-2, bax, bcl-xL ve siklin D1 iIHK
boyanmasi agisindan DMA yontemiyle incelendi.

BULGULAR: AN’lerin bcl-2 boyanmasi diger malign gruplara gore
anlamli derecede farkliyken TPK’larda tum gruplardan daha yuksek
bcl-2 ekspresyonu gorulmustir. p53, malign olgu gruplarinda
benignlere gore anlamli derecede yuksek bulundu. p53 ile bax
boyanma yuzdeleri arasinda iyi derecede pozitif korelasyon gorulda.
p16, TPK ve TPMK gruplarinda, AN grubuna gore anlamli derecede
yuksek boyanirken TPK-LNM grubu, primer tumor gruplarindan
anlamli derecede yuksek p16 pozitifligi gostermekteydi. p21, malign
lezyonlarda benign olanlara gore anlamli derecede yuksek oranda ve
gucli boyanmisti. p16 ile p21 boyanma yuzdeleri arasinda orta
derecede (r=0,30), p21 ile siklin D1 boyanma yuzdeleri arasinda iyi
derecede (r=0.64) pozitif korelasyon bulundu. TPK-LNM grubunda
p27ile boyanan olgu yoktu. Siklin D1 ile en yliksek boyanma yuzdesi
TPK-LNM grubunda olup, diger gruplarla arasinda anlamli fark
saptandi.

TARTISMA VE SONUCLAR: Bu ¢aligsmada, TPK karsinogenezinde
bcl-2 ailesi basta olmak Uzere hucre siklus duzenleyicilerinin dnemli rol
oynadigi yorumuna variimigtir. Siklin-CDK kompleksi Uzerinden gérev
yapan siklin bagimli kinaz inhibitoru belirteglerin, daha ¢ok malignite

potansiyeli, progresyon ve kotu prognozla iliskili oldugu sonucuna
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variimistir. Bir transkripsiyon faktort olan p53 ise hem apoptozu, hem
de hucre siklusunu kontrol eden proteinlerle etkileserek TPK
patogenezinde onemli bir rol oynamaktadir.DMA yonteminden en
yuksek verimi alabilmek i¢in teknik islemlerin 6zenle ve bagtan sona

dikkatle yurutilmesi gerekmektedir.
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SUMMARY

DETERMINATION OF MARKERS ASSOCIATED APOPTOSIS AND
CELL CYCLE (P16, P21, P27, P53, BCL-2, BAX, BCL-XL VE SiKLIiN
D1) IN THYROID PAPILLARY CARCINOMA, PAPILLARY
MICROCARCINOMA AND LYMPH NODE METASTASIS OF
THYROID PAPILLARY CARCINOMA WITH TISSUE MICROARRAY
ASSAY

Aim: In this study; the role of genetic products associated apoptosis
and cell cycle in the pathogenesis of thyroid papillary carcinoma (TPC)
was studied. Also the second aim is to put to use tissue microarray
(TMA) method.

Materials and methods: Thirty-four cases of TPC, 22 cases of thyroid
papillary microcarcinoma (TPMC), 12 cases of lymph node metastasis
of thyroid papillary carcinoma (TPC-LNM) and 20 cases of
adenomatous nodul (AN) were evaluated for p16, p21, p27, p53, bcl-2,
bax, bcl-xL ve cyclin D1 immunostaining with TMA method.

Results:The bcl-2 stainings of AN were significantly different from
malignant groups and expression of bcl2 in TPC group were the
highest comparing to all groups.p53 results were higher in the
malignant groups comparing to benign ones. There was a highly
positive correlation between p53 and bax staining ratios. According to
results of the p16 stainings; TPC and TPMC groups values were
significantly higher comparing AN group and TPC-LNM group showed
significantly higher values comparing the primary tumour groups. p21
stainings were higher degree and strong in malignant groups than
benign lesions. There was moderate correlation of staining values
between p 16 and p21 (r=0,30). On the other hand there was highly
positive correlation between p21 and cyclin D1 stainings
(r=0.64).There was no sample that staining positive with p27 in the
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TPC-LNM group. The highest cyclin D1 staining was the highest in
TPC-LNM group and statistically different from the other groups.

Conclusions: According to this study results; we conclude that; all
cell cycle regulators, especially bcl 2 family, have important effects on
TPC carcinogenesis. The cyclin dependent kinase inhibitors were
relevant mostly in malignant potential, worst prognosis and
progression of the tumour.On the other hand; p53 thatis a
transcription factor, mainly interacts with cell cycle coordinating
proteins and plays an important role in TPC pathogenesis.The utility
and reliability of TMA method is depend on carefully technical handling
of tissues.
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