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OZET

Daglar (Aday) A. (2011). Tezin Ad. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Daglar (Aday) A. (2011) Papiller Tiroid Kanserlerinde Braf V600e Mutasyonu Ve
Cyp2d6  Polimorfizminin  Arastirilmast1  ve  Histopatolojik  Iligkilerinin
Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip
ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bir serin-treonin kinaz olan BRAF’1n Papiller Tiroid Karsinomu (PTK) i¢in
Onemli bir transforme edici faktor oldugu belirtilmistir. PTK’da gorillen BRAF V600E
somatik nokta mutasyonu, bu kanserin patogenezinde ¢ok dnemli rolii oldugu diisiiniilen
MAPK yolagiin siirekli aktif kalmasina yol agmaktadir. CYP2D6*4 yavas metabolize
edici enzim polimorfizminin, enzim aktivitesinde azalmayla sonuclandig1 ve PTK dahil
cesitli kanserlere kars1 yatkinlikla iligkili oldugu bildirilmistir. Bu tez projesinde Tiirk
toplumunda BRAF V600E mutasyonu ve CYP2D6 yavas metabolize edici enzim
genotipi ile PTK’ne ait histopatolojik risk faktorleri arasindaki iliskinin arastiriimasi
amaglanmisti. BRAF V600E mutasyonu MASA-PZR (Mutant Allel Spesifik
Amplifikasyon- Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemiyle, CYP2D6 polimorfizmi
PZR-RFLP (PZR- Restriksiyon Fragment Length Polimorfizmi) yontemiyle arastirildi.
Tiimor dokularinin %52,8’sinde; tiimor c¢evre dokularinin %7,4’inde BRAF V600E
mutasyonu saptandi. BRAF V600OE mutasyonu klasik tip PTK vakalarinda, folikiiler
varyant PTK’lara gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu. (X?=10,700, p=0,001,
OR=0,249, %95 CI=0,106-0,586). Timor dis1 cevre dokuda ise PTK varyantlar
arasinda bu mutasyonun varligi yoniinde anlamli fark gozlenmedi. CYP2D6 genotipleri
karsilagtirildiginda hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi.
Histopatolojik 0zelliklerle BRAF V600E  mutasyonu arasinda iliski goriilmedi.
CYP2D6*4 polimorfizmiyle PTK gelisimi arasinda iliski bulunmamistir. BRAF V600E
mutasyonunun PTK i¢in Onemli bir marker oldugunu ve bunun yaninda yeni

gelistirilecek ilaclar i¢in dnemli bir hedef molekiil oldugunu diisiinmekteyiz.
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ABSTRACT

Daglar (Aday) A. (2011). Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular

Medicine Department. Thesis of Doctorate. Istanbul.

Daglar (Aday) A. (2011). Investigation of BRAF V600OE Mutation and CYP2D6
Polymorphism in Papillary Thyroid Cancer and Evaluation of Their Histopathological
Associations. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine
Department. Istanbul.

Recently, a serine/threonine kinase, BRAF, has been identified as an important
transforming factor in PTC (Papillary Thyroid Cancer). The BRAF V600E somatic
point mutation results in constitutive activation of the MEK-MAPK pathway, which
seems to play a very central role in the pathogenesis of this tumour. A common
polymorphism of CYP2D6 results in lack of enzyme activity and has been associated
with an altered susceptibility to several cancers including PTC. The aim of this thesis
project was to investigate the association between BRAF V60OE mutation status and the
CYP2D6*4 poor metaboliser genotype with histopathological risk factors for PTC on
Turkish population. BRAF V600E mutation status was studied with MASA-PCR
method and CYP2D6%4 polymorphism was studied with RFLP-PCR method. 52,8 % of
the tumour tissues and,7,4% of tumor surrounding normal tissues showed BRAF V600E
mutation. BRAF V600OE mutation was significantly higher in the tumour tissues of the
classical type PTC cases than the follicular variant PTC cases (X*=10,700, p=0,001,
OR=0,249, %95 CI=0,106-0,586). There wasn’t any significancy for BRAF V600E
mutation status between tumour variants in tumour surrounding tissues. There was no
significancy between CYP2D6 genotypes of the patient and the control group. Also
there wasn’t any relation between histopathological features and BRAF V600E
mutation. We could not find any relation between CYP2D6*4 polymorphism and PTC
development. We suggest that BRAF V60OE mutation is an important marker for PTC

and in addition to this it is an important target molecule for new drug development.

Key Words: Papillary thyroid carcinoma, MAP Kinase pathway, BRAF, CYP2D6,
histopathology.
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1. GIRIS VE AMAC

Tiroid karsinomu en yaygin endokrin malignitedir (75). Geng yasta radyasyona
maruz kalma, baglica papiller tip olmak iizere tiim tiroid karsinomlarinda artisa neden
oldugu bilinen tek cevresel faktordiir. Chernobil niikleer kazasindan sonra tiroid kanseri
insidansinda artis oldugu bildirilmistir (95). Yiiksek teknolojili diagnostik testlerin
kullanimimin artmasi ile kiigiik tiimorlerin saptanabilmesi de bu insidans artisindan
sorumlu tutulmaktadir (59).

Papiller mikrokarsinomlar iyi prognoz gostermelerine ragmen kanserle iliskili
mortalite, uzak metastaz ve lenf nodu metastazi oranlar1 sirasiyla; % 1, % 2,5 ve % S’e
kadar yiikselebilir (8,69). Bu durum bazi klasik papiller tiroid kanseri vakalarinin daha
agresif seyirli olabilecegini diisiindiirmektedir (16,69).

Tirozin kinaz reseptorii/ RAS/ RAF/ MEK/ ERK (MAPK (Mitojenle Aktiflenen
Protein Kinaz)) sinyal yolu zinciri tiim Okaryotik hiicrelerde hiicre biiyiimesi igin
anahtar bir diizenleyicidir. Aktive olan ERK, sitoplazmik hedef molekiillerini fosforile
eder ve ardindan niikleusa goc ederek cesitli transkripsiyon faktorlerininin aktivitesini
uyarip hiicre dongiisiinii aktive eder (76). Evrim boyunca biiyiik oranda korunmus olan
protein kinazlar1 iceren yolak sinyal iletiminde merkezi rol iistlenmektedir (10).

BRAF, MAPK sinyal iletim yolaginda rol alan bir serin-treonin kinazdir. BRAF;
ARAF ve CRAF ile birlikte Raf ailesinin izoformlarindandir. Lokalizasyonu 7.
kromozom {izerinde olan BRAF diger izoformlar icinde MAPK yolagininin en giiclii
aktivatoriidiir. Hiicre cogalmasi, farklilasmasi ve apoptozda onemlidir (16). BRAF’1
aktive eden mutasyonlarin 11. ve 15. ekzonlarda yer aldigi gosterilmistir (82). Tiim
insan kanserlerinin sadece % 7’sinde var olan BRAF mutasyonlari; malign melanomda
% 70, seroz over kanserlerinde % 30, kolorektal kanserlerde % 5-22 oraminda bulunur
(585). Yine PTK’larda goriilen en yaygin genetik degisiklik BRAF genindeki somatik
nokta mutasyonudur (yaklasik % 45) (9,44,86).

Bu mutasyon gen bolgesinin 1799. niikleotidinde timin-adenin transversiyonu
sonucu 600. kalintida valin yerine glutamatin gegmesiyle gerceklesmektedir (V600OE) ve
papiller tiroid karsinomlarinin % 29-83’iinde goriilmektedir (9,44,61,67,84). Ancak



tiroidin benign tiimorlerinde ve folikiiler neoplazmlarinda goriilmemektedir
(9,44,61,67,86).

Bu mutasyon BRAF kinazin aktif bolgesinin konformasyonunu etkileyerek
katalitik aktivitesinin 500 kat artmasina yol a¢gmaktadir (30,84,86). Bunun sonucunda
BRAF kinaz siirekli aktif kalir ve MAPK yolaginin da aktif kalmasina neden olur (95).
Bu yolagin siirekli aktif kalmas1 sonucunda artan hiicre boliinmesi ve proliferasyonun
insan tiroid papiller kanserlerinin olusumu ve ilerlemesinde yaygin ve énemli bir siire¢
oldugu diisiiniilmektedir (69). BRAF geninde nadir olarak rastlanan bir bagka mutasyon
ise foliikiiler varyant PTK vakalarinda goriilen BRAF V601E (G1801A transversiyonu)
mutasyonudur (30,84,86).

Her hastanin tiimér tekrarlama riski, timor agresifligi, I'”' tedavisine yamitta
direng goOstermesi gibi tiimor oOzelliklerine gore tedavi se¢iminin yapilmasi ideal
oldugundan; papiller tiroid kanserli hastalarda dogru tedavi kararinin verilebilmesi i¢in
operasyon Oncesi BRAF varliginin arastirilmasinin ¢ok faydali olacag: bildirilmistir
(45). Yine iyi diferansiye tiroid kanserlerinde lokal ve uzak metaztaz varliginin tespit
edilmesinden o©nce gerceklestirilen cerrahi miidahale, tedavi edici 6zellikte
olabilmektedir (86).

Ksenobiyotikleri metabolize eden enzimler ¢evresel karsinojenlere karsi
savunmada onemlidir (61). Alinan ilaglarin ve ksenobiotiklerin cogunun karacigerde ve
az miktarda ince barsakta lokalize olan mikrozomal enzimler ile metabolize edildigi
bilinmektedir. Pek cok ilacin ve ksenobiyotigin aktivitesi sitokrom p450 (CYP450)
enzim sistemi ile etkilesimlerine baghdir (35).

Ksenobiyotikleri metabolize eden enzimler yaygin olarak polimorfiktir ve
karsinojenleri detoksifiye etme veya prokarsinojenleri aktive etme yetenekleri kisiler
arasinda degiskenlik gostermektedir. Tanimlanan 50’den fazla insan CYP450 izoenzimi
bulunmaktadir. CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19 VE CYP2D6 da dahil olmak iizere bu
izoenzimlerin 20’den fazlas1 fonksiyonel olarak polimorfiktir. CYP bagmh ilag¢
metabolizmasinin yaklasik % 40’1 polimorfik  enzimler  tarafindan
gerceklestirilmektedir.

Bu polimorfik CYP izoenzimleri icerisinde CYP2D6 (debrizokuin 4-hidroksilaz)
simdiye kadar tanimlanmis 75’ten fazla allelik varyanta sahiptir. Bu varyantlar nokta
mutasyonlari, delesyonlar, adisyonlar, gen yeniden diizenlenmeleri, tim genin

delesyonu veya duplikasyonu sonucu meydana gelebilir ve enzim aktivitesinin



artmasina, azalmasina veya aktivitenin tamamen kaybolmasina neden olabilir. Tiim
hepatik CYP izoenzimlerinin yalmzca % 2-5 kadarim olusturmasina ragmen; bazi
sitotoksikler, tamoksifen, antiaritmikler, antiemetikler, antidepresanlar, antipsikotikler
ve analjezikleri de kapsayan ilaclarin yaklasik % 20’sinin metabolizmasindan
sorumludurlar (4).

Epidemiyolojik calismalarda genotoksik metabolize edici enzimlere ait
polimorfizmlerin baz1 tiimorlerin gelisim riskiyle iliskili olabilecegi bildirilmistir.
Akciger, bag ve boyun, sindirim sistemi, meme, mesane, prostat, deri, tiroid ve
hematolojik kanserleri iceren pek cok tip kanser bu polimorfizmlerle iliskili
bulunmustur (29). CYP2D6 genindeki ortak mutasyonun enzim aktivitesinde azalmaya
neden oldugu ve papiller tiroid kanseri dahil cesitli kanserlere olan yatkinlig
degistirdigi bildirilmistir (51). Ancak calismalardan elde edilen sonuclar etnik ve
cografik degisikliklere bagl olarak farkliliklar gostermektedir (29).

Farkli etnik gruplarda PTK vakalarinda BRAF mutasyon prevalansi sonuglari
bildirilmesine ragmen (26); heniiz iilkemize ait bir bildiri mevcut degildir.
Calismamizda Tiirk toplumunda PTK vakalarinda daha 6nce aragtirlmamis olan BRAF
V600E mutasyonu ve 22. kromozomun ql3.1 pozisyonunda lokalize olan gende (32).
CYP2D6*4 yavas metabolize edici enzim polimorfizmi ile PTK gelisimi arasindaki

iliskiyi aragtirmay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. TIROID KARSINOMLARI

2.1.1. insidans ve Epidemiyoloji

Tiroid karsinomlar1 insanlardaki tim malignitelerinin sadece %1 ini
olusturmasina ragmen; tiim endokrin kanserlerin %90’dan fazlasindan sorumludur (77).
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) yilda ~25700 yeni vaka (~19200 kadin ve
~6500 erkek) teshis edilmektedir (37). ABD’de tiroid karsinomu insidans:t 1973-2002
yillar1 arasinda 2,4 kat artarak 100000°de 3,6’dan 8,7’ ye yiikselmistir. Bu artisin baglica
nedeni olarak PTK insidansindaki artis goriilmektedir. 1973-2002 arasinda PTK
insidans1 2,9 kat artarak 100000°de 2.7°den 7.7°ye yiikselmistir (17). ABD’de 15700
hastay1 kapsayan, yas ve cinsiyet icin diizeltilmis olan raporda hayatta kalma oranlarinin
PTK icin %98, folikiiler tiroid karsinomu (FTK) i¢in %92, mediiller tiroid karsinomu
(MDK) icin %80 ve anaplastik tiroid karsinomu (ATK) i¢in %13 oldugu bildirilmistir
(31).

Parafolikiiler C hiicrelerinden kaynaklanan MTKlar, tiroid lenfomas1 ve nadir
intratiroidal sarkomalarin disinda kalan diger tiroid karsinomlarindan olan PTK,
folikiiler varyant PTK (FVPTK), folikiiler karsinom (FK) ve onun onkositik varyanti,
Hurtle hiicre karsinomu (HK) ve anaplastik karsinoma (ATK) folikiiler hiicre
epitelinden koken alirlar (22).

Tiroid karsinomu bashca gen¢ ve orta yash yetiskinlerde goriiliir; cocuklarda
nadirdir. Kadmlarda erkeklere gore 2-4 kat siklikla goriilen tiroid kanseri i¢in ¢ocuklar
ve yashilarda aymi sikliktan bahsedilememektedir. Bu bilgi cinsiyet hormon reseptor
elemanlariyla ilgili spesifik bir genin tiroid kanseri patogenezinde etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Tiroid karsinomunun baghca 4 alt tipi vardir. Bunlar PTK, FTK,
MTK ve ATK’dur (62) (Sekil 2-1).
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Sekil 2-1: Tiroid karsinomu alt tiplerinin goriilme sikliklar1

2.1.2. Dilnya Saghk Orgiiti Tarafindan Onerilen Tiroid Karsinomlarmin
Histolojik Olarak Smiflandirilmasi (WHO 2004)

Papiller karsinom

Folikiiler karsinom

Az diferansiye karsinom

Indiferansiye karsinom

Skuamoz hiicreli karsinom

Mukoepidermoid karsinom

Eozinofilili sklerozan mukoepidermoid karsinom
Miisinéz karsinom

Mediiller karsinom

Mikst mediiller ve follikiiler hiicre karsinomu

Timiis benzeri diferansiasyon gosteren igsi hiicre timorii

Timiis benzeri diferansiasyon gosteren karsinom

2.1.3. Diinya Saghk Orgiitii Tarafindan Onerilen Tiroid Karsinomalarinm TNM
Smiflandirilmasi (WHO 2004)

T-Primer Timor*
TX  Primer tiimor degerlendirmesi yapilamaz.

TO Primer tiimorle ilgili delil yoktur.



T1 Timor ¢ap1 2cm veya daha kiigiiktiir ve tiroid sinirlar1 i¢indedir.

T2 Timor ¢ap1 2-4cm arasindadir ve tiroid sinirlar1 icindedir.

T3 Timor cap1 4cm’nin iizerindedir; tiroid veya minimal ekstratiroidal genisleme
yapan bir timor (6rn. Sternohyoid kasa veya peritiroid yumusak dokuya dogru
genislemis) sinirlar icindedir.

T4a Tiroid kapsiiliiniin 6tesinde genisleyerek subkutenéz yumusak dokulara,
larinkse, trakeye, 6zofagusa veya rekiirrent laringeal sinire invaze olan tiimér.

T4b  Prevertebral fasyaya invaze olan veya karotid arteri, mediastinal damarlar1 saran
timor.

*Multifokal tiimorler (m) olarak belirtilmektedir. En biiyiiglintin capt simiflandirmay:

belirler.

Biitiin anaplastik (farklilasmamis) tiimorler T4 olarak diisiiniiliir.
T4a Intratiroid anaplastik karsinom- cerrahi olarak rezekte edilebilir.

T4b  Ekstra-tiroidal anaplastik karsinom- cerrahi olarak rezekte edilemez.

Bolgesel lenf nodlar1 (N)

Bolgesel lenf nodlar1 santral kompartman, lateral servikal ve {ist mediastinal lenf
nodlaridir.

NX  Bolgesel nod degerlendirmesi yapilamaz.

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yoktur.

N1 Bolgesel lenf nodu metastazi.

Nla VI Diizey lenf nodlarina (pretrakeal, paratrakeal ve prelaringeal/delphian)
metaztaz.

N1b Unilateral, bilateral, kontralateral servikal veya siiperior mediastinal lenf

nodlarina metastaz.

Uzak Metastazlar (M)
MX  Uzak metastaz degerlendirmesi yapilamaz.
MO  Uzak metazdaz yoktur.

M1 Uzak metastaz.



2.1.4. Papiller Tiroid Karsinomu Alt Tipleri

PTK en yaygin tiroid kanseridir. ABD’de tiroid karsinomu vakalarinin %90’
olugturur. Siklikla 20-50 yaslar1 arasinda ve kadinlarda erkeklere gore 3 kat fazla
goriilmektedir. Cocuklar dahil her yasta ortaya c¢ikabilmektedir ve c¢ocuklarda ve
ergenlerde en sik goriilen tiroid tiimorii tipidir. Ileri yasta erkeklerde prognozu kotiidiir
(98).

PTK bir dizi ayirt edici niikleer o6zelliklerle karakterize, folikiiler hiicre
farklilagmas1 gosteren bir malign epitelyal tiimor olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2-2).

Diagnostik olarak niikleer genisleme ve diizensizlik, iist iiste binme, berraklik (cam

zemin veya Orphan Annie goriintiisii), oluklar, ve pseudo-inkliizyonlar1 icermektedir
(52).

Sekil 2-2: Papiller tiroid karsinomu.
A) Soluk renkli, belirgin simirli olmayan Kkitlesel lezyon.

B) Solda kalsifiye olan psammoma cismi vardir. Pek ¢ok niikleusun berrak goriiniimii ve
niikleer grove izlenmektedir.

Cok sayida PTK varyanti tanimlanmistir (99). Klasik tipten farkli morfolojik
ozelliklere sahip olan alt tipler Tablo 2-1’de gosterilmistir.



Yaygin ve aym zamanda teshisi zor olan folikiiler varyant (FV) PTK tiimorler
kapsiillii veya kapsiilsiiz olabilmekte ve PTK’nin karakteristik niikleer ozelliklerine
sahip folikiillerden olugmaktadir. Ozellikle kapsiilsiiz tipte niikleer 6zellikler fokal veya
az farklilagmis olabileceginden bu tiimorlerin teshisi gozlemciler arasinda yiiksek
oranda farklilik gostermektedir (53). Lenf nodu metastazlar folikiiler varyantta klasik
tipe gore daha az yaygindir. Mikrofolikiiler, onkositik, Warthin-benzeri ve berrak
hiicreli varyantlarin prognozu klasik tipe benzerdir. Radyasyona maruz kalan
cocuklarda daha yaygin olarak rastlanan solid varyant sporadik PTK’larin yaklasik
%8’ini meydana getirir. Uzak metaztaz oram1 biraz daha yiiksektir ve klasik tip
PTK’lara gore prognozu daha kotiidiir (65,66) . Cocuklarda yetiskinlere oranla daha
yaygin olan diffiiz sklerozan varyantla klasik tip PTK’a gore daha sik akciger metastazi
gozlenmesine ragmen yasam siireleri arasinda pek farklihik yoktur. Tall cell ve
kolumnar cell varyantlarin klasik tipe gore daha kotii prognoz gostermelerine karsin
histolojik alt tiplerden ziyade evre ve grade daha 6nemli olabilmektedir (1). PTK’larin
prognozu az diferansiye, indiferansiye veya skuamoz komponentlerin oranmna gore
degismektedir. Capt 1 cm’nin altinda olan tiimorler olarak tanimlanan papiller

mikrokarsinomlar olduk¢a yaygindir.

Tablo 2-1:Papiller Tiroid Karsinomu Alt Tipleri

1-) Papiller Mikrokarsinom (OKkkiilt Papiller Karsinom)
2-) Folikiiler Varyant - Diffuz Folikiiler Varyant
- Kapsiilsiiz Folikiiler Varyant
- Kapsiillii Folikiiler Varyant
3-) Diffiiz Sklerozan Varyant
4-) Tall Cell Varyant
5-) Kolumnar Hiicreli Varyant
6-) Solid Varyant
7-) Warthin Benzeri Varyant
8-) Digerleri - Onkositik (Oksifilik) Varyant
- Berrak Hiicreli Varyant
- Igsi Hiicreli Varyant

- Lipomatoz Stromal Varyant



- Fasiitis Benzeri Stroma Gosteren Varyant
-Kribriform Varyant
- Miksoid Varyant

2.1.5. Papiller Tiroid Karsinomu Patogenezi

PTK’nin etyolojisi tamamen aydinlatilamamis olmasina ragmen bir takim iliskili

faktor tantmlanmustir.

Asirt iyot alinmasi: Hayvanlarda PTK gelisimine neden oldugu goriilmiistiir.
Endemik guatr bolgelerinde diete iyot eklenmesi sonucu follikiiler tiroid
kanserine kiyasla PTK’da artisa neden olmustur.

Radyasyon: Cocuk ve yetiskinlerin boyun bélgesinin eksternal radyasyona
maruz kalmasi ilerde PTK gelisim insidansim arttirmaktadir. Japonya’da atom
bombasina maruz kalanlarda PTK insidansi artmistir. Ukrayna’da 1986 yilinda
yagsanan Chernobyl niikleer reaktoriindeki kazasi sonrasinda bolgede yasayan
cocuklarda yiiksek insidansla PTK gelismistir. Diger yandan radyoaktif isaretli
iyot tedavisi tiimor gelisimi riskinde artisa yol agmamaktadir.

Genetik faktorler: Epidemiyolojik caligmalarda tiimorii tasiyanlarin birinci
derece yakinlarinda PTK gelisimi riskinin 4-10 kat fazla oldugu goriilmiistiir.
Monozigotik ikizlerde de bununla uyumlu sonuglar goriilmiistiir. Ttim vakalarin
%5’inden PTK’nin ailesel bir formu sorumlu tutulmakla birlikte ilgili genler
heniiz tanimlanmamustir.

Somatik mutasyonlar: Ailesel adenomat6z polipozisli hastalarda PTK geligimi
riski yiliksektir. 10. kromozom {iizerindeki (10q11.2) RET onkogeninde yeniden
diizenlenmeler PTK’da yaygindir. Chernobyl kazas1 sirasinda radyasyona maruz
kalan cocuklarda goriilen tiimorlerin %60’ 1inda bu mutasyon goriilmiistiir. Ayn1
mutasyon tiroidin eksternal radyasyona maruz kalmasi sonrasi da olusur. Bu
yeniden diizenlenmeler RET’in tirozin kinaz bdlgesinin cesitli genlerle fiizyona
ugramasina ve RET/PTK fiizyon onkogenlerin olusumuna neden olur. Ilging
olarak PTK’larda RET/PTK yeniden diizenlenmelerinin siklig1 cografik olarak
degismektedir. Kore’de hi¢ goriilmez iken, Suudi Arabistan’da %2, ABD ve
Ingiltere’de %60 siklikla goriilmektedir. Birinci kromozom iizerindeki NTRK1
geninin ayn1 kromozomdaki TPM3 geniyle rekombinasyonu da PTK’larda

gosterilmistir.
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e Benign tiroid hastaligi Oykiisii: Benign tiroid nodiili olanlarda ve daha az
siklikla guatr hastalarinda tiroid kanseri gelisiminin daha sik oldugu goériilmiistiir

(98).

2.1.6. Tiroid Karsinomu Gelisiminde Etkili Molekiiler Faktorler

Insan genom projesinin tamamlanmasi ve molekiiler biyoloji tekniklerindeki
gelismeler, karsinogeneze neden olan genetik degisikliklerin daha iyi anlasilmasina ve
hastaligin biyolojik isaretlerinin belirlenmesine olanak saglamistir (84).

Normal tiroid dokusundan benign adenomlara ve ardindan iyi farklilagmig
anaplastik tiroid kanserine doniisiimle iligkili bir dizi molekiiler faktor bildirilmistir
(18,23,24,25,70,78,79,87,88).

Tiroid kanserinde bir kismi sadece bu kanserde goriilen cesitli genetik
degisimlere siklikla rastlanmaktadir. Tiroid kanserinde goriilen en yaygin genetik
degisiklikler Ras mutasyonlari, RET/PTK yeniden diizenlenmeleri (27), RET/PTK
yeniden diizenlenmeleri (64) ve PAX8-peroksizom proliferatdrle-aktive olan reseptor
gamma (PPARY) fiizyon onkogeni (48) olusumudur. Diger kanserlerde de yaygin olan
aktive edici Ras mutasyonlarina o6zellikle FTK ve FVPTK’da sik rastlanir (85).
RET/PTK yeniden diizenlenmeleri bir partner genin promotor ve N-terminal
bolgelerinin RET geninin C-terminal bolgesiyle rekombine olmasi ile meydana gelir.
Ortaya cikan kimerik onkogen siirekli aktif olan RET tirozin kinaz proteinini
kodlamaktadir. En az 10 tip RET/PTK yeniden diizenlenmesi tanimlanmistir. En
yayginlar1 olan RET/PTK1, RET/PTK2 ve RET/PTK3 baslica PTK ve bazi benign
tiroid adenomlarinda bulunur. PAX8-PPARy FTK ve tiroid adenomlarinda yer alir (13).

Bu tezin de konusu olan aktive edici BRAF mutasyonu tiroid kanserinde en sik
rastlanan genetik degisikliktir. Tiroid kanserindeki genetik degisikliklerin ¢ogu
onkojenik etkilerini kismen dahi olsa RET/PTK-Ras-Raf-MAP kinaz yolag: iizerinden
gosterir. Bu yolagin aktivasyonu sonucu hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasinin artmasi insan
kanserlerinin baslangi¢ ve ilerleme donemlerinde ortak ve dnemli bir mekanizmadir.
Siirekli aktive oldugunda MAP kinaz yolagi timor olusumuna neden olur (67). Aktive
edici BRAF gen mutasyonlarinin bulunmasiyla MAP kinaz yolagini aktive ettigi bilinen
genetik degisiklik dizinini genisletti ve insan kanserlerinde bu yolagin Oneminin

artmasina neden oldu (16).
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2.1.7. Papiller Tiroid Karsinomunda Prognostik Parametreler

1-) Yas: En 6nemli prognostik faktorlerden biridir. 50 yas iizerindeki olgularda, daha
geng olanlara gore prognoz daha kotiidiir. Papiller karsinomaya bagli 6liimlerin hemen
hemen ¢ogu 40 yasindan sonra goriilmektedir.

2-) Cinsiyet: Kadinlarda prognozun erkeklere gore daha iyi oldugunu bildiren yayinlar
vardir. Buna karsin baz1 ¢caligmalarda belirgin fark goriilmemistir.

3-) Tiroid Dis1 Yayilim: Prognozu kotii yonde etkileyen faktorlerin baginda gelmektedir.
Makroskopik olarak tiroid dig1 yayilim tespit edilen olgularda, prognoz daha kotii
seyretmektedir.

4-) Mikroskopik Alt Tipler: Papiller mikrokarsinomlar, klasik tip, folikiiler varyant ve
enkapsiile varyantin prognozlar1 daha iyidir. Diger varyantlarda prognoz kotiidiir.

5-) Timér Capi: Tiimor ¢api ile prognoz arasinda ters bir orant1 vardir. Yani timor ¢ap1
biiyiidiikce prognoz kotiilesir.

6-) Kapsiill ve Smurlar: Kapsiilli ve / veya ekspansif biiyiime paterni gosteren
tiimorlerde prognoz digerlerine oranla daha iyi seyretmektedir.

7-) Multisentrisite: Birden fazla tiimor odagi iceren vakalarda, metastaz insidansinin
yiiksek ve yasam siiresinin daha kisa oldugu belirtilmektedir.

8-) Uzak Metastaz: En sik akciger ve iskelet sistemi metastaz1 goriilmektedir. Uzak
metastazin varligi prognozu kotiilestirir.

9-) Az Diferansiye, Skuamoz veya Anaplastik Alanlar: Vakalarin % 5’inden daha
azinda goriilmektedir. Bu komponentlerin olmasi prognozu kétii yonde etkilemektedir.
10-) Radyasyon: Daha once radyasyon hikayesi olanlar ile radyasyon hikayesi olmayan
vakalar arasinda prognoz acisindan fark goriilmemistir.

11-) DNA ploidi: Papiller tiroid karsinomunda vakalarin biiyiik bir kism1 DNA diploid,
%20’si anaploid veya az bir kismu nondiploiddir. Papiller tiroid karsinomunun agresif

davranisi ile anaploidi arasinda korelasyon oldugu belirtilmektedir (56).

2.1.8. Papiller Tiroid Karsinomunda Prognozu Etkilemeyen Faktorler
Papiller ve folikiiler yapilarin nisbi oranlari, fibrozisin varligt veya yoklugu, solid
alanlarmn  varligt veya yaygmnligi, skuamoz metaplazinin olmasi, psammoma

cisimciklerinin varlig1 prognozu etkilememektedir (56).
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2.2. Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) Sinyal iletim Yolag:

1989-1991 willar1 arasinda mayalarda feromon yamtinda gorevli bir takim
proteinler ile memelilerdeki ERK1, ERK2 ve ERK3 enzimlerinin yeni tanimlanan bir
protein kinaz ailesine ait oldugu gosterilmistir. (12,5,6,19,81). Tirozin kinaz substratlari
izerine yapilan bir ¢alismada, mitojenle uyarilan tirozin fosfoproteinleri olduklarimin
anlagilmas1 sonucunda mitojenle aktiflenen protein kinaz olarak isimlendirildiler ve
MAPK ismi kalic1 oldu (71).

MAPK mitojenle aktiflenen protein kinazlar siiper ailesinde yer alirlar (49).
Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan
cekirdege bilgi aktarilmasinda ¢ok 6nemlidir. Bu sinyal iletim yolaklar1 embriyogenez,
hiicrenin yasamasi, cogalmasi, farklilagmasi ve apoptozun diizenlenmesinde rol

almaktadir (Sekil 2-3) (14).

¢ Biiviimen
I erantiri | T I ERSR AR PRRERORRRuL PRRRRP ORI RS
iabiiid b il i dddd diid ?:ff‘l AR tieohs
Sito pl:u:ma G l. Hiicrezel membranda Raz Rafm

traznlokazyonunu indikler

MEE ERK Coklu
aranh etkileri foxforilasyon/defos

Mitokindrideki
proteinlers ethileri

Niikleus
tranzkripzivonu
ethileri

Gen tranzkripzivonu
FProliferazyon Apoptozizin nlenmesini
zazlayan zenler

Sekil 2-3: MAPK Yolagi. MAPK yolag1 Raf iizerindeki S/T ve Y kalintilarim fosforile eden
Ras gibi cesitli kinazlarla diizenlenir. Bu fosforilasyon olaylarmin bir kismu Raf
aktivitesini yiikseltirken (beyaz halka icinde siyah P); bir kism inhibe eder (siyah
halka icinde beyaz P). PP2A gibi fosfatazlar belirli diizenleyici bolgelerdeki
fosfatlar1 uzaklastirir. Transkripsiyon faktorleri eskenar dortgenler icinde

gosterilmistir (57).
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Pek cok biiyiime faktorii ve hormonu gibi hiicre dis1 sinyal proteini hiicre icine
sinyali reseptor tirozin kinazlar araciligiyla iletir (EGF, PDGF, IGF-1). Bir sinyal
proteininin ligand baglanma bdlgesine baglanmasiyla hiicre ici tirozin kinaz bolgesi
otofosforilasyonla aktiflenmekte (7) ve Grb-2, sos gibi adaptdr proteinler aracilig ile
monomerik GTPaz ailesinden olan RAS protenini aktiflestirmektedir.

Inaktif tirozin kinaz
reseptorleri

]z
<

e | ;

(AT iimor hiicre hayita kalum
h pIo Vi =

Sekil 2-4: MAPK sinyal iletim yolag: (100).

MAPK yolag: hiicre yiizey reseptorlerinden aldigi sinyalleri gen ekspresyonunu
diizenleyen transkripsiyon faktorlerine iletir. Aym1 zamanda apoptoza katilan pek ¢ok
proteinin aktivitesini de diizenler. Sekil 2-4’te MAPK yolag: genel olarak gosterilmistir.
BCR-ABL gibi translokasyonlarla, Flt-3, Kit, Fms gibi sitokin reseptorlerindeki
mutasyonlarla, veya EGFR gibi normal tip veya mutant tip reseptorlerin asir1 eksprese
edilmesi sonucu cesitli tiimorlerde MAPK yolag: siklikla aktive olur. Bad, Bim, Mcl-1,
kaspaz 9 ve tartigmali olarak Bcl-2 gibi apoptotik diizenleyici molekiillerin post-
translasyonal fosforilasyonu ile apoptozun diizenlenmesinde de onemli rolii vardir. Bu
yolak hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, apoptoz ve farklilasmayi diizenleyen cesitli etkilere
sahiptir (50). Proteinlerin fosforillenmesi ile aktive veya inaktive edilen pek ¢ok kinaz,

transkripsiyon faktorleri, apoptotik diizenleyici ve kaspaz yikici aileleri igeren bu
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karmasik yolak ¢ok fazla calismaya konu olmaktadir. Ayrica bu yolak bazi genlerin
traskripsiyonunu arttirabilir. Raf; MEK ve ERK {izerinden veya onlardan bagimsiz
olarak apoptozu kontrol eden proteinlerin fosforilasyonunu arttirabilir. ilave sinyal
iletim yolaklar1 da MAPK yolagiyla pozitif veya negatif etkilesime girerek aktivitesini
diizenler. Bu yolagin iist kademelerinde yer alan membran reseptorleri, Ras ve BRAF
genlerindeki veya Raf aktivitesini diizenleyen diger yolaklardaki (6rn. PI3K, PTEN,
Akt) mutasyonlar sonucu insan kanserlerinde MAP kinaz yolagi anormal bigimde aktif
olur. Raf, meme kanseri hiicrelerinde doxorubicin ve paclitexal’e direnci artirdigindan
kemoterapoétik ilag direnci de bu yolaktan etkilenir (55). Dolayisiyla MAP kinaz yolagi
terapotik buluglar acisindan cok Onemli bir yere sahiptir. Ras, Raf, MEK ve alt
kademelerdeki diger hedef molekiillerin inhibitorleri gelistirilmistir ve klinik caligmalar
devam etmektedir. Dogal olarak bazi inhibitorler digerlerinden daha iyidir ve spesifik

inhibitorler ayn1 anda birden fazla kinazi inhibe edebilmektedir (57).

2.2.1. Ras Proteini

Membrana kovalent olarak bagli bulunan RAS, GDP bagh iken inaktif; GTP
bagl iken aktiftir. RAS proteini gen ekspresyonunun degistirilmesiyle hiicre
cogalmast ve farkhlasmasinda rol almaktadir (46). Mutant RAS geninin hiperaktif
{iriinii siirekli GTP bagli formda kalmakta ve tiimor gelisimine neden olmaktadir. insan
tiimorlerinin yaklasik % 30’unda RAS mutasyonu bulunmaktadir (47). GTP baglayip
aktif hale gecen RAS proteini RAF proteinini sitozolden plazma membranina
cikarmakta ve hem protein-tirozin hem de protein-serin/treonin kinazlar1 fosforilleyerek
aktive etmektedir, bununla birlikte asag1 dogru bir seri serin-treonin kinazin

fosforilasyonunu baglatmaktadir (46).

2.2.2. Raf kinaz

Ras’in ilk ve en iyi tanimlanan alt kademe effektorii Raf’tir. Raf serin/treonin
kinaz ailesinin Raf-1 (C-Raf), A-Raf ve B-Raf olmak {iizere 3 izoformu vardir. Her bir
izoform korunmus olan CR1, CR2, CR3 ortak bolgelerini ve c¢esitli diizenleyici
fosforilasyon bolgeleri icerirler. CR1 Ras’a baglanma bdlgesidir. CR2, S259 (serin)
kalimtisindan Akt veya protein kinaz A ile fosforillenerek Raf aktivitesinin negatif
olarak diizenlendigi bolgedir. CR3, S338, Y340, Y341 kalintilarindan fosforillendiginde

Raf aktivitesinin pozitif yonde diizenlendigi kinaz bolgesidir. Raf izoformlar1 hiicreye
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spesifik ekspresyonlarina, kinaz aktivitesinin kuvvetine gore farkliliklar gosterirler ve
hem tek baglarina hem de birlikte diizenleyici fonksiyonlar gosterirler (11,34,20,89).

Raf kinaz pek ¢ok yolla aktive olmaktadir: (a) Ras’la etkilesim sonucu plazma
membranina ¢cikmasi ile; (b) Raf proteinlerinin dimerizasyonu ile (c) farkli domenlerin
fosforilasyonu/defosforilasyonu ile (d) Raf kinaz inhibitér proteinden (RKIP) ayrilmasi
ile (e) iskelet olusturucu (scaffolding) komplekslerle (6rn. Ras’in kinaz supresorii,
(KSR)) birlesmesi ile (f) Bunlardan baska Raf aktivitesi Bagl, 14-3-3 gibi saperon
proteinlerle ve 1s1 sok protein 90 (Hsp90) ile de diizenlenmektedir
(2,21,38,40,41,90,91,96,97).

2.2.2.1. BRAF

Bir proto-onkogen olan Braf veya diger ismiyle v-Raf miirin sarkoma viral
onkogen homologu B1 insanlarda Braf geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Tiim Raf
kinazlarin icinde MAP kinaz yolaginin en gii¢lii aktivatorii BRAF tir.

Kinaz domendeki BRAF aktive edici yanlis anlamli nokta mutasyonlart 11. ve
15. ekzonlarinda yer alir ve T1799A transversiyon mutasyonu BRAF mutasyonlarimin
%80’den fazlasindan sorumludur (16). T1799A mutasyonu protein iiriininde V60OE
(6nceki ismi V599E) amino asit degisimine ve dolayis1 ile BRAF kinazin siirekli aktif
kalmasina neden olur. V60OE mutasyonunun Ser-599’da aktive edici fosforilasyon
bolgesine bitisik negatif yiiklii bir kalint1 ekleyerek BRAF’ 1n aktivasyon segmentinde
fosforilasyonu taklit ettigi diisliniilmektedir (16). Bu mutasyonun normalde BRAF’1
inaktif konformasyonda tutan aktivasyon segmentinin ATP- baglayici P loopuyla olan
etkilesimini bozarak BRAF’1 katalitik olarak aktif forma doniistiirdiigii sanilmaktadir
(15). BRAF V600E mutasyonunun onkojenik ve transforme edici etkisi gosterilmistir
(16). Ik kesfinden bu yana BRAF mutasyonlarimn cesitli insan kanserlerinde degisik
sikliklarda bulundugu bildirilmistir (28). BRAF mutasyonlarinin melanomdan sonra
ikinci en yiiksek siklikla tiroid kanserlerinde bulundugu bildirilmistir(84).

Tiroide spesifik BRAF V600E ekspresyonu gosteren transgenik farelerde
gerceklestirilen deneyler tiimor inisiyasyonu ve farklilasmasinda rol alan mutant
BRAF’1n daha agresif tiimor davranisiyla uyumlu oldugunu gostermistir (42). Lupi ve
ark. calismalarinda klinikopatolojik parametrelerle BRAF V600E mutasyon arasindaki
iligkiler incelendiginde yas ve cinsiyet ile bu mutasyon arasinda bir iligki goriilmemis;

ancak ekstratiroidal invazyon (p<0.0001), multisentrisite (p=0.0026), nodal metastaz
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varlig1 (p=0.0009) ve tiimor kapsiillii olmamast (p<0.0001) ile iliskili bulunmustur (54).
PTK’lh vakalarda ileri yasla birlikte BRAF V600E mutasyon sikligmin yiikseldigini
gosteren caligmalar bildirilmistir (43,63,82).

Namba ve ark. ile Nikiforova ve ark. calismalarinda ilerlemis evre ve
ekstratiroidal yayillma gibi 6zellikleriyle de benzer sonuclar elde etmislerdir (60,63,).
BRAF PTK’lardan tiireyen az diferansiye ve anaplastik karsinomlarda da bulunmaktadir
(68,94). Palona ve ark. caligmalarinda tiroid hiicrelerinde BRAF V600E
ekspresyonunun, NF-«kB’ye bagimli ve MEK-ERK’den bagimmsiz olarak c-IAP-1, c-
IAP-2 ve X-IAP gibi inhibitor apoptotik protein (IAP) ailesi protein ekspresyonunu
uyararak apoptoza karsi direnci artirdigini; diger taraftan matriks metalloproteinaz 1
(MMP1) ve matriks metalloproteinaz 2 (MMP2) ekspresyonlarim artirarak hiicre
invazyonunu artirdigim1  bildirmislerdir (68). BRAF V600E ekspresyonunun tiroid
bezinde sodyum-iyot simporter ekspresyonunu ve membrana hedeflenmesini bozarak
tedavi amaciyla kullanilacak olan Iyot-131 tutulumunda azalmaya neden oldugu ve bu
nedenle papiller tiroid kanserlerinin yiiksek tekrarlama riski ile uyumlu bir tam faktorii

olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (74).

2.3. Sitokrom P450 Enzimleri

[laglarin ve diger kimyasallarin metabolizmasindan sorumlu faz 1 enzimleri olan
sitokrom P450’ler (CYP) hem iceren enzim siiper ailesindendir. CYP450 ismini
almalarmin nedeni kimyasallarm indirgenmis hem (Fe®*) enzimiyle baglandiklarinda,
karbon monoksidin de bu komplekse baglanarak spektrofotometrede 450 nm
karakteristik dalga boyunda 15131 abzorbe etmelerinden dolayidir. (58). Insanlarda
bilinen 57 aktif CYP geni ile 58 psddogen bulunmaktadir. Bu genlerin ¢ogu
polimorfiktir. Bilinen 434’ten fazla CYP450 alleli vardir. (3,72).

[laglarin ve ksenobiyotiklerin metabolizmasinda, steroid hormonlarin biyosentezinde,
doymamis yag asitlerinin hiicre ic¢i habercilere oksidasyonunda ve yagda ¢Oziinen
vitaminlerin metabolizmasinda bazi1 reaksiyonlarin katalizlenmesinde kritik rol
oynamaktadirlar (33). P450’ler oksijenaz enzim smifina mensupturlar ve ozellikle
monooksijenaz aktivitesi gosterirler. Yaklasik 16 farkli ailesi olan P450’lerin bir ¢ok da

alt aile gruplar1 bulunmaktadir (73).
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Genetik polimorfizmler, ¢evresel faktorler, fizyolojik durum ve hastalik durumu
gibi faktorler CYP450 aktivitesinde varyasyonlara yol agmaktadir. Bu da bireyler

arasinda ilag metabolizmasi agisindan biiyiik farklar olmasina neden olmaktadir (35).

2.3.1. CYP2D6 Enzimi

Hepatik ksenobiyotik metabolize eden diger CYP450 enzimlerinin aksine
CYP2D6 enzim ekspresyonu, bilinen diger cevresel faktorlerle regiile edilmezler ve
hormonlarla indiiklenmezler. Enzimin bilinen bir endojen fonksiyonu yoktur ama bazi
norotransmitterlerin metabolizmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Yakin zamanda
enzimin spesifik bir 5-metoksiindolamin O-demetilaz oldugu (93) ve 5-
metoksitriptaminin de enzim i¢in bir substrat oldugu gosterilmistir (92). Bu substratlarin
yaninda 6zellikle alkoloidler olmak iizere gida igeriklerinin metabolizmasinda da major

rolii olabilir.

CYP2D6 polimorfizmleri ortaya ¢ikan aktivite diizeylerine gore yavas, orta, hizl
ve ¢ok hizli metabolize ediciler olarak 4 sinifa ayrilabilir (39). G1934A mutasyonu
tagityan, yavas metabolize edici CYP2D6*4’iin allel frekansi beyazlarda % 12-21,
Asyalr’larda % 1, siyahlarda % 2, Etiyopyalr’larda ve Arap’larda % 1-4’tiir (36). Yavas
metabolize ediciler iki hatali CYP2D6 alleline sahiptir ve ilaclar1 metabolize etme
yetenekleri ¢cok yavastir. Bunun sonucunda enzimin substrati olan ilaclar biiyiik oranda
metabolize edilemeden birikirler; yan etki gelisimi, ilag-ila¢ etkilesimi riski artar ve
CYP2D6 aktivasyonuna gereksinim duyan ilaclarin etkinligi azalir. Dolayisiyla
onkolojide, hastaya en az bes ilacin birlikte verildigi kemoterapi uygulamalarinda

ilaclarin dogru secilmesi tedavinin basarisi acisindan 6nemlidir (4).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim

Bu calismada [.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji ABD’na basvuran
papiller tiroid karsinomu nedeniyle ameliyat olmus 105 hastanin cerrahi rezeksiyon
materyallerinden hazirlanmis ve 3 adet hazir blok olmak {izere 108 adet parafin blok
icinde saklanan tiimor doku 6rnegi kullanilmistir (72 adet klasik tip PTK; 36 adet
follikiiler varyant PTK). BRAF V600E mutasyonu arastirilmasinda kontrol grubu
olarak bu hastalara ait tiimor cevre dokular1 kullanilmigtir. CYP2D6*4 polimorfizmi
aragtirilmasinda kontrol grubu olarak tiroid karsinomu, hipertiroidi veya hipotroidi
hikayesi olmayan 114 adet saglikli goniilliiden alinan periferik kan ornekleri

kullanildi. Géniilliiler karaciger transplant dondr adaylartyda.

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Agaroz, Amonyum asetat, Amonyum kloriir, Asetik asit, Borik asit,
Hidroklorik asit, Bromfenol mavisi, dNTP seti, EDTA, Etanol (%99), Etidyum
Bromid, Potasyum bikarbonat, Sodyum dodesil (lauryl) siilfat, Sodyum hidroksit,
Taq polimeraz, Ksilen, Proteinaz K, Potasyum hidroksit, DNA markeri (50 b¢ ve 100
b¢’lik), BstN1 (Mval) restriksiyon enzimi.

3.3. Kullamlan Gerecler

Bioer XPCycler PZR cihazi, Otoklav, Etiiv, Hot plate, Dijital Goriintiileme
sistemi, Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation), Hassas terazi
(Scaltec), Gel Logic 100 goriintilleme sistemi, Isiticih manyetik karistirici
(Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifiij (TDX), pH metre (Hanna),
Pipet takim1 (Eppendorf), Falkon santrifiij (Hettich), Spektrofotometre (Biochrom-
S2100 diode array spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), Elektroforez
Sistemi (E-C 350 MIDICELL).
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3.4. Kullanmilan Cozeltiler
3.4.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

3.4.1.1. Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

Amonyum kloriirden 8,74 gram, Potasyum bikarbonattan 1 gram, 0,5
molarlik Etilen diamin tetra asetattan (EDTA) 200 pl olgiilii kap igine alind1
ddH;0’dan 900 ml eklenerek c¢ozeltinin pH'st 1 normal NaOH ile 7,4'e ayarland1.
Daha sonra balon joje i¢ine alinarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti 1s1ya dayanikli

cam siselere aktarilarak 120°C'de 15 dakika otoklavlandiktan sonra +4°C'de saklandi.

3.4.1.2. 0,5 M Disodyum etilentetraasetat (EDTA) Cozeltisi (pH 8,0)

Etilen diamin tetra asetattan 186,1 gram tartilarak beher icine alind1 ve 800
mililitre ddH,O eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildii ve
pH’s1 sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak ddH,O ile 1litreye tamamlanda.
Cozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.3. 4 M Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum kloriirden 233,6 gram tartilarak olciilii kaba alind1 ve iizerine 800 ml
ddH;O0 ilave edildi. Manyetik karistiric1 yardimiyla iyice ¢ozdiiriildiikten sonra olciilii
balon jojeye aktarillarak 1 1’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.4. Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Lysis Buffer-WBL)

Balon jojeye 25 ml 4 M sodyum kloriir ve 50 ml 0,5 M etilen diamin tetra asetat
(EDTA) aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda 1sisinda saklandu.

3.4.1.5.1 M Tris Tamponu (stok)

Tris bazdan 121,1 gr tartilarak 6lgiilii kaba alind1. Uzerine 42ul hidroklorik asit
ile yaklagitk 800 ml ddH,O eklenerek manyetik karigtiricti yardimiyla iyice
¢Oziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlanir. Hazirlanan

cozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
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3.4.1.6. 9,5 M Amonyum Asetat

Amonyum asetattan 73,22 gr tartilarak 6lciilii kap icine alindi. Uzerine 80 ml
ddH,O eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarild1 ve ddH,O
ile 100 mlI’ye tamamlandi. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve
+4°C’de saklanda.

3.4.1.7. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Sodyum dodesil siilfattan 10 gram tartildi. SDS tozlarim1 kaldirmamaya dikkat
ederek Olciilii kap igine alind1 ve tizerine 80 ml ddH,O eklendi. Manyetik karistirict
yardimu ile ¢oziindiiriildii ve pH’s1 7,2’ ye ayarlandi. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek
sterilize edildi ve oda 1s1sinda saklandi.

3.4.1.8. Proteinaz K (20 mg/ml)
Proteinaz K’dan 20 mg tartilarak steril bir gode icinde steril ddH,O ile 1 ml’ye
tamamland1 ve -20°C’de saklanda.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilacak Cozeltiler

3.4.2.1. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

Etidyum bromiir’den 10 gr tartilarak steril ddH»O ile 10 mI’ye tamamlandi.

3.4.2.2. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)

Yiikleme tamponu icin 20 gr Ficoll 400, 1 gram SDS, 1,2 ml 0,5 M’Iik EDTA,
1 ml 1 M’lik Tris (pH 8.0), 200 mg Bromo fenol mavisi, 200 mg Ksilen siyanol

tartilarak steril ddH,O ile 100 mI’ye tamamlandi. Oda 1sisinda saklanda.

3.4.2.3. Tris-Borikasit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

TBE hazirlamak i¢in 54 gr Tris baz ve 27,5 gr Borik asit, 20 ml1 0,5 M’lik EDTA
(pH’s1 8.0) ve 800 ml ddH,O manyetik karistiricida ¢oziindiiriildiikten sonra balon
jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandu.



21

3.5. Kullamlan Yontemler

3.5.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu Miller ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen yontemle gerceklestirildi. EDTA’ tiiplere alinan 10 mlI’lik kan ornekleri
calisma icin falkon tiiplerine aktarildi. Uzerlerine 1:3 oraminda lizis ¢ozeltisi eklenerek
+4°C’de 15 dk bekletildi. Daha sonra 1500 rpm'de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant
kisimlar1 atilarak peletler tamamen siispansiyon durumuna getirildi ve tizerlerine tekrar
15-20 ml lizis ¢ozeltisi eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dk bekletildikten sonra 10 dk
1500 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant kisimlar1 atild1 ve siispanse olan pellet iizerine
500 ul %10’luk SDS, 75 pl proteinaz K ve 16kosit parcalama ¢ozeltisi eklenerek
56°C’de su banyosunda bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 1 ml Ornek bagina
0,37 ml 9,5 M’lik amonyum asetat ¢6zeltisi eklendikten sonra karistirildi ve 3000
rpm’de 25 dk santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasi siipernatant
kismi1 temiz bir tiipe aktarildi ve iizerine 1:2 oraninda %99’luk absolii alkol eklendi ve
DNA’nin presipitasyonu saglandi. Yogunlasan DNA’min alkol yiizeyine c¢ikmasi
beklendi ve DNA mikropipet ucuyla alindi. Alinan DNA %70’lik alkolde yikandi ve

korunmak iizere Tris-EDTA ¢6zeltisinde ¢oziindiiriilerek +4°C’de saklandi.

3.5.2. Parafin Bloga Gomiilii Dokularin DNA izolasyonu Oncesi Hazairlanmasi

Cerrahpasa Tip Fakiiltesinde tiroid dokusu cerrahi rezeksiyonla g¢ikartilmis;
okiilt olmayan, Klasik Tip ve Folikiiler Varyant Papiller Tiroid Karsinomu tanisi1 almis
olan 108 hasta (56 klasik tip PTK; 53 folikiiler varyant PTK) patoloji rapor arsivinden
tespit edildi. Bu hastalarin cerrahi rezeksiyon materyallerinden hazirlanmig parafin
bloklar1 ve bu bloklardan kesitler alinarak hazirlanmis olan cam preparatlar Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Patoloji ABD arsivinden ¢ikartildi. Patolog esliginde mikroskopla
incelenmeleri sonucunda hastalarin tiimoér ve cevre dokularina ait bolgeler cam
preparatlar ve parafin bloklar iizerinde isaretlendi ve ardindan steril igne uglari

kullanilarak steril 1,5 ml'lik tiiplere alindi.
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3.5.3. Parafin Bloga Gomiilii Dokulardan DNA izolasyonu

Ticari bir firmaya ait kit (Purelink™ Genomik DNA izolasyon Kiti, invitrogen)
kullanilarak parafin bloga gomiilii timor ve ¢evre dokularindan DNA izolasyonu
yapildi. Asagidaki basamaklar uygulandi:

1. Is1 bloklar1 37°C ve 50°C’ ye ayarland1.

2. Yaklasik 20’ser mg’lik doku pargalarimin {izerine 1’er ml ksilen eklendi.
Vorteksle karigtirildiktan sonra 30 dk oda 1sisinda bekletildi.

3.3 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atild1.

4. 1 ml %99’luk absolii etanol eklendi. Vorteksle karistirilda.

5.3 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atild1.

6. 4 ve 5. basamaklar tekrar edildi.

7.37°C’de 10 dk ve 50°C’de 10 dk tutularak alkol buharlastirilda.

8. 180 pl digesyon buffer eklendi. Vorteksle iyice karistirildi.

9. 20 pl proteinaz K eklendi. Hafifce vortekslendi.

10. Gece boyunca 50°C’de inkiibe edildi.

11. 3 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant temiz tiipe aktarildi.

12. 20 pl RNaz eklenmesinin ardindan 2 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.

13. 200 pl binding buffer eklendi ve kisaca vortekslendi.

14. 200 pul %99’ luk etanol eklendi ve iyice vortekslendi. Lizat filtreli tiipe alind1.

15. 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alt tiip degistirildi.

16. 500 pl wash buffer I eklendi. 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alt tiip
bosaltild1.

17. 500 pul wash buffer II eklendi. 13000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

18. Filtre temiz kapakli tiipe alindi. 50 pl 6nceden 60°C’ye 1sitilmig ddH,O
eklendi. Bir dk bekletildi.

19. 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmenin ardindan filtre atild1.

3.5.4. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA orneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan
once her drnekten 20 pl alinarak iizeri 380 pul 0,5X TE tamponu ile tamamland1 ve bu
sekilde 1/20 diliisyonu saglandi. Bu diliisyon Orneklerinin daha sonra

spektrofotometrede 260nm ve 280 nmdalga boylarinda OD 6lctimleri yapildi.
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Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan dl¢iimlerle
DNA’nin safligi ve konsantrasyonu belirlendi. DNA’nin 50 pg/ml ¢ift iplik¢ikli
iceriginin 260 nm dalga boyunda bir optik dansite verdigi kabul edilmektedir. 260
nm’deki Olciim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu
hesapland:.

DNA konsantrasyonu: ODy69 X 50 pg/ml X Sulandirma oram

DNA orneklerinin safligt OD,go/ OD,gp oram kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD2go/ OD2go degeri yaklasik 1,8’dir. ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD2go/ OD2gp degeri 2°den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelmektedir.
3.5.5. MASA-PZR Yontemiyle BRAF V600E Mutasyonu Saptanmasi

3.5.5.1. PZR’de Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA Tagq polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EPO402)
PZR reaksiyonundaki konsantrasyonu 2,5 U olacak sekilde 50 ul’lik PZR

karigimina 0,5 pl eklendi.
10 X Taq PZR Tamponu (NH4)SO4’lii (Fermentas EPO402)
Tris-HCI’den 100 mM (pH 8,8, 25°C’de), 500 mM KCl ve %0,8 Nonidet P40

iceren 10X Taq PZR tamponundan 50 pl’lik PZR karigimina 5 pl eklendi.

MgCl, (25 mM/ml, Fermentas EPO402)

50 ul’lik PZR karigimina 1,6 pl MgCl, eklendi.

dNTP’ler (100 pmol/ml)(Fermentas RO171)

dNTP’lerden (dATP, dGTP, dCTP, DTTP) 10’ar pl almip (toplam 40 ul) 1
ml’lik tiipe konuldu ve iizerine 960 pl distile su eklenerek (dH,O) 1000 pul 1 mM’ ik
dNTP karigimi hazirlandi ve -20°C’de saklandi. 50 pl’lik PZR karigimina 3 pl
eklendi.

3.5.5.2. 7’inci Kromozomda BRAF Geni Ekzon 15 Bolgesinin MASA-PZR

Yontemiyle Cogaltilmasi

BRAF geninin 15. ekzonunda ortaya ¢ikan BRAF V600E mutasyonunun
belirlenmesi i¢in gen bolgesini ¢ogaltmada kullanilan primerlerin dizisi asagida

verildigi sekildedir. Bu primerler insan genom databaseleri kullanmilarak dogrulanmis



primer dizileridir. Primerler kullamlmadan o6nce sulandirilarak 100 pmol/ul’lik
stoklar hazirlanmistir. PZR’de kullanilmadan 6nce 12,5 pmol/ul olacak sekilde

sulandirilmastir.

[leri Primer 1: 5°- TAG GTG ATT TTG GTC TAG CTA CAG T-3’

[leri Primer 2: 5°- GGT GAT TTT GGT CTA GCT ACA AA-3’

Geri Primer: 5° GGC CAA AAATTT AAT CAG TGG A-3’

BRAF geninin 15. ekzonunun cogaltilmasi i¢in PZR karisimi asagidaki
gibidir:

50 pl’lik karisim; dH>0 33ul, dNTP 3 pl, PZR tamponu 5 pl, MgCl, 1,6 pl,
her bir primerden 0,5 ul, Taq polimeraz 0,4 pl.

Normal tip ve mutant tip ekzon 15°i cogaltmak iizere her ornek icin ikiser tiip
hazirlandi. Normal tip icin ileri primer 1; mutant tip icin ileri primer 2 kullanildi.
Ikisinde de ayn1 geri primer kullanildi.

Taq polimeraz eklendikten sonra tiip icindeki bilesenler pipetleme islemi ile
karistirildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik tiiplere 44 ul PZR karisimi konuldu. Daha
sonra her tiipe 6 pl DNA (30-100 ng) eklendi. Tiipler PZR cihazina yerlestirildi.

3.5.5.3. PZR Sartlan

BRAF geninin 15. ekzonunun c¢ogaltilmasinda kullanilan primerler icin
baglanma 1s1s1 58°C olarak saptanmistir. Optimize edilmis PZR sartlar1 Tablo 3-1°de

gosterilmistir.
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Tablo 3-1: BRAF geninin 15. ekzonunun ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR sartlari

94°C 2 dk

94°C 30 sn

58°C 30 sn 45 dongii
72°C 30 sn

72°C 5dk
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3.5.5.4. MASA-PZR Uriinlerinin Kontrolii

PZR iiriinlerinin kontrolii i¢in %3’liik agaroz jel hazirlandi. 10 pl PZR {iriind,
1 ul yiikleme tamponu ile karistirildi. Jeldeki kuyulara yiikleme yapildi. Uriinler 100
bp’lik DNA markeri (Fermentas 100 bp marker) ile birlikte yiiriitiildii. Yiiritme

sonrast jel iizerindeki bandlar UV 151k altinda incelendi.

DNA marker
100 bg 1 2

128 bg

Sekil 3-1: 128 b¢’lik normal tip BRAF PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii.

DNA marker
100 bg 1 2

126 be

Sekil 3-2: 126 b¢’lik mutant tip (BRAF V600E) PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii.

1 no’lu 6rnek BRAF V600E mutasyonlu, 2 no’lu 6rnek normal tiptedir.

3.5.5.5. MASA-PZR Yontemi ile Elde Edilen Sonuclarm Degerlendirilmesi

[leri primer 1 kullanilarak yapilan birinci PZR normal tip ekzon 15’in
cogalmasini; ileri primer 2 kullanilarak yapilan PZR ise mutant tipin (BRAF V600E)
cogalmasini saglamaktadir. Normal tipte 128 bg’lik, mutant tipte 126 bg’lik band
olugmaktadir. Ornegin normal tipi icin yapilan PZR sonucu 128 bg¢’lik band
goriilmiis; mutant icin yapilan PZR sonucu band goriilmemis ise hastada BRAF
V600E mutasyonu yoktur. Eger her iki PZR iiriinii yiiriitiildiigiinde de band goriilmiis
ise BRAF V600E mutasyonu vardir seklinde degerlendirildi.



3.5.5.6. CYP2D6 Enziminin Gen Bolgesinin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi

Kromozom 22 iizerinde yer alan CYP2D6 gen bolgesinin intron 3 ve intron
4’1in birlesme yerinin cogaltilmas1 amaciyla asagidaki primerler kullanildi.

[leri Primer: 5° CCT TCG CCA ACC ACT CCG- 3’

Geri Primer: 5° AAA TCC TGC TCT TCC CAG GC- 3’

Gen bolgesinin cogaltilmasi i¢in hazirlanan PZR karisimi asagidaki gibidir:

50 ul'lik karisim; dH0 31 pl, dNTP 3 pl, PZR tamponu 6 pl, MgCl, 2,4 pl,
her bir primerden 0,6 ul, Taq polimeraz 0,4 pl.

Taq polimeraz eklendikten sonra tiip icindeki bilesenler pipetleme islemi ile
karistirild1. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik tiiplere 44 ul PZR karisimi konuldu. Daha
sonra her tiipe 6 pl DNA (30-100 ng) eklendi. Tiipler PZR cihazina yerlestirildi.

3.5.5.7. PZR Sartlan

CYP2D6 geninin intron 3 ve intron 4’iin birlesme yerinin ¢ogaltilmasi
amactyla  kullanilan primerler i¢in baglanma 1sis1 63°C olarak saptanmistir.

Optimize edilmis PZR sartlar1 Tablo 3-2’de gosterilmistir.
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Tablo 3-2: CYP2D6 geninin intron 3 ve intron 4’iin birlesme yerinin cogaltilmasi

amaciyla kullamilan PZR sartlar

94°C 5 dk

94°C 45 sn

63°C 45 sn 45 dongii
72°C 60 sn

72°C 7 dk

3.5.5.8. PZR Uriinlerinin Kontrolii

Cogaltilan bolgeye ait PZR iriinlerinin kontrolii icin %2’lik agaroz jel
hazirlandi. 10 pl PZR iiriinii, 1 pl yiikleme tamponu ile karistirildi. Jeldeki kuyulara
yiikleme yapildi. Uriinler 100 bg’lik DNA markeri (Fermentas 100 b¢ marker) ile
birlikte yiiriitiildii. Yiiriitme sonrasi jel tizerindeki bandlar UV 151k altinda incelendi.

Cogalma iirlinlerinin gostergesi 354 b¢’lik bandlarin goriilmesi idi.
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DNA Marker
(100 be) 1 2

354 bg

Sekil 3-3: 354 b¢’lik CYP2D6 genine ait PZR iiriiniiniin agaroz jeldeki goriintiisii

3.5.5.9. PZR ile Cogaltilan CYP2D6 Geni intron 3 ve Ekzon 4 Birlesme Yerinin
RFLP Yontemi ile Kesilmesi

Cogaltilan 354 bc¢’lik PZR fiiriinlerinin kesilmesi amaciyla BstN1 (Mval)
enzimi kullanildi. Bu amacla kesim miski hazirlandi. Her 6rnek icin 0,2 pl BstN1
kesim enzimi, 2 pl R tamponu, 7,8 pl su kullanilarak miks hazirlandi. 0,2’lik tiipe
alindi. Uzerine 10 pl PZR iiriinii eklendi. PZR cihazinda 37°C’de 2 saat inkiibe
edildi. BstN1 enziminin DNA dizisinde kestigi yer asagida goriilmektedir.

5’...CC/WGG...3

3’...GGW/CC...5

3.5.5.10. Kesim Uriinlerinin Kontrolii

Kesim iiriinlerinin kontrolii i¢in %2’lik agaroz jel hazirlandi. 10 pl kesim
iriinti, 1 pl yiikleme tamponu ile karistirildi. Jeldeki kuyulara ylikleme yapildi
Uriinler 50 b¢’lik DNA markeri (Fermentas 50 bg marker) ile birlikte yiiriitiildii.

Yiiriitme sonrasi jel lizerindeki bandlar UV 151k altinda incelendi.
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DNA Marker
(50 be)
354 be
> 250 bg
104 bg

Sekil 3-4: CYP2D6 kesim iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii.

3.5.5.11. RFLP-PZR Yontemi ile Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Kesim {irlinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda bandlar ii¢ farkh
biiyiikliikte goriildii. Eger cogaltilan dizi BstN1 kesim enzimiyle kesiliyorsa genotip
normal (GG) demekti. Normal tipte 250 ve 104 b¢’lik iki band gozlendi. Cogaltilan
dizi enzimle kesilmiyorsa 354 bg¢’lik tek band goriilmekteydi. Bu band homozigot
CYP2D6*4 polimorfizmi oldugunu goésteriyordu. Ornekte eger her ii¢ band da varsa
(354 be, 250 bg ve 104 bc) bu drnegin polimorfizm yoniinden heterozigot oldugunu

gosteriyordu.

3.5.5.12. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullamlan Istatistiksel Yontemler

Bu caligmanin istatistiksel analizi SPSS 15,0 paket programi kullanilarak
yapilmistir.

PTK vakalarinda BRAF V600E mutasyonu ve CYP2D6*4 polimorfizmi
genotipleri ile histolojik varyantlar ve histopatolojik parametreler arasi iliskilerin
degerlendirilmesinde Pearson X Testi ve T-Testi kullamldi.

[statistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

Tez projemizde 2000-2006 yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji
ABD’na cerrahi materyalleri gelmis 105 adet rezeksiyonla alinmis parafin blok ve 3
adet hazir blok olmak iizere toplam 108 adet parafin blok i¢inde saklanan timér ve
normal ¢evre doku oOrnegi kullamlmigtir. Hastalarin yas ortalamasi 50,56+16,68dir.
CYP2D6*4 polimorfizmi arastirilmasinda kontrol grubu olarak tiroid hastaligi dykiisii
olmayan 114 saglikli goniilliden alinan kontrol kami kullanilmigstir. Kontrollerin yas
ortalamast 32,99+10,46’dir. Hasta grubu okkiilt olmayan Orneklerden randomize
secilmistir.

Bu hastalarin 72’si (%66,7) klasik tip, 36’s1 (%33,3) folikiiler varyant PTK
tanis1 almstir.

Hastalarin 28’1 (%25,9) multifokalite gosteriyordu.

Tiimor sinirlarina gore 27(%25)’si ekspansif, 64(%59,3)’1i infiltratif, 13(%12)’1
miks karakterdeydi.

Tiimor dis1 cevre dokunun 76(%70,4)’s1 adenomatdz hiperplazi, 6(%5,6)’s1
diffiiz hiperplazi, 15(%13,9)’i lenfositik tiroidit, 2(%1,9)’si Hashimato tiroidit,
2(%1,9)’si timor ve 3(%2,8)’1 normal dokudan olusmaktaydi.

Vakalarin 74(68.,5)’liniin uzak cevre dokusu yoktu. Geriye kalan 7(6,5)’sinde
adenamat6z hiperplazi, 1(%0,9)’inde diffiiz hiperplazi, 9(%8,3)’unda lenfosidik
tiroidit, 5(%4,6)’inde adenom, 1(%0,9)’inde hurtle hiicreli adenom, 2(%1,9)’sinde lokal
fibroz, 4(%3,7) tinde hurtle metaplazi ve 1(%3,7)’inde normal doku vardi.

Calismamizda BRAF V600E mutasyonu saptanan tiim ornekler heterozigottu.
Timor dokularinin 57(%52,8)’sinde BRAF V600E mutasyonu saptandi. Tiimorlerin
cevre normal dokularinin 8(%7,4)’inde BRAF VO600E mutasyonu saptandi. Yine
elimizdeki doku orneklerinden 42’si randomize segilerek bunlara ait farkli parafin
bloklardan yeniden DNA izolasyonu yapildi ve mutasyon durumu arastirildi. Orneklerin
iki tanesi hari¢ tiimii 6nceden izole edilenlerin sonug¢lariyla ayni sonuglara sahipti.

CYP2D6*4 polimorfizmi ¢aligmasi sonucu, hasta grubundan 54(%50) vaka
homozigot normal genotipte (hizli metabolize edici), 15(%13,9) vaka heterozigot
mutant ve 7(%6,5) vaka homozigot mutant (yavas metabolize edici) bulunmustur.

Hastalarin 32’sine ait genotiplendirme yapilamamigstir. Kontrol grubunda 92(%80) vaka
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homozigot normal genotipte, 19(%16) vaka heterozigot mutant ve 3(%2,6) vaka

homozigot mutant bulunmustur (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: CYP2D6*4 polimorfizminin kontrol ve hasta grubundaki frekanslari

KONTROL HASTA
GENOTIP N=114 (N%) N=76 (N%)
HME (GG) 92(%830) 54(71,1)
HeME (GA) 19(%16) 15(19,7)
YME (AA) 3(%2.6) 7(9.2)

HME: Hizli Metabolize Edici
HeME: Heterozigot Metabolize Edici
YME: Yavas Metabolize Edici
Hasta grubunda ‘A’ allel frekanst %19, ‘G’ allel frekans1 %81 iken; kontrol
grubunda ‘A’ allel frekans1 %11, ‘G’ allel frekans1 %89 bulunmustur.

Calisma grubumuzdaki tiimor varyantlar1 olan klasik tip ve folikiiler varyant
PTC vakalar1 yas, cinsiyet ve histopatolojik ozellikleri bakimindan karsilastirilmistir.
Klasik tip varyantli vakalarin yas ortalamas1 52,88+17,11; folikiiler varyantlilarin ise
44,94+15,216 idi. Iki grup arasinda kadm erkek dagilimi ayn: bulunmustur (X*=0,
p=1). Tiimor varyantlar1 timor sinirlart agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (X2:16,993, p=0,000). Multifokalite acisindandan aralarinda
anlamli fark bulunmamustir (X2:0,424, p=0,515, OR=1,346, %95 CI=0,549-3,297).
Tiimor dist ¢evre dokular1 arasinda anlamli fark gozlenmemistir (X2:9,313, p=0,097).
Tiimor dist uzak cevre dokular1 arasinda da anlamh fark gozlenmemistir (X2:5,253,
p=0,730). Timor varyantlarmin histopatolojik 6zelliklerinin dagilimi tabloda

gosterilmistir (Tablo 4-2)

Tablo 4-2:Tiimor varyantlarinda hastalara ait histopatolojik verilerin dagilinm

Klasik Tip PTK |FVPTK

Yas 52,88+17,11 44,94+15,21
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Cinsiyet Kadin 52(%72,2) 26(%72,2)

Erkek 20(%27,8) 10(%27,8)
Tumor sinirt Ekspansif 9(%13,2) 18(%50)

Infiltratif 48(%70,6) 16(%44,4)

Miks 11(%16,2) 2(%5,6)

Var 17(%24,6) 11(%30,6)
Multifokalite

Yok 52(%75,4) 25(%60,4)

Adenomatoz hiperplazi |55(%80,9) 21(%58,3)

Diffiiz hiperplazi 2(%2,9) 4(%11,1)

Lenfositik tiroidit 7(%10,3) 8(%22,2)
Timor disi cevre doku

Hashimato 1(%1,5) 1(%2,8)

Tiimor 2(%2,9) 0

Normal 1(%1,5) 2(%>5,6)

Yok 47(%69,1) 27(%75)

Adenomatoz hiperplazi |5(%7,4) 2(%S5,6)

Diffiiz hiperplazi 1(%1,5) 0

Lenfositik tiroidit 5(%7,4) 4(%11,1)
Timor disi uzak cevre

Adenom 4(%5,9) 1(%2,8)
doku

Hurtle hiicreli adenom |1(%1,5) 0

Fokal fibroz 2(%2,9) 0

Normal 0 1(%2,8)

Hurtle metaplazi 3(%4.,4) 1(%2,8)

BRAF V600E mutasyonu klasik tip PTK’larda
diizeyde yiiksek bulunmustur (X2:10,700, p=0,001, OR=0,249, %95 CI=0,106-
0,586)(Sekil 4-1). Tiimor dis1 cevre normal dokuda bu mutasyonun varligir yoniinden
PTK varyantlar arasinda anlamli fark gozlenmemistir (X*=0,334, p=0,563, OR=0,616,

FVPTK’lara gore anlaml

%95 CI=0,118-3,226). CYP2D6 genotiplerine gore klasik ve folikiiler varyant PTK

vakalarinda anlaml fark saptanmamistir (X2:0,475, p=0,788) (Sekil 4-2). Klasik tip ve
Folikiiler Varyant PTK’larda BRAF V600E mutasyonu ve CYP2D6 genotip dagilimi

tabloda gosterilmistir (Tablo 4-3).
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Tablo 4-3: Tiimor varyantlarinda BRAF V600E mutasyonu ve CYP2D6%4 genotip

dagilim
Klasik Tip PTK Folikiiler Varyant PTK
Tiimorde BRAF|Var 46(%63,9) 11(%30,6)
V600E mutasyonu Yok 26(%36,1) 25(%69,4)
Timoér dist  gevre
Var 6(%9) 2(%5,7)
dokuda BRAF V600E
Yok 61(%91) 33(%94,3)
mutasyonu
GG 40(%70,2) 14(%73,7)
CYP2D6*4
GA 11(%19,3) 4(%21,1)
polimorfizmi
AA 6(%10,5) 1(%5,3)
50
BERAT Vi00E ()

407

0=

San

20

Klasik Tip PTK

B BRAF VS0OE ()

Folitiler Varvant PTE

Sekil 4-1: Klasik Tip ve Folikiiler Varyant PTK’larda BRAF V600E mutasyonu dagilim
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BRAF V600E mutasyon varhigi pozitif ve negatif olan vakalarin cinsiyetleri bakimindan
aralarinda anlamli fark bulunmamistir (X2:2,721, p=0,099, OR=0,489, %95 CI=0,207-
1,152). Tumoér sinirn 6zellikleri yoniinden de aralarinda anlamli fark bulunmamistir
(X2:3,417, p=0,181). Multifokalite yoniinden aralarinda anlamli fark gézlenmemistir
(X2:0,070, p=0,791, OR=1,124, %95 CI=0,473-2,675). Timoér dis1 cevre doku
ozellikleri ile iki grup arasinda anlamli fark bulunmamigtir (X2:7,947, p=0,159). Tiimor
dis1 uzak cevre doku bakimindan iki grup arasinda anlamli fark bulunmamistir
(X*=11,935, p=0,154). Dokularin histopatolojik 6zelliklerinin BRAF V600E mutasyonu

tagiyan ve tasimayan vakalar arasinda dagilimlar1 tabloda verilmistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Histopatolojik 6zelliklerin BRAF V600E mutasyonu tasiyan ve tasimayan

vakalarda dagilimm

BRAF V600E| BRAF V600E
Pozitif Negatif

Yas 54,63+£16,63 45,31£15,86
Cinsiyet Kadin 45(%78.9) 33(%64,7)

Erkek 12(%21,1) 18(%35,3)
Tumor sinirt Ekspansif 10(%18.,9) 17(%33,3)

Infiltratif 37(%69,8) 27(%52,9)

Miks 6(%11,3) 7(%13,7)

Var 15(%27,8) 13(%25,5)
Multifokalite

Yok 39(%72,2) 38(%74,5)

Adenomatoz hiperplazi |43(%81,1) 33(%64,7)

Diffiiz hiperplazi 4(%17,5) 2(%3.,9)

Lenfositik tiroidit 5(%9,4) 10(%19,6)
Tiimor disi cevre doku

Hashimato 0 2(%3.,9)

Tiimor 0 2(%3.,9)

Normal 1(%1,9) 2(%3.,9)

Adenomatoz hiperplazi |1(%1,9) 6(%11,8)
Timor dis1 uzak cevre

Diffiiz hiperplazi 1(%1,9) 0
doku

Lenfositik tiroidit 4(%17,5) 5(%9,8)
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Adenom 4(%1,5) 1(%2,0)
Hurtle hiicreli adenom |0 1(%2,0)
Fokal fibroz 2(%3,8) 0

Normal 0 1(%2,0)
Hurtle metaplazi 1(%1,9) 3(%5,9)

40~ CYPIDS
[
M e
[Jas
20

Sayt

107

Elasik Tip PTE Folildiler Varvant PTE
Sekil 4-2: Klasik Tip ve Folikiiler Varyant PTK’larda CYP2D6 genotip dagilim
Son olarak timor dokularinda BRAF V600E mutasyonu varligi ile CYP2D6

genotipleri arasindaki iligki arastirilmis ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir (X2=0,574, p=0,751) (Sekil 4-3).
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CYP2D%
30 ..
[
M e
[Jas
=0
Savt
101

ERAF(-) ERAF(+)

Sekil 4-3: BRAF V600E mutasyonu tasiyan ve tasimayan vakalarda CYP2D6 genotip

dagilim.
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5. TARTISMA

Papiller Tiroid Karsinomu yilda 100000°’de 2-4 yeni vaka goriilen en yaygin
endokrin timordiir. Baglica RET onkogeni (101,111) ve son zamanlarda 6nemi
anlagilan BRAF (9,60,63,112) genindeki mutasyonlar PTK’lerde siklikla artmaktadir.
Her iki gen de MAP kinaz sinyal yolagi iizerinden etki etmekte ve bu tiimdriin
patogenezinde merkezi rol iistlenmektedir (16,86). MAP kinaz yolagi reseptor aracilt
sinyalin hiicre membranindan alinarak hiicre icgine iletiminden sorumlu bir kinaz
kaskad1 olarak ¢aligmaktadir. MAP kinaz sinyal yolag: hiicre biiyiimesi, farklilasmasi
ve apoptozu igeren fizyolojik siireglerde rol almaktadir hormonlar, biiyiime faktorleri,
farklilagma faktorleri bu yolagi kullanmaktadir. Sinyal Ras aktivasyonu ile baslar.
Aktive olan Ras Raf’1; Raf da asag dogru diger kinazlar1 aktive ederek sinyalin
niikleusa ulasmasi saglanir. Insan tiimorlerinin  %30’unda Ras-Raf-MAP kinaz
yolagimin asir1 aktivasyonu s6z konusudur, bu siklik tiimorlerdeki Ras mutasyonu
sikligiyla uyumludur (46).

Aktive edici BRAF mutasyonlar1 siklikla kinaz domenin glisinden zengin ilmigi
ve aktivasyon segmentinde gerceklesir. BRAF geni 15’inci ekzonunun 1799’uncu
niikleotidinde timin/adenin (T/A) transversiyonu gerceklesmesi sonucunda 600’iincii
amino asid kalintisindaki valin, glutamata doniisiir. Bu degisim ile BRAF’1n kinaz
aktivitesi siirekli acik kalir. Sonugta ortaya ¢ikan protein NIH3T3 hiicrelerini transforme
edebilen yiiksek kinaz aktivitesi gostermektedir (16,86). BRAF V600OE mutasyonunun
transgenik farelerde tiroid karsinomasim indiikledigi gosterilmistir (42).

BRAF V600E mutasyonunun sporadik tiroid kanserlerinde somatik bir
mutasyon oldugu bildirilmistir (44,116). BRAF mutasyonlarinin en sik malign
melanomlarda (%70), daha sonra kolon, over, akciger kanserlerinde ve sarkomalarda
(%10-20) goriildiigii bildirilmistir. (16). Cesitli yaymnlarda tezimizin de konusu olan
papiller tiroid kanserlerinin % 29-83’tinde BRAF V600E mutasyonu varligi
bildirilmistir (44,63,102,114). Tiroid tiimorlerinde nadir oldugu bildirilen bir mutasyon
olan BRAF K601 E mutasyonunu Soares ve ark. (2003) calismalarinda iki benign tiroid
adenomunda, Trovisco ve ark. (2004) caligmalarinda sadece 3 folikiiler varyant PTK’da

saptamiglardir (112,113). BRAF K601’e gore daha yaygin olmakla birlikte, diger nadir



37

gorillen BRAF gen mutasyonu olan AKAP9-BRAF yeni diizenlenmesi Onceden
radyasyona maruz kalmayla iligkilendirilmistir (113).

PTK’larda BRAF VO600E mutasyonu klinik  ozelliklerle  birlikte
degerlendirildiginde cinsiyet, evre, grade, TNM, multisentrisite ve rekiirrens acisindan
normal genotiptekilerle mutasyonu tagiyan bireyler arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmamistir (26,107,109). BRAF V600E’nin kotii evre ve/veya lokal, uzak
metaztazla ve rekiirrensle iliskili bulundugu caligmalar da vardir (60,63,84,117).

Kimura ve ark. (2003) caligmalarinda 114 vakada BRAF V600E mutasyonu
calismiglardir. PTK’larin %36’sinda  BRAF mutasyonu saptamislardir. Buna karsin
folikiiler tiroid karsinomasi ve benign neoplazmlarda bu mutasyona rastlanmamistir
(44).

Cohen ve ark. (2003) yilinda yaptiklar1 calismada; 35 PTK vakasinin 24’{inde
(%69) BRAF V600E mutasyonu bulmuslardir (9). 2004 yilindaki ¢alismalarinda timor
varyantlar1 acisindan mutasyon sikligini arastirmislar ve klasik tip PTK’l1 42 hastanin
28’1, (%67) folikiiler varyant PTK’lardan da 51 hastanin 6’sinda (%12) BRAF V600E
mutasyonu saptamiglardir (102).

Xu ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢calismada 56 PTK vakasinin 21’inde (%38) BRAF
V600E mutasyonu saptamislardir. Erkeklerde kadinlara gore mutasyon sikligini
istatistiksel olarak anlamli bicimde yiiksek bulmuslardir (p<0,05). Yas artisiyla
mutasyon sikliginin arttigimi ancak bu artisin anlamli olmadigimi bildirmislerdir
(p>0,05). BRAF mutasyonu tasiyan 21 hastanin 8’inin ayn1 zamanda RET/PTK yeni
diizenlenmesine sahip oldugunu saptamislar ve daha genis bir PTK ¢aligma grubunda
BRAF mutasyonu ve RET/PTK yeni diizenlenmesinin iist iiste ¢akisacagim One
sirmiislerdir. Ayn1 vakalarda NRAS ve BRAF mutasyonunun ikisini birlikte
saptamamiglardir (116).

Soares ve ark. (2003) Portekiz’de yaptiklar1 calismada; 50 PTK vakasiin
23’iinde (%46) BRAF V600E mutasyonu saptamislardir (112).

Fukushima ve ark. (2003) Japonya’da yaptiklar1 caligmalarinda 76 PTK
vakasinin 40’1inda (%53) BRAF V600E mutasyonu saptamislardir. Bu mutasyonun
PTK’y1 diger tiroid karsinoma tiplerinden ayiran bir marker oldugunu ve PTK
karsinogenezinde 6nemli rolii oldugunu bildirmislerdir (104).

Namba ve ark. (2003) Japonya’da yaptiklar1 ¢aligmada, 170 PTK vakasinin
49’unda (%29) BRAF V600E mutasyonu bulmuslardir (60).
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Nikoforova ve ark. (2003) Amerika’da caligmada 119 PTK vakasinin 45’inde
(%38) BRAF V600E mutasyonu saptamislardir. Bunlardan 53 klasik tip PTK’min 28’1
(%53) 30 folikiiler varyant PTK’ nin 2°si (%7) 6 Tall-cell varyant PTK’nin 6’s1 (%100)
BRAF V600E mutasyonu tasimaktaydi (63).

Xing ve ark. (2005) Amerika’da yaptiklar1 calismada 30 PTK hastasinin 18’inde
(%60) BRAF V600E mutasyonu bulmuslardir (115).

Trovisco ve ark. (2004) Portekiz’de yaptiklar1 calismada 124 PTK vakasinin
45’inde (%36) 53 Kklasik tip varyantin 28’1 (%53) 32 folikiiler varyantin higbiri 3 tall-
cell varyantin 1’1 (%33) BRAF V600E mutasyonu tasiyicisiyd (113).

Kim ve arkadaslar1 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 70 klasik tip PTK’nin
58’inde (%83) BRAF V600E mutasyonu bulmuslardir(106).

BRAF V600E mutasyonu benign tiroid neoplazmlarinda bulunmayip 6zellikle
PTK’da yiiksek prevalansta bulundugundan diagnostik degeri vardir (84).

Kim ve ark. (2006) vakalarinin tiimi klasik tip PTK olarak segilen
calismalarinda BRAF V600E sikligin1 %73,4 bulmuslardir. Erkek cinsiyet, tiimoriin
biiyiik olmasiyla bu mutasyon arasinda iligki oldugunu ancak; yas, timor smari,
multifokalite, lenf nodu metastaz1 ve timor evresi ile bu mutasyon varligr arasinda iliski
olmadigin1 goézlemlemislerdir (108).

Chung ve ark. (2006) Kore’de 107 PTK hastasinin igne aspirasyon biyopsi
materyallerinde BRAF V60OE mutasyonunu arastirmislardir. Hastalarin 92’sinde (%86)
mutasyon saptamislardir. Caligmalarinda BRAF mutasyonu ile yas, cinsiyet, timor
biiyiikliigli, timor yayilimi, lenf nodu metastz1 ve multrisentrisite arasinda iliski
bulmamusglardir (103).

Rowe ve ark. (2007) Amerika’da 42 PTK vakasi ile yaptiklar1 ¢alismalarinda
klasik tip PTK’larda BRAF V600E mutasyon sikligimt %77,8, folikiiler varyantlarda
%33,3; tim PTK vakalarinda da %62,2 bulmuslardir (110).

Giannini ve ark. (2007) 50 PTK hastas1 ile yaptiklar1 calismada hastalarin
31’inde (%62) (klasik tip PTK’l1 18 hastadan 10’u (%535,5); folikiiler varyant PTK’larda
17 hastanin 9°u (%52.9); tall cell varyant PTK’larda 15 hastanin 12’sinde (%80) BRAF
V600E mutasyonu bulmuslardir. Folikiiler varyant i¢in literatiire gore yiiksek olan bu
siklig1 tiim vakalarin multifokal ve metastatik olmasi ile yorumlamislardir (105).

Lupi ve ark. (2007) Italya’da 500 PTK hastast ile calismalarinda BRAF V600E
sitkliginin  %43,8 oldugunu saptamuslardir. Tiroid disgina invazyon (p=0,0001),
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multisentrisite (p=0,0026), nodal metastaz varlig1 (p=0,00000006), ileri evre (0,00001)
ile mutasyon arasinda onemli derecede iligki bulurken; yas ve cinsiyetle mutasyon
arasinda iliski bulmamigslardir (54).

Riesco-Eizoguirre ve ark. (2006) Ispanya’da 67 PTK vakasinda yaptiklari
caligmalarinda 28’inde (%41,7) BRAF V600E mutasyonu saptamislardir. Bu mutasyon
ile timdr digina yayilim arasinda onemli iliski bulmuslardir. Hastanin cinsiyeti, yasi,
metastaz durumu, hastalik teshis yasinda ise BRAF V600E ile iliski bulmamiglardir.
Klasik tip PTK’da folikiiler varyanta gore daha yiiksek frekansta bulmalarina ragmen
mutasyon acisindan iki timor varyanti arasinda anlamli fark olmadigini
gozlemlemiglerdir. BRAF V600E ekspresyonunun tiroid bezinde sodyum-iyot simporter
ekspresyonunu ve membrana hedeflenmesini bozarak tedavi amaciyla kullanilacak olan
Iyot-131 tutulumunda azalmaya neden oldugu ve bu nedenle PTK’larin yiiksek
tekrarlama riski ile uyumlu bir tam faktorii olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (74).

Palona ve ark. (2006) Japonya’da hiicre kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢calismalarinda
tiroid hiicrelerinde BRAF V600E ekspresyonunun, NF-kB’ye bagimli ve MEK-
ERK’den bagimsiz olarak c-IAP-1, c-IAP-2 ve X-IAP gibi inhibitér apoptotik protein
(IAP) ailesi protein ekspresyonunu uyararak apoptoza karsi direnci artirdigini; diger
taraftan matriks metalloproteinaz 1 (MMP1) ve matriks metalloproteinaz 2 (MMP2)
ekspresyonlarim artirarak hiicre invazyonunu artirdigini bildirmislerdir (68).

Xing ve ark. (2009) PTK nedeniyle cerrahi olarak opere edilecek 190 vakanin
igne aspirasyon biyopsi materyalinde BRAF VO600E sikligim %38 saptamislardir.
Mutasyon siklig1 varyantlar arasinda klasik tip PTK icin %45, folikiiler varyant i¢in
%12, tall cell varyant i¢in %47 bulunmustur. Tiroid disina yayilim (p=0,039) ve
kapsiiler invazyon (p=0,45) ile anlamli bir iliski bulmazlarken, lenf nodu metastazi
(p=0,002) ile anlamli iligki bulmuglardir. Hastalarin yas ve cinsiyetiyle BRAF
mutasyonu arasinda iligki bulunmamistir. Operasyon Oncesi risk belirlenmesinde cok
faydali olacagini bildirmislerdir (118).

Basolo ve ark. (2010) Italya’da tiimor ¢apt 20 mm’nin altinda olan 1060 PTK
vakasinda yaptiklar1 caligmalarinda 473 (%44,6) vakada BRAF V600E mutasyonu
saptamiglardir. PTK varyantlarinda mutasyon frekanslarini mikro PTK’larda % 39.4,
klasik tipte % 69,4, folikiiler varyantta % 21,3 ve tall cell varyantta %79,7 bulmuslardir.
Beklenmedikleri bicimde BRAF V600E mutasyonu frekansi teshis yasi 45 alti olan
vakalarda (%49,4), 45 yas iistii vakalara gore (%40,8) anlamli derecede yiiksek bulundu



40

(p=0,006). BRAF mutasyonu tiimor biiyiikliigii (p=0,0001), multifokalite (p=0,0001),
kapsiil olmamas1 (p=0,0001), tiroid disina yayilim (p=0,0001) ve lenf nodu metastazi
ve ileri evre ile onemli derecede iligkili bulunmustur. Cinsiyetle BRAF mutasyonu
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmamuistir (119).

Xu. ve arkadaglar1 (2003) BRAF V600E mutasyonunun arastirilmasinda bizim
de kendi calismamizda kullanmis oldugumuz MASA- PZR yontemini kullanmislar ve
daha sonra spesifikligini ve giivenilirligini test etmek amaciyla 21 mutasyon tasiyicisi
vakanin 9’unu randomize secerek dizileme yapmislardir. MASA-PZR sonuclarini
dizileme sonuglariyla %100 uyumlu bulmuslar ve yontemin spesifik ve giivenilir
oldugunu bildirmislerdir (116).

Calismamizda PTK’lar Diinya Saglik Orgiitiiniin 2004 smiflandirmasina gore
belirlenmistir. Ancak 0©zellikle 2004 o©ncesi calismalarda aynmi simflandirma
kullanilmadigindan muhtemelen vakalar sonraki ¢aligmalardakilere gére daha heterojen
dagilmastir.

Biz 108 PTK vakasinda yaptigimiz ¢alismamizda vakalarin 57’sinde (52,8)
BRAF V600E mutasyonu oldugunu tespit ettik. Bu bulgu yapilan ¢aligmalarin ¢cogunun
sonuclarina ¢ok (Fukushima ve ark. 2003; Xing ve ark. 2005) benzerdir. Elde ettigimiz
sonuglar BRAF V600E sikligin1 %69 bulan Cohen ve ark. (2003), %83 bulan Trovisco
ve ark. %73 bulan Kim ve ark. (%2006), %86 bulan Chung ve ark. (2006) calismalarina
gore diisiik bulunmustur. Buna karsin Namba ve ark. (2004); Kimura ve ark. (2003)
calismalarina gore de yiiksektir. Onceki calismalarda bu kadar farkli sonuglar elde
edilmesinin nedeni vaka sayilarmin kimi c¢aligmalarda ¢ok diisiikk tutulmasindan ve
laboratuarlar arasi farkliliklardan kaynaklanabilecegini diisiiniiyoruz.

Calismamizda BRAF V600E’nin klasik tip PTK’deki sikligt %63.,9, folikiiler
varyantlardaki siklig1 ise %30,6 bulunmustur. Onceki ¢alismalarin neredeyse tiimiinde
bu mutasyon dominant olarak klasik tip PTK’da bulunmaktaydi. Elde ettigimiz sonug
literatiirle uyumludur.

Timor dis1 ¢evre dokularin 8’inde (%7.,4) BRAF V600E mutasyonu tespit
edilmistir. Fenotipik olarak heniiz o bolgede PTK o6zelliklerinin ortaya ¢ikmamasina
karsin molekiiler diizeyde transformasyonun gerceklesmis olabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamizda tiimor simrlar1 agisindan BRAF V600E mutasyonu tasiyan
vakalarda infiltratiflerin siklif1 daha yiiksek bunmustur. Ancak mutasyonu tasiyanlarla

tasimayanlar arasinda anlamli fark bulunmamistir. Basolo ve ark. (2010) ), Xing ve ark.
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(2009), Riesco-Eizoguirre ve ark. (2006), Lupi ve ark. (2007) tiroid disina yayilimi iki
grup arasinda onemli diizeyde anlamli fark bulmustur. Buna karsin Chung ve ark.
(2006) Kim ve ark. (2006) tiimor sinirlart acisindan fark bulamamistir. Palona ve ark.
(2006) da hiicre kiiltiirlerinde BRAF V600E mutasyonu tasiyan hiicrelerde hiicre
invazyonunun yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda BRAF V600E pozitif kadinlarin sikligi erkeklere gore daha
yitkksek olmasina ragmen cinsiyetle bu mutasyon arasinda anlamli iliski bulunmamastir.
Basolo ve ark. (2010), Xing ve ark. (2009), Lupi ve ark. (2007), Riesco-Eizoguirre ve
ark. (2006), Chung ve ark. (2006) da bizimle aym sekilde cinsiyetle mutasyon arasinda
iliski bulmamiglardir. Kim ve ark. (2006) ise erkek cinsiyetle iliski oldugunu
bildirmislerdir.

Basolo ve ark. (2010), Lupi ve ark. (2007) calismalarinda multifokalite ile
BRAF V600E mutasyonu arasinda iliski bulmuslardir. Chung ve ark. (2006) ise iliski
bulamamistir. Caligmamizda Chung ve ark. gibi multifokalite ile BRAF V600E
mutasyonu arasinda iligki saptanmamuistir.

Ksenobiyotikleri metabolize eden enzimler yaygin olarak polimorfiktir ve
karsinojenleri detoksifiye etme veya prokarsinojenleri aktive etme yetenekleri kisiler
arasinda degiskenlik gostermektedir. Tanimlanan 50’den fazla insan CYP izoenzimi
bulunmaktadir. Bu polimorfik CYP izoenzimleri igerisinde CYP2D6 (debrizokuin 4-
hidroksilaz) simdiye kadar tammlanmis 75°ten fazla allelik varyanta sahiptir.
Epidemiyolojik  ¢aligmalarda  genotoksik = metabolize edici enzimlere ait
polimorfizmlerin baz1 tiimorlerin gelisim riskiyle iligkili olabilecegi bildirilmistir.
Akciger, bas ve boyun, sindirim sistemi, meme, mesane, prostat, deri, tiroid ve
hematolojik kanserleri iceren pek cok tip kanser bu polimorfizmlerle iliskili
bulunmustur (29). CYP2D6 yavas metabolize edici enzim gen polimorfizminin PTK
dahil cesitli kanserlere olan yatkinhigi degistirdigi bildirilmistir (51).  Ancak
calismalardan elde edilen sonuglar etnik ve cografik degisikliklere bagli olarak
farkliliklar gostermektedir (29).

London ve ark. (1997) calismalarinda beyazlarda akciger kanseri ile CYP2D6
polimorfizmi arasinda iligki bildirmemislerdir (120).

Topic ve ark (2000) CYP2D6*4 allel frekansini meme kanseri vakalarinda
%18,4; basg ve boyun kanserli vakalarda %14,3 bulmuslardir. Bu allelli tasimak ile

kanser arasinda anlamli iligki bulmamiglardir (121).
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Sobti ve ark (2006) CYP2D6*4 allel sikligim1 prostat kanseri vakalarinda
kontrolere gore yiiksek bulmugslar ancak istatistiksel bir anlamlilik bildirmemislerdir
(122).

Lemos ve ark. (2007) calismalarinda 187 PTK vakasinda CYP2D6%*4 yavas
metabolize edici enzim polimorfizmini arastirmiglardir. Yavas metabolize edici
genotipin PTK’ya kars1 koruyucu etkisinin oldugu goézlenmistir. CYP2D6’nin bu
etkisini ¢evresel kimyasal tiroid karsinojenlerinin metabolik aktivasyonu veya kansere
neden olan diger genlerle birlikte olasi etkilesimiyle agiklamiglardir (51).

Calismamizda 108 PTK vakasimin 76’sma ait CYP2D6*4 polimorfizmi
genotiplerini saptadik. 32 vakanin sonucunu elde edemedik. Bunun nedeni olarak
kullandigimiz parafine gomiilii arsiv dokularmin DNA kalitesinin ¢ok iyi olmamasi ve
CYP2D6 gen bolgesinin yillar iginde degrade olmus olabilecegini diistinmekteyiz. 76
PTK vakasi saglikli konrollerle karsilastirildiginda CYP2D6*4 yavas metabolize edici
allel bulundurma ile PTK arasinda iliski saptanmamistir. Klasik tip ve folikiiler varyant
PTK vakalar1 arasinda da CYP2D6*4 polimorfizmi acgisindan anlamli fark
bulunmamustir.

Sonug olarak,

Tez caligmamiz Tiirk toplumunda PTK vakalarinda BRAF V600E mutasyonu ve
CYP2D6*4 yavas metabolize edici enzim polimorfizminin incelendigi ilk ¢aligmadir.

BRAF V600E mutasyonu Klasik Tip PTK varyantlarda folikiiler varyantlara
gore anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur.

Histopatolojik  6zelliklerle BRAF V600E mutasyonu arasinda iliski
gozlenmemistir.

BRAF V600E mutasyonunun PTK i¢in Onemli bir marker olarak
kullanilabilecegini ve yeni gelistirilecek ilaglar icin ©6nemli bir hedef molekiil
olabilecegini diisiinmekteyiz.

CYP2D6*4 yavas metabolize edici enzim polimorfizmi ile PTK gelisimi
arasinda iliski bulunmamaistir.

Yaptigimiz cahsmayla BRAF V600E mutasyonu ve CYP2D6*4 yavas
metabolize edici enzim polimorfizmi birlikte degerlendirilmis ve aralarinda iligki
olmadig1 gdzlenmistir. Bulunan sonuglarin desteklenmesi i¢in daha biiyiik hasta kontrol

gruplartyla caligilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Frequency Table
almssekli
Frequency Percent Valid Percent Cumulative Percent
rezeksiyon 105 972 97,2 97,2
Valid |ham blok | 3 ‘ 28 ‘ 28 | 100,0
Total | 108 ‘ 1000 ‘ 100,0 |
timor
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
Valid | papiller 108 | 100,0 | 100,0 | 100,0
okkiilt
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
Valid |YOK | 108 | 100,0 | 100,0 | 1000
Tumorvariants
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
Classic papillar var. 72 66,7 66,7 66,7
Valid | Follicular variant ‘ 36 | 333 | 333 | 1000
Total ‘ 108 | 100,0 | 100,0 |
multifokalite
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
yok 77 713 733 733
Valid  [var | 28 | 259 ‘ 26,7 ‘ 100,0
Total 105 972 100,0
Missing | System 3 2.8
Total | 108 | 1000 ‘ ‘
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tmsinir
Frequency |Percent |Valid Percent | Cumulative Percent
26,0
ekspansif 27 25,0 26,0
Valid ‘inﬁltratif ‘ o4 ‘ 59,3 | 61,5 | 875
miks 13 12,0 12,5 100,0
Total 104 96,3 100,0
|Missing ‘System ‘ 4 ‘ 3,7 | |
Total ‘ 108 ‘ 100,0 | |
tmdisidoku
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
adenomatiz hiperplazi | I | 0.4 | 7.1 7.1
diffiiz hiperplazi 6 5,6 5.8 78.8
lenfositik tiroidit 15 139 144 93,3
Valid |hashimato | 2 | 19 | 19 952
TUMOR 2 19 1.9 97,1
NORMAL 3 2.8 2,9 100,0
Total | 104 | 9.3 | 100,0
Missing | System 4 3,7
Total 108 100,0
tmdisi2
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
yok 74 68,5 71,2 71,2
adenomatoz hiperplazi 7 6,5 6,7 77,9
|difﬁiz hiperplazi | 1 | 9 | 1,0 788
lenfositik tiroidit 9 8,3 8,7 87,5
adenom 5 4,6 4.8 92.3
Valid
|hurt1e hiicreli adenom | 1 | 9 | 1,0 93,3
fokal fibroz 2 1,9 1,9 95,2
NORMAL 1 9 1,0 96,2
hurtle metaplazi | 4 | 37 | 38 100,0
Total | 104 | 9.3 | 100,0
Missing | System 4 3,7
Total 108 100,0
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tiimorbrafv600e
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
|BRAF(-) | 51 ‘ 472 ‘ 472 ‘ 472
Valid | BRAF(+) 57 528 528 100,0
Total 108 100,0 100,0
cevrebrafv600e
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
BRAF(-) 94 87,0 92,2 922
Valid BRAF(+) 8 74 7.8 100,0
Total ‘ 102 ‘ 944 | 100,0 |
‘Missing ‘System ‘ 6 ‘ 5,6 | |
Total ‘ 108 ‘ 100,0 | |
cyp2dé6
Frequency |Percent | Valid Percent | Cumulative Percent
‘GG ‘ 54 ‘ 50,0 | 71,1 | 711
GA 15 139 19.7 90,8
Valid
AA 7 6,5 9.2 100,0
Total ‘ 7 ‘ 704 | 100,0 |
Missing ‘System 2| 26
Total 108 100,0

Tumourvariants*tmsinir

Crosstab
tmsmir Total
ekspansif |infiltratif | miks | ekspansif
Count | 9 | 48 | 11 ‘ 68
% within Tumorvariants 13,2% 706% | 16,2% 100,0%
Classic papillar var.
% within tmsmr 33,3% 750% | 84,6% 65.4%
% of Total | 87% | 462% | 10,6% ‘ 65,4%
Tumorvariants
Count | 18 | 16 | 2 ‘ 36
% within Tumorvariants 50,0% 44.4% 5,6% 100,0%
Follicular variant
% within tmsmir 66,7% 250% | 15.4% 34,6%
% of Total | 173% | 154% | 1,9% ‘ 34.6%
Total Count 104

27| 64|

13‘
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% within Tumorvariants 26,0% 61.5% | 12,5% 100,0%
% within tmsmir | 100,0% | 100.0% [100,0% | 100,0%
% of Total | 260% | 615% | 125% | 100,0%

Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 16,993(a) | 2 ,000
|Likelihood Ratio | 16,654 ‘ 2 | 000
Linear-by-Linear Association 14,283 | 1 ,000
N of Valid Cases 104

a1 cells (16,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4,50.

Symmetric Measures

Value

Asymp. Std. Error(a)

Approx. T(b)

Approx. Sig.

‘ Interval by Interval |Pearson's R | =372 ‘ ,089 | -4,052 ‘ ,000(c)
Ordinal by Ordinal |Spearman Correlation | -,382 ,090 -4,169 ,000(c)
N of Valid Cases 104

a Not assuming the null hypothesis.

b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate

Value

Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant)

(a)

aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2#2 table without empty cells.

Tumourvariants*Sex
Crosstab
| Sex | Total

Women | Men |Women
Count 52 20 72
% within Tumorvariants | 72,2% | 27.8% | 100,0%

Classic papillar var.
% within Sex | 66,7% | 66,7% | 66,7%
% of Total 48,1% | 185% 66,7%

Tumorvariants
Count 26 10 36
% within Tumorvariants | 72.2% | 278% | 100,0%
Follicular variant

% within Sex | 333% | 333% | 333%
24,1% 9,3% 33,3%

% of Total |
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Total

Count

73| 30| 108

% within Tumorvariants | 722% | 278%

100,0%

722% | 27.8%

% within Sex | 100,0%
% of Total |

Chi-Square Tests

Value |df | Asymp. Sig. (2-sided) |Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)

‘Pearson Chi-Square ‘,OOO(b) | 1 | 1,000 | |

Continuity Correction(a) 000 | 1 1,000

Likelihood Ratio ,000 | 1 1,000

Fisher's Exact Test ‘ | | | 1,000 | 594
Linear-by-Linear Association ,000 | 1 | 1,000 | |

N of Valid Cases ‘ 108 | | | |

a Computed only for a 2x2 table

‘ b 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10,00.

Symmetric Measures

Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.

Interval by Interval |Pearson's R ,000 ,096 ,000 1,000(c)
‘Ordinal by Ordinal |Spearman Correlation | 000 ‘ 1096 | 1000 ‘ 1,000(c)

‘NofValid Cases | 108 ‘ | ‘

a Not assuming the null hypothesis.

‘ b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate
‘ Value ‘ 95% Confidence Interval
Lower ‘ Upper | Lower
Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant) | 1,000 409 2,443
For cohort Sex = Women 1,000 ,780 1,282
For cohort Sex = Men ‘ 1,000 ‘ 525 | 1,906
N of Valid Cases ‘ 108 ‘ |

Tumourvariants*multifokalite

Crosstab
| multifokalite | Total
yok var yok
Count 52 17 69
Tumorvariants | Classic papillar var.
% within Tumorvariants | 75.4% | 24,6% | 100,0%

62



% within mulifokalite | 67,5% | 60,7% | 65.7%
% of Total | 49.5% | 16,2% | 65.7%
Count | 25 | 11 | 36
% within Tumorvariants | 69.4% | 30,6% |100,0%
Follicular variant
% within mulifokalite 325% | 393% | 343%
% of Total | 23,8% | 10.5% | 343%
Count 71 28 105
% within Tumorvariants | 73,3% | 26,7% | 100,0%
Total
% within mulifokalite |100,0% |100,0% |100,0%
% of Total | 733% | 26,1% |100,0%

Chi-Square Tests

‘ 105| |

Value |df | Asymp. Sig. (2-sided) |Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square A424(b) | 1 515
Continuity Correction(a) ‘ 175 | 1 | 676 | |
Likelihood Ratio 418 | 1 S18
Fisher's Exact Test 642 335
‘ Linear-by-Linear Association 420 | 1 | 517 | |
N of Valid Cases

a Computed only for a 2x2 table

‘ b 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 9,60.

Symmetric Measures

Value

Asymp. Std. Error(a)

Approx. T(b)

Approx. Sig.

Interval by Interval |Pearson's R ,064 ,099 ,646 ,520(c)
Ordinal by Ordinal |Spearman Correlation | ,064 ,099 ,646 ,520(c)

‘ N of Valid Cases

| 105

a Not assuming the null hypothesis.

b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

‘ 105‘

Risk Estimate
‘ Value ‘ 95% Confidence Interval
Lower ‘ Upper | Lower
0Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant) | 1,346 549 3,297
For cohort mulifokalite = yok 1,085 ,841 1,401
For cohort mulifokalite = var ‘ 806 ‘ 424 | 1,533
N of Valid Cases

63



Tumourvariants*tmdisidoku

64

a 8 cells (66,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,69.

‘Symmetric Measures

Risk Estimate

Crosstab
tmdisidoku Total
adenomatoz diffiiz lenfositik adenomatoz
hashimato | TUMOR |NORMAL
hiperplazi hiperplazi tiroidit hiperplazi
Count 55 2 7 1 2 1 68
% within
80,9% 2,9% 10,3% 1,5% 2,9% 1,5% 100,0%
Classic Tumorvariants
papillar var. % within
72,4% 33,3% 46,7% 50,0% 100,0% 33.3% 654%
tmdisidoku
% of Total | 52.9% | 1.9% | 6,7% | 1,0% | 1.9% 1,0% 654%
Tumorvariants
Count | 21 | 4 | 8 | 1 | 0 2 36
% within
58,3% 11,1% 222% 2,8% 0% 5,6% 100,0%
Follicular Tumorvariants
variant % within
27,6% 66,7% 533% 50,0% 0% 66,7% 34,6%
tmdisidoku
% of Total 20,2% 3,8% 1.7% 1,0% 0% 1,9% 34,6%
Count 76 | 6 | 15 | 2 | 2 3 104
% within
73,1% 5.8% 14.4% 1,9% 1,9% 2,9% 100,0%
Tumorvariants
Total
% within
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
tmdisidoku
% of Total | 73,1% | 5.8% | 144% | 1,9% | 1,9% 2,9% 100.0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
‘Pearson Chi-Square | 9.,313(a) | 5 | 097
Likelihood Ratio | 9614 | 5 | 087
Linear-by-Linear Association 2,142 1 ,143
N of Valid Cases 104

Value

Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant)

(a)

aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2*2 table without empty cells.
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Tumorvariants*tmdig12
Crosstab
| tmdisi2 Total
hurtle
adenomatoz diffiiz lenfositik fokal hurtle
Yok adenom | hiicreli NORMAL yok
hiperplazi |hiperplazi | tiroidit fibroz metaplazi
adenom
Count | 47| 5| 1| 5| 4| 1| 2| 0| 3| 68
K within
Classic 69.1% 7.4% 1.5% 7.4% 5.9% 1.5% 2.9% 0% 4,4% (100,0%
Tumorvariants
papillar
var K within
. 63.5% 71.4% 100,0% 55,6% | 80,0% | 100,0% |100,0% 0% 75.0% | 654%
tmdisi2
% of Total 45.2% 4.8% 1,0% 4.8% 3.8% 1,0% 1,.9% 0% 2.9% | 654%
Tumorvariants
Count | 27| 2| 0| 4| 1| 0| 0| 1| 1| 36
o within
) 75.0% 5,6% 0% 11.1% 2.8% 0% 0% 2.8% 2,8% || 100,0%
Follicular | Tumorvariants
variant % within
36.5% 28.6% 0% 44.4% | 20,0% 0% 0% 100,0% 250% | 34.6%
tmdisi2
% of Total 26,0% 1,.9% 0% 3.8% 1,0% 0% 0% 1.0% 1,0% | 34.6%
Count 74 7 1 9 5 1 2 1 4 104
K within
71.2% 6,7% 1,0% 8.7% 4.8% 1,0% 1,9% 1.0% 3,8% || 100,0%
Tumorvariants
Total
K within
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% |100,0%
tmdisi2
% of Total | 712% | 6,7% | 1,0% | 8,7% | 48% | 1,0% | 19% | 1,0% | 3,8% |100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 5,253(a) | 8 730
|Likelihood Ratio | 6811 | 8 | 557
|Linear-hy-Linear Association | 393 | 1 | 531
N of Valid Cases 104 | |
a 15 cells (83,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,35.
Symmetric Measures
Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.
Interval by Interval |Pearson's R -,062 ,094 -,625 ,533(c)
Ordinal by Ordinal |Spearman Correlation | -,065 ,095 -,656 ,513(¢)
N of Valid Cases | 104 ‘ | ‘
a Not assuming the null hypothesis.
b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.




¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate

Value

‘ Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant)

(a)

aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2#2 table without empty cells.

Tumorvariants*timorbrafv600e

Crosstab
| tiimorbrafv600e | Total
BRAF(-) | BRAF(+) | BRAF(-)
Count 26 46 72
% within Tumorvariants | 36,1% | 63.9% | 100,0%
Classic papillar var.
% within tiimérbrafv600e 51.0% 80,7% 66,7%
% of Total 24,1% 42,6% 66,7%
Tumorvariants
Count | 25 | 11 | 36
% within Tumorvariants 69,4% 30,6% | 100,0%
Follicular variant
% within tiimérbrafv600e 49.0% 19.3% 33,3%
% of Total | 2,1% | 102% | 333%
Count | 51 | 57 | 108
% within Tumorvariants 47.2% 52,8% | 100,0%
Total
% within tiimérbrafv600e | 100,0% | 100,0% | 100,0%
% of Total | 412% | 52.8% | 100,0%

Chi-Square Tests

Value df | Asymp. Sig. (2-sided) Exact Sig. (2-sided) Exact Sig. (1-sided)

| Pearson Chi-Square | 10,700(b) | 1 | 001 | |

Continuity Correction(a) 9,404 1 002

Likelihood Ratio 10,887 1 001
| Fisher's Exact Test | | | | 002 | 001
| Linear-by-Linear Association 10,601 | 1 | 001 | |

N of Valid Cases | 108 | | | |

aComputed only for a 2x2 table
| b0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 17,00.

Symmetric Measures

Value Asymp. Std. Error(a) |Approx. T(b) Approx. Sig.
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Interval by Interval Pearson's R | -315 | ,091 | -3,414 | ,001(c)
| Ordinal by Ordinal | Spearman Correlation | -315 | 091 | 3414 | 001(©)
N of Valid Cases | 108 | | |
aNot assuming the null hypothesis.
b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
¢ Based on normal approximation.
Risk Estimate
| Value | 95% Confidence Interval
| Lower | Upper | Lower
Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant) 249 ,106 586
For cohort tiimorbrafv600e = BRAF(-) 520 357 757
For cohort timérbrafv600e = BRAF(+) | 2,091 | 1,240 | 3,525
N of Valid Cases | 108 | |

Tumorvariants*cevrebrafv600e

Crosstab
| cevrebrafv600e | Total
BRAF(-) | BRAF(+) | BRAF(-)
Count 61 6 67
% within Tumorvariants | 91,0% ‘ 9,0% | 100,0%
Classic papillar var.
% within ¢evrebrafv600e 64.9% 75,0% 65,7%
% of Total 59.8% 5,9% 65.7%
Tumorvariants
Count | 33 ‘ 2 | 35
% within Tumorvariants 94,3% 57% | 100,0%
Follicular variant
% within ¢evrebrafv600e 35,1% 25,0% 343%
% of Total | 32.4% ‘ 2,0% | 343%
Count | 04 ‘ 8 | 102
% within Tumorvariants 92,2% 7,8% || 100,0%
Total
% within ¢evrebrafv600e | 100,0% 100,0% | 100,0%
% of Total | 92,2% ‘ 7,8% | 100,0%

Chi-Square Tests

‘N of Valid Cases

Value |df | Asymp. Sig. (2-sided) |Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square ,334(b) | 1 ,563
Continuity Correction(a) ‘ 036 | 1 | 849 | |
Likelihood Ratio ‘ 351 | 1 | 554 | |
Fisher's Exact Test J712 439
Linear-by-Linear Association 331 (1 565
| |
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a Computed only for a 2x2 table

‘b 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,75.

Symmetric Measures

Value | Asymp. Std. Error(a)

Approx. T(b) | Approx. Sig.

Interval by Interval

Pearson's R

-,057

-573

,568(c)

Ordinal by Ordinal

Spearman Correlation | -,057

-573

,568(c)

N of Valid Cases

| 102‘

a Not assuming the null hypothesis.

b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate

Value |95% Confidence Interval

Lower Upper | Lower
‘ Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant) ‘ 616 ‘ 118 | 3,226
‘For cohort gevrebrafv600e = BRAF(-) ‘ 966 ‘ 864 | 1,079
For cohort cevrebrafv600e = BRAF(+) 1,567 334 7,363

N of Valid Cases 102
Tumorvariants*cyp2d6
Crosstab
| cyp2d6 | Total
| GG | GA | AA | GG
Count 40 11 6 57
% within Tumorvariants | 702% | 193% | 105% | 100,0%
Classic papillar var.
% within cyp2d6 | 74,1% | 733% | 857% | 75.0%
% of Total 52,6% | 14,5% 79% | 75.0%
Tumorvariants
Count 14 4 1 19
% within Tumorvariants | 737% | 21,1% | 53% | 100,0%
Follicular variant

| % within cyp2d6 | 259% | 26,7% | 143% | 25.0%

% of Total 184% 5,3% 13% | 25,0%

Count 54 15 7 76

% within Tumorvariants | 71,1% | 19,.7% | 9.2% | 100,0%

Total
% within cyp2d6 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%
% of Total T1.1% | 19,7% 9,2% | 100,0%

Chi-Square Tests

Value df

Asymp. Sig. (2-sided)
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|Pearson Chi-Square | 475 | 2 | 788
|Likelihood Ratio | 530 | 2 | 767
|Linear-hy-Linear Association | 258 | 1 | 612
N of Valid Cases 76 |

a2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,75.

Symmetric Measures

Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.

Interval by Interval |Pearson's R -,059 ,104 -,505 ,615(c)
Ordinal by Ordinal |Spearman Correlation | -,044 ,110 -382 ,703(¢c)

‘ N of Valid Cases

|~ | |

a Not assuming the null hypothesis.

b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate
Value
Odds Ratio for Tumorvariants (Classic papillar var. / Follicular variant) (a)
aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2*2 table without empty cells.

T-Test

Notes

‘Output Created

| 04-JAN-2011 15:21:32

Comments |
Data | CADocuments and Settin gs\acer\Desktop\tez yazim\tiilin swrali2.sav
Active Dataset DataSetl
Filter <none>
Input Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Working Data 108
File
Definition of Missing User defined missing values are treated as missing.
Missing Value
Handling Cases Used Statistics for each analysis are based on the cases with no missing or out-of-range data for any variable
in the analysis.
T-TEST
GROUPS = Tumorvariants(1 2)
Syntax /MISSING = ANALYSIS
/VARIABLES = yas
/CRITERIA = CI(.95) .
Resources Elapsed Time

0:00:00,08
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Processor Time

0:00:00,06

Group Statistics

Follicular variant |36 | 44,94 |

Tumorvariants N |Mean | Std. Deviation |Std. Error Mean
Classic papillar var. |72 |52,88 | 17,113 | 2,017

yas
2,536

15216 |

Independent Samples Test

Levene's Test for Equality
t-test for Equality of Means
of Variances
F si . ar Sig. (2- Mean Std. Error 95% Confidence Interval of
ig.
tailed) Difference Difference the Difference
| Lower | Upper Lower | Upper | Lower ‘ Upper ‘ Lower ‘ Upper ‘ Lower
Equal variances
A39 ,509 | 2,353 106 ,020 7,931 3,370 1,249 14,613
assumed
yas
Equal variances not
2,448 | 77,909 017 7,931 3,240 1,480 14,382
assumed
T-Test
Group Statistics
tiimorbrafv600e | N | Mean | Std. Deviation |Std. Error Mean
BRAF(-) |51 |45,31 ‘ 15,861 | 221
yas
BRAF(+) | 57 | 54,63 ‘ 16,632 | 2,203
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality
t-test for Equality of Means
of Variances
F si ¢ ar Sig. (2- Mean Std. Error 95% Confidence Interval of
ig.
¢ tailed) Difference Difference the Difference
‘ Lower | Upper Lower ‘ Upper | Lower | Upper | Lower | Upper | Lower
Equal variances
014 907 | -2,971 106 004 -9.318 3,137 -15.536 -3,099
assumed
yas
Equal variances not
-2,979 | 105,556 004 -9.318 3,128 -15,520 -3,115
assumed




Tumorbrafv600e*tmsinir

Crosstab
| tmsmir ‘ Total
ekspansif |infiltratif | miks | ekspansif
Count 17 27 7 51
% within tiimorbrafv600e 33,3% 529% | 13,7% 100,0%
BRAF(-)
% within tmsmir | 63.0% | 422% | 53.8% ‘ 49,0%
% of Total | 16,3% | 26,0% | 6.7% ‘ 49.0%
tiimorbrafv600e
Count 10 37 6 53
% within tiimorbrafv600e 18.9% 698% | 11,3% 100,0%
BRAF(+)
% within tmsir | 37,0% | 57.8% | 46,2% ‘ 51.0%
% of Total 9.6% 35,6% 5.8% 51,0%
Count 27 64 13 104
% within timorbrafv600e | 26.0% | 615% | 12,5% ‘ 100,0%
Total
% within tmsmir 100,0% | 100,0% |100,0% 100,0%
% of Total 26,0% 615% | 12,5% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)

‘Pearson Chi-Square | 3417(a) | 2 ‘ ,181

Likelihood Ratio 3,443 2 179

Linear-by-Linear Association 1,022 | 1 312

‘N of Valid Cases 104 | ‘
a0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,38.

Symmetric Measures

Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.

‘ Interval by Interval | Pearson's R | ,100 ‘ 098 | 1,011 ‘ 314(c)
‘ Ordinal by Ordinal |Spearman Correlation | ,109 ‘ ,099 | 1,107 ‘ 271(c)
N of Valid Cases | 104 ‘ | ‘
a Not assuming the null hypothesis.
‘ b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
¢ Based on normal approximation.
Risk Estimate
Value
‘ Odds Ratio for tiimorbrafv600e (BRAF(-) / BRAF(+)) (a)
aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2#2 table without empty cells.




Timorbrafv600e*Sex

Crosstab
| Sex ‘ Total
Women | Men ‘Women
Count 33 18 51
% within tiimérbrafv600e | 64.7% | 353% | 100,0%
BRAF(-)
% within Sex | 23% | 60.0% ‘ 47.2%
% of Total | 30,6% | 16,7% ‘ 472%
tiimorbrafv600e
Count 45 12 57
% within tiimorbrafv600e | 789% | 21,1% | 100,0%
BRAF(+)
% within Sex | 57,7% | 40,0% ‘ 52,8%
% of Total 417% | 11,1% 52,8%
Count 78 30 108
% within tiimrbrafv600e | 72.2% | 27.8% ‘ 100,0%
Total
% within Sex 100,0% |[100,0% | 100,0%
% of Total T722% | 27.8% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value |df |Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) |Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square |2,721(b) | 1 | 099 |
Continuity Correction(a) 2,058 | 1 51
Likelihood Ratio 2,728 | 1 099
‘Fisher‘s Exact Test | | | 132 | 076
Linear-by-Linear Association 2,696 | 1 ,101
N of Valid Cases 108

a Computed only for a 2x2 table

‘b 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 14,17.

‘ Ordinal by Ordinal | Spearman Correlation

-159 ‘

095 |

Symmetric Measures
Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.
Interval by Interval |Pearson's R -,159 ,095 -1,655 ,101(c)
,101(c)

1,655 ‘

N of Valid Cases

| 108‘

a Not assuming the null hypothesis.

‘ b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate

Value

95% Confidence Interval
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‘ |Lower Upper ‘ Lower
‘Odds Ratio for tiimorbrafv600e (BRAF(-) / BRAF(+)) 489 | 207 ‘ 1,152
For cohort Sex = Women | 820 | ,643 ‘ 1,045
For cohort Sex =Men 1,676 897 3,133
N of Valid Cases 108
Tiimorbrafv600e*multifokalite
Crosstab
‘ multifokalite ‘ Total
‘ yok var ‘ yok
Count 38 13 51
% within timérbrafv600e | 74.5% | 25.5% |100,0%
BRAF(-)
% within mulifokalite ‘ 94% | 46,4% ‘ 43,6%
% of Total 362% | 12,4% | 48,6%
tiimorbrafv600e
Count 39 15 54
% within tiimorbrafv600e | 72.2% | 27,8% |100,0%
BRAF(+)
% within mulifokalite ‘ 50,6% | 53,6% ‘ 514%
% of Total 371% | 143% | 514%
Count 77 28 105
% within timérbrafv600e ‘ 733% | 26,7% ‘ 100,0%
Total
% within mulifokalite 100,0% || 100,0% | 100,0%
% of Total 733% | 26,7% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value |df | Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
‘Pearson Chi-Square ‘ ,070(b) | 1 | 791 | |
Continuity Correction(a) 002 |1 965
Likelihood Ratio 070 | 1 ,791
Fisher's Exact Test ‘ | | 828 | 483
Linear-by-Linear Association 070 | 1 792
N of Valid Cases 105
a Computed only for a 2x2 table
‘ b 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,60.
Symmetric Measures
Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.
Interval by Interval |Pearson's R ,026 ,097 262 ,793(c)
Ordinal by Ordinal | Spearman Correlation ,097 ,793(c)

026 ‘

262 ‘




‘ N of Valid Cases

| 105‘

a Not assuming the null hypothesis.

‘ b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate
Value | 95% Confidence Interval
| Lower | Upper ‘ Lower
Odds Ratio for tiimorbrafv600e (BRAF(-) / BRAF(+)) | 1,124 473 2,675
For cohort mulifokalite = yok 1,032 819 1,299
For cohort mulifokalite = var | 918 | 486 ‘ 1,734
N of Valid Cases

| 105

Tiimorbrafv600e*tmdisidoku

74

Crosstab
tmdisidoku Total
adenomatoz diffiiz lenfositik adenomatoz
hashimato | TUMOR | NORMAL
hiperplazi hiperplazi tiroidit hiperplazi

Count 33 2 10 2 2 2 51
K within

64.7% 3.9% 19.6% 3.9% 3.9% 3,9% 100,0%
tiimorbrafv600e

BRAF(-)

K within

43,4% 333% 66,7% 100,0% | 100,0% 66,7% 49,0%
tmdisidoku
% of Total 31.7% 1,9% 9.6% 1,9% 1,9% 1,9% 49,0%

tiimorbrafv600e

Count 43 4 5 0 0 1 53
K within

81,1% 7,5% 9.4% 0% 0% 1.9% 100,0%
tiimorbrafv600e

BRAF(+)

K within

56,6% 66,7% 33.3% 0% 0% 333% 51,0%
tmdisidoku
% of Total 41,3% 3.8% 4.8% | 0% | 0% 1,0% 51,0%
Count 76 6 15 2 2 3 104
K within

73,1% 5,8% 14,4% 1,.9% 1,.9% 2,9% 100,0%
tiimorbrafv600e

Total

%o within

100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0%
tmdisidoku
% of Total 73,1% 5.8% 14,4% | 1,9% | 1,9% 2,9% 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 7947@) | 5 159
Likelihood Ratio 9545 | 5 089
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‘ Linear-by-Linear Association

| 4,722| 1 ‘

030

N of Valid Cases

104

a 8 cells (66,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,98.

Symmetric Measures
Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.
Interval by Interval |Pearson's R -214 ,087 -2,214 ,029(c)
‘ Ordinal by Ordinal | Spearman Correlation | -211 ‘ 093 | 2,176 ‘ 032(0)
N of Valid Cases | 104 ‘ | ‘
a Not assuming the null hypothesis.
‘ b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
¢ Based on normal approximation.
Risk Estimate
Value
Odds Ratio for tiimorbrafv600e (BRAF(-) / BRAF(+)) (a)
aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2#2 table without empty cells.

Tiimorbrafv600e*tmdigi2

Crosstab
| tmdis12 | Total
hurtle
adenomatoz | diffiiz | lenfositik fokal hurtle
yok adenom | hiicreli NORMAL yok
hiperplazi | hiperplazi | tiroidit fibroz metaplazi
adenom
Count | 34| 6| 0| 5| 1| 1| 0| 1| 3| 51
%o within
66,7% 11.8% 0% 9.8% 2,0% 2,0% 0% 2,0% 5,9% | 100,0%
tiimorbrafv600e
BRAF(-)
K within
459% 85,7% 0% 55,6% | 20,0% | 100,0% 0% 100,0% 750% | 49,0%
tmdisi2
% of Total 32,7% 5.8% 0% 4.8% 1,0% 1,0% 0% 1,0% 29% | 49,0%
tiimorbrafv600e
Count | 40| 1| 1| 4| 4| 0| 2| 0| 1| 53
K within
75.5% 1,9% 1,.9% 7.5% 7.5% 0% 3.8% 0% 1,9% | 100,0%
tiimorbrafv600e
BRAF(+)
%o within
54,1% 14,3% 100,0% 44.4% | 80.0% 0% |100,0% 0% 250% | 51,0%
tmdis12
% of Total 38.5% 1,0% 1,0% 3,8% 3,8% 0% 1.9% 0% 1,0% | 51,0%
Count 74 7 1 9 5 1 2 1 4 104
o within
71.2% 6,7% 1,0% 8,7% 4,8% 1,0% 1,9% 1,0% 3,8% | 100,0%
Total tiimorbrafv600e
K within
" 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% || 100,0%
tmdis
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% of Total | T1.2% 6,7% 1,0% 8,7% 4,8% 1,0% 1,9% 1,0% 3,8% | 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
|Pearson Chi-Square | 11,935(a) ‘ 8 | 154
Likelihood Ratio 14,428 | 8 071
Linear-by-Linear Association 219 1 ,640
N of Valid Cases | 104 |
a 16 cells (88,9%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,49.
Symmetric Measures
Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.
Interval by Interval |Pearson's R -,046 ,097 -,466 ,642(c)
‘ Ordinal by Ordinal |Spearman Correlation | -,079 ‘ 098 | -804 ‘ A423(c)
N of Valid Cases

| 104‘

a Not assuming the null hypothesis.

‘ b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

¢ Based on normal approximation.

Risk Estimate

Value

‘ Odds Ratio for tiimorbrafv600e (BRAF(-) / BRAF(+))

(a)

aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2#2 table without empty cells.

Tiimorbrafv600e*cyp2d6

| cyp2d6 | Total
GG | GA | AA | GG
Count 24 6 4 34
% within timorbrafv600e | 70.6% | 17,6% | 118% |100,0%

BRAF(-)
% within cyp2d6 444% | 200% | 57.1% | 44.7%
% of Total 316% | 7.9% | 53% | 44.7%

tiimorbrafv600e

Count | 30 | 9 | 3 | 42
% within timorbrafv600e | 714% | 214% | 7,1% |100,0%

BRAF(+)
% within cyp2d6 556% | 60.0% | 429% | 553%
% of Total | 395% | 11.8% | 3.9% | 55,3%
Count | 54 | 15 | 7 | 76
Total % within tiimorbrafv600e | 71,1% | 197% | 92% |100,0%
% within cyp2d6 100,0% | 100,0% | 100,0% | 100,0%




% of Total | T1,1% | 19,7% 9.2% | 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-sided)
| Pearson Chi-Square | S74(a) | 2 | 751
Likelihood Ratio 572 2 751
Linear-by-Linear Association 132 1 717
N of Valid Cases 76 |
a2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,13.

Symmetric Measures
Value | Asymp. Std. Error(a) | Approx. T(b) | Approx. Sig.
Interval by Interval |Pearson's R -,042 115 -,361 719(c)
‘ Ordinal by Ordinal | Spearman Correlation | -,023 115 | -,196 ‘ ,845(c)
N of Valid Cases | 76 ‘ | ‘
a Not assuming the null hypothesis.
‘ b Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
¢ Based on normal approximation.
Risk Estimate
Value
‘ Odds Ratio for tiimorbrafv600e (BRAF(-) / BRAF(+)) (a)
aRisk Estimate statistics cannot be computed. They are only computed for a 2*2 table without empty cells.
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