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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURK TOPLUMUNDA PAPILLER TiROID KARSINOMLARINDA BRAF V600E
MUTASYON SIKLIGININ INCELENMESI

Biisra AYDIN

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Rifat BIRCAN
2. Danmisman: Dog.Dr. Hiilya ILIKSU GOZU

Papiller tiroid karsinomu (PTK), tiroid kanserleri arasinda en yaygin goriilen (%75 -
%83) malign tiroid neoplazmidir. Bununla beraber, RAS-RAF-MEK-ERK sinyal ileti
yolaginda yer alan BRAF kinazinda V600E amino grup asit yerdegisimine neden olan gen
mutasyonu, farkli toplumlarda PTK hastalar {izerinde yapilan ¢alismalarda en sik rastlanan
mutasyonlardan biridir ve genellikle hastaligin kotii prognozu ile iligkilendirilmistir.
Literatiirde, Tirk toplumunda PTK olgularinda BRAF V600E mutasyonu iizerine yapilan
caligmalar oldukca azdir ve ortaya konulan veriler birbirinden oldukca farklilik
gostermektedir. Dolayisiyla, yapilan bu calisma ile Tiirk toplumunda papiller tiroid
kanserlerinde BRAF V600E mutasyon prevalansinin saptanmast ve mevcut literatiire katki
saglanmasi amaglanmistir. Calismaya PTK tanisi almis 51 hasta dahil edilmistir. Hastalara ait
parafine gomiilii timor ve saglikli doku orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
BRAF geninin V60OE mutasyonunu igeren 15. Ekzonu polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri saflagtirildiktan sonra DNA dizi analizi, Beckman
Coulter GenomeLab marka otomatik dizi analizi cihazi kullanilarak Sanger metoduyla
gerceklestirilmigtir. Toplam 51 hastadan alinan tiimor dokularinin 13’tinde (%25,4) BRAF
gen mutasyonlart tespit edilmistir. Mutasyon dagilimi alt varyantlar agisindan
degerlendirildiginde 18 klasik varyant PTK hastasinin 11’inde (% 61,11) 15. ekzon {izerinde
yer alan bir BRAF gen mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyonlarin 8/11 (%44,4’ii)) BRAF
V600E mutasyonu, 3/11 (%16,7°) si ise BRAF F583Y mutasyonudur. Bununla beraber, 33

folikiiler varyant PTK olgusunda ise 1’1 sessiz mutasyon olmak iizere iki mutasyon (BRAF



V600V, BRAF V600E) (% 6,10) tespit edilmistir. Mutasyon pozitif timdr ornekleri ile
mutasyon negatif timor drnekleri karsilagtirildiginda; tiimdr capindan bagimsiz olarak, tiimor
kapstil varligi, tiroid kapsiil invazyonu, tiroid dist yumusak doku invazyonu, timor
multisentiritesi, lenf nod metaztazi ile mutasyon varligi arasinda anlamli bir iligki tespit
edilmistir (p<0,05). Sonug olarak, elde edilen veriler 1s1ginda BRAF V600E mutasyonunun
hastaligin kotii prognoz ile iliskili oldugu gbz Oniine alirsa, hastaliin prognozunun takibi
acisindan Tiirk toplumunda daha biiylik hasta popiilasyonlarinda yapilacak ¢alismalara ihtiyag
vardir. Ayrica, folikiiler varyant PTK’larin agresifligini belirlemek ve ayirici tanisinda
kullanilmak {izere bu hasta grubunda BRAF V600E mutasyonu haricinde RAS (KRAS,

NRAS, HRAS) mutasyonlarinin incelenmesine ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: BRAF V600E, Mutasyon, Papiller Tiroid Kanseri, Tiroid
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ABSTRACT

MSc. Thesis

SCREENING OF THE BRAF V600E PREVALANCE AT PAPILLARY THYROID
CARCINOMAS IN TURKISH POPULATION
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Namik Kemal University
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Rifat BIRCAN

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiilya ILIKSU GOZU

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common malign thyroid neoplasm
(75%-83%) among the thyroid cancers. However, a mutation causing V600E amino acid
substitution on BRAF kinase, which takes place in RAS-RAF-MEK-ERK signaling pathway,
is the one of the most common mutation in PTC patients in different populations, and is
associated with poor prognosis of the disease. There are few studies on BRAF V600E
mutation prevalence in PTC cases in Turkish population in literature, and the data presented
are quite inconsistent. For this reason, the purpose of this study is to determine the prevalence
of BRAF V600E mutation in papillary thyroid cancers in Turkish population with a
contribution to current literature. Fifty-one patients, diagnosed PTC, were enrolled in this
study. DNA was extracted from paraffin-embedded tumor and surrounding tissue samples.
The 15" exon of the BRAF gene including V600E mutation was amplified by using
polymerase chain reaction (PCR).Following purification of the obtained PCR products, DNA
sequencing was performed with Sanger method, by employing a Beckman Coulter
GenomelLab automated DNA sequencer. BRAF mutations were detected in 13 tumor tissues
(25,4%) from a in total 51 patients. When mutation distribution was evaluated according to
the sub variants of PTC, a mutation at 15" exon of the BRAF gene was detected 11 of 18
classical variant PTC patients (61,11%). 8/11 (44,4%) of these mutations were BRAF
V600E, and 3/11 (16,7%) were BRAF F583Y. At the same time two mutations (6,10%) were
detected in 33 follicular variant of PTC patients, One being silent mutation (BRAF V600V),



while the other BRAF V600E mutation. When mutation positive tumor samples compared
with mutation negative ones, tumor encapsulation, thyroid capsule invasion, extrathyroidal
tissue invasion, tumor multifocality, and lymph node metastasis were associated with BRAF
mutations independent from tumor size (p<0,05). As a result, considering that BRAF V600E
mutation is correlated with poor prognosis of the disease according to the obtained data, larger
population based studies are necessary in order to follow up to prognosis of the PTC patients
in Turkish population. Besides, in order to evaluate aggressiveness of the follicular variant
PTCs and to use in distinctive diagnosis, RAS (KRAS, NRAS and HRAS) mutation screening
should be considered addition to BRAF V600E in follicular variant PTC patients.

Keywords: BRAF V600E, Mutation, Papillary Thyroid Cancer, Thyroid
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1. GIRIS

Giliniimiizde kanser tanim1 200’den fazla hastalig1 kapsamaktadir ve gelismis iilkelerde
olimlerin 5’te birine kanser sebep olmaktadir (Schulz 2007). Bununla beraber tiroid
kanserleri tiim malignitelerin %1’ini olusturur. Buna karsin tiroid kanserleri en sik goriilen
endokrin malignantilerden biridir ve insidansi diger timorlere gore daha hizli artmaktadir.
Giiniimiizde tiroid kanseri insidansi artmasina ragmen tiroid kanserlerinden o6lim orani
azalmistir. Bunun nedeni olarak hastaligin erken tanisi ve tedavisi olarak gosterilebilir (Arslan
ve ark. 2011).

Tiroid kanserleri tiroid dokusunun epitelyal ve non-epitelyal kisimlarindan gelisir.
Tiroid folikiiler epitelinden; papiller, folikiiler ve anaplastik kanserler, parafolikiiler
hiicrelerinden ise mediiller kanser kdken alir. Bunlarin iginde papiller tiroid kanseri, tiroid

kanserleri i¢inde en sik goriilen tiirdiir ve vakalarin %80°nini olusturur (Boila ve ark. 2012).

Papiller tiroid karsinomlarinin meydana gelmesinde proto-onogen serin/threonin-
protein kinaz (RAF), Rat sarkoma (RAS) protoonkogen mutasyonlari ve RET/Protein tirozin
kinaz’mm (RET/PTK) yeniden diizenlenmesi rol oynamaktadir (Zimmermann ve ark. 2013,
Schaaf ve ark. 2012). RAS mutasyonlari, RAS/RAF/MEK/ERK yolu iginde anormal ERK

sinyalizasyonuna neden olur.

RAF kinaz proteinleri ise serin/threonin kinazlar olup ARAF, BRAF ve CRAF olarak
3 alt 11gruba ayrilmaktadir. RAF’lar RAS-RAF-MEK-ERK sinyal yolu iizerinde MEK
kinazlarin 6nemli bir aktivatoridiir. RAS-RAF-MEK-ERK yolu; hormonlar, sitokinler ve
cesitli bitylime faktorleri gibi hiicre dig1 uyaranlara yanit olarak ¢alisan 6nemli bir sinyal ileti
yoludur. Biiyiime faktorleri gibi hiicre dis1 uyaranlar hiicre zar1 lizerinde kendi reseptorleri
sayesinde RAS kinazlar aktive eder. Aktive RAS proteini adaptdr proteinlerin yardimi ile
BRAF kinaz bdlgesinin aktivasyon segmentinde yerlesik bulunan, iki onemli rezidiiyi
fosforile eder. Fosforillenmis BRAF; MEK1 ve MEK2’yi fosforile edilerek sinyal iletimi
yoniindeki ERK1 ve ERK2’nin aktive olmasini saglar. Aktif ERK1/2 daha sonra hiicresel
¢ogalma, farklilasma, biiyiime ve hayatta kalma i¢in iletim yoniindeki efektorlerine (sitozolik

ve niiklear efektorlerin her ikisine) sinyalleri iletir (Schulz 2007).

BRAF proteinini kodlayan, 7. kromozom iizerinde yer alan BRAF geni 15. ekzon

lizerinde meydana gelen V60OE mutasyonu; kinaz aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir



rol oynayan DFG motifine yakin bir bdlgede valinle glutamik asitin yer degistirmesi ile
gerceklesir (Rahman ve ark. 2013). V600E mutasyonuna sahip BRAF yapisal aktivasyon
gosterir, herhangi bir sinyale ihtiya¢ duymaksizin MAPK yolagim siirekli aktive eder ve
timorogenezi uyarir (Li ve ark. 2013). BRAF gen mutasyonu diger tiroid kanserleri ile
karsilagtirildiginda PTK’larindaki yayginligindan dolayr PTK’unun genetik imzasi1 olarak
gosterilmektedir ve histopatolojik olarak PTK tanisinda diagnostik 6nem tasir (Boila ve ark.
2012).

Literatiirde, Tiirk toplumunda PTK vakalarinda BRAF V600E mutasyonu iizerine
yapilan ¢alismalar oldukg¢a azdir. Dolayisiyla, yapilacak bu calisma ile Tirk Toplumunda
papiller tiroid kanserlerinde BRAF V600E mutasyon insidansinin saptanmasi ve literatiire

katki saglanmasi amaglanmistir.



2. TEMEL BIiLGILER

2.1.Tiroid

Tiroid bezi boynun alt kisminda, strep kaslarinin 6niinde, larinks ve trakea’y1 kelebek
seklinde saran, kahverengi-kirmizi renkte, sert kivamli insan viicudundaki en biiyiik endokrin
bezdir (Akgakaya ve ark. 2012). Eriskinlerde ortalama agirligi 25 gr olan tiroid bezinin
boyutlar1 bireyin viicut agirligi ve iyot alimina gore degismektedir (Toprak 2011). Tiroid bezi
sag ve sol olmak tiizere iki loptan olusur ve krikoid kikirdagin altinda isthmusla birbirine
baglanir (Akcakaya ve ark. 2012). Tiroid bezi histolojik olarak folikiiler ve parafollikiiler C
hiicrelerini igerir. Folikiil epiteli genelde, tek tabakali kiibik epiteldir. Folikiiler hiicrelerde
tiroid hormonlarinin biyosentezi ve salinimi gerceklestirilirken, tiroid bezinde, zemin bag
dokusuna gomiilii olan, ya da folikiil hiicreleri arasina sikismis halde bulunan parafolikiiler C

hiicrelerinde kalsitonin hormonunun biyosentezi ve salinimi gergeklestirilir (Ozata 2005).

Hiyoid Kemik _ &

Krikoid Kartilaj._
Tiroid Bezi

Piramidal Lob-
Sag Lob__ &8
Istmus .

Sol Lob——"%

Trakea._

Sekil 2.1. Tiroid bezi anatomisi (Akgakaya ve ark. 2012)
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Tiroid bezinin kontrolii hipotalamus-hipofiz ekseninde saglanir. Hipotalamus
tarafindan salgilanan TRH (tirotropin salgilayici hormon) hipofiz bezini uyarmasi sonucu
tirotropin (TSH) hormonunun iiretilmesini ve salgilanmasimi saglar (Bircan 2007). TSH
reseptorii, folikiiler stimule edici hormon (FSH), Iluteintropik hormon (LH),
koryonaganodotiropik hormon (B-HCG) reseptorii ile birlikte rodopsin/p3 adrenerjik reseptor
alt ailesinin bir {liyesidir ve tiroid bezinin biiyiime ve islevlerinden sorumludur. TSH, TSH
reseptoriine baglanir, tiroid folikiiler hiicrelerinin biiylime ve islevlerini uyari, tirod bezi
hormonlarinin (tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3)) sentezini Ve tiroid bezinden
salgilanmalarini diizenler (Sekil 2.2) (Bircan 2007).

TSH normal tiroid dokusunda, iyot alimi ve metabolizmasindan tiroid hormon sentezi
ve salimina kadar tiim fizyolojik olaylar1 uyarir. Tiroid hormonlar: sentezi ve salinimi da TSH
tarafindan kontrol edilir. Tiroid epitel hiicrelerinde TSH sinyal iletisi, genel olarak cAMP’1n
ikincil haberci molekiil olarak yer aldig sinyal ileti yolag: iizerinden ya da fosfolipaz C (PLC)
yolaginin aktivasyonu ile meydana gelir (Bircan 2007).

Tiroid folikiler hiicre

Hipotalamus
Folikiiler liumen ‘
AAAAAAD
VUL |
H,O, Farklilsma™ ‘
aretimi * Buyume™ -
‘ tyodinizasyon Hormon sentezi
Hipofiz '
P3
Tiroid

periferal etkiler

Sekil 2.2. Hipotalamus-hipofiz-tiroid ekseni ve tiroid folikiiler hiicrelerden temel sinyal ileti
yolaklart TRH, TSH salgilayict hormon; TSH, Tiroid stimule edici hormon; T4,
tetraiyodotironin; T3, trityodotironin; TSHR, TSH reseptorii; Gs/q/i, G proteinleri;
AC, Adenilatsiklaz; PKA, Protein kinaz A; PLC, Fosfolipaz C; DAG, diasilgliserol;
PKC, Protein kinaz C; IP3, Inositol-3-fosfat (Bircan 2007)

Tiroid hormonlar1 {i¢ asamada {iretilip hazirlanir. Her ti¢ asamada da tiroid stimulan

hormon etkilidir. Birinci asamada, tiroid bezi folikiil hiicreleri kandaki iyodu tutup



biriktirirler. Ikinci asamada, folikiil hiicrelerinde iiretilen proteinlere iyot baglanmasi
gerceklesir ve iyotlu tiroglobulin olusur. Uciincii asamada tiroglobulin proteolitik enzimler

araciligiyla parcalanir. Boylece tiroid hormonlar1 meydana gelir (Ozata 2005).

2.2. Tiroid Kanserleri

Tiroid bezi kanserleri endokrin organlarda saptanan malign tiimorler igerisinde en sik
goriilen kanserlerdir ve tiim kanserlerin %2,9’unu olusturur (Barbaro ve ark. 2014, Fayaz ve
ark. 2014). Tiroid kanserleri genel popiilasyonda kadinlarda en sik goriilen 7. kanser tiird,
erkeklerde ise en sik goriilen 14. kanser tiiridiir (Fayaz ve ark. 2014). Tiroid kanserleri, tiroid
dokusunun epitelyal ve non-epitelyal kisimlarindan gelisir. Tiroid folikiiler epitelinden;
papiller, folikiiler ve anaplastik kanserler koken alir. Parafolikiiler epitelinden ise mediiller
kanser koken alir. Tiroid kanserleri, iyi differansiye karsinomlar, mediller karsinom,
anaplastik karsinom ve digerleri olarak ayrilabilir (Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2). Papiller,
papiller mikrokarsinom, folikiiler ve Hiirthle hiicreli karsinomlar1 folikiiler epitel hiicre
kokenli iyi differansiye karsinom tipleridir. Buna karsin insiiler karsinom, anaplastik tiroid
karsinom, folikiiler hiicre kokenli az differansiye tiroid karsinom tiplerini olustururlar (Ozata
2005).

2.3. C hiicre (Parafolikiiler hiicre) kaynakh tiroid kanserleri

2.3.1. Mediiller tiroid kanseri

Mediiller tiroid kanseri ( MTK ), tiroid bezinin C (parafolikiiller) hiicrelerinden kdken
almaktadir ve tiroid kanserlerinin %5-10"unu olusturmaktadir (Marsh 1995). MTK olgularinin
% 25’ten fazlasi kalitsaldir (Ergiiney 2015). Ailesel MTK olgularinda germline RET
mutasyonlart otozomal dominant olarak kalitilir ve multiple endokrin neoplazi 2A, multiple
endokrin neoplazi 2B ve ailesel MTK olarak hastalik 3 katogoride siniflandirilir. MTK tanisi
konulan hastalarda 5 yillik sag kalim siiresini doldurabilen hasta oranit %86 diizeyindedir.
Kotl prognostik faktorler arasinda tani1 esnasindaki ilerlemis yas, ileri evre tiimor, lenf nodu
metaztazinin varlifi ve somatik RET mutasyonlar1 sayilabilir. Sporadik MTK’lar1 soliter
yapiya sahipken ailesel MTK ’lar bilateral veya multisentrik odak yapilar1 gosterebilir (Katoh
ve ark. 2015).



Cizelge 2.1. Tiroid Tiimérlerinin Siiflandiriimas (Ozata2005)

LPRIMER TUMORLERI

1.EPITELYAL TUMORLERI

Follikiiler Hiicre Kaynakh Tiimorler

a) Bening Olanlar

Follikiiler Adenomlar

1.Klasik

2.Varyantlar

b) Malign Olanlar

1.Diferansiye

Follikiler Karsinoma

Papiller Karsinoma

a.Klasik

b.Varyantlar

2.Az Diferansiye Karsinomlar

Instiler Karsinoma

Digerleri

3.Anaplastik Karsinoma

2.C HUCRE KAYNAKLI TUMORLER

Mediller Tiroid Karsinoma

3.MALIiGN LENFOMA

4.CESITLi TUMORLER

Sarkom, Fibrosarkom, Epidermoid, Mukoepidermoid karsinoma

Il. SEKONDER TUMORLER (METASTATIK)

III. TUMOR-BENZERI LEZYONLAR

2.3.2. Anaplastik (Kétii Diferansiye) tiroid kanseri
Anaplastik (kotii diferansiye) tiroid kanserleri (ATK), tiroid kanserleri iginde en
agresif seyirli olan kanser tiirtidiir (Adas ve ark. 2012). Tiroid kanserleri iginde %5’ten az bir
oranda goriilmektedir (Ergiiney 2015). Yine de tiroid kanserine bagl o6liimlerin yarisindan
sorumludur. Medyan sagkalim siiresi 6 aydir. Sikayetler genellikle tiroid bezinde hizla
biyliyen bir kitledir. ATK Kkitleleri genelde invazif solid, kanamali ve nekrotik yap1
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gosterirler. Prognozu oldukga koétiidiir. Yakin ¢evre dokulardan invazyon ile basta akciger
olmak {izere kemik, beyin, karaciger, cilt, kalp ve bobrekler gibi uzak dokulara metastaz temel
karekteristiklerindendir. ATK hastalarinin %70’ kadindir ve %50‘sinde daha Once
tamimlanmis olan diferansiye tiroid karsinomu (DTK) hikdyesi mevcuttur. ATK’lar

DTK ’lardan farkli olarak radyoaktif iyot tedavisine yanit vermezler (Katoh ve ark. 2015).

2.3.3. Folikiiler tiroid kanseri

Folikiiler tiroid karsinomu (FTK) genel popiilasyonda papiller tiroid karsinomlarindan
(PTK) sonra en sik goriilen ikinci iyi diferansiye tiroid kanser tiiriidiir ve tiroid kanserlerinin
%5-15’ini olusturur (Delellis ve ark. 2004). FTK’lar1 kadinlarda daha sik goriiliir ve papiller
tiroid kanserinin aksine cocuklarda nadiren gériiliir (Vayisoglu ve Ozcan 2011). Genel olarak
iyot eksiligi olan bolgelerde goriilmekle birlikte sikligi %25-40’tir (Vayisoglu ve Ozcan
2011). FTK’lar1 folikiiler diferansiyon gosteren fakat papiller niikleer karakteristik
gostermeyen bir tiroid kanseridir. FTK’lar1 kirli gri ve pembe renkde genellikle fokal
kanamalar gosteren soliter enkapsiile timorlerdir. FTK tanis1 genelikle tiimor kapsiiliiniin
veya kan damarlariin folikiiler hiicre invazyonunun saptanmasi ile gerceklestirilir. Vaskiiler
invazyon kapsiiler infiltrasyondan daha kotii prognoza neden olur (LiVolsi ve Asa, 1994).
FTK’larinda kotii prognostik faktorler; yas, uzak metastaz, biiyiik timor boyutu, yaygin
vaskiiler invasyon, tiroid dis1 uzantilar ve genis invazif tiimor karakteristigi olarak

siralanabilir (Lee ve ark. 2012, Adas ve ark. 2012).

2.3.4. Papiller tiroid kanseri

Papiller tiroid karsinomu (PTK), tiroid kanserleri arasinda toplumda ensik rastlanan
tiroid kanseridir ve tiroid kanseri vakalarinin %80’inini kapsar (Boila ve ark. 2012). PTK,
tiroid kanserleri igerisinde prognozu en iyi olan tiroid kanseridir. Ancak PTK hastalarinin
yaklasik %10’ nunda lenf nod niiksleri ve akciger metaztazlar1 gibi yeniden niiks goriilebilir.
Bilinen kotii prognostik faktorler arasinda yas >45, biiyiik timor boyutu, tiroid dis1 invazyon,
uzak metastaz ve vaskiiler invazyon sayilabilir (Katoh ve ark.2015). Bununla beraber,
cocukluk caginda asir1 radyasyon almis olma papiller tiroid kanserine yatkinlikta en 6nemli
risk faktoriidiir (Adas ve ark. 2012). Papiller tiroid kanseri lenfatik yayilima egilimlidir ve

metastazin sag kalim iizerine olumsuz etkisi azdir (Erhan ve ark. 1999).



Diinya Saghk Orgiitiinin (WHO) smiflandirilmasma gore; PTK’nun folikiiler,
makrofolikiiler, onkositik hiicre, yiiksek hiicre, silindirik hiicre, sklerozan ve solid varyantlari
gibi alt tipleri bulunmaktadir (Cizelge 2.2) (Ersen ve ark. 2013). Bu alt tiplerden solid varyant
ve (tall) hiicre varyantlar1 daha kotii prognoz gosterirken digerleri daha iyi prognostik

ozelliklere sahiptir.

Cizelge 2.2. Papiller Karsinoma Varyantlar (Ozata 2005)

A-lyi Prognozlu Papiller Kanser Varyantlar

1-Mikrokarsinoma (okiilt(gizli) )

2-Enkapsiile Varyant

3-Solid Varyant

4-Folikiiler Varyant

B-Kétii Prognozlu Papiller Kanser Varyantlari

1-Uzun Hiicreli (Tall hiicreli) Varyant

2-Onkositik (oksifil) Varyant

3-Kolumnar Hiicreleri Varyant

4-Diffuz Sklerozan

2.4. Tiroid Kanserlerinin Molekiiler Patogenezi

Sagliklt normal hiicrelerde, hiicrelerin proliferasyonu, diferansiyasyonu ve hiicre
sagkalim ¢ok sayidaki molekiiler yolak tarafindan kontrol edilmektedir. Ustelik bu yolaklar
birbiriyle iletisim halindedir. Bu yolaklar, biiylime faktorleri, hormonlar, hiicre-hiicre
etkilesimleri, hiicre-matriks etkilesimleri ile olusan sinyalleri iletmekte ve sinyallerin
entegrasyonunu saglamaktadirlar. Genellikle, bu sinyal ileti yolaklarmin deregiilasyon
sonucunda kanser ortaya ¢ikmaktadir. Kanserlerin gelisim ve ilerleyisine bazen belirli sinyal
ileti yolaklarinin yersiz aktivasyonu neden olurken, bazen de diger sinyal ileti yolaklarinin
yersiz inaktivasyonu neden olmaktadir. Ozellikle, sinyal ileti yolag: igerisinde ya da bu
yolagin diizenlenmesinde islev goren protoonkogenlerin aktivasyonu veya timor

supressorlerin inaktivasyonu gozlenmektedir (Schulz 2007).

Tiroid kanserlerinde deregiilasyona ugrayan sinyal ileti yolaklarmin basinda Mitogen
Activated Protein (MAPK) sinyal ileti yolagi gelmektedir. Bu sinyal ileti yolagini takiben
Fosfoinositid 3-kinaz-Protein kinaz B (PI3K-AKT), Nuklear Factér kappa B (NF-KB), Ras




association domain-containing protein 1, Macrophage-stimulating proteinl, forkhead box O3
(RASSF1-MST1-FOX03) ve WNT-B-Katenin sinyal ileti yolaklarinda meydana gelen
bozukluklar tiroid kanserlerinin gelisim ve progresyonunda onemli rol oynamaktadir (Xing

2013) (Sekil 2.3).

: Sitokinler Mitojenik Uyaranlar Apoptotik Sinyali
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Sekil 2.3. Tiroid kanserinde MAPK ve ilgili sinyal ileti yolaklari. Seklin ortasinda yer alan
sinyal ileti yolag1 klasik MAP kinaz sinyal ileti yolagidir. Hiicre dis1 mitojenik bir uyaran,
hiicre membraninda yer alan bir reseptor tirozin kinazi (RTK) aktive eder ve sinyal RAS,
RAF (BRAF VG600E olarak gosterilen), MEK ve ERK’e iletilir. ERK’in aktivasyonu bu
molekiiliin fosfarilasyonu ile gergeklesir ve ERK nukleusa girer. ERK nukleusta timér tesvik
edici genlerin ifadesinde artisa neden olurken tiimor baskilayici genlerin ve tiroid dokusunda
iyodun almmmindan ve organifikasyonundan sorumlu genlerin ifadesinde azalmaya neden
olur. Seklin sol tarafinda yer alan sinyal ileti yolagi niiklear faktor kB (NFkB) sinyal ileti
yolagidir. Bu sinyal ileti yolaginda hiicre dis1 uyaranlar (6rn. Sitokinler) hiicre ylizeyinde yer
alan reseptorler vasitasiyla sinyal ileti yolagini aktive ederler. Bunun sonucunda inhibitor
kB(IkB)’nin fosforilasyonuyla sonuglanan IkB kinazin (IKK) aktivasyonuna neden olur.
Fosforile olan IkB, sitoplazmada tek basina duran ve IkB ile kompleks yapan NF-kB’ den
ayrilir ve ubikitinasyon ve proteozomal degredasyona ugrar. Serbest NF-kB daha sonra tiimor
tesvik edici genlerin ekspresyonunu arttirmak i¢in niikleusa girer. MEK sinyal iletisinden
bagimsiz ve heniiz tanimlanmamisg bir mekanizma ile BRAF-V600E IkB’nin fosforilasyonunu
ve NF-kB’nin serbest birakilmasini tesvik eder ve boylece NF-kB yolu aktivasyonunu saglar.
Seklin sag tarafinda gosterilen sinyal ileti yolagi RASSF1-memeli STE20-protein kinaz 1
benzeri (MST1)-catal baglant1 kutusu O3 (FOXO3) yoludur. Membran reseptorleri vasitasiyla
hiicre dis1 pro-apoptik uyaricilar tarafindan aktive edilen RASSF1A, MST1’i aktive eder.
Aktif MST1 daha sonra FOXO3’ii Ser207 pozisyonundan fosforile eder. Fosforile FOXO3,
sitoplazmada 14-3-3 proteinlerinden disasosiye olur. 14-3-3 proteinleri proteozomal
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degredasyona ugrar ve fosforile FOXO03, FOXO yolaginda yeralan pro-apoptik genlerin
ifadesini arttirmak i¢in nukleusa girer. BRAFV600E, MST1 ile dogrudan etkilesim halindedir
ve MST1’1 inhibe ederek RASSF1A aktivasyonunu engeller, dolayisiyla FOXO3 yolunun
pro-apoptik sinyal iletisi bastirilmis olur. Nukleusta gosterilen FOXO faaliyetleri igin
kullanilan asagi yonlii ok BRAFV600E’nin, pro-apoptik genler iizerinde negatif etkisini
gostermektedir. Normalde bu genler RASSF1A-MST1-FOXO3 sinyal yolagi iizerinden
upregiile edilmektedirler. Burada gosterilen BRAFV600E’nin sinyal ileti yolaklara tiglii
bagimsiz eslesmesi BRAFV600E tarafindan yonlendirilen benzersiz, kendine 6zgii ve giiglii
bir tiroid tiimoriigenez mekanizmasini tanimlamaktadir (Xing 2013)

Cesitli tiroid tiimorlerinin tiimorogenezinde, bu yolaklar {izerinde yer alan ¢ok sayida
genetik degisim 6nemli role sahiptir (Sekil 2.4). Bu genetik degisimlerin basinda MAP-kinaz
yolag1 iizerinde yer alan BRAF proteinini kodlayan gen {izerinde 1799. niikleotit de meydana
gelen T/A yer degisimi (BRAF V600OE mutasyonu) gelmektedir. Bu mutasyon BRAF V600E
mutant proteinin ifadesiyle sonuglanir ve BRAF serin/treonin kinazinin yapisal aktivasyonuna
(otonomisine) neden olur. PTK vakalarinin yaklasik %45’inde BRAF V600E mutasyonu
goriilmektedir. BRAF mutasyonlarinin PTK’larinda tespit edilen birka¢ nadir varyanti daha
vardir, bunlar genellikle kodon 600 civarindaki niikleotidleri etkiler ve BRAF kinaz1 yapisal
olarak aktif hale getirirler (Hou ve ark. 2007, Trovisco ve ark. 2005).

Timor gelisiminin otonom olarak siirdiirebilmesi i¢in BRAF V600E mutasyonunun
gereksinimi ilk olarak ksenograft tiimoér modelinde gosterilmistir (Liu ve ark. 2007).
Literatiirde yer alan kapsamli ¢ok merkezli bir ¢calismada, BRAF V600E ile PTK’nun kotii
prognozu arasinda kuvvetli iligski oldugu tespit edilmistir (Xing ve ark. 2005). Bu ¢alismada,
BRAFV600E mutasyonuna sahip bireylerde tiimor dokusunun daha agresif 6zelliklere sahip
oldugu, kanser niiks oranimin daha yiliksek oldugu, mutasyonun radyoaktif iyot ablasyon
tedavisinde radyoaktif iyot baglanma kapasitesinde diisiise neden olarak tedavi basari sansini
azalttig1 tespit edilmistir (Xing ve ark. 2005). Bu calismay1 takiben yapilan bir¢ok caligmada
BRAF V600E mutasyonu ve PTK’unun kotii prognozu arasindaki iligki teyit edilmistir.
Bununla beraber, BRAF V600E mutasyonu tasiyan transgenik farelerde yapilan deneylerde,
bu farelerde agresif PTK unun gelistigi tespit edilmistir (Knauf ve ark. 2005). Buna karsin,
yapilan baz1 calismalarda ilgi ¢ekici olarak PTK’larinda BRAF genotipinin timdr igi
heterojenite gosterdigi saptanmustir. Kantitatif yontemler (pyrosequencing) kullanilarak
yapilan bir ¢aligmada, taranan olgularin bir kisminda BRAF V600E mutasyon yiizdesinin
%25 ile %5.1 arasinda degistigi tespit edilmis ve bireylerde tiimor hiicrelerinin ¢ogunlugunun

yabanil tip BRAF genotipine sahip oldugunu belirlemislerdir (Guerra ve ark. 2012). BRAF
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V600E mutasyonu mu PTK’larinda tiimdrogenezini tetiklemektedir yoksa BRAF V600E
mutasyonu siire gelen PTK tiimérogenezinde ikincil bir onkogenik varyasyon olarak mi

ortaya ¢ikmaktadir ? Bu ikilem halen literatiirde tartisilmaktadir.

RAS Mutasyonlari

BRAT PAXS/PPARy

RAS Mutasyonlar:

Folikiiler Adenom
RA %2040
PAXS/PPARYy: ~%2-10

Papiller Tiroid Karsinomu

BRAF-~ %45

RET/PTC: ~ %20

RAS: ~%10-15

RAS:~ %40-50
PAXS/PPARYy: ~%30-40

Anaplastik Karsinom

Sekil 2.4. Papiller ve folikiiler tiroid karsinomlarinin patogenezinde mutasyonlar ve
translokasyonlar (Anonim 2011)

PTK’larinda BRAF mutasyonlarindan sonra en sik rastlanan mutasyonlar Ras
mutasyonlaridir. Ras mutasyonlari PTK’larinin % 10-20’sinde, FTK’larmin %40-50’sinde ve
ATK’larmin %50°den fazlasinda goriilmektedir (Chien ve Koeffler 2012). RAS proteini
GTP’ye baglandiginda aktif durumdadir. RAS’da bulunan intirinsik GTPaz GTP’yi hidroliz
ederek RAS’in GDP’ye bagl inaktif duruma ge¢mesini saglar ve RAS sinyal iletisinin
sonlanmasina neden olur. RAS proteini iizerinde meydana gelen mutasyonlar RAS 1in GTPaz
aktivitesinin kaybina yol agar ve RAS proteininin aktif durumda kalmasina, RAS sinyal
iletinin devamina neden olur. RAS proteininin 3 izoformu vardir: HRAS, KRAS ve NRAS
(Chien ve Koeffler 2012, Xing 2013). Tiroid kanserlerinde genellikle NRAS mutasyona
ugramaktadir. Mutasyonlar ¢ogunlukla 12. ve 61. kodonda meydana gelmektedir (Xing 2013).
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Tiroid kanserlerinde BRAF ve RAS mutasyonlarindan sonra en sik goriilen
mutasyonlar gen yeniden diizenlenmeleridir. Kromozomlarda meydana gelen translokasyonlar
iki genin farkli parcalariin birlesmesine ve onkogenik o6zellik gdsteren yeni bir proteinin
olusmasina neden olabilir. FTK’larinin %36’sinda, folikiiler adenomlarin (FA) %11’inde ve
folikiiler varyant papiller tiroid karsinomlarimin (FVPTK) 13’de t(2;3) (ql3; p25)
translokasyonu goriilmektedir. Bu translokasyon bir niiklear hormon reseptdrii olan
PPARy’ya PAX8 gen pargasinin kaynasmasina neden olur (Kroll ve ark. 2000, Castro ve ark.
2006). Literatiirde yer alan ¢alismalarin bir kismi olusan flizyon proteininin anti-apoptotik
ozelik gosteren PPARYy ile indiiklenmis gen ekspresyonuna dominant negatif siipresyon
gosterdigini belirtirken, diger calismalar olusan flizyon proteininin PAX8 transkripsiyon
aktivitesini bozdugunu, bununda tiroglobulin (Tg) tiroid peroksidaz (TPO) ve sodyum iyot
simporter (NIS) gibi tiroid spesifik genlerin ekspresyonunda deregiilasyona neden oldugunu

ortaya koymuslardir (Au AYM ve ark. 2006, Martelli ve ark. 2002).

Tiroid kanserlerinde goriilen bir diger gen yeniden diizenlenmesi RET geni yeniden
diizenlenmeleridir. PTK’larinin %40-70’inde, normalde sessiz olan tirozin kinaz RET
domeninin ¢esitli yapisal aktivasyon gosteren genlerle fiizyonu ile sonuglanan RET gen
yeniden diizenlenmelerinin goriildiigii saptanmistir (Zitzelsberger ve ark. 2010). PTK’larinda
en sik gorilen RET/PTC gen iriinleri RET/PTC1 (inv(10)(q11.2;921)) ve RET/PTC3
(inv(10)(g11.2;910)) dur (Chien ve Koeffler 2012). PTK’larinda yapisal olarak aktif tirozin
kinaz protein olusumu ile sonuglanan flizyon proteinleri MAP kinaz yolaginin stimiile

edilmesine neden olmakta ve sonug olarak tiroid karsinogenezini baslatmaktadir.

Bugiine kadar cesitli tiroid tiimoérlerinin tiimdrogenezinde onemli rol oynayan ve

sinyal ileti yolaklar1 izerinde yer alan mutasyonlar ¢izelge 2.3’te sunulmustur.
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Cizelge 2.3. Tiroid timdrogenezinde rol oynayan 6nemli sinyal ileti yolaklart ve gozlenen

mutasyonlar ( Xing 2013)

Tiroid Yaklagik Etkilenmis Birincil Protein ve TUmor
Mutasyon Tiimorlerinin Yaygmlig Sin eal Ys laklar(i Uzerindeki Fonksiyonel
Cesitleri (%) yar Yo Etkisi
F(\:fl;rTlﬁ ?ng Aktive edici, timorogenez
BRAFV600E MAPK invazyon, metastaz, niiks
TCPTK 80-100 talitevi tesvik edici
ATK 25 ve mortaliteyi tegvik edici
Aktive edici; muhtemelen
BRAFKG601E FVPTK 5 MAPK BRAF V600E’ye benzer
etki
Eﬁ gg:ﬁg Aktive edici; PDTK ve
HRAS, KRAS, FVPTK 30-45 MAPK ve PI3K-AKT | FTK tamorogenezini,
NRAS invazyon ve metastazi
PDTK 20-40 tesvik edici
ATK 20-30 esvik ediet
FTA 0 Geni inaktive edici ancak
FTK 10-15 PI3K yolunun aktivasyonu
PTEN (Mutasyon) ATK 10-20 PISK-AKT ile timdrogenez ve invazif
PTK 1-2 yayilmui tegvik edici.
Geni inaktive edici ancak
PTEN(Delesyon) FTK 30 PI3K-AKT PISK yolunun aktivasyonu
ile timorogenez ve invazif
yayilmu tegvik edici.
FTA 0-5
FTK 5-15 Aktive edici; tiimorogenez
PIK3CA ATK 15-25 PISK-AKT ve invazyon tesvik edici
PTK 1-2
AKT1 Metastatik 15 PI3K_AKT B.e|.l rsiz; mgtastaz lehine
Kanser gibi goriiniiyor.
Aktive edici; timor
PDTK 25 . ’ .
CTNNB1 ATK 60-65 WNT-B-katenin [e)(rjci)éresyonunu tesvik
Inaktive edici; tiimér
PDTK 25 ’ .
TP53 ATK 20-80 P53- progresyonunu tesvik
edici.
FTK 5-25
FVPTK 20 Inaktive edici; tiimorler
IDH1 CPTK 10 IDH1 iizerindeki etkisi belirsiz.
ATK 10-30
Aktive edici; timor
ALK ATK 10 MAPK ve PI3K-AKT | progresyonunu tesvik
edici.
EGFR CPTK 5 MAPK ve PI3K-AKT | Aktive edicl; tlimorler
iizerindeki etkisi belirsiz.
Muhtemelen inaktive
NDUFA13 HCTK 15 edici; mitokondriyal

metabolizmay1 ve hiicre
Olimiinii etkileyeci.
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2.5. Braf

BRAF; diger adiyla v-Raf miirin sarkoma viral onkogen homologu B1 insanlarda
BRAF geni tarafindan kodlanan bir proteindir. BRAF; hiicre’nin farklilasma ve apoptozisini
diizenleyen MAPK yolaklarinda sinyal diizenlenmesinde 6énemli bir rol oynamaktadir (Sekil
2.5) (Tural ve ark. 2012). Insanlarda simdiye kadar A-Raf, B-Raf, C-Raf olmak iizere ii¢ tane
RAF kinaz proteinleri tanimlanmistir. Bunlarin igcinde BRAF, MAPK yolaginin en giiglii
aktivatoriidiir (Tural ve ark. 2012).

Tiroid kanseri’nde, BRAF V600E mutasyonu ilk olarak 2003’te kesfedilmistir ve
Giliniimiize kadar BRAF geni tizerinde 65’ten fazla mutasyon tanimlanmistir (Rahman ve ark.
2013). BRAF mutasyonlar1 7. kromozomun “q” kolunda yer alan BRAF geni {izerinde
proteinin katalitik kinaz bolgesini kodlayan 11.ve 15. Ekzon arasinda meydana gelmektedir
Tiroid kanserlerinde tespit edilen mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu (%95°ten fazlasi) 1799.
nikkleotidte meydana gelen timinin adenine tranversiyonudur. (Boila ve ark. 2012). Bu
mutasyon BRAF geninin 15. ekzonundaki yanlis anlamli bir mutasyondur ve BRAF proteinin
600. pozisyonunda yer alan valin amino asitinin glutamik asitle yer degistirmesiyle
sonuglanir. (Henke ve ark. 2014). Valin; hidrofobik bir yan zincire ve glutamik asit negatif
yiiklii bir yan zincire sahiptir. BRAF V600E mutasyonu glisin bakimindan zengin ilmek ile
aktivasyon segmenti arasindaki hidrofobik etkilesimi istikrarsiz hale getirir bunun sonucu
olarak DFG motifinin karakteristiginde degisiklige yol agar ve yabanil tip BRAF ile
karsilastirildiginda mutasyona ugramis BRAF kinaz faaliyetinde yaklasik 500 kat bir artig
goriiliir. Diger bir deyisle, molekiil otonom olarak sinyal amplifikasyonuna neden olur ve
herhangi bir RAS sinyal iletisi gelmeksizin sinyal iletiyi asagi yonli iletir. Dolayisiyla, bu
olay hiicrenin hayatta kalmasi ve hiicresel ¢ogalmayi saglamada sinyal gondermek i¢in
BRAF’1 tek basina yeterli hale getirir. Bu nedenle BRAF’1n kendisi sinyal iletimine karsi
efektorlerden veya dis uyaranlardan herhangi bir giris yapmadan MEK-ERK sinyal yolunu
uyarabilir. MEK-ERK sinyal yolunun mutasyonla aktivasyonu kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasi ve
hayatta kalma faaliyetleri ile sonuglanir (Schulz 2007). Yapilan analizlerde, eriskin papiller
tiroid karsinom hastalarinda BRAF V600E mutasyonunun sikliginin yaklasik %45 civarinda
oldugu saptanmustir (Arslan ve ark. 2011).
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Tiroid  aciler  gojorgrar  TUTUTRIK

A Amino asit karcai Kausey: poretsl ymvet
pozisyonlari
cFC NS )
Amino asit
Varyasyonlar varyasyonlar
Nt 155227 234280 457.717
. RAS baglama P-Loop ve aktivasyon
alani alami
(RBD) Cinko Parmak (Protein Kinaz Alani)

Sekil 2.5. Kanser ve RASopatiler, BRAF proteinin 3D baglant1 yapisi Ve protein alanlari (A).
Kinaz alani (415-717 amino asit) i¢in BRAF mutasyonlar 1 ¢ogunlukla melanoma, kolorektal
kanser, akciger kanseri, tiroid kanseri, yumurtalik kanseri ve CFC ile karakterize edilir (B).
NS, CFC ve kanserde BRAF proteininde en sik olarak 241, 257,469, 499 ve 600. pozisyonda
bulunan aminoasit rezidularinda degisim goriilmektedir sekilde BRAF proteininin 3 boyutlu
yapist ve siklikla degisime ugrayan aminoasitler gosterilmistir (Hussain ve ark. 2014)

Literatiirde yer alan arastirmalar ve meta analizler BRAF V600E mutasyonunun;
tekrarlayan papiller tiroid karsinomlari, lenf diglimii metastazlar1 ve ekstratiroidal
uzantilarilar ile iligkisi oldugunu da gostermistir (Arslan ve ark. 2011). Dolayisiyla,
giiniimiizde PTK vakalarinda BRAFV600E mutasyonunun taranmasi hastaligin tekrarmin
onlenmesinde ve olas1 tedavi stratejilerinin belirlenmesinde ©nemli rol oynamaktadir.
Bununla beraber, literatiirde, Tirk toplumunda PTK hastalarinda BRAF V600E mutasyon
insidansinin tespitine iliskin {i¢ ¢alisma yer almaktadir ve bu caligmalara gore BRAF
mutasyon insidanst %39-89 arasinda degismektedir (Daglar-Aday ve ark. 2013, Kurt ve ark.
2012, Kurtulmus ve ark. 2012). Bu nedenle, yapilacak bu g¢alisma ile Tirk Toplumunda
papiller tiroid kanserlerinde BRAF V600E mutasyon insidansinin saptanmasi ve literatiire

katki saglamas1 hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. KullanilanCihazlar

Buzdolab1 +4 °C, Beko, Tiirkiye kontrol

Derin dondurucu -20°C, Ugur, Tirkiye kontrol
Elektroforez gii¢ kaynagi, Cleaver, Ingiltere
Elektroforez gii¢c kaynagi, Thermo, ingiltere

Yatay elekroforez tanki, Thermo, ABD

Yatay elektroforez tanki, Cleaver, Ingiltere

Hassas terazi, Ohaus, ABD

Buz makinasi, Bluewave BW, Cin

Mikrosantrifiij, Cleaver, Ingiltere

Mikrosantrifiij, Sigma, Almanya

Otoklav, Tek Bal, Tirkiye

Otomatik pipet seti, Axygen, ABD

Sogutmali santrifiij, Niive, Tiirkiye

Vorteks, WiseMix, Kore

Genome lab GeXP genetic analysis system Beckman Coulter, ABD
Is1-Dongii Cihazi Proflex Applied Biosystems, Singapur

Transilliiminator, Vilber Lourmat, Fransa

Distile su cihazi, GFL, Almanya
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Ultrasaf su cihazi, Millipore, ABD
Mikrodalga Firini, Bosch, Almanya
Thermo-Shaker, Biosan, Letonya

pH metre, Hanna HI221, Romanya

Isiticili manyetik karistirici, WiseStir, Kore

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

33 cm x 75 pm Kapiler dizi, Beckman Coulter, ABD

Dizi analizi seperasyon jeli, Beckman Coulter, ABD

Dizi analizi kapiller elektroforez tamponu, Beckman Coulter, ABD
Deoksiribontikleik asit trifosfat (ANTP) set, MBI Fermentas, Litvanya
DNA belirteg (100 bg'lik), Thermo, Almanya

Agaroz, Sigma, ABD

Borik asit, Sigma, ABD

EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), Sigma, ABD

Etidyum bromiir, Sigma, ABD

Etil alkol, Sigma, ABD

Magnezyum kloriir, Sigma, ABD

SLS (6rnek yiikleme tamponu), Beckman Coulter, ABD

Tris, Sigma, ABD

PEG (polietilenglikol) 4000, Merck, Almanya

Glikojen, Roche, Almanya

Mineral yag, Sigma, ABD
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Sodyum asetat, Merck, Almanya
Hotstart Mix, Qiagen, USA

3.1.3. Kullanilan Kitler

3.1.3.1. DNA Ekstraksiyon Kiti (QIAGEN)

DNA ekstraksiyon i¢in Qiagen kiti kullanilmistir. Kit igerigi, ATL buffer, ATE buffer, AW1
buffer, AW2 buffer, AL buffer ve proteinaz K’dan olusmaktadir.

3.1.3.2. DNA Sekanslama Kiti: DNA dizi analizinde kullanilan GenomeLab DTCS — Quick
Start DNA Sequencing Kit, Beckman Coulter, (ABD) firmasindan elde edilmistir. Kit

dizileme i¢in gerekli olan glikojen, quick start mix, mineral yag ve SLS i¢cermektedir

3.1.4. Kullanilan ticari ¢ozelti ve tamponlar

Yiikleme tamponu ( Fermantas, Litvanya )
Tris-HCI pH 7,6

% 0,03 bromfenol mavisi

% 0,03 ksilen siyanol FF

% 60 gliserol

60 mM EDTA

3.1.5. Kullanilan Cozeltiler

Etidyum bromiir ¢ozeltisi

10 mg/ml etidyum bromiir distile su kullanilarak hazirlandu.

5X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu

54 g Tris baz

27,5 g Borik asit

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Cozelti 1 litre’ye dH-20 ile tamamlandi. 1X TBE hazirlamak i¢in 5X TBE stogundan 200 ml

alind1 ve distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

%26 PEG soliisyonu
13 gr. PEG 4000

18



67 mg. Magnezyum kloriir (MgCI2)
25 ml 1.2 M Sodyum asetat (NaAC) (pH 5.2)
Cozelti 50 mI’ye dH-O ile tamamlanda.

DNA dizileme reaksiyonu durdurma soliisyonu

Her bir 6rnek i¢in 5 pl olacak sekilde 0.1 M EDTA ( pH 8 )’dan 2 ul, 3 M NaAc’tan 2 ul ve
20mg/ml Glikojenden 1 pl alinarak 0.2 ml’lik eppendorf tiipte kullanim 6ncesi hazirlandi.

3.1.6. Primerler

Calismada PZR ve DNA dizi analizi esnasinda kullanilan primerler lontek Ltd sti.

Tirkiye'den temin edilmistir. Primerlerin dizileri ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. PZR ve DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerler

Primer Tm (°C) Primer Dizileri (5'—3’)
BRAFF 53 5" CTCTTCATAATGCTTGCTC-3’
BRAFR 55 5’-ACCTTCAATGACTTTCTAGTAA-3’

3.1.7. Kullanilan bilgisayar programlari

GenomeLab GeXP Genetic Analysis System, DNA sekanslama analiz programi version 10.2,

Beckman Coulter, ABD

Microsoft word, ABD

Microsoft excel, ABD

Infinity jel goriintiileme sistemi, Vilber Lourmat, Fransa

SPSS 16.0, ABD
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3.1.8. Hasta grubu

1995-2011 tarihleri arasinda Kartal Dr. Liitfi Kirdar Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde tedavi olan ve papiller tiroid karsinomu (PTK) tanis1 konulan 51 hasta bu
calismaya katildi. Calisma retrospektif olarak gerceklestirildi ve gerekli olan etik kurul izni

Kartal Dr. Liitfi Kirdar Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik kurulundan alind1.

Hastalara ait PTK konulan formalin fikse parafine gomiilii tiroid tiimor ve gevre
dokularindan 8-10 mm’lik kesitler alindi ve DNA izolasyonu bu drneklerden gerceklestirildi.
Hastaligin klinik karakteriyle BRAFV600E mutasyonunun korelasyonunun iliskilendirilmesi
amactyla hastalarin cinsiyeti, tan1 yasi, timor biiylikliigii, tiimoriin histolojik tipi, timor
kapsiil varligi, tiimér kapsiil invazyonu, multifokalite, lenf nod metaztazi, tiroid dis1 invazyon
ve timor dokusu dis1 patoloji kayit altina alindi. Hastalara ait demografik ve klinik bilgiler
Cizelge 3.2.’de sunuldu.
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Cizelge 3.2. Hastalarin demografik ve patolojik tan1 verileri

Hasta PTK Tumor Tiimér Vaskiiler Tumorde Tumor Tiroid Yumusak Tumor Lenf Nod BRAF
Yas | Cinsiyet Cap1 Kalsifikasyon | . Kapsiil Kapsiil Kapsiil Doku Multi- Mutasyon
No Varyant Nekrozu Invazyon o : : . S Metastazi
(cm) Varligi Invasyonu | Invazyonu | Invazyonu | sentiritesi durumu
1 55 K Klasik 15 Yok Var Yok Yok Yok Yok Var Yok Yok Yabanil
2 33 K Klasik 15 Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
3 17 E Klasik 5 Yok Var Var Yok Yok Var Var Var Var V600E
4 46 K Klasik 1.4 Yok Var Yok Yok Yok Var Var Yok Yok Yabanil
5 44 E Klasik ve | o Yok Var Yok Yok Yok Var Var Var Yok V600E
Folkiiler
6 53 K Klasik 1.2 Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
7 52 E Klasik 15 Yok Var Yok Yok Yok Var Var Yok Var F583Y
8 84 K Klasik 6 Yok Var Var Yok Yok Var Var Yok Var V600E
9 50 K Klasik 2 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
10 83 K Klasik 6 Yok Var Yok Yok Yok Var Var Yok Var V600E
11 40 K Klasik 15 Yok Var Yok Var Var Var Var Var Var F583Y
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12 18 K Klasik 3 Yok Var Yok Var Var Yok Yok Yok Var V600E

13 31 K Klasik 1.1 Yok Var Yok Var Var Yok Yok Yok Yok F583Y

14 57 E Klasik 2.1 Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yok Var V600E

15 34 K Klasik 1.2 Yok Var Var Yok Yok Var Var Yok Yok Yabanil

16 62 E Klasik 4.2 Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil

17 63 E Klasik 2.5 Yok Var Var Var Bilinmiyor Var Var Yok Yok V600E

18 29 K Klasik 13 Yok Bilinmiyor Yok Yok Yok Yok Yok Var Var V600E

19 48 K F Sgl:;iter 2.8 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Var Yok Yabaml

20 54 K Folikiiler 4 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Var Yok Yabanil
Varyant

21 25 K Folikiiler 3 Yok Var Yok Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanl
Varyant

2 | 26 K | Folikiiler | 4 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

23 | 55 K | Folikiiler | 5 Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

24 59 K Folikiler | Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

25 | 86 K | Folikiller | g Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanl
Varyant

26 45 K Folikiller |, , Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

27 62 K Folikiler 3 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

28 34 K Folikiiler 3 Yok Var Yok Var Var Yok Yok Var Yok Yabanil
Varyant

29 45 K Folikiler 2 Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

30 47 K Folikiler |, , Yok Yok Yok Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

31 31 K Folikiler |, , Yok Yok Yok Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

32 | 41 K | Folikiiler | g Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanl
Varyant

33 72 E Folikiler |/ Yok Var Yok Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant
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Folikiiler

34 50 2.2 Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

35 | 34 Folikiiler | 5 Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanl
Varyant

36 43 Folikiler 2 Yok Yok Yok Var Var Yok Yok Yok Yok Yabaml
Varyant

37 34 Folikiler | 5 5 Yok Var Yok Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

38 | 32 Folikiller | - , Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

39 | 35 Folikiler | Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

a0 | 61 Folikiler | g Yok Yok Yok Var Var Yok Yok Yok Yok | Dogrulan
Varyant amadi

a1 | 40 Folikiler |, 5 Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

42 59 Folikiiler 4 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

43 41 Folikiller | . o Yok Var Yok Var Degerlendi | Degerlendi Yok Yok Yok Yabanil
Varyant rilemedi rilemedi

44 55 Folikiller | 5 ¢ Yok Yok Yok Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

45 42 Folikiler | 5 5 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

46 38 Folikiiler 2.7 Yok Var Var Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant

a7 | 29 Folikiller | 5, Yok Yok Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok Yabanl
Varyant

48 48 Folikiiler 3 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok V600V
Varyant

49 61 Folikiler | 5 Yok Var Yok Var Yok Yok Yok Yok Yok V600E
Varyant

50 47 Folikiler |, Yok Var Yok Yok Yok Var Var Yok Yok Yabanil
Varyant

51 41 Folikiiler 8 Var Var Var Var Var Yok Yok Yok Yok Yabanil
Varyant
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3.2. YONTEM

3.2.1. Parafine gomiilii dokudan DNA izolasyonu

Kartal Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde papiller tiroid kanser tanisi almis hastalara ait

formalin fiske parafine gémiilii dokulardan mikrotom ile 10 um kalinliginda kesitler alinarak

steril eppendorf tiiplere konuldu. Calismaya dahil edilen dokulardan DNA izolasyonu

QIAGEN marka DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak tiretici firmanin kullanim kilavuzuna

uygun olarak gergeklestirildi. QIAGEN marka kit ile yapilan DNA ekstraksiyonu asagida

belirtilen protokole uygun olarak yapildi.

1.

Oncelikle kesitlerin  bulundugu eppendorf tiipiin igine parafini ¢6zmek ve
uzaklastirmak amaciyla 1000 pl ksilen ilave edildi. Ornekler, 10 saniye boyunca
kuvvetli birsekilde vortekslendi ve oda 1sisinda 14000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
S1v1 iist faz otomatik pipet kullanilarak ortamdan uzaklastirildi.

Dokulardaki ksileni ve suyu uzaklastirmak amaciyla pellet tizerine 1000 pl Absolu
etanol eklenip vortekslendi ve 2 dakika oda 1sisinda 14000 devir/dakikada santrifiij
yapildi. Otomatik pipetle s1vi iist faz ortamdan uzaklastirildi.

Pelleti kurutmak amaciyla tiip kapaklar1 agik olacak sekilde 10 dakika boyunca
birakildi.

Daha sonra pellet iizerine 180ul buffer ATL ilave edilerek pellet ¢oziildii. Hiicresel
proteinlerin uzaklastirilmasi amaciyla {izerine 20ul Proteinaz K eklenerek
vortekslendi.

Ornekler, parafinin tam erimesi i¢in 56 °C’de Thermo-Shaker *da 1200 rpm’de 1 saat
inkiibe edildi. Daha sonra 6rnekler 90 °C’de 1200 rpm’de tekrar 1 saat inkiibe edildi.
Vortekslendi.

Orneklerin iizerine 200 ul AL buffer eklenip vortekslendi. Sonra iizerine 200 ul etanol
ilave edilip vortekslendi.

Ornekler filtreli tiiplere aktarildi ve iizerine 500ul AW 1soliisyonundan eklenip 6000
g’de 1dakika santrifiij edildi. Daha sonra filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine aktarildi.
Filtreli tiipiin tizerine 500ul AW2 soliisyonundan eklenip 6000g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Filtreli tiipler yeni bir toplama tiipline aktarildi.

Membrani tamamen kurutmak icin 6rnekler 1400rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
Sonra filtreli tlipler temiz eppendorf tiiplerin igerisine yerlestirilip 50ul ATE buffer

membranin tam ortasina gelecek sekilde eklendi. Bdoylelikle DNA’nin yeniden
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¢coziinmesi saglamandi. Daha sonra 1400g’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
DNA’lar temiz eppendorf tiiplerin igerisine aktarildi.

Izolasyon sonras1 6rnekler %1°lik agaroz jelde goriintiilenerek kontrol edildi.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift sarmalli DNA’nin hedef dizilerine oligoniikleotid
primerler kullanarak baglanmasi ve uzamasi esasina dayanan in vitro DNA klonlanma
yontemidir (Temizkan ve Arda 2008). Bir PCR dongiisii denatiirasyon, baglanma, uzama
olmak {lizere ili¢ asamadan olusur. Tekrarlanan denatiirasyonun ardindan primerler kalip

DNA’ya baglanir ve polimerizasyon baslar. Bu da DNA parcalarinin iissel artsini saglar.

Denatiirasyon asamasinda c¢ift iplikli DNA acilir. Daha sonra ortamin 1sis1,
primerlerin tek iplikli DNA’ya baglanabilecegi 0zgiil sicaklik degerine diisiiriilerek
primerlerin ilgili DNA dizilerine baglanmasi saglanir. Son asama olan uzamada da ilgili
primerler kullanilarak ¢ogaltilmasi istenilen DNA dizilerinin 5 —3' yoniinde sentezi

gerceklestirilir (Schochetman ve ark. 1988).

BRAF V600E mutasyonun saptanmasi amaciyla BRAF geninin 15. ekzonunu igeren
gen bolgesinin amplifikasyonu hotstart PZR yontemiyle gergeklestirildi. Bu amagla toplam 25
ul hacimlik reaksiyon karigimi hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karigimi

20 pmol ileri ve geri primer,
0,1-1 pg kalip DNA,
12,5 pl hotstart mix

ve H:0 igermektedir.

Bu islem 0,2 mI'lik eppendorf tiipiinde ve buz igerisinde gergeklestirildi. Ornekler 1s1-déngii

cithazina yerlestirilerek, asagida belirtilen program uygulandi.

—_

95°C’de *de 15 dk dndenatiirasyon
94°C’de 30 saniye denatiirasyon 40 dongt
56 °C’de 30 saniye baglanma

72°C’de 30 saniye uzama
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72°C’de 7 dakika son uzama olarak gerceklestirildi.

PZR reaksiyonu sonrasinda drnekler %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

3.2.3.Agaroz jel elekroforezi

Agaroz, kirmizi alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilmis bir polisakkarittir
(Temizkan ve Arda 2008). Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin tanimi, ayrimui,
saflagtirilmas1 amaciyla kullanilan bir yontemdir (Somma ve Querci, 2016). Agaroz jele DNA
pargaciklar1 yiikleri, biiyiiklikleri ve bigimlerine gore hareket ederler. Kiicik DNA
fragmanlan icin yiliksek agaroz jel konsantrasyonu, biiyiik DNA fragmanlar i¢in diisiik
agaroz jel konsantrasyonu ile DNA parcalarinin ayrilmasi saglanmaktadir. DNA’nin jelde

goriiniir hale gelebilmesi i¢in EtBr kullanilmaktadir (Temizkan ve Arda 2008).

Yapilan bu ¢alismada PZR ile ¢ogaltilan iirlinlerin dogrulugunun kontrolii i¢in agaroz
jel elektroforezi uygulandi. Bu amagla 50 ml 1 X TBE igerisinde 1 gr agaroz 1siticili manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii. 10mg/ml konsantrasyonu olan EtBr’den 2,5 ul ilave edilerek jel
diizenegine uygun taraklar takilarak dokiildi. Jel donduktan sora taraklar c¢ikarilarak
icerisinde 1 X TBE olan tanka yerlestirildi. Kuyucuklara belirtec DNA ve ornekler ylikleme
boyastyla karistirilarak yiiklendi. Yiiklenen DNA ornekleri 30 dakika 120 volt sabit voltajda
kosturuldu ve olugan DNA bantlar1 UV 1s1k altinda incelenerek fotografi ¢ekildi. 267 bg¢’lik

amplifikasyon tiriinlerinin varligit DNA belirteg ile kiyaslanarak kontrol edildi.

3.2.4. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Dizi analizi reaksiyonu oncesi PZR karisimindaki dNTP, primer gibi kimyasallarin
ortamdan uzaklastirilmast amaciyla PEG ile ¢oktiirme yontemi kullanilarak saflastirildi

(Rosenthal ve ark. 1993).

PZR iirlinlerinin iizerine 1:1 oraninda %26’lik PEG ¢o6zeltisi ilave edildikten sonra
kuvvetlice vortekslenip oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. Ardindan oda 1sisinda 20 dakika
14000 rpm’de santrifiij edildi. Santriflij sonrasi iist faz uzaklastirildi. Pellet iizerine 90 pl
%70’lik soguk etil alkol ilave edildi ve 10 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi. Pellet 20 pul
dH20 ile ¢oziindiiriildii. 4 pl alinarak %2’ik agaroz jelde goriintiilendi.
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3.2.5. DNA dizileme reaksiyonu

DNA dizilemesi, bir DNA molekiiliiniin baz dizisinin belirlenmesi amaciyla kullanilan
bir yontemdir. DNA dizileme; adli tip tanimlamalari, mikrobiyal hastaliklara neden olan
mikroorganizmalarin saptanmasi, genetik bozukluklara yol agan DNA baz degisimlerinin
belirlenmesi gibi gesitli amaglarla kullanilmaktadir. DNA dizi analizi i¢in gelistirilen Klasik
iki yontem vardir: Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi ile Fred
Sanger ve Coulson’un zincir sonlama yontemi. DNA dizi analizinde en sik kullanilan klasik
yontem; Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi zincir sonlama yontemidir. Bu yontem
enzimatik DNA sentezine dayanir. Her iki yontemde de dizi analizi yapilacak olan DNA’ya
dort ayr1 reaksiyon karisimi hazirlanir. Reaksiyonlarin her birinde az miktarda modifiye
niikleotid kullanildig1 icin yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti
meydana gelir. Reaksiyon sonucu elde edilen DNA pargalarina elektroforez uygulanarak jel

izerinde goriintiilenir.

Kimyasal ve enzimatik yontemler disinda otomatik dizi analizi sistemleri de
kullanilmaktadir. Otomatik dizi analizinde fotokrom isaretli niikleotidler kullanilir. Tiim
dideoksi isaretli ddNTP’ler tek bir reaksiyon tiipii igerisine konulur. Reaksiyon karigimi

kapiller jele yiiklenir, iki farkli floresans detektorle bazlar tanimlanir.

Yapilan bu ¢alismada, BRAF V600E mutasyonun saptanmasi amaciyla, ilgili
mutasyonu igeren BRAF geni 15. ekzonuna ait DNA dizilerinin tespiti i¢in Sanger metoduna
dayanan otomatik dizi analiz yontemi kullanildi. Bu amagla dizileme reaksiyon karigimi

asagida belirtildigi tizere hazirlandi.

10 ul’lik reaksiyon karigima:

35-50 ng Saflastirilmig PZR {iriini

1.5 pl dizileme reaksiyon karisimi ( Sequencing Mix )
5 pmol primer (ileri veya geri )

dH,0 icermektedir.

Bu islem 0.2 ml’lik eppendorf tiiplerinde ve buz igerisinde gergeklestirildi. Tiipler 1s1 dongii

cihazina yerlestirilerek asagida belirtilen 1s1-dongii programi uygulandi.
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96 °C’de 20 saniye denatiirasyon
50 °C’de 20 saniye baglanma 30 dongii

60 °C 4 dakika sentez

3.2.6. DNA dizi analizi érneklerinin ¢oktiiriilmesi ( etanol presipitasyonu )

Dizileme reaksiyonu sonrasi presipitasyon iretici firmanin direktifleri dogrultusunda
gerceklestirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu tiipleri i¢erisinde bulunan reaksiyon tiriinleri 0.5
ml’lik steril eppendorf tiiplerine aktarildi. Her bir 6rnegin lizerine hazirlanan durdurma
soliisyonundan Sul. ve soguk absolii etanoldan 60 ul ilave edilip vortekslendi. +4 °C’de
14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi iist faz uzaklastirildi. Pellet tizerine
%70’1ik soguk etanolden 90 ul ilave edildi ve +4°C’de 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi. Ust faz uzaklastirildiktan sonra drnekler 10 dakika kurumaya birakildi. Ornekler,

otomatik dizi analizi cihazina yiiklenene kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.7. Kapiller elektroforez i¢in 6rneklerin cihaza yiiklenmesi

Presipite dizi analizi tirlinleri formamid ve iire iceren 30 pl SLS tamponu igerisinde
coziindiiriilerek iizerine buharlasmay1 dnlemek amaciyla bir damla mineral yag eklendi ve
cihaza yiiklendi. Kapiller elektroforez {iretici firma tarafindan belirtilen kosullara
dogrultusunda Backman Coulter GenomeLab GeXP Genetic Analysis System (ABD) marka

otomatik dizi analizi cihazinda gerceklestirildi.

3.2.8. DNA dizi analizi sonu¢larinin degerlendirilmesi

Elde edilen dizi analizi sonuglari GenomeLab GeXP Genetic Analysis System Version
10.2 DNA dizi analizi programi kullanilarak degerlendirildi. Hastalara ait saglikli ve tlimor
dokularindan elde edilen DNA dizileri degerlendirilip, GENEBANK ’ta bulunan HM459603.1
nolu gen dizisi ile karsilastirilarak ilgili gen bolgesinde bulunan BRAF F583Y, V600E, ve
BRAF V600V mutasyonlari tespit edildi.

3.2.9. istatistiksel analiz

Yapilan c¢alisma kapsaminda, hastalara ait demografik ve klinik bilgiler BRAF
mutasyon durumlarina gore SPSS 15.0 bilgisayar programi kullanilarak karsilagtirildi. Yas,
tiimor c¢ap1 gibi niteliksel veriler student t-testi kullanilarak karsilastirilirken, timor kapsiil

varhigii vaskiler invazyon gibi niceliksel veriler Pearson ki-kare testi kullanilarak
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karsilastirildi. “p” degerinin 0,05’den kiigiik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli
olarak kabul edildi.

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hasta Grubu

Calismaya, klinik ve patolojik tanisi konulmus 51 hasta dahil edilmis olup bu
hastalarin 18’1 klasik varyant, 33’ folikiiler varyanttir. Hastalarin 38’1 kadin ve 13’ erkektir.
Caligmaya alinan hastalara ait demografik ve patolojik tani kriterlerine iliskin veriler detayl
olarak daha once tablo 3.2°de sunulmustur. Bununla beraber, demografik ve patolojik tani

verilerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasina iliskin sonuglar ¢izelge 4.1°de 6zetlenmistir.

4.2. PZR Sonuc¢lari

Saglikli doku ve hasta dokulardan elde edilen DNA Ornekleri yontem 3.2.2°de
belirtildigi gibi amplifiye edilmistir. Tim 6rneklerde 266 b¢ olan amplifikasyon Ornekleri
agaroz jel elektroforezinde marker DNA ile kontrol edilmistir. Negatif kontrol 6rneginde
amplifikasyon goriilmemistir ( Sekil 4.1.).

Cizelge 4.1. Papiller tiroid karsinomu hastalarinda demografik ve patolojik tani verilerin

karsilastirilmasi

Tiimér Tipi KIasnl:{gryant Fohku:]e:rs\éaryant P degeri
Yas 47,65+£17,54 47,85+14,21 0,483
. 6 erkek(33,53) 6 erkek(18,18)
Cinsiyet n(%) 12kadin(66,47) 27 kadin(81,82) 0,223
Tiimor Capi1 (cm) 2,40+1,52 3,41+1,64 0,010
Vaskiiler invazyon yok:14(77,78) yok:31(93,94) 0.087
n(%) var:4(22,22) var:2(6,06) ’
Tiimdrde kapsiil varligi yok:11(61,11) yok:4(12,12) 0.002
n(%) var:7(38,89) var:29(87,88) —_—
Tiimorde kapsiil invazyonu yok:15(83,33) yok:22(66,67) 0.202
n(%) var:3(16,67) var:11(33,33) ’
Tiroid kapsiil invazyonu yok:9(50,00) yok:32(96,97) 0.00005
n(%) var:9(50,00) var:1(3,03) ——
Yumusak doku invazyonu yok:8(44,44) yok:32(96,97) 0.00001
n(%) var:10(55,56) var:1(3,03) ———
Tiimor Multisentiritesi yok:14(77,78) yok:30(90,91) 0.193
n(%) var:4(22,22) var:3(9,09) ’
Tiimorde lenf nod metaztazi yok:10(55,56) yok:33(100,00) 0.000003
n(%) var:8(44,44) var:0(0) ——
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Sekil 4.1. PZR sonuglar1 M: Marker (100 bg), BL: Negatif kontrol, 1.2.3.4.5.6.7.9.10.11.12
nolu hasta orneklerine ait 266 b¢’lik PZR firtinleri

4.3. Saflastirma Sonuglari

Yontem 3.2.4.°te belirtildigi sekilde saflagtirrlan PZR ornekleri %2’lik  jel
elektroforezinin ardindan fotodansimetrik olarak degerlendirildi. Ornek konsantrasyonu 25

ng/ul-65 ng/ul arasinda olacak sekilde hesaplandi (Sekil 4.2.).

Scale of profie to display :

Mnimum to maximum v

x) ¢

Lane2 |  Volume | Height | Area ‘ Molecular Weight ‘
 Bndl | 12607492 U 40668

Sekil 4.2. PZR saflastirma sonuclart A; %?2’lik agaroz jelin fotodansimetrik olarak
goriintiilenmesi, B; marker bantlariin degerlendirilmesi, C; 1. kuyudaki Ornegin
degerlendirilmesi
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4.4.DNA Dizi Analizi Sonuclar:

Saflastirilan saglikli ve hasta doku Ornekleri yontem 3.2.7.°deki belirtildigi gibi
kapiller elektroforez i¢in cihaza yiiklendi. Cihazdan elde edilen dizi analizi sonuglar
GenomeLab GeXP Genetic Analysis System Version 10.2 DNA dizi analizi programi
kullanilarak degerlendirildi. PTK hastalarina ait tiimor dokularindan elde edilen DNA dizi

analizi sonuglar1 sekil 4.3 te gosterilmistir.

Yapilan bu ¢alismada, 7 Klasik varyant PTK ve 1 folikiiler varyant PTK hastasina ait
timor dokusunda BRAF proteini iizerinde 600. pozisyondaki valin aminoasitini kodlayan
kodon {izerinde wvalin glutamat doniisiimiine neden olan timin adenin (gtg—gQag;
BRAFV600E) baz yerdegisimi saptandi. Yine bir klasik varyant PTK hastasina ait timor
dokusunda BRAF V600E mutasyonuna neden olan gtg—gaa baz degisimi belirlendi. Ayrica
bir folikiiler varyant PTK hastasinda BRAF proteininde 600. pozisyonda yer alan valin
aminoasitini kodlayan kodanda herhangi bir aminoasit yerdegisimine neden olmayan
guaninden adenine (gtg—gta) baz degisimi saptandi. Bununla beraber 3 klasik varyant PTK
olgusuna ait tiimor dokularinda BRAF proteininde 583. pozisyonda fenilalanin kodlayan
kodonda fenilalanin tirozin yerdegisimine (ttt—tat; F583Y) neden olan timin-adenin baz

degisimi tespit edildi.
4.4.1. Epidemiyolojik Veriler

Calismaya alinan 51 PTK hastasina ait timor ve ¢evre dokularinda BRAF geni 15.
ekzon mutasyonlart DNA dizi analizi yontemi kullanilarak incelenmistir. Toplam 51 timor
dokusunun 13’iinde (%25,4) BRAF gen mutasyonlar tespit edildi. Mutasyon dagilimi alt
varyantlar acgisindan degerlendirildiginde 18 klasik varyant PTK hastasinin 11’inde (% 61,11)
BRAF gen mutasyonu bulundu. Bu mutasyonlarin %44,4’ic BRAF V600E mutasyonu,
%16,7> si ise BRAF F583Y mutasyonundur. Bununla beraber, 33 folikiiler varyant PTK
olgusunda ise 1’1 sessiz mutasyon olmak iizere 2 mutasyon (%6,10) tespit edilmistir. Bulunan
mutasyonlara gore hastalara ait demografik bilgilerin ve patolojik bulgularin karsilagtiriimasi

cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4’te 6zetlenmistir.

BRAF mutasyon dagilimi agisindan ¢izelge 4.2°deki veriler incelendiginde; BRAF
mutasyonu tasiyan erkek bireylerin sayisinin (%50) yabanil tip bireylere gore daha yiiksek
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oldugu saptanmistir. Bununla beraber, mutasyon tespit edilen nodiiler dokular, yabanil tip
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Sekil 4.3. PTK hastalarina ait tiimor dokularindan elde edilen DNA dizi analizi sonuglart A;
BRAF V600E yabanil tip dokuya ait dizi ana, B; BRAF V600E mutasyonu (gtg—gag) igeren
dokuya ait DNA dizi analizi sonucu C; BRAF V600E mutasyonu, (gtg—gaa) i¢eren dokuya
ait DNA dizi analizi sonucu, D; BRAF V600V mutasyonu, (gtg—gta) igeren dokuya ait DNA
dizi analizi sonucu, E; BRAF F583Y mutasyonu (ttt—tat) igeren dokuya ait DNA dizi analizi

sonucu

nodiiler dokularla karsilastirildiklarinda ¢ogunda (%53,60) tiimorde kapsiil olusumu

gozlenmedigi tespit edilmistir (p=0,022). Ayrica mutasyon tasiyan timor dokularinda tiroid

dis1 doku invazyonunun (%58,3; p=0,00039), tiimo6r multisentiritesinin (%53,30; p=0,024) ve

lenf nod metaztazinin (%66,70; p<0,0001) daha sik oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.2. Papiller tiroid karsinom tanisi alan hastalarda BRAF V600E mutasyon
dagilimina gore demografik ve klinik verilerin karsilastirilmast

Braf mtasyon negatif

Braf mutasyon pozitif

n=39 =12 P degeri
Yas 48,18+14,58 43,12+17,16 0,138
- 7 erkek (17,9 6 erkek (50,00
Cinsiyet n(%) 32 kadm((82,1)) 6 kadm Eso,oo; 0.026
Tiimor Capi (cm) 3,1+1,97 3,09+1,66 0,49
Vaskiiler invazyon yok: 36 (92,30) yok: 9 (75) 0.104
n(%) var: 3 (7,70) var: 3 (25) ’
Timorde kapsiil varligt yok: 8 (20,50) yok: 7 (53,80) 0.022
n(%) var: 31 (79,50) var: 6 (46,20) =
Tiimorde kapsiil invazyonu yok: 28 (71,8) yok: 9 (75,0) 0.828
n(%) var: 11(28,2) var: 3 (25,0) ’
Tiroid kapsiil invazyonu yok: 36 (88,24) yok: 5 (64,71) 0.00011
n(%) var: 3 (11,76) var: 7 (35,29) =
Yumusak doku invazyonu yok: 35 (89,70) yok: 5 (41,70) 0.00039
n(%) var: 4 (10,30) var: 7 (58,30) =
Tiimor Multisentiritesi yok: 36 (92,30) yok: 8 (66,70) 0.024
n(%) var: 3 (7,70) var: 4 (33,30) =
Tiimorde lenf nod metaztazi yok: 39 (100,00) yok: 4 (33,30)
n(%) var: 0 (0,00) var: 8 (66,70) <0,0001

Cizelge 4.3. Papiller tiroid karsinom klasik varyant tanisi alan hastalarda demografik ve klinik

verilerin karsilastiriimasi

Braf mutasyon negatif

Braf mutasyon pozitif

=7 =11 P degeri

Yas 51,75+21,67 42,22+14,99 0,138

Cinsiyet 1 erkek (14,30) 5 erkek (45,50) 0.171
n (%) 6 kadin (85,70) 6 kadin (55,50) ’

Tiimor Capi (cm) 2,24+1,60 2,81+1,78 0,241

Vaskiiler invazyon yok: 6 (85,70) yok: 8 (72,70) 0.518
(%) var: 1 (14,30) var: 3 (27,30) '

Tiimorde kapsiil varlig yok: 4 (57,10) yok: 7 (63,60) 0.783
(%) var: 3 (42,90) var: 4 (36,40) '

Tiimorde kapsiil invazyonu yok: 7 (100,00) yok: 8 (72,70) 0.130
(%) var: 0 (0,00) var: 3 (27,30) '

Tiroid kapsiil invazyonu yok: 5 (71,40) yok: 4 (36,40) 0.147
(%) var: 2 (28,60) var: 7 (63,6) '

Yumusak doku invazyonu yok: 4 (57,10) yok: 4 (36,40) 0138
(%) var: 3 (42,90) var: 7 (63,6) '

Timor Multisentiritesi yok: 7 (100,00) yok: 7 (63,60) 0.070

(%) var: 0 (0,00) var: 4 (36,40) —

Tiimé6rde lenf nod metaztazi yok: 7 (100,00) yok: 3 (27,30) 0.002

(%) var: 0 (0,00) var: 8 (72,70) —
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BRAF mutasyon dagilimi PTK’larinin alt varyantlar1 agisindan degerlendirildiginde,
klasik varyant PTK tanis1 konulan olgulara ait BRAF mutasyonu pozitif timor dokularinda
tiroid kapsiil invazyonu, yabanil tip bireylere ait tiimor dokularlarindan 2 kat daha fazla
goriilmesinine karsin istatistiksel olarak bir farklilik tespit edilememistir (p=0,138). Yine,
mutasyon pozitif bireylerde yumusak tiroid dis1 yumusak doku invazyonu daha sik oldugunun
gozlemlenmesine karsin istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir (p=0,138). Bunun
nedeni biiylik bir olasilikla 6rnek sayisinin yetersiz olmasidir. Diger taraftan tiimor 6rnekleri
tiimdr multisentiritesi acisindan degerlendirildiginde, mutasyon pozitif bireylerin %36.,4’iinde
birden fazla tiimoér odag: tespit edilirken, mutasyon negatif bireylerin hepsinde timor tek
odaklhdir (p=0,070). Yine BRAF mutasyonlarindan birini tagiyan bireylerin %72,7’sinde lenf
nod metaztazi gozlemlenirken, mutasyon negatif bireylerin higbirinde lenf nod metaztazi

gozlemlenmemistir (p=0,002) (Cizelge 4.3).

Folikiiler varyant PTK olgularinin sadece 2’sinde BRAF mutasyonlar1 tespit
edilmistir. Bunlardan biri BRAF V600E mutasyonu ve digeri ise sessiz V600V
mutasyonudur. Dolayisiyla, bu olgularda tespit edilen mutasyon sayisinin yetersiz olmasi
nedeniyle, demografik ve patolojik tani bulgular ile mutasyonlar arasinda herhangi bir iligki
saptanamamustir (Cizelge 4.4). Bununla beraber, PTK alt varyantlarinda mutasyon dagilimi
karsilagtirildiginda klasik tip varyantlarda gézlemlenen mutasyon oraninnin (%61,1) folikiiler
varyantlarda gozlemlenen mutasyon oranindan (%6,1) on kat daha fazla oldugu tespit

edilmistir (p<0,00001)(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Papiller tiroid karsinom folikiiler varyant tanisit alan hastalarda demografik ve
klinik verilerin karsilastirilmasi

Braf mutaiyon negatif Braf mutas_yon pozitif P degeri
n=31 n=2

Yas 47,35+14,51 43,00+12,53 0,166

Cinsiyet 6 erkek (25,00) 1 erkek (50,00) 0385
n (%) 25 kadin (75,00) 1 kadin (50,00) '

Timor Capi (cm) 3,49+1,61 3,74+2,36 0,373

Vaskiiler invazyon yok: 29 (93,54) yok: 2 (100,00) 0701
(%) var: 2 (6,46) var: 0 (0,00) '

Tiimorde kapsiil varlig yok: 4(13,90) yok: 0 (0,00) 0191
(%) var: 27(87,10) var: 2(100,00) '

Tiimorde kapsiil invazyonu yok: 20 (64,50) yok: 2 (100,00) 0278
(%) var: 11 (35,50) var: 0 (0,00) '

Tiroid kapsiil invazyonu yok: 30 (96,80) yok: 2 (100,00) 0790
(%) var: 1 (3,20) var: 0 (0,00) '

Yumusak doku invazyonu yok: 30 (96,80) yok: 2 (100,00) 0790
(%) var: 1(3,20) var: 0 (0,00) '

Tiimor Multisentiritesi yok: 28 (90,30) yok: 2 (100,00) 0632
(%) var: 3 (9,70) var: 0 (0,00) '

Tiimorde lenf nod metaztazi yok: 31 (100,00) yok: 2 (100,00) 100
(%) var: 0 (0,00) var: 0 (0,00) ‘
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Cizelge 4.5. BRAF V600E mutasyonunun altvaryantlardaki dagilimi.

BRAFV600E

Klasik Varyant

Folikiiler Varyant

Mutasyon n(%) n(%) P degeri
negatif 7(38,9) 31(93,90)
<0,0001
pozitif 11(61,1) 2(6,10)
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma tiirk toplumunda PTK olgularinda BRAF V600E mutasyon sikliginin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir.  Glinlimiizde, literatirde BRAF V600E
mutasyonunun; tekrarlayan papiller tiroid karsinomlari, lenf diigliimii metastazlar1 ve
ekstratiroidal invazyon ile iliskisi oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Liu D ve ark.
2012). Ancak, iilkemiz iyot eksik, endemik guatr bolgesi olmasina ragmen (Erdogan G ve ark.
2002) ve buna baglh olarak iilkemizde nodiiler guatr olgularina sik rastlanilmasina karsin
papiller tiroid karsinomlarimin molekiiler patogenizine iliskin ¢alisma sayis1 oldukca azdir.
Tezin genel bilgiler kisminda da belirtildigi tizere, literatiirde Tiirk toplumunda PTK
hastalarinda BRAF V600E mutasyon insidansinin tespitine iliskin {i¢ ¢alisma yer almaktadir
ve BRAF mutasyon insidansi %39-89 arasinda degismektedir (Daglar-Aday ve ark. 2013,
Kurt ve ark. 2012, Kurtulmus ve ark. 2012).

Yapilan bu tez calismasinda, 51 PTK olgusuna ait nodiiler ve ¢evre dokularda BRAF
geni 15. ekzonu iizerinde yeralan mutasyonlar DNA dizi analizi (sanger metodu) ile
taranmistir.  Tespit edilen mutasyonlar ile yas cinsiyet gibi demografik veriler
karsilastirilmistir. Literatiirle uyumlu olarak braf mutasyon pozitif bireyler ile mutasyon
negatif bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p 0,138)
(Kurtulmus ve ark. 2012). Mutasyon dagilimi cinsiyet acisindan incelendiginde, BRAF
mutasyonu tasityan bireylerin yarisinin (6/12; %50) erkek oldugu saptanmistir. Bu oran
Kurtulmus ve ark.’larinca (2012) 109 PTK olgusu {izerinde yapilan calismayla uyumlu
olmakta beraber (13/21; % 61,90), Daglar- Aday ve ark. (2013) tarafindan Tiirk toplumunda
108 vaka iizerinde yapilan ¢aligmayla ortiismemektedir. Bunun iki nedeni olabilir. Birincisi,
hasta grubundaki mutasyonu tasiyan Ornek sayismnin az olmasi nedeniyle, mutasyonun
goriilme siklig1 tam olarak saptanamamus olabilir. Ikinci neden ise mutasyon oraninimn artist
tizerine cografi etki s6zkonusu olabilir. Buna 6rnek olarak Frasca ve ark.’larinin (2008)
Scilyada 393 tiroid kanser hastasinda yaptiklari ¢alismada yas, cinsiyet ve iyot alimi ile
BRAF V600E mutasyon varligi arasinda iliski saptayamazken, hastalarin yasadiklart bolge ile
mutasyon varligi arasinda pozitif bir korelasyon saptamiglardir. Bu hastalar arasinda yas,
cinsiyet ve iyot alimi agisindan farklilik bulunmamasi nedeniyle, c¢evresel karsinojenlerin
etkili olabilecegi one siiriilmiistiir. Dolayisiyla, Tiirk populasyonunda daha biiyiik bir hasta
poplilasyonunda yapilacak bir calismayla bu verilerin dogrulanmasi  gerektigi

ongoriilmektedir.
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PTK’larinda tiimor aggresivitesinin en belirgin karakteristikleri lenf nod metazltazlar
ve tiroid disi yumusak doku invazyonlaridir (Xing M 2005). Yapilan bu ¢alismada yine
literatlirle uyumlu olarak mutasyon pozitif bireylerde lenf nod metaztaz1 ( 12/8; % 66,7) ve
yumusak doku invazyonu (7/12, %58,70) daha yiiksek bulunmustur (p<0,0001; p=0,00039).
Yine, Kurtulmus ve ark.’larinca (2012) yapilan ¢alismaya uyumlu bir sekilde timor ¢apindan
bagimsiz olarak tiroid kapsiil invazyon ve tiimdr multisentiritesi BRAF mutasyonlar ile
iligkili bulunmustur (p=0,024; p= 0,00011). Ancak, yapilan bu ¢alismada BRAF V600E
mutasyonlariin en sik goriildiigii klasik varyant PTK olgularinda (yaklasik %45; (Xing M.
2013)), lenf nod metaztazi ile BRAF mutasyonlar1 arasindaki korelasyon teyit edilirken
(p=0,002); mutasyon pozitif tiimor érneklerinde yumusak doku invazyon goriilme sikligir daha
yiiksek olmasina ragmen (Braf (+):%63,6; Braf(-): %42,90) istatistiksel olarak bir anlamlilik

tespit edilememistir (p=0,138). Bunun nedeni ¢aligma 6rnek sayisinin az olmasidir.

Literatiirde yer alan makalelere bakildiginda; klasik varyat mikro papiller tiroid
karsinomlarinda (KVMPTK) lenf nod metaztazinin BRAF V600E mutasyonu ile birlikte
timoriin daha agresif oldugu 6nesiiriilmektedir (Kurtulmus ve ark. 2012). Son yillarda Kim ve
ark. (2012) tarafindan BRAF V600E mutasyonlarinin prognostik faktorler ve kotii klinik
prognoz ile iligkisi iizerine yapilan bir meta analiz ¢aligmasinda, BRAF V600E mutasyonunun
papiller tiroid kanserlerinde koétii klinik prognoz ve yiiksek riskli klinik-patolojik faktorlerle
baglantili oldugu tespit edilmistir. Yaptimiz bu ¢alismada elde edilen bulgular literatiirdeki

mevcut ¢alismalar1 desteklemektedir.

Papiller tiroid kanserlerinin altvaryantlar1 arasinda BRAF mutasyonlarinin dagilimina
bakildiginda, yapilan bu calismada klasik varyant PTK olgularinda 11/17 (% 61,1) iken
folikiiler varyant PTK olgularinda 2/33 (% 6,1) olarak tespit edilmistir. Tiirk toplumunda PTK
olgularinda alt varyantlara gore BRAF V600E mutasyon dagilimi sadece Daglar- Aday ve
ark. (2013) tarafindan yapilan calisgmada belirtilmistir. Sozkonusu bu calismada, klasik
varyant PTK olgularinin % 63,9’unda BRAF V600E mutasyon varlig bildirilken; folikiiler
varyant PTK olgularinin %30,6’sinda  BRAF V600E mutasyon varligi saptanmistir.
Literatiirde yer alan derlemelerde klasik varyant olgularin yaklasik %45’inde BRAF
mutasyonu saptadigi belirtilirken bu oranin folikiiler varyant PTK olgularindayaklagik %15
oldugu belirtilmistir (Xing M, 2013). Dolayisiyla, yapilan bu calismada elde ettigimiz
bulgular bir kisim literatiirle uyumlu iken, Daglar- Aday ve ark. (2013) tarafindan yapilan

calismayla ortiismemektedir.
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Literatiirde, folikiiler varyant PTK ‘larinda BRAF V600E mutasyon oranlari arasindaki
farkliliklarin nedeni bu varyantin klinik-patolojik karakterlerinden kaynaklanabilir. Bu
hastaligin hibrid bir hastalik m1 yoksa iki kanser tiirliniin karigimi mi1 oldugu giliniimiizde
halen tartisma konusudur. Bunun nedeni, folikiiler varyant PTK, folikil tiroid
karsinomlarindan (FTK) daha diisilk oranda mortaliteye ve uzak metaztazlara sahip olma
ozelligi gosterirken, klasik varyant PTK’larindan daha yiiksek oranda mortalite ve uzak
metaztazlara sahiptir. Klasik varyant PTKlarla karsilastirildiginda, folikiiler varyant
PTK’larda lenf nod metaztaz1 goriilme ve tiroid dis1 yumusak doku invazyon goriilme orani
diistiktiir ancak FTK’lardan yiiksektir (Yu XM ve ark. 2006). Hastaligin klasik varyant
niikleer karakteristigiyle beraber folikiiler paterne sahip olmasi patolojik agidan hastaligin
hibrid olabilecegine isaret ederken; hastaligin heterojen karakteristigi ve mutasyon profili
hastaligin bir karisim olabilecegine isaret etmektedir (Daniels GH, 2016). Lui J ve ark.
2007°de yaptiklar1 bir ¢alismada folikiiler varyant PTK olgularini infiltratif ve kapsiillii olmak
lizere iki temel sinifa ayrrmustir. Infiltratif folikiiler varyant genel olarak klasik varyant gibi
daha ¢ok lenf nod metaztazi ve tiroid dis1 invazyon karakteristiklerine sahipken; kapsiile sahip
folikiiler varyant kanser hiicreleri daha ¢ok FTK karsinomlar1 gibi davranmaktadir. Infiltratif
folikiiler varyant PTK’lar daha ¢cok BRAF V600E mutasyonu tasirken; Enkapsiile olanlar
daha c¢ok RAS mutasyonlar1 tagimaktadir. Aslinda klasik varyant PTK’larda RAS
mutasyonlart goriilmez ve RAS mutasyonlart FTK’larin tipik karakteristik bir 6zelligidir
(Xing M, 2013). Yaptigimiz bu ¢alismada folikiiler varyant PTK 6rneklerinin higbiri lenf nod
metaztazina sahip degildi ve sadece bir olguda tiroid dis1 yumusak doku invazyonu mevcuttu.
Dolayisiyla, yukaridaki bilgiler 1s181inda folikiiler varyant PTK 6rneklerimizde BRAF V600E
mutasyon sikliginin uyumlu oldugunu diisiinmekteyiz. Bununla beraber, Daglar- Aday ve ark.
(2013) yayinladiklar1 makalede papiller tiroid karsinomlarin altvaryantlar ile BRAFV600E
mutasyonunun iligkisini gosteren bir ¢izelge veya bilgi paylagsmadiklart ic¢in, bu yaymla

verilerimizi kiyaslamamizin bir imkan1 yoktur.

Bununla beraber yapilan bu ¢alismada BRAF V600E mutasyonu haricinde iki farkli
mutasyon daha tespit edilmistir. Bunlardan birisi F583Y, digeri ise V600V mutasyonudur.
Literatiirde F583Y mutasyonuna ait bir veri yer almamaktadir. Yalniz, Amerikan Saglik

Enstitlisiiniin ~ veritabaninin ~ klinik  varyasyonlar boliimiinde  (www.ncbi.nlm.nih.gov/

clinvar/variation/40385) F583L mutasyonunun RASopatilerde tespit edildigi ancak klinik
onemine dair bir veri bulunmadigi belirtilmektedir. Bununla beraber Hussain MR ve ark.

(2014) tarafindan sunulan bir derlemede, melanoma Orneklerinde F583F mutasyonu
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bulundugu belirtilmektedir. BRAF proteininin aktivasyon loop’u 596-600. aminoasitler
arasinda yeralmaktadir (Wan PTC ve ark, 2004) . Dolayisiyla mutasyonun BRAF yapisal
aktivasyonu {izerine herhangi bir etkisinin olup olmadigim1 sdylemek oldukc¢a zordur.
Dolayistyla, mutasyonun yapisal aktiviteye neden olup olmadigina dair fonksiyonel

caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Bu ¢aligmada saptanan diger mutasyon BRAF V600V, anaplastik tiroid kanserlerinde
ilk olarak Giiney Kore popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada bildirilmistir (Park JH ve ark
2014). Yine aymi ¢alismada, ilgili mutasyonun biri malign melanoma digeri de kolorektal
karsinoma Ornekleri iizerine yapilan iki calismada tespit edildigi belirtilmektedir. Ancak

mutasyonun klinik 6nemine iliskin bir veri bulunmamaktadir (Park JH ve ark 2014).

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada, 51 tiimor dokusunun 13’tinde (%25,4) BRAF gen
mutasyonlart tespit edilmistir. Klasik varyan PTK olgularinin ise %44,4’iinde BRAF V600E
mutasyonu, %16,6’sinda ise F583Y mutasyonu tespit edilmistir. Literatiirde mevcut veriler
1s1¢inda BRAF V600E mutasyonunun hastaligin kotii prognoz ile iligkili oldugu g6z oniine
alirsa, hastaligin prognozunun takibi agisindan Tiirk toplumunda daha biiylik hasta
popiilasyonlarinda yapilacak caligsmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica, folikiiler varyant PTK’larin
agresifligini belirlemek ve ayirici tanisinda kullanilmak {izere bu hasta grubunda BRAF

V600E mutasyonu haricinde RAS mutasyonlarinin incelenmesine ihtiyag vardir.
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