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ÖZET
Amaç: Tiroid kanseri en yaygın endokrin malinitesidir ve tüm dünyada insidansı giderek
artmaktadır. Tüm tiroid kanseri vakalarının yaklaşık % 80’ini teşkil eden papiller tiroid
kanserinin etyolojisinde başta T1799A mutasyonu olmak üzere birçok BRAF gen
mutasyonlarının yer aldığı bilinmektedir. Bu çalışmanın amacı BRAF T1799A mutasyonun
tiroid kanserindeki frekansı ve tümör büyüklüğü ile muhtemel ilişkisini araştırmaktır.
Gereç ve Yöntem: Çalışmaya tiroid kanseri tanısı konmuş 58 olgu ve kanserden başka
sebeplerle opere edilmiş 52 olgu olmak üzere toplam 108 olgu dahil edilmiştir. Olguların
parafine gömülü dokularından DNA izole edilerek genotipleme PCR-RFLP yöntemiyle analiz
edilmiştir. İstatistiksel analizler SPSS 17.0 programı kullanılarak yapılmıştır. 0,05’ten küçük
p değerleri anlamlı olarak kabul edilmiştir.
Bulgular: Tiroid kanseri ile kontrol grupları arasında AA genotipi açısından istatistiksel bir
anlam bulunamazken TA genotipi açısından istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki tespit edildi
(p=0,0001, OR=7,089 (2,7-18,6)). Tümör boyutu 1 cm’den küçük ve büyük olan papiller tiroid
kanseri grupları arasında hem TA genotipi (p=0,51, OR=0,641 (0,1-2,4)) hem de AA genotipi
(p=0,67, OR=0,694 (0,1-3,8)) açısından istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamadı.
Sonuç: Tiroid kanseri diğer kanser türleri arasında en fazla artış hızına sahip olduğundan
moleküler temelinin aydınlatılması önem kazanmıştır. Yapılan bu çalışmada en yaygın görülen
BRAF T1799A mutasyonun tümör büyüklüğüne etkisinin olmadığı sonucuna varılmıştır. Fakat
daha net sonuçlar alabilmek için çalışma daha büyük popülasyonlarda tekrarlanmalıdır.
Anahtar Kelimer: Papiller tiroid kanseri, BRAF, tümör boyutu.

SUMMARY
Objective: The incidence of thyroid cancer, the most common endocrine malignancy is
increasing in all populations. Papillary thyroid cancer constitutes approximatelly 80 % of the
thyroid cancers and several BRAF gene mutations escpecially T1799A are involved in the
etiology of papillary thyroid cancer. The aim of this study was to investigate the frequency of
BRAF T1799A mutation in thyroid cancer and the possible association between BRAF
T1799A mutation and tumor size.
Methods: The study was conducted with 58 cases with thyroid cancer and 52 cases with no
cancer in totally 108 cases. DNA isolated from paraffin-embedded tissues of cases, and the
genotypes were analyzed by PCR-RFLP method. Statistical analyses were performed using
SPSS 17.0 software. P values less than 0.05 were accepted as statistically significant.
Results: There was no statistically significant association between patient and control groups
in term of the AA genotype. However TA genotype was significantly higher in patient group
than control group (p=0.0001, OR=7.089 (2.7-18.6)). When comparing less and more than 1
cm tumor size groups in papillary thyroid cancer cases, there was no statistically significant
association for TA genotype (p=0,51, OR=0,641 (0,1-2,4)) and AA genotype (p=0,67,
OR=0,694 (0,1-3,8)).
Conclusion: Thyroid cancer has the most increasing rate among all cancers types in the world.
So, the elucidation of the molecular basis in detail has gained the great importance. In this
study, it was concluded that BRAF T1799A mutation has no effect on tumor size. However,
this study should be repeated with larger population to get more confident results.
Key Words: Papillary throid cancer, BRAF, tumor size.
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GİRİŞ
Çağımızın vebası olarak da tanımlanan kanser hastalığı dünyadaki
ölümler arasında başlıca ölüm sebeplerinden biridir ve yaşam
kalitesini düşürmektedir. 2008 yılı verilerine göre dünyada 12,7
milyon yeni kanser vakası ve 7,6 milyon kanser nedenli ölüm
gerçekleşmiştir (1, 2). En yaygın endokrin malignitesi olan tiroid
kanserinin insidansı dünyada ve ülkemizde giderek artmaktadır.
Bu artış, Amerika Birleşik Devletleri’nde 2009 yılı için 37.200
vakayla diğer kanser türleri arasında en hızlısıdır. Klasik
sınıflandırmaya göre tiroid kanseri papiller, foliküler, medüller ve
anaplastik olmak üzere dört ana sınıfa ayrılmaktadır. Tüm tiroid
kanseri vakaları arasında papiller tiroid kanseri yaklaşık % 80
insidansıyla en fazla görülen tiroid kanseri tipidir (3-5). Tiroid
kanserinin moleküler temelinde genellikle BRAF ve RAS
genlerindeki mutasyonlar ile RET (rearranged during transfection)
proto-onkogenindeki yeniden düzenlenmelerin (rearrangements)
etkili olduğu son yıllarda yapılan araştırmalarda detaylı bir şekilde
ortaya konmuştur (6, 7). B-Raf proteinin kodlayan BRAF proto-
onkogenindeki mutasyonlar tüm kanserlerde olduğu gibi papiller
tiroid kanserinde de vakalarının yaklaşık % 40-45’inde
görülmektedir. BRAF gen ifadesini arttıran mutasyonlar tiroid
hücreleri için tümörjenik olan MAPK sinyal yolağını
aktifleştirmek suretiyle papiller tiroid kanserinin moleküler
temelinde rol alır (8-10). Papiller tiroid kanserinde görülen BRAF
gen mutasyonları arasında en fazla BRAF T1799A mutasyonu
görülmektedir. Papiller tiroid kanserlerinin yaklaşık olarak
yarısında görülen bu mutasyonda timin bazının adenin bazıyla yer
değiştirmesiyle valin aminoasidi yerine glutamat aminoasidi
(V600E) oluşur (11-13).
Dünya Sağlık Örgütü tarafınca çapı 1 cm’den küçük olan
tümörlere papiller tiroid mikro kanser olarak tanımlanmaktadır
(14). Küçük boyutlarından dolayı önceleri fazla tanımlanamayan
mikro kanser, son zamanlarda gelişmiş görüntüleme sistemlerinin
geliştirilmesiyle daha fazla tanımlanabilmektedir (15). Yapılan
analizlerde BRAF T1799A mutasyonu papiller tiroid mikro
kanser vakalarının % 30-50’sinde görüldüğü bilinmektedir (16).
Fakat tümör büyüklüğü 1 cm’den küçük ve büyük papiller tiroid
kanserleri arasında BRAF T1799A mutasyonu açısından anlamlı
bir ilişkinin olup olmadığı yeteri kadar araştırılmamıştır. Bu
çalışmanın amacı BRAF T1799A mutasyonun tiroid kanserindeki
frekansı ve tümör büyüklüğü ile muhtemel ilişkisini araştırmaktır.

MATERYAL VE METOD
Çalışmaya, Düzce Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Patoloji
Anabilim Dalı tarafından tiroid kanseri tanısı konmuş 58 hasta ve
kanserden başka sebeplerle opere edilmiş 52 olgu dahil edilmiştir.
Olguların parafine gömülü dokularından kesitler alınarak 2x5µm
boyutlarında kesitler alındı. Ayrıca olguların yaş, cinsiyet ve
tümör derecesi gibi demorafik bilgileri kayıt edilmiştir.

Elde edilen bu dokulardan DNA izolasyonu analytikjena
blackPREP FFPE DNA Kiti kullanılarak yapıldı (17). Kısaca,
kesitlerin üzerine 400 µl lizis solüsyonu ve 25 µl Proteinaz K
eklenip, sırasıyla 50 oC’ta 1 saat ve 90 oC’ta 2 saat inkübe edildi.
İnkübasyon bitiminde maksimum hızda 1 dakika santrifüj edildi
ve süpernatant filtreli yeni bir tüpe alınıp üzerine 200 µl bağlanma
solüsyonu eklendi. Santrifüj sonrası filtreye bağlanan DNA’lar iki
defa yıkandıktan sonra üzerine elüsyon solüsyonu eklenip,
santrifüj edilerek DNA elde edildi. BRAF genindeki T1799A
mutasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi (polymerase chain reaction-restriction
fragment lenght polymorphism=PCR-RFLP) yöntemiyle analiz
edildi (18). T1799A mutasyonu içeren 224 bç (baz çifti) bölge
forward; 5-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA ve reverse;5-
GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA primerleri kullanılarak PCR
yöntemiyle çoğaltıldı. PCR için 5 dakika 95 oC’de ilk
denatürasyon yapıldıktan sonra 35 döngü (1 dakika 95 oC’de
denatürasyon, 1 dakika 55 oC’de bağlanma ve 1 dakika 72 oC’de
uzama) müteakip 72 oC’de 10 dk son uzama gerçekleştirildi. Elde
edilen PCR ürünü TspRI (NEB, UK) restriksiyon enzimi ile 16
saat inkübe edilip agaroz jelde yürütüldü. Jelde görülen bandların
büyüklüklerine bakılarak analiz yapıldı. Mutasyonsuz normal gen
diziliminde 2 adet TspRI enzim kesim bölgesi olduğundan 124,
87 ve 13 bç’lik DNA parçaları oluşurken, mutasyonlu gen
diziliminde TspRI kesim bölgelerinden biri kaybolduğundan 211
ve 13 bç’lik DNA parçaları oluşmaktadır.
İstatistiksel değerlendirme için SPSS 17.0 paket programı
kullanılmıştır. Gruplar arasında sayısal değişkenlerin
karşılaştırılmasında Student’s t-testi, kategorik veriler için ise Ki-
kare testi yapıldı. Tüm değişkenlerin birlikte ilişkisi Lojistik
regresyon analizi ile kontrol edildi. Betimleyici değer olarak
ortalama ± standart sapma ve oranlar verildi. P değeri 0,05 düzeyi
anlamlı seviye olarak kabul edildi.

SONUÇLAR
Hasta grubu 42’si bayan 16’sı erkek olmak üzere toplam 58 tiroid
kanseri hastasından, kontrol grubu ise 34’ü bayan 16’sı erkek
olmak üzere toplam 50 olgudan oluşturuldu (p=0,616). Kontrol
grubunun yaş ortalaması 49,7±11,5 iken hasta grubunun yaş
ortalaması 45,5±13,3 olarak bulundu (p=0,09). Tiroid kanserli
hastaların 7 (% 6,5)’si foliküler karsinom, 22 (% 37,9)’si papiller
mikro karsinom ve 29 (% 50)’u ise papiller makro karsinom
olarak tespit edildi. Hasta grubu ile kontrol grubu arasında yaş ve
cinsiyet açısından istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamadı
(Tablo 1).
Tiroid kanseri grubu olgularının 15 (% 25,9)’i TT genotipinde, 33
(% 56,9)’ü TA genotipinde ve 10 (% 17,2)’u AA genotipinde
olduğu bulunurken, kontrol grubu olguların 29 (% 58)’u TT
genotipinde, 9 (% 18)’u TA genotipinde ve 12 (% 24)’si AA

YAYKAŞLI ve Ark.

Tablo 1. Çalışma popülasyonun klinik ve demografik özelikleri.

Değişkenler Toplam
(n=108)

Kontrol
(n=50)

Tiroid CA
(n=58) p (χ2)

Yaş 47,4±12,5 49,7±11,5 45,5±13,3 0,09

Cinsiyet
Bayan, n (%) 76 (70,4) 34 (68) 42 (72,4)

0,61
Erkek, n (%) 32 (29,6) 16 (32) 16 (27,6)

Tümör tipi

Foliküler, n (%) 7 (6,5) - 7 (12,1)

-Papiller, (≤1 cm), n (%) 22 (20,4) - 22 (37,9)

Papiller, (>1 cm), n (%) 29 (26,8) - 29 (50)
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genotipi olarak bulundu (Tablo 2). Yapılan istatistiksel analizlerde
AA genotipi açısından istatistiksel bir anlam bulunamazken TA
genotipi açısından hasta ile kontrol grubu arasında istatistiksel
olarak anlamlı bir ilişki tespit edilmiştir (p=0,0001, OR=7,089
(2,7-18,6)).
Tümör boyutuna göre papiller tiroid kanseri grupları arasında
genotip dağılımı analiz edildi (Tablo 3). Tümör boyutu 1 cm’den
küçük olan olguların 5 (% 22,8)’i TT genotipinde, 13 (% 59)’u
TA genotipinde ve 4 (% 18,2)’ü AA genotipindeyken, tümör
boyutu 1 cm’den büyük olan olguların 9 (% 31)’u TT genotipinde,
15 (% 51,7)’i TA genotipinde ve 5 (% 17,3)’i AA genotipinde
olduğu bulundu. Gerek TA genotipi (p=0,51, OR=0,641 (0,1-2,4))
gerekse AA genotipi (p=0,67, OR=0,694 (0,1-3,8)) açısından
gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki bulunamadı.

TARTIŞMA
İnsidansının düşük olmasına karşın tiroid kanseri diğer tüm kanser
türleri arasında en fazla artış hızına sahip kanser türüdür. BRAF
gen mutasyonlarının tiroid kanserinin moleküler temelinde rol
aldığı bilinmesine rağmen BRAF gen mutasyonlarının tümör
boyutu ile ilişkisi yeteri kadar araştırılmamıştır. Bu çalışmada,
kanser vakalarında en yaygın bulunan BRAF T1799A
mutasyonun tiroid kanserinde görülme sıklığı ile bu mutasyonun
tümör boyutuyla muhtemel ilişkisi Türk popülasyonunda
araştırıldı. Elde edilen deneysel verilere göre BRAF T1799A
mutasyonu tiroid kanserinde anlamlı derecede fazla çıkarken,
tümör büyüklüğü ile anlamlı bir ilişki edilememiştir.
BRAF geni mitojen tarafından aktive edilmiş protein kinaz
(MAPK) yolağı gibi birçok hayati fonksiyonu ifâ eden yolaklarda
etkin rol almaktadır. Bundan dolayı herhangi bir sebeple
mutasyona uğraması durumunda kanser oluşumunda etkili
olabilmektedir. Yapılan araştırmalarda hemen hemen tüm kanser
türlerinde BRAF geninin mutasyonlu olduğu ve mutasyon
insidansının kanser türüne ve popülasyonlara göre değişiklikler
arz ettiği belirtilmektedir (19, 20). Bugüne kadar yapılan
araştırmalarda BRAF geninde V600K, T599I gibi çeşitli
mutasyonlar rapor edilmesine karşın en yaygın gözüken mutasyon
T1799A (V600E) mutasyonudur ve bu mutasyonun birçok kanser

türünde etkili olduğu rapor edilmiştir (21, 22).
Tiroid kanserinin mortalitesi düşüktür ve uygulanan radyoaktif
iyot tedavisi genellikle başarılı olmaktadır. Fakat kanserin
nüksetme riski ve tedavisi yaşam standardını düşürmektedir.
Tiroid kanserinin tanısı genellikle ince iğne aspirasyon yöntemiyle
konmaktadır fakat bu yöntemin çeşitli zorlukları olduğundan bazı
durumlarda kesin sonuç alınamamaktadır.  Bundan dolayı tiroid
kanserinin etyolojisinde rol alan genlerin tanımlanması tiroid
kanserine yakalanma riskinin hesaplanması açısından önemlidir.
Kanser tanısının konulduğunda hastanın ileri yaşlarda olması,
metastaz, invasyon, cinsiyet ve tümör büyüklüğü gibi faktörler
tiroid kanseri hastaları için başlıca risk faktörleridir (23, 24).
Tiroid papiller tiroid kanserinde tümör büyüklüğü tedavi
yöntemini etkilediğinden tümör büyüklüğü için önceden analiz
edilebilen risk faktörlerinin tanımlanması uygulanacak tedavi
açısından faydalı olacaktır. BRAF T1799A mutasyonu ile tümör
büyüklüğü arasındaki muhtemel ilişki araştıran çalışmalar
literatürde mevcuttur. Bu araştırmalarda BRAF T1799A
mutasyonun küçük boyutlardaki tümör vakalarında daha fazla
olduğu (25, 26) gibi büyük boyutlardaki tümör vakalarında daha
fazla olduğu rapor edilmiştir (27, 28). Bizim yaptığımız çalışmada
ise BRAF T1799A mutasyonu tiroid kanseri olgularında anlamlı
derecede yüksek çıkmasına karşın tümör boyutu ile anlamlı bir
ilişki tespit edilemedi. Bu yönüyle bizim çalışmamız Kim ve
ark.’nın yaptıkları çalışma ile uyumluluk göstermektedir. 89 olgu
üzerinde yapılan bu araştırmada BRAF V600E mutasyonunun
tümör büyüklüğü ile ilgisi olmadığı rapor edilmiştir (29).
Literatürdeki bu veriler arasındaki farklılıkların temel sebebi
analiz edilen popülasyonların farklı olmasından
kaynaklanmaktadır. Sonuç olarak, BRAF T1799A mutasyonunun
papiller tiroid kanserinde tümör büyüklüğüne etkisi olmadığı
bulunmasına karşın, daha güvenilir veriler elde edebilmek için bu
çalışma daha büyük popülasyonlar kullanılarak tekrarlanmalıdır.
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