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Papiller Tiroid Kanserinde Braf T1799a Mutasyonunun TUmor
Buyuklugune Etkisi

The Effect of BRAF T1799A Mutation on Tumor Size of Papillary
Thyroid Cancer

OZET

Amag: Tiroid kanseri en yaygin endokrin malinitesidir ve tim dinyada insidansi giderek
artmaktadir. Tim tiroid kanseri vakalarinin yaklasik % 80’ini teskil eden papiller tiroid
kanserinin etyolojisinde basta T1799A mutasyonu olmak (zere bircok BRAF gen
mutasyonlarinin yer aldi§i bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci BRAF T1799A mutasyonun
tiroid kanserindeki frekansi ve timor blyuklGgi ile muhtemel iliskisini arastirmaktir.

Gereg ve Ydntem: Calismaya tiroid kanseri tanisi konmus 58 olgu ve kanserden baska
sebeplerle opere edilmis 52 olgu olmak tizere toplam 108 olgu dahil edilmistir. Olgularin
parafine gdmult dokularindan DNA izole edilerek genotipleme PCR-RFLP yontemiyle analiz
edilmistir. istatistiksel analizler SPSS 17.0 programi kullanilarak yapilmistir. 0,05’ten kiigiik
p degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

Bulgular: Tiroid kanseri ile kontrol gruplari arasinda AA genotipi agisindan istatistiksel bir
anlam bulunamazken TA genotipi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edildi
(p=0,0001, OR=7,089 (2,7-18,6)). Tumdr boyutu 1 cm’den kii¢lik ve biylk olan papiller tiroid
kanseri gruplari arasinda 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)) acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi.

Sonug: Tiroid kanseri diger kanser tirleri arasinda en fazla artis hizina sahip oldugundan
molekiler temelinin aydinlatilmasi dnem kazanmustir. Yapilan bu calismada en yaygin gorilen
BRAF T1799A mutasyonun timor biytklugine etkisinin olmadi§r sonucuna variimistir. Fakat
daha net sonuclar alabilmek icin ¢alisma daha bilytik populasyonlarda tekrarlanmalidir.

Anahtar Kelimer: Papiller tiroid kanseri, BRAF, timér boyutu.

SUMMARY

Obijective: 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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GIRIS

Cagimizin vebasi olarak da tanimlanan kanser hastaligi diinyadaki
olumler arasinda baglica 6lim sebeplerinden biridir ve yasam
kalitesini dusuirmektedir. 2008 yili verilerine gore diinyada 12,7
milyon yeni kanser vakasi ve 7,6 milyon kanser nedenli 6lim
gerceklesmistir (1, 2). En yaygin endokrin malignitesi olan tiroid
kanserinin insidansi diinyada ve lkemizde giderek artmaktadir.
Bu artis, Amerika Birlesik Devletleri’nde 2009 yili icin 37.200
vakayla diger kanser tirleri arasinda en hizlisidir. Klasik
siniflandirmaya gore tiroid kanseri papiller, folikiler, meduller ve
anaplastik olmak Uzere dort ana sinifa ayrilmaktadir. Tim tiroid
kanseri vakalari arasinda papiller tiroid kanseri yaklasik % 80
insidansiyla en fazla gorilen tiroid kanseri tipidir (3-5). Tiroid
kanserinin molekiler temelinde genellikle BRAF ve RAS
genlerindeki mutasyonlar ile RET (rearranged during transfection)
proto-onkogenindeki yeniden diizenlenmelerin (rearrangements)
etkili oldugu son yillarda yapilan arastirmalarda detayli bir sekilde
ortaya konmustur (6, 7). B-Raf proteinin kodlayan BRAF proto-
onkogenindeki mutasyonlar tim kanserlerde oldugu gibi papiller
tiroid kanserinde de vakalarinin yaklasik % 40-45’inde
gortlmektedir. BRAF gen ifadesini arttiran mutasyonlar tiroid
hiicreleri icin timorjenik olan MAPK sinyal yolagini
aktiflestirmek suretiyle papiller tiroid kanserinin molekiler
temelinde rol alir (8-10). Papiller tiroid kanserinde goriilen BRAF
gen mutasyonlari arasinda en fazla BRAF T1799A mutasyonu
gortlmektedir. Papiller tiroid kanserlerinin yaklasik olarak
yarisinda gorilen bu mutasyonda timin bazinin adenin baziyla yer
degistirmesiyle valin aminoasidi yerine glutamat aminoasidi
(V600E) olusur (11-13).

Diinya Saglik Orgiitii tarafinca capt 1 cm’den kiiciik olan
timarlere papiller tiroid mikro kanser olarak tanimlanmaktadir
(14). Kiguk boyutlarindan dolayi dnceleri fazla tanimlanamayan
mikro kanser, son zamanlarda gelismis goriintiileme sistemlerinin
gelistirilmesiyle daha fazla tanimlanabilmektedir (15). Yapilan
analizlerde BRAF T1799A mutasyonu papiller tiroid mikro
kanser vakalarinin % 30-50sinde gorildugi bilinmektedir (16).
Fakat tumdr buykligi 1 cm’den kiiglk ve biyik papiller tiroid
kanserleri arasinda BRAF T1799A mutasyonu agisindan anlamh
bir iliskinin olup olmadi§i yeteri kadar arastirlimamistir. Bu
calismanin amaci BRAF T1799A mutasyonun tiroid kanserindeki
frekansi ve timaor blyukltgi ile muhtemel iliskisini arastirmaktir.

MATERYAL VE METOD

Calismaya, Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali tarafindan tiroid kanseri tanisi konmus 58 hasta ve
kanserden baska sebeplerle opere edilmis 52 olgu dahil edilmistir.
Olgularin parafine gdmuli dokularindan kesitler alinarak 2x5um
boyutlarinda kesitler alindi. Ayrica olgularin yas, cinsiyet ve
timor derecesi gibi demorafik bilgileri kayit edilmistir.

Tablo 1. Calisma popllasyonun klinik ve demografik dzelikleri.

Elde edilen bu dokulardan DNA izolasyonu analytikjena
blackPREP FFPE DNA Kiti kullanilarak yapildi (17). Kisaca,
kesitlerin Gzerine 400 pl lizis solisyonu ve 25 pl Proteinaz K
eklenip, sirastyla 50 9C’ta 1 saat ve 90 9C’ta 2 saat inkiibe edildi.
inkiibasyon bitiminde maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi
ve stipernatant filtreli yeni bir tlipe alinip Gzerine 200 ul baglanma
soliisyonu eklendi. Santrifiij sonrasi filtreye baglanan DNA’lar iki
defa yikandiktan sonra dzerine ellisyon soliisyonu eklenip,
santrifiij edilerek DNA elde edildi. BRAF genindeki T1799A
mutasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi (polymerase chain reaction-restriction
fragment lenght polymorphism=PCR-RFLP) ydntemiyle analiz
edildi (18). T1799A mutasyonu igeren 224 bg (baz ¢ifti) bdlge
forward; 5-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA ve reverse;5-
GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA primerleri kullanilarak PCR
yontemiyle cogaltildi. PCR icin 5 dakika 95 OC’de ilk
denatiirasyon yapildiktan sonra 35 dongii (1 dakika 95 °C’de
denatiirasyon, 1 dakika 55 9C’de baglanma ve 1 dakika 72 9C’de
uzama) miiteakip 72 °C’de 10 dk son uzama gerceklestirildi. Elde
edilen PCR (riini TspRI (NEB, UK) restriksiyon enzimi ile 16
saat inkiibe edilip agaroz jelde yrditlldi. Jelde gorilen bandlarin
blyukluklerine bakilarak analiz yapildi. Mutasyonsuz normal gen
diziliminde 2 adet TspRI enzim kesim bdélgesi oldugundan 124,
87 ve 13 b¢’lik DNA parcalari olusurken, mutasyonlu gen
diziliminde TspRI kesim bélgelerinden biri kayboldugundan 211
ve 13 b¢’lik DNA parcalari olusmaktadir.

istatistiksel degerlendirme igin SPSS 17.0 paket programi
kullanilmistir.  Gruplar  arasinda  sayisal — degiskenlerin
karsilastiriimasinda Student’s t-testi, kategorik veriler icin ise Ki-
kare testi yapildi. Tum degiskenlerin birlikte iliskisi Lojistik
regresyon analizi ile kontrol edildi. Betimleyici deder olarak
ortalama + standart sapma ve oranlar verildi. P degeri 0,05 diizeyi
anlamli seviye olarak kabul edildi.

SONUCLAR

Hasta grubu 42’si bayan 16°s1 erkek olmak (izere toplam 58 tiroid
kanseri hastasindan, kontrol grubu ise 34’0 bayan 16°si erkek
olmak tizere toplam 50 olgudan olusturuldu (p=0,616). Kontrol
grubunun yas ortalamasi 49,7+11,5 iken hasta grubunun yas
ortalamasi 45,5+13,3 olarak bulundu (p=0,09). Tiroid kanserli
hastalarin 7 (% 6,5)’si folikiler karsinom, 22 (% 37,9)’si papiller
mikro karsinom ve 29 (% 50)’u ise papiller makro karsinom
olarak tespit edildi. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda yas ve
cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi
(Tablo 1).

Tiroid kanseri grubu olgularinin 15 (% 25,9)’i TT genotipinde, 33
(% 56,9)’U TA genotipinde ve 10 (% 17,2)’u AA genotipinde
oldugu bulunurken, kontrol grubu olgularin 29 (% 58)’u TT
genotipinde, 9 (% 18)’u TA genotipinde ve 12 (% 24)’si AA

< Toplam Kontrol Tiroid CA

Degiskenler (n=108) (n=50) (n=58) p (x2)

Yas 47,4+12,5 49,7+11,5 45,5+13,3 0,09
Bayan, n (%) 76 (70,4) 34 (68) 42 (72,4)

Cinsiyet 0,61
Erkek, n (%) 32(29,6) 16 (32) 16 (27,6)
Folikdler, n (%) 7 (6,5) - 7(12,1)

TUmor tipi Papiller, (<1 cm), n (%) 22 (20,4) - 22 (37,9) -

Papiller, (>1 cm), n (%) 29 (26,8) - 29 (50)
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Tablo 2. Tiroid kanseri ve kontrol gruplarinda genotiplerin dagihimi.

- Log Reg
Genotipler Toplam Kontrol Tiroid CA 0 (2)
(n=108) (n=50) (n=58) OR (95% Cl) 0
TT, n (%) (R) 44 (40,7) 29 (58) 15 (25,9) 1 -
TA, n (%) 42 (38,9) 9 (18) 33(56,9) 0,0001 7,089 (2,7-18,6) 0,0001
AA, n (%) 22 (20,4) 12 (24) 10 (17,2) 1,611 (0,5-4,5) 0,37
Tablo 3. Timor boyutlarina gére papiller tiroid kanseri gruplarinda genotiplerin dagilimi.
Tolam Papiller Papiller Log Reg
Genotipler (ng51) (g1cm) (>1cm) p (x2)
(n=22) (n=29) OR (95% CI) p
TT,n (%) (R) 14 (27,4) 5(22,8) 9(31) 1,0 -
TA, n (%) 28 (55) 13 (59) 15 (51,7) 0,87 0,641 (0,1-2,4) 0,51
AA, n (%) 9(17,6) 4(18,2) 5(17,3) 0,694 (0,1-3,8) 0,67

genotipi olarak bulundu (Tablo 2). Yapilan istatistiksel analizlerde
AA genotipi agisindan istatistiksel bir anlam bulunamazken TA
genotipi acisindan hasta ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iliski tespit edilmistir (p=0,0001, OR=7,089
(2,7-18,6)).

TUmor boyutuna gére papiller tiroid kanseri gruplari arasinda
genotip dagihmi analiz edildi (Tablo 3). Tim&r boyutu 1 cm’den
kiicuk olan olgularin 5 (% 22,8)’i TT genotipinde, 13 (% 59)’u
TA genotipinde ve 4 (% 18,2)’U AA genotipindeyken, timaor
boyutu 1 cm’den biiyiik olan olgularin 9 (% 31)’u TT genotipinde,
15 (% 51,7)’i TA genotipinde ve 5 (% 17,3)’i AA genotipinde
oldugu 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)) agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi.

TARTISMA

insidansinin diisiik olmasina karsin tiroid kanseri diger tim kanser
tdrleri arasinda en fazla artis hizina sahip kanser tirtdir. BRAF
gen mutasyonlarinin tiroid kanserinin molekiler temelinde rol
aldigi bilinmesine ragmen BRAF gen mutasyonlarinin timor
boyutu ile iliskisi yeteri kadar arastiriimamistir. Bu calismada,
kanser vakalarinda en yaygin bulunan BRAF T1799A
mutasyonun tiroid kanserinde goriilme sikhgi ile bu mutasyonun
timoér boyutuyla muhtemel iliskisi Tlrk popilasyonunda
arastirildi. Elde edilen deneysel verilere gére BRAF T1799A
mutasyonu tiroid kanserinde anlamli derecede fazla ¢ikarken,
timor byuklugu ile anlaml bir iliski edilememistir.

BRAF geni mitojen tarafindan aktive edilmis protein kinaz
(MAPK) yolagi gibi birgok hayati fonksiyonu ifa eden yolaklarda
etkin rol almaktadir. Bundan dolay!r herhangi bir sebeple
mutasyona ugramasi durumunda kanser olusumunda etkili
olabilmektedir. Yapilan arastirmalarda hemen hemen tiim kanser
tirlerinde BRAF geninin mutasyonlu oldugu ve mutasyon
insidansinin kanser tiiriine ve popllasyonlara gore degisiklikler
arz ettigi belirtilmektedir (19, 20). Bugline kadar yapilan
arastirmalarda BRAF geninde V600K, T5991 gibi cesitli
mutasyonlar rapor edilmesine karsin en yaygin gézilken mutasyon
T1799A (V600E) mutasyonudur ve bu mutasyonun birgok kanser

tiriinde etkili oldugu rapor edilmistir (21, 22).

Tiroid kanserinin mortalitesi disiktir ve uygulanan radyoaktif
iyot tedavisi genellikle basarili olmaktadir. Fakat kanserin
niiksetme riski ve tedavisi yasam standardini distirmektedir.
Tiroid kanserinin tanisi genellikle ince igne aspirasyon yontemiyle
konmaktadir fakat bu yontemin gesitli zorluklari oldugundan bazi
durumlarda kesin sonu¢ alinamamaktadir. Bundan dolayi tiroid
kanserinin etyolojisinde rol alan genlerin tanimlanmasi tiroid
kanserine yakalanma riskinin hesaplanmasi agisindan énemlidir.
Kanser tanisinin konuldugunda hastanin ileri yaslarda olmasi,
metastaz, invasyon, cinsiyet ve timoér blyukligu gibi faktorler
tiroid kanseri hastalari icin baslica risk faktorleridir (23, 24).
Tiroid papiller tiroid kanserinde tlimdér blyGklugl tedavi
yontemini etkilediginden timdr blyukliga icin 6nceden analiz
edilebilen risk faktorlerinin tanimlanmasi uygulanacak tedavi
acisindan faydah olacaktir. BRAF T1799A mutasyonu ile timor
biyuklugl arasindaki muhtemel iliski arastiran calismalar
literatirde mevcuttur. Bu arastirmalarda BRAF T1799A
mutasyonun ki¢ik boyutlardaki timor vakalarinda daha fazla
oldugu (25, 26) gibi blyik boyutlardaki timor vakalarinda daha
fazla oldugu rapor edilmistir (27, 28). Bizim yaptigimiz ¢calismada
ise BRAF T1799A mutasyonu tiroid kanseri olgularinda anlamli
derecede yuksek ¢ikmasina karsin timor boyutu ile anlamli bir
iliski tespit edilemedi. Bu yoniyle bizim ¢alismamiz Kim ve
ark.’nin yaptiklari ¢alisma ile uyumluluk gdstermektedir. 89 olgu
Uizerinde yapilan bu arastirmada BRAF V600E mutasyonunun
timor buydklaga ile ilgisi olmadigi rapor edilmistir (29).
Literattirdeki bu veriler arasindaki farkliliklarin temel sebebi
analiz edilen popilasyonlarin farkh olmasindan
kaynaklanmaktadir. Sonug olarak, BRAF T1799A mutasyonunun
papiller tiroid kanserinde timdor biylklugine etkisi olmadigi
bulunmasina karsin, daha guivenilir veriler elde edebilmek igin bu
calisma daha buyUk poplasyonlar kullanilarak tekrarlanmalidir.
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