T.C.
DICLE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI TIBBI PATOLOJI ANABILIM DALI

TiROID TUMORLERINDE ZIP4, ZO-1 VE CLAUDIN-1
EKSPRESYONUNUN iIMMUNOHISTOKIMYA VE
REAL-TIME PCR YONTEMLERI ILE ARASTIRILMASI

DR. MUSTAFA NACIR
TIPTA UZMANLIK TEZI

DIYARBAKIR - 2020






T.C.
DICLE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI TIBBI PATOLOJi ANABILIM DALI

TiROID TUMORLERINDE ZIP4, ZO-1 VE CLAUDIN-1
EKSPRESYONUNUN IMMUNOHISTOKIMYA VE
REAL-TIME PCR YONTEMLERI ILE ARASTIRILMASI

Dr. MUSTAFA NACIR
TIPTA UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Dr. Ogr. Uyesi IBRAHIM IBILOGLU

DIYARBAKIR - 2020



ONSOZ

Asistanlik egitimim siiresince yardim ve desteklerini esirgemeyen, bilimsel ve
mesleki deneyimleri basta olmak iizere her konuda yol gosterici olan basta tez
danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Dr. Ibrahim IBILOGLU’na, diger hocalarim Prof.
Dr. Hiiseyin BUYUKBAYRAM, Dog. Dr. Selver OZSENER OZEKINCI, Dog.
Dr. Ulas ALABALIK, Dr. Ogr. Uyesi Aysenur KELES, Dr. Ogr. Uyesi Giilay
AYDOGDU, Dr. Ogr. Uyesi Engin Deniz YILMAZ’a,

Istatistiksel degerlendirmede yardimci olan Dr. Ogr. Uyesi Ismail YILDIZ’a,
Ingilizce profesyonel destek sunan Dr. Ogr. Uyesi Osman SOLMAZ’a,

Beraber calismaktan ve tanigmaktan mutluluk duydugum arkadaslarim Uz. Dr.
Arif HAMIDI, Uz. Dr. Berat SOYLU, Uz. Dr. Fatma Sule Kutlar Dursun, Dr.
Nursel COSKUNSEL, Ars. Gor. Dr. Giilden YILDIZ, Ars. Gér. Dr. Ozge
YAMAN COSKUN, Ars. Gor. Dr. Hatice SERTAKAN, Ars, Gor. Dr. Medine
DICLELI, Ars. Gér. Dr. Tuggem BOLOVA’ya,

Calismamin kesit alma islemi, immiinohistokimya ve DNA izolasyon
asamalarinda yardime1 olan arkadaslarim teknisyen Neval TANIS OZDEMIR,
Serdar LACIN, Abdiirrahim GUNDUZ, Mesut KURTAY, Ali KARAL, biyolog
Osman AKAMAN, biyolog Ali DEMIR ve kimyager Vedat YILDIRIM olmak

tizere boliimiimiizde ¢alisan tiim arkadaslarima,

Bu tezin hazirlanmasinda maddi destek saglayan “Dicle Universitesi Bilimsel

Arastirma Proje Koordinatérliigii (DUBAP) ne (TIP.19.019 no’lu proje),

Hayatimda her zorlukta oldugu gibi akademik hayatimda da bana destegini
esirgemeyen ailemin hekimi, esim Feyzanur’a, bugilinlere gelmemde biiyiik
katkilar1 olan, desteklerini hi¢bir zaman esirgemeyen, sevgilerini her daim

hissettigim anneme, babama ve tiim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Eyliil-2020 MUSTAFA NACIR



OZET

Tiroid insan viicudu i¢in hayati fonksiyonlara sahip en 6nemli endokrin
organlarindan biridir. Mikroskobik olarak merkezi bir kolloid etrafinda folikiil epitel
hiicreleri ve bunlara komsu parafolikiiler C hiicrelerinden olusur. Bu hiicreler tiroid
neoplazmlarmin gelistigi ana kaynaklar1 olugturmaktadirlar. Tiroid neoplazmlari en
cok karsilasilan endokrin malignitelerdir. Kadin hastalarda erkek cinsiyete gore daha
fazla goriilmekte olup iilkemizde tiroid kanserleri kadinlarda meme kanserinden
sonra en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir. En sik boyun boélgesine olan metastaz
potansiyelleri nedeni ile hastalarin yasam kalitesini ve yasam siirelerini

etkilemektedir.

ZIP4 intra membrandz yerlesimli bir ¢inko transmembran proteinidir. Cinko,
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu lizerinde merkezi bir rol oynar ve ZIP4 gibi
cinko tastyicilar, hiicre ici ¢inko seviyesini degistirerek ¢inko bagimli transkripsiyon
faktorlerinin aktivitesini diizenler. Bu durumun timér migrasyonu, invazyonu ve
EMT (epitelyal-mezenkimal gegis) siireclerini destekledigi gosterilmistir. ZO-1 ve
Claudin-1, c¢esitli kanserlerde miktarlar1 artip azalan Onemli tight junction
proteinleridir. Normal hiicrelerde ZO-1 ve Caudin-1, epitelyal hiicrelerin birbirleriyle

sik1 baglantilarini slirdiirmesi i¢in 6zel yapilar olustururlar.

Bu c¢aligmada tiroid tiimorlerinde ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1 ekspresyonu ve bu
ekspresyonun tiimor tipleri ile prognostik parametrelerle iliskisini arastirmayi

amagladik.

Calismamiza 2010-2019 yillar1 arasinda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji AD.’na gonderilen tiroidektomi materyalleri arasindan segilen 66 olgu dahil
edilmistir. Bu 66 olgunun; 20’si multinodiiler guatr, 18’1 tiroid papiller karsinom,
1171 tiroid mediiller karsinom, 11°1 tiroid follikiiler karsinom ve 6’s1 anaplastik tiroid
karsinomu tamilidir. Tim olgulara immiinohistokimyasal ve Real-Time PCR
yontemleri ile ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1 ¢alisildi. Immiinohistokimyasal ve Real
Time-PCR calisma sonuglar1 yas, cinsiyet, histolojik alt tip, cerrahi sinir durumu ve

metastaz varligi ile karsilagtirildi.
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[HK ve RT-PCR calismalarinin ardindan ZIP4, Claudin-1 ve ZO-1’in IHK
ekspresyonu ile histolojik alt tipler arasinda anlamli farklilik saptanmistir. ZIP4 ve
Claudin-1 daha cok tiimoérlii olgularda, ZO-1 ise hem tiimdrli hem tiimorsiiz
olgularda eksprese edilme egilimi gostermistir. Claudin-1 ile membrandz ve hiicre igi
lokalizasyonlu boyanma paterniyle histolojik alt tiplere gore farkli boyanma niteligi
gozlenmis, mediiller tiroid karsinomu olgularinin tamaminda hiicre i¢i boyanma
izlenmistir. ZIP4 ve Claudin-1’in RT-PCR ile ekspresyonu histolojik alt tipler
arasinda anlamh farklilik gdstermis olup bu fark ZO-1 ile izlenmemistir. Metastaz
varhiginin ZIP4 ve Claudin-1 ekspresyonu ile artmis oldugu ve ZO-1 ile anlamlh

degisimin olmadig1 gorilmiistiir.

Tiroid karsinomlarinin prognostik seyirleri ¢ogunlukla iyi olsa da metastazli
olgularda siklikla boyun diseksiyonu gibi agir cerrahi islemlerin uygulanmasina
neden olabilmektedir. Claudin-1 ve ZIP4 ekspresyonunun tiroid tiimorlerinde kotii
prognoz ve metastaza yatkinligi gosterme ve hedefe yonelik tedavi gelistirme
bakimindan 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz. Tiimor dis1
dokuda yiiksek oranda eksprese edilen ZO-1 belirtecinin ise tiroid tiimorlerinde

prognoz belirteci olarak kullaniminin faydali olmadigini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Tirod karsinomu, ZIP4, ZO-1, Claudin-1, Real-Time PCR,
immiinohistokimya
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ABSTRACT

The thyroid gland is one of the most important endocrine organs with vital
functions for the human body. Microscopically, it consists of follicle epithelial cells
and adjacent parafollicular C cells around a central colloid. These cells constitute the
main sources from which thyroid neoplasms develop. Thyroid neoplasms are the
most common endocrine malignancies. They are more common in women patients
than men. Thyroid cancers are the second most common type of cancer in women
after breast cancer in our country. It affects the quality of life and lifespan of the

patients, mostly due to their metastasis potential to the neck region.

ZIP4 is an intra-membranous zinc transmembrane protein. Zinc plays a
central role in the activation of transcription factors, and zinc transporters such as
ZIP4 regulate the activity of zinc-dependent transcription factors by changing the
intracellular zinc level. It has been shown that this situation supports tumor
migration, invasion, and EMT (epithelial-mesenchymal transition) processes. ZO-1
and Claudin-1 are important tight junction proteins that increase and decrease in
amounts in various cancers. In normal cells, ZO-1 and Caudin-1 form special

structures for epithelial cells to maintain tight junctions.

In this study, we aimed to investigate the expression of ZIP4, ZO-1 and
Claudin-1 in thyroid tumors and the relationship of this expression with tumor types

and prognostic parameters.

66 cases selected among the thyroidectomy materials sent to Dicle University
Medical Faculty Pathology Department between 2010-2019 were included in our
study. Of these 66 cases; 20 of them are diagnosed with multi nodular goiter, 18 of
them are papillary thyroid carcinoma, 11 of them are medullary thyroid carcinoma,
11 of them are follicular thyroid carcinoma, and 6 of them are anaplastic thyroid
carcinoma. ZIP4, ZO-1 and Claudin-1 were studied in all cases by
immunohistochemical and Real-Time PCR methods. Immunohistochemical and Real
Time-PCR study results were compared with age, gender, histological subtype,

surgical margin status and presence of metastasis.
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Following the IHC and RT-PCR studies, significant differences were found
between the IHC expression of ZIP4, Claudin-1 and ZO-1 and histological subtypes.
Z1P4 and Claudin-1 tended to be expressed more in cases with tumors, while ZO-1 in
cases with and without tumors. Different staining characteristics were observed
according to histological subtypes with staining pattern with membranous and
intracellular localization with Claudin-1, and intracellular staining was observed in
all cases of medullary thyroid carcinoma. Expression of ZIP4 and Claudin-1 by RT-
PCR showed a significant difference between histological subtypes, and this
difference was not observed with ZO-1. It was observed that the presence of
metastasis increased with the expression of ZIP4 and Claudin-1, and there was no

significant change with ZO-1.

Although the prognostic course of thyroid carcinomas is generally good, it can
often cause severe surgical procedures such as neck dissection in cases with
metastases. We think that Claudin-1 and ZIP4 expression can be used as an
important marker in terms of showing poor prognosis and susceptibility to metastasis
in thyroid tumors and developing targeted therapy. We think that the ZO-1 marker,
which is highly expressed in non-tumor tissue, is not useful as a prognosis marker in

thyroid tumors.

Keywords: Thyroid carcinoma, ZIP4, ZO0-1, Claudin-1, Real-Time PCR,
immunohistochemistry
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1. GIRIS VE AMAC

Tiroid kanserleri en sik goriilen endokrin maligniteler olup sikliklar1 hizla
artmaktadir [1]. Ince igne aspirasyon biyopsisinin yayginlasan kullanimi ve
radyolojik tanisal araglardaki gelismeler bu artisin temel nedenini olusturmaktadir
[2]. Tiroid tiimorleri tiroid dokusunun epitelyel ve non-epitelyel kisimlarindan
gelisir. Tiroid folikiiler epitelinden papiller, folikiiler ve anaplastik kanserler kdken
alir. Tiroidin diger neoplazilerini mediiller, primer lenfoma, sarkom ve diger

organlardan tiroide yayilan yani metastatik olgular olusturmaktadir [3].

Cinko(Zn), insan viicudundaki bir¢ok biyolojik siiregcte hayati rol oynar. Zn
homeostazin1 ve normal biyolojik aktiviteleri korumak i¢in Zn tastyicilarinin hiicre
membranindaki rolleri 6nemlidir [4]. Plazma zar1 boyunca sitoplazma i¢ine Zn alarak
hiicresel Zn igerigini arttiran ZIP ailesinin iiyesi olan ZIP4’lin ¢esitli organlara ait
karsinomlarin gelisimi ve ilerlemesinde dnemli rol oynadig1 gosterilmistir [5]. ZIP4
literatiirde genellikle kotii prognoz ve invaziv davranisla iliskilendirilmis olmakla

birlikte organa spesifik farkli davranis paterni de bildirilmistir [6].

Sik1 baglanti proteinleri viicudun farkli bolmeleri arasinda bir bariyer
olusturmalar1, secici paraseliiler diflizyonu saglamalar1 ve dokularda dengenin
siirdliriilmesi i¢in olduk¢a Onemli yapilardir [7]. Timor ilerlemesinde hiicre
yilizeyinde eksprese olan ZO-1 ve Claudin-1’in siki baglanti diizeneklerinin siklikla
bozuldugu ve ekspresyonlarinin azaldigi literatiirde bildirilmistir [8, 9]. Ancak ZO-1
ve Claudin-1’in hiicre i¢i lokalize yerlesimlerinin tiimor ilerleyisi ile iliskilendirildigi

yaymlar da mevcuttur [9].

Calismamizda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
tan1 alan Tiroid neoplazili hastalarda immiinohistokimyasal calisma ile ZIP4, ZO-1
ve Claudin-1 ekspresyon durumu ve RT-PCR yontemi ile ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1
protein varhig1 degerlendirilecek, daha 6nce farkl timorlerde metastatik stirecte etkili
rol aldig1 ispatlanmis olan membran proteinlerinin metastatik olgularda ve agresif
seyreden olgulardaki degerleri ortaya konacak, varsa anlamli farkliliklar
gosterilecektir. Boylece hedefe yonelik tedavilere dncii olmasi ile organ metastazi
olan ya da boyun diseksiyonu gerekli olan olgularda morbidite ve mortalite oraninin
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diisiiriilmesi ve sonu¢ olarak gereksiz cerrahi islemlerin uygulanmasinin Oniine

gecilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

Yunanca tireos (kalkan) ve eidos (sekil) sozciiklerinden tiiremis olan tiroid
bezi, viicudun biiylime ve geligsmesi i¢in biiyiik bir potansiyele sahip 6nemli endokrin

organlardan biridir [10].

2.1.Tiroidin Gelisimi

Tiroid gebeligin 2. ve 3. haftalar1 arasinda gelismeye baglar ve gelisme 11.
haftada tamamlanir. Bez bir ortanca ve iki yanal orijini olmak {izere ii¢ taslak
yapidan gelisir. Ortanca anlaj foramen ¢ekumdaki dilin tabanindan gelisir. Orta anlaj,
dilden, tiroglossal kanal boyunca boyun 6n bdlgesindeki son konumuna iner. Orta
anlajin son konumuna yerlesmesinin ardindan, tiroglossal kanal atrofiye ugrar,
bununla birlikte kanal devam edebilir, kistik hale gelebilir, hatta duvarinda mevcut
olan kalint1 tiroid dokusunda papiller tiroid karsinomu (PTK) gelisebilir. Lateral
anlaj, ultimobrankiyal cismi iceren “dordiincii - besinci” brankial pos adi verilen
yapidan gelisir. Ultimobrankial cisim kalsitonin salgilayan hiicreler (C hiicreleri) ile
iligkilidir. Orta ve her iki yan anlajin fiizyonu, C hiicrelerinin baskin oldugu bezin {ist
lateral kisminda meydana gelir. Fokal miisin {iretimi ve kist olusumuna sahip ¢ok
katl1 epitel hiicrelerinin toplanmasiyla olusan solid hiicre yuvalarinin ultimobrankiyal
cismin kalitilar1 olduguna inanilir ve erigkin tiroidlerin % 30 kadarinda gortlebilir

[11].

2.2.Tiroidin Anatomisi ve Histolojisi

Normal gelisiminde tiroid, bir isthmus ile birbirine bagli iki lobdan olusur.
Normal bez agirligi 14 ila 18 g arasinda degismekle birlikte bu rakamlar bireyin
cinsiyetine, yasina, beslenme durumuna ve uygun iyot alimina baglhdir. Paratiroidler
ve rekiirren laringeal sinirler bezin arkasinda yer almaktadir. Siiperior ve inferior
tiroidal arterler bezi besler. Gland ici ve subkapsiiler lenfatikler internal juguler lenf

nodlarina drene olur. Tiroid dokusu a¢ik kahve renkte ve solid vasiftadir.

Mikroskobik olarak tiroid bezi, merkezinde kolloid ve etrafinda epitelyal
hiicrelerle cevrili, ortalama ¢apt 200 um olan belirgin biiyiikliikk farklar1 bulunan

yuvarlak veya oval folikiillerden olusur; 20 ila 40 folikiil bir lobiilii olusturur.
3



Kalsiyum oksalat kolloidin yap1 tasin1 olusturur. Aktivite derecelerine bagli olarak,
yasst ila hafif kolumnar arasinda degisen tek bir folikiiler hiicre tabakasi ile
kaplanirlar. Sitoplazma, soluk asidofilik veya amfofilik boyama 6zelligine sahiptir;
hiicrenin aktivitesi arttik¢a sitoplazma miktar1 da artar. Zengin graniiler asidofilik
sitoplazmaya sahip folikiil hiicreleri, Hiirthle hiicreleri, Askanazy hiicreleri, oksifilik

hiicreler veya onkositler olarak adlandirilir [10].

Tiroid folikiillerinin bazal membraninin komsulugunda kiigiik C hiicre
kiimeleri bulunur. Rutin boyamayla tanimlanmasi zor olan normal C hiicreleri

Kalsitonin immiinohistokimyasal boyamasi ile taninabilir.

Normal tiroid dokusunda elektron mikroskobik c¢aligsmalar, folikiiler
hiicrelerin, merkezdeki kolloidin etrafinda tek bir tabaka halinde diizenlendigini
gostermektedir. Bu hiicreler lipozomlar, tam bir endoplazmik retikulum ve kiigiik
mitokondriler i¢erir. Homojen kromatin yapisina sahip yuvarlak ¢ekirdekler bulunur.
Iyi gelismis dezmozomlar ve terminal barlar hiicreleri ayirir. Interstitiumda gok
sayida fenestre (pencereli) kilcal damar vardir. C hiicreleri, folikiillerin bazal
membranlariin smirlari iginde bulunur. Bu C hiicrelerinin sitoplazmasinda cift zar

yapisina bagli, kalsitonin i¢eren ¢ok sayida norosekreretuar graniiller bulunur [11].

2.3.Tiroid Tiimorleri

Tiroid tiimorleri WHO 2016 siniflamasina (Tablo 1) gore 21 ana gruba
ayrilmistir [12].



Tablo 1: Tiroid Tiimoérlerinin Histolojik Siniflandirmasi (WHO 2016)

¢ Folikiiler Adenom +¢ Hiirthle (Onkositik) Hiicreli

% Hyalinize Edici Trabekiiler Timéor Timdrler

¢ Diger Enkapsiile Folikiiler Paternli " Hirthle Hiicreli Adenom

Tiroid Tiimdrleri = Hiirthle Hiicreli
= Malignite Potansiyeli Belirsiz Karsinom
Folikiiler Timor ¢ Kotii Diferansiye Tiroid
= Malignite Potansiyeli Belirsiz Karsinomu
Iyi Diferansiye Timor % Anaplastik Tiroid Karsinomu
» Papiller Benzeri Niikleer % Skuamo6z Hiicreli Karsinom

Ozelliklere Sahip Noninvaziv
Folikiiler Tiroid Neoplazmi

¢ Papiller Tiroid Karsinomu (PTK)

s Mediiller Tiroid Karsinomu

«* Mikst Mediiller ve Folikiiler
Tiroid Karsinomu

h, PariigKag@om % Mukopidermoid Karsinom
. T Vet % Sklerozan Mukoepidermoid
» PTK Enkapsiile Varyant Karsinom
= Papiller Mikrokarsinom % Miisinéz Karsinom
» PTK Kolumnar Hiicreli % Ektopik Timoma
Vasgit + Timus Benzeri Farklilasma
* PTK Onkositik Varyant Gosteren Igsi Epitelyal Timor
% Folikiiler Tiroid Karsinomu (FTK),  ++ Intratiroid Timik Karsinom
NOS % Paraganglioma ve Mezenkimal /
» FTK, Minimal Invaziv Stromal Tiimorler
» FTK, Enkapsiile +* Hematolenfoid Timorler
Anjiyoinvaziv % Germ Hiicre Tiimorleri
* FTK, Yaygin Invaziv .

s Sekonder Timorler

2.3.1. Hiperplazi

Tiroidin hiperplastik  bozukluklari, hastaligin varsayilan patogenezi,
morfolojik 6zellikleri ve klinik belirtileri temelinde siniflandirilmistir. Uygulamada,

bu ana kriterler birlestirilerek {i¢ ana tiroid hiperplazisi tiirii tanimlanmaktadir.



2.3.1.1.Dishormonogenetik Guatr
Dishormonogenetik guatr, tiroid bezinin genislemesinin tiroid hormonlarinin
sentezindeki kusurlara bagl gelistigi bir durumdur. Tiroid dishormonogenezisinin
(tiroid hormon sentezinin dogustan gelen hatalarindan kaynaklanan tiroid hormonu
eksikligi) yaklasik % 20'sini primer konjenital hipotiroidizm vakalar1 olustururken,

diger % 80'1 ise tiroid disgenezisinin sonucudur [10].

Makroskobik olarak, bez biiylimiis ve multinodiilerdir. Mikroskopik olarak,
en yaygin degisiklik, solid ve mikrofolikiiler yap1 baskinligina sahip, ¢esitli mimari
goriiniimlerde hiperseliiler nodiillerden olusur. Baz1 durumlarda papiller ve insular
olusumlar vardir. Fibrozis, bazi durumlarda nodiillerin kenarlarinda diizensizliklere
sebep olan ve kapsiiler invazyonu taklit edebilen yaygin bir bulgudur. Diger yaygin
ozellikler arasinda belirgin niikleer atipi ve az miktarda kolloid vardir. Teshis
acisindan Onemli bir Ozellik, niikleer atipinin (bizar hiperkromatik ¢ekirdekler
seklinde) esas olarak nodiillerin kendisinden ziyade hiperplastik nodiiller arasindaki
dokuda mevcut olmasidir. Mitotik figiirler genellikle siirekli TSH stimiilasyonunun

bir sonucu olarak goriilebilir. [10].

2.3.1.2.Graves Hastahg: (Diffiiz Toksik Guatr)

Graves hastaligi (ayrica Basedow hastaligi, Diffliz Toksik Guatr ve
egzoftalmik guatr olarak da bilinir) tipik olarak gen¢ yetiskin kadinlarda kas
zay1fhig, kilo kaybu, sinirlilik, 1s1 intoleransi, yorgunluk, tasikardi, guatr ve siklikla
istah artis1 semptomlartyla goriiliir. Ayrica g¢ocuklarda hipertiroidizmin en sik
nedenini olusturur. Tiroid bezinin geniglemesi tipik olarak diffiizdiir, ancak iyot

eksikligi durumunda Graves hastaligr multinodiiler guatr ile birlikte bulunabilir.

Makroskobik olarak diffiiz simetrik biiylime gosteren, etsi kivamda, kesit
ylzeyi gri-kirmiz1 renkte tiroid bezi yapisi izlenir. Mikroskobik olarak, folikiiller
belirgin sekilde hiperplastiktir ve papiller karsinom ile karigsmasina neden olabilecek
belirgin papiller katlantilar ile birliktedir. Ddseyici epiteli kolumnar yapidadir, bazal
yerlesimli bir ¢ekirdek, yag ve glikojen icerebilen saydam, bazen mikro-vakuoler

bazofilik veya amfofilik bir sitoplazmaya sahiptir [10].
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Sekil 1: Diffiiz hiperplazide dilate folikiillere protriide olan hiperplastik papilla [10]

2.3.1.3.Nodiiler Hiperplazi
Nodiiler hiperplazi (multinodiiler hiperplazi, nodiiler veya multinodiiler guatr,
adenomatoid guatr, adenomatoz hiperplazi) en yaygmn tiroid hastaligidir. Iyot

eksikligi gibi cevresel faktorler ve genetik faktorler gelisimini etkiler.

Geleneksel olarak endemik guatr olarak bilinen formda, hastalik su ve
topragin iyot eksikliginden kaynaklanir ve tuza iyot ilavesiyle biiyiikk Olglide

Onlenebilir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde ve diinyanin diger gelismis bolgelerinde en
stk goriilen sporadik (nodiiler) guatrin patogenezi belirsizdir. Hafif diyet iyot
eksikligi, hormon sentezinde hafif bozulma, dogal guatrojenler, sigara, selenyum ve

demir eksikligi cesitli sekilde patogenezde 6ne siirlilmiistiir.

Makroskobik olarak, nodiiler hiperplazili tiroid asimetrik olarak genislemekte
bir lob digerinden daha biiyiik olmaktadir. Tiroid kapsiilii gerilebilir fakat intakttir.
Kesitte ¢ogu bir kapstilden yoksun ¢oklu nodiiller goriiliir. Kanama, kalsifikasyon ve
kistik dejenerasyon seklinde sekonder degisiklikler yaygindir [10]. Hiperplastik
etiyolojiyi destekleyen ozellikler kesintili kapsiillii yapi, nodiiller arast doku ile

belirsiz sinir ve folikiiler yapinin heterojen olsudur [13].



Mikroskobik olarak, goriiniim ¢ok degiskendir. Bazi nodiiller yass1 epitel ile
kapl biiyiik folikiillerden, bazilar1 asir1 hiicresel ve hiperplastik, bazilar1 ise agirlikl
olarak veya sadece onkositik (Hiirthle) hiicrelerden olusur. Bir kisminda papiller
karsinom ile karismasina neden olabilecek bir 6zellik olan kistik bir folikiiliin

liimenine bakan papiller ¢ikintilar vardir [10].

Hafif asemptomatik nodiiler hiperplazi vakalar1 tedavi gerektirmez. Eksojen
tiroid hormonlari ile baskilayici tibbi tedavi sadece orta derecede etkilidir. Biiyiime,
sekil bozuklugu veya basi semptomlart gelismis ise, bilateral veya subtotal

tiroidektomi yapilir [10].
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Sekil 2: MNG tanili olgumuzda kolloid materyalden zengin irili ufakli
follikiil yapilar1 izlenmektedir (H&E; X100).

2.3.2. Papiller Tiroid Karsinomu (PTK)

Papiller Tiroid Karsinomu en sik goriilen tiroid kanseri ve en sik goriilen
endokrin malignite tiiriinii olusturmaktadir. Kadinlar erkeklerden daha fazla etkilenir
(2/1 ile 4/1 arasinda degisen bir oran bildirilmistir) [14]. Herhangi bir yas grubunda
ortaya c¢ikabilir, genellikle ilk tanisin1 ortalama 40-50’li yaslarda alir. Papiller
karsinom, ¢ocuklarda tiroid malignitelerinin %90"indan fazlasini olusturur. Vakalarin

yaklasik %5'inde, boyun bolgesine 1s1nlama oykiisii vardir [10].



2002 — 2012 yillar1 arsinda ABD’de yapilan bir arastirmada 100.000 kisilik
bir popiilasyonda yillik insidans 13.5°dir. 5 yillik sagkalim ise %97,9 diizeylerinde
iken PTK bagimli 6liim olaylar1 yaygin degildir [15].

2.3.2.1.Etiyoloji
En iyi ortaya konmus ¢evresel etiyolojik faktor iyonize radyasyondur. Bunun
disinda reprodiiktif faktorler, obezite, diyabet, sigara ve alkol tiikketimi, nitrat alima,
diyetle asir1 iyot alimi, ve genetik faktorler de tanimlanmistir. Fakat tiim bu iligkilere

ragmen etiyoloji net olarak aydinlatilamamustir [15].

2.3.2.2.Klinik
Cogunlukla asemptomatik tiroid kitlesi olarak tiroidin herhangi bir lobunda
veya istmusta ortaya ¢ikabilir. Ses kisiklig1 ve yutma giicliigii olgularin %20’sinde
goriiliirken, olgularin %27’sinde boyun lenf nodlarina metastaz s6z konusudur.
Cogunlukla normal sinirlarda yer aldiklarindan tiroid fonksiyon testleri tanida sinirh

bir 6neme sahiptir.

Tiroid sintigrafisinde tipik olarak soguk nodiil seklinde goriiliirler (nadiren
sicak nodiiller olabilir). Ultrasonografik goriintiilemede sinirlart  diizensiz,
mikrokalsifikasyon alanlar1 da igeren, hipo-izoekoik solid nodiil yapist seklinde

izlenir [10].

2.3.2.3.Makroskobik Bulgular
Tipik olarak ortalama 2-3 cm uzun ¢apa sahip, sert ve invaziv bir goriiniimde,
genellikle beyaz renktedir. Lezyonlarda kalsifikasyon odaklari, skleroz ve nadiren
kist olusumlar1 goriilebilir. Nekroz papiller karsinomun 6zelligi degildir ve daha

yiiksek dereceli bir lezyonu akla getirmektedir [11].

2.3.2.4.Mikroskobik Bulgular
Klasik Papiller karsinomun iki ana mikroskobik bulgusu papilla yapist ve

niikleer degisikliklerdir [15].

Neoplastik papilla, oval ¢ekirdege sahip tek veya bazen sirali hiicre tabakasi
ile kapli ve merkezinde fibrovaskiiler kor igerir (Sekil 3). Cogu olguda tamamen

papilla yapis1 degil neoplastik folikiillerin arasinda papilla yapilar1 izlenir. Eskiyen
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ve Olii durumdaki papilla yapisindaki hiicrelerde kalsiyum depolanmasi sonucunda

lammeller sekillerde “Psammoma cisimcikleri” olusabilir [11]

Sekil 3: PTK klasik varyant tanili olgumuzda merkezde fibrovaskiiler kor yapilar
ve ylizeyde psodostratifiye follikiil epitel hiicreleri ile doseli papiller yapilar
1izlenmektedir (H&E; X100).

Papiller karsinoma ait niikleer 6zelliklere bakildiginda niikleer uzama, {ist
iiste binme ve niikleer genlesme gibi boyutsal 6zelliklerin yaninda seffaf buzlu cam,
bos yada “Annie gozii” olarak tarif edilen kromatin yapist izlenir. Niikleus icerisinde
sitoplazmik invajinasyona bagli “psddoinkliizyon” yapist da secilir. Karakteristik bir
diger niikleer 6zellik ise niikleer “groove” denilen yariklanmadir. Bu yariklanma
Hashimoto Hastalig1 gibi diger lezyonlarda da goriilebileceginden tanisal degildir.
Sitoplazma genellikle eozinofiliktir ve mitotik figiirler yoktur veya nadir goriiliirler
[11].

2.3.2.5.immiinohistokimya
PTK hiicreleri Tiroglobiilin, PAXS, ve sitokeratinler (PanCK, CK7, CAMS5,2
ve AE1/AE3) i¢in immiinreaktif iken; CK20, kalsitonin, ve noroendokrin belirtegler
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icin ise negatif reaksiyon gosterirler. Benign lezyonlardan ayirmada Galektin 3,
HBME-1, CK19 ve CITED1 immiinohistokimyasal boyalar1 (IHK) kullanilmakta
fakat bu belirteclerin mikroskobik bulgular esliginde yorumlanmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Membran6z HBME-1 boyanmasi karsinomu diisiindiiren en spesifik,
CK19 ise en az spesifik boyanmadir . Galektin 3 niikleer ve sitoplazmik boyanma

ozelligi gosterir [15].

2.3.2.6.Genetik Profil

Genellikle genetik degisikliklerin cogunlugu MAPK yolagindan kaynaklanir.
Tiimor gelisiminde nokta mutasyonlar1 (BRAF V600OE ve NRAS gibi) yaklasik %75,
gen flizyonlar yaklasik %15, kopya sayisi varyasyonlar1 ise yaklasik %7 rol
oynarlar. BRAF V600E PTK’de en yaygin mutasyonu olustururken, tipik olarak
klasik ve tall cell varyantta yer alir. RAS geni mutasyonlar1 (NRAS, HRAS ve
KRAS) ézellikle folikiiler varyantta yaygindir. Ozellikle radyasyon iliskisi bulunan
ve gen¢ yash hastalarda PTK’da en stk RET/PTC gen yeniden diizenlenimi
goriilmektedir. TERT mutasyonlar1 da ileri evre PTK’larda, rekiirren uzak metastaz

ve mortalite ile iligkili bulunmustur [15].

2.3.2.7.Papiller Karsinom Varyantlar

Papiller Mikrokarsinom

Cap1 lecm’den daha kiigiik tiimorleri tanimlamak ic¢in kullanilmistir. Okdilt
papiller karsinom, okiilt sklerozan karsinom, kiiclik papiller karsinom gibi terimler
de kullanilmistir [11]. Otopsi serilerinde %5 ile %36 arasinda saptanmustir. Papiller
karsinomun niikleer ve morfolojik Ozelliklerini gostermektedir. Prognozu
miilkemmele yakin olmakla birlikte 6zellikle BRAF mutasyonu gosterenlerde malign

biyolojik davranis gosterebilmektedir [15].
Enkapsiile Varyant

Morfolojik ve sitolojik 6zellikleri tipik PTK ile ayn1 olmasina ragmen fibroz
kapsiille ¢evrili tiimdrler i¢in bu terim kullanilir. Fokal kapsiil invazyonu goriilebilir.

Prognozu miikemmeldir [11].
Folikiiler Varyant
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Bu tiimo6r tamamen folikiiler biiyiime paterni gosterir. Diffiiz ve enkapsiile alt
tipleri mevcuttur. Diffiiz tipi multifokal olma egilimindedir ve uzak metastaz bu
hastalarda siktir. Enkapsiile formun prognozu miikemmele yakindir. Folikiilii
doseyen neoplastik hiicreler klasik PTK ozelligi gosterir ve liimendeki kolloid

homojen yapida ve eozinofilik goriiniimdedir [11, 15].
Diffiiz Skleroze Varyant

Olduke¢a nadir goriilen bu varyant ¢ogunlukla kadinlarda ikinci ve iiglincii
dekatlarda goriiliir. Bu tiimor mikroskobik olarak lenfatikleri tutma egilimindedir.
Makroskobik olarak olduk¢a kumlu goriiniim veren psammom cisimcikleri igerir. Bu
timorde ¢ogu zaman lenf nodu tutulumu ve %25 oraninda akciger metastazi tani

aninda mevcuttur [16].
Kolumnar Hiicreli Varyant

Bu nadir goriilen varyantta psodostratifikasyon gosteren kolumnar hiicreler
goriiliir. Hiicreler sekretuar endometriuma benzer sekilde subniikleer vakuolizasyon
gosterir.  PTK’nin niikleer 0Ozelliklerini kismen gostermesinin yaninda daha
hiperkromatiktir. Metastatik adenokarsinomlardan ayirimi i¢in TTF1 kullanilir.

Prognozunu kapsiillii olmasi ve ekstratiroidal yayilim durumu belirler [15].

Sk
\‘?‘A‘;‘\\“

Sekil 4: TPK kolumnar varyant tanili olgumuzda kolumnar tarzda
dizilim gosteren folikiil epiteli izlenmektedir (H&E; X100).
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Yiiksek Kolumnar Hiicreli (Tall Cell) Varyant

Yiikseklik-genislik oraninin 3:1°1 astig1 genis eozinofilik sitoplazmaya sahip
hiicrelerden olusan tiimér varyantidir. Bu hiicrelerin tiimoriin %30’ undan fazlasim
olusturmasi tani i¢in gereklidir. Bu varyant klasik karsinoma gore ekstratiroidal

yayilim ve metastaz orani yliksek oldugundan daha agresif seyreder [15].
Onkositik Hiicreli Varyant

Bu tiimoérler papiller yapiya sahiptir ancak baskin komponent olarak ya da
tiimiiyle Hiirthle hiicrelerinden meydana gelirler. Olagan papiller karsinomun niikleer
ozelliklerini gosterebilecegi gibi bu o6zellikler onkositik degisikliklere bagli olarak
gizlenebilir. Bazi yazarlar onkositik morfolojinin daha agresif bir davranis

kazandirdigini bildirmistir [16].

"

“
. -

Sekil 5: TPK Onkositik varyant tanili olgumuzda genis eozinofilik
sitoplazmali, niikleolleri segilebilen hiicrelerden olusan tiimdr izlenmektedir

(H&E; X200).
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2.3.2.8.Prognoz

Genel olarak yavas seyirli olup 5 yillik sag kalim oranlart %96’dir. Evre 1
hastalarda 10 yillik sag kalim oranit %99 iken, evre IV hastalarda bu oran %41
bulunmustur. Bagimsiz prognostik faktorler arasinda >40-45 yas olmak, tiimor

capinin >3-4 cm olmasi, ekstratiroidal yayilim ve uzak metastaz varlig1 yer alir [15].

2.3.3. Folikiiler Tiroid Karsinomu (FTK)

Folikiiler tiroid karsinomu papiller karsinomun tanisal niikleer 6zelliklerini
tasimayan folikiiler hiicrelerden kaynaklanan tiroid malignitesidir. Folikiiler
karsinomun tanisi, kapsiiliin, kan damarlarinin veya komsu tiroid dokusunun

invazyonuna dayanan, nispeten nadir goriilen bir timordiir [10].

Ileri yas kadinlarda gériilme egilimi daha fazladir. Tiim tiroid karsinomlarinin

yaklasik %6-10’unu olusturur. Diyette yetersiz iyot alimi etiyolojide rol almaktadir.

Makroskobik olarak kalin kapsiillii solid lezyonlar ile folikiiler adenomu taklit
eden tiimor goriiniimiinde olabilirler. Bazen makroskobik olarak kapsiil invazyonu

dikkati ¢cekebilir [17].

FTK tanis1 kapsiiler ve damar invazyonuna dayali olarak alt grupta

siniflanabilir [10]. (Tablo 2)

Tablo 2: FTK siniflandirmasi

Folikiiler Karsinoma invazyon
Minimal Invaziv Kapsiillii, sadece kapsiiler invazyon

(vaskiiler invazyon yok)

Enkapsiile Anjioinvaziv Sinirli damar invazyonu (kapsiil
invazyonu olan veya olmayan 1-3
damar)

Yaygin damar invazyonu (>4 damar,

kapsiiler invazyonu olan veya olmayan)

Yaygin Invaziv Yaygin invazyon (makroskobik ve
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mikroskopik olarak belirgin),
multinodiiler biiylime, bariz timor

kapsiilii yok

FTK'nin arkitektiirel Ozellikleri, folikiiler adenomunkilerle benzerdir.
Trabekiiler/solid, mikrofolikiiler, normofolikiiler, makrofollikiiler ve diger paternler
(6rnegin, kribriform) gozlenebilir. FTK, PTK’nin niikleer &zelliklerinden
yoksundur.[17] Kapsiil invazyonu tanisi koyarken ameliyat esnasindaki
manipiilasyonun, biyopsiye bagl travmanin yaniltict olmamasina dikkat edilmelidir
(Sekil 6). Kapsiil invazyonu gosteren neoplastik hiicreler mantar benzeri bir
goriiniime sebep olurken, genellikle etrafinda bunu smirlamaya calisan stromal
reaksiyon olusur. Folikiiler karsinomda lenfatik invazyon durumu bilinmemektedir.
Lenfatik tutulumun olmasi taniy1r daha ¢ok PTK’min folikiiler varyantina
yonlendirmektedir. Dortten az damarin tutulmasi iyi prognoz ile iliskilidir. Damar
yapilarmin teshisi icin CD31, CD34, Faktor XIII ve TTF1 IHK belirtecleri

kullanilmaktadir.

Sekil 6: FTK olgumuzda kapsiil invazyonu izlenmektedir (H&E;
X100).
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Yaygin invaziv FTK'ler, tiroid ve ekstra tiroidal yumusak dokularin genis
yayilimi gosterir. Vaskiiler invazyon siklikla belirgindir, ancak tek basina bir
FTK’y1 "yaygin invaziv" olarak smiflandirmaz. Tiroid veya yumusak doku
yayiliminin boyutundan daha 6nemli olani, genis anjiyoinvazyonun tanimlanmasidir

ve daha kot prognoz ile iliskilidir [17].

Genetik Profil: Folikiiller karsinomlarda en sik rastlanan somatik
mutasyonlar RAS nokta mutasyonlart ve PPARG gen fiizyonlaridir. RAS ailesi
mutasyonlar1 tiimorlerin% 30-50'sinde bulunur. En sik etkilenen bolge NRAS kodon

61, ardindan HRAS kodon 61'dir.

PAXS8-PPARG pozitif timorler geng hastalarda ortaya ¢ikma egiliminde olup
daha sik vaskiiler invazyon gosterirler. RAS mutasyonlar1 ve PPARG fiizyonlar1 bazi
folikiiler adenomlarda da bulunurlar ve bu iki tiimor tipi arasindaki baglantiyi

desteklemektedirler [17].

Prognoz: Vaskiiler invazyonu olmayan sadece kapsiiler invazyon gosteren
follikiiler karsinomlarin miikemmel bir prognozu vardir. Tutulan damarlarin sayisi
arttikca prognoz da kétiilesir. En sik uzak metastaz bolgeleri kemik, akciger, beyin
ve karacigerdir. Dermal metastazlari nadiren bildirilmistir. TERT mutasyonu, yiiksek
hastalik niiksii ve kansere baglh 6liim riski tasiyan bagimsiz bir belirtectir. Bir¢ok
FTK iyi bir sekilde ayirt edildiginden, radyoaktif iyot tedavisine yanit beklenir ve

uzun siireli sagkalim ile iliskili olabilir.

2.3.4. Mediiller Tiroid Karsinomu (MTK)

Mediiller tiroid karsinomu (MTK), C hiicrelerinden farklilagarak gelisen
tiroid bezinin malign bir tliimoriidiir. MTK tiim tiroid malignitelerinin <% 2-3"inii
olusturur. Vakalarin yaklasik %70'ini olusturan tiimdriin sporadik formlari, diinyanin
farkli bolgelerinde benzer sikliklarda, hafif bir kadin baskinliginda ortaya cikar.
Sporadik tiimoérlerin pik insidansi, besinci veya altinci dekatta, kalitsal vakalarda
daha genc¢ hasta gruplarinda goriiliir. MTK'larin yaklasik% 30u kalitsaldir, ve RET
proto-onkogenindeki mutasyonlarinin neden oldugu otozomal dominant kalitim

paterni gosterir. Coklu endokrin neoplazi tip 2 (MEN2); MEN2A, MEN2B ve ailesel
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MTK (FMTK) fenotiplerini igerir. Su anda FMTK, MEN2A spektrumunda bir
varyant olarak kabul edilmektedir [18].

Genelde hastalar boyunda agrisiz kitle ile basvururlar. Bagvuran hastalarin
%70’inde servikal lenf nodlarina, %10’unda uzak bolgelere metastaz varligi izlenir.

Serum kalsitonin ve CEA seviyeleri hasta takibi agisindan 6nemlidir.

Timdrler sporadik vakalarda tek bir kitle seklindeyken, kalitsal vakalarda
multisentrik  olma egilimindedir. Bir cm’dem kiiglik timorler mediiller

mikrokarsinom olarak isimlendirilirler.

Mikroskobik olarak, klasik mediiller karsinom, oldukga vaskiiler bir stroma,
hyalinize kollajen ve amiloid ile ayrilan, graniiler amfofilik sitoplazmali, orta boyutlu
ve yuvarlak cekirdekli hiicrelerden olusur. (Sekil 7) [10]. Tiimér hiicreleri degisken
boyutlarda olup bu hiicre tipleri yuvarlak, poligonal, plazmositoid veya igsi sekilde

olabilir [18]. Biiylime paterni karsinoid benzeri, paraganglioma benzeri, trabekiiler,

glandiiler (tiibiiler ve folikiiler) veya psddopapiller olabilir.

Sekil 7: Mediiller karsinom tanili olgumuzda solid biiylime paterni ve {istte
amiloid birikimi izlenmektedir (H&E; X100).
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Immiinohistokimya: Tiimér hiicreleri genellikle kalsitonin ve kalsitonin geni
ile iligkili peptit i¢in pozitiftir. Timor hiicreleri ayrica kromogranin ve sinaptofizin
dahil genel ndroendokrin belirtegler icin pozitiflik gosterir. TTF-1 ¢ogu vakada
pozitifken tiimor hiicreleri tiroglobulin i¢in negatiftir. PAX8 boyamasi degisken ve
zayiftir. CEA, timorlerin biliylik cogunlugunda bulunur; bazi durumlarda, hiicreler

kalsitonin iiretme yeteneklerini kaybeder, ancak CEA pozitifligini korurlar [18].

Genetik Profil: Genetik olarak, kalitsal olmayan sporadik mediiller
karsinom, vakalarin % 40-60''nda RET mutasyonlar1 ile karakterizedir ve M981T
varyantt en yaygin olanidir. RET'e ek olarak, onemli sayida vakada RAS gen
ailesinin mutasyonlar1 da ortaya ¢ikar. Kalitsal mediiller karsinom, hastalarin %
30'unda goriiliir ve germ hatti RET mutasyonlarina bagli olarak yiiksek
penetrasyonlu otozomal dominant kalitim paternini takip eder. Bu tiir mediiller
karsinom, gen¢ yas grubunda (ortalama 35 yas) klinik olarak belirginlesir, genellikle
coklu olup bilateraldir ve her zaman kalint1 bezinde multifokal C-hiicresi hiperplazisi
eslik eder. Coklu endokrin neoplazi sendromlarinin g¢ogunlukla ilk belirtisini

olusturur [10].

Prognoz: Palpe edilebilir tiroid nodiilii ile basvuran MTK hastalar1 arasinda,

bazi serilerde servikal lenf nodu tutulumu %75'e varan oranlarda izlenmistir [19].

Nodal metastazlar en sik ipsilateral lenf nodlarinda goriiliir. Hematojen
metastazlar en sik akciger, karaciger ve kemikte goriiliir, ancak adrenal bezler,
hipofiz bezi ve meme de dahil olmak {izere ¢esitli baska bolgelerde de meydana

geldigi bildirilmistir.

Bagimsiz prognostik faktorler olarak 50 yas smir1 ve TNM evresi
gosterilebilir. Bildirilen 5 yillik ve 10 yillik sagkalim oranlari, esas olarak hastalik
evresine bagl olarak sirasiyla %65-90 ve %45-85'tir. Kalitsal tlimorlerde sporadik

vakalara gore daha diisiik metastaz oran1 bulunmustur [18].

2.3.5. Anaplastik Tiroid Karsinomu (ATK)

Anaplastik  tiroid karsinomu (ATK), undiferansiye folikiiler tiroid

hiicrelerinden olusan oldukga agresif bir tiroid malignitesidir. ATK, primer tiroid
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malignitelerinin en agresif seklidir ve ortalama 1 yillik sagkalim orani sadece %10-
20'dir. Hastalar tipik olarak yashdir ve ileri evre tiimdrler ile bagvururlar.

Kadin/erkek orani 2:1'dir.

Hastalar tipik olarak hizli biiytiyen, sert, fikse ve genis infiltratif boyun kitlesi
ile bagvururlar. En sik goriilen semptomlar agri, ses kisikligi, solunum zorlugu ve
yutma giicliigiidiir. Diger semptomlar arasinda vokal kord paralizi, servikal agr1 ve
dispne bulunur. Hastalarin yaklasik %30-40'inda en sik akciger, kemik ve beyine

uzak metastaz goriiliir [20].
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Sekil 8: ATK tanili olgumuzda pleomorfik ve hiperkromatik niikleuslu atipik
goriinlimde hiicrelerden olusan solid paternde tiimor izlenmektedir (H&E;

X200).

Makroskobik olarak, organin biiyiik bir kisminm1 kaplayan oldukg¢a nekrotik,
hemorajik ve solid bir tiimdr kitlesi goriiliir. Nekroz, vaskiiler invazyon ve mitotik
figlirler oldukc¢a belirgindir. Histolojik olarak, ¢esitli paternler tanimlanmistir.
Tiumorler genellikle ¢oklu hiicre tiplerinden olusur. Vakalarin yaklasik ii¢te birinde
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“skuamoid” farklilagsma goriilmesine ragmen, ¢ogu tiimorde, dev hiicreler ve igsi
hiicreler de bulunur (Sekil 8). Osteoklast benzeri dev hiicrelerin varlig1 yaygin bir
ozelliktir. Yogun fibrozis ve kalsifikasyonlarla karakterize edilen, anaplastik
karsinomun bir “paucicellular” varyant: tarif edilmistir. 1§ hiicreli skuaméz
ozelliklere sahip anaplastik karsinom, yliksek kolumnar hiicreli papiller karsinomun

doniisiimiiniin bir sonucu olabilir [11].

Immiinohistokimya: ATK sitokeratinler igin pozitiflik sergiler. Tiroglobulin

siklikla negatif iken yaklagik olgularin yarisinda TTF-1 pozitifligi izlenebilir [11].

Genetik Profil: ATK'de ¢ok cesitli genetik degisiklikler bulunur. En sik
mutasyon TP53 geninde izlenir (%30-70). Tekrarlayan diger degisiklikler arasinda
BRAFV600E mutasyonu (%20), RAS genlerini (NRAS, KRAS veya HRAS; % 20)
iceren degisiklikler, PIK3CA (% 10-20), PTEN (%10-15)) ve ALK yer alir. Son
kanitlar ayrica p53, beta-katenin genleri, RAF genleri ve OEATCI'deki
degisikliklerin hem nova ATK, hem de farklilagmis tiroid karsinomlar1 kaynakli

ortaya ¢ikan vakalarla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir [11].

Prognoz: ATK'nin prognozu >% 90 oraninda mortal seyreder. Genel olarak,
biiyiik, infiltratif tiimérler daha kétii bir prognostik duruma isaret eder. ileri hasta
yas1, akut semptomlar ve 16kositoz da daha diislik sag kalim oramiyla iligkili klinik
risk faktorleri olarak tanimlanmistir. ATK'nin klinik davranisi veya tedavisine yanit

icin bilinen higbir biyolojik belirte¢ yoktur [20].

2.3.6. Tiimorlerde Patolojik Evreleme (pTNM)-WHO 2016 [21]

Primer tiimor (pT):

Papiller, Folikiiler, Az diferansiye, Hurtle hiicreli, Mediiller ve Anaplastik

Tiroid Karsinomlari i¢in;

* pTX: Degerlendirilemiyor

*  pTO: Primer tiimor bulgusu yok

* pTl: Tiimor boyutu 2 cm veya daha az, tiroidle sinirh

* pTla: Timor, tiroidle siirli en biiyiik boyutta 1 cm veya daha az

* pTl1b: Tiimor boyutu 1 cm'den fazla 2 cm'den azdir, tiroidle sinirhidir.
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*  pT2: Timor 2 cm’den biiylik 4 cm’den kiigiiktiir, tiroid ile sinirlidir.

*  pT3: Timor boyutu 4 cm'den daha fazla, tiroid ile sinirli veya yalnizca strep
kaslar1 invaze eden ekstratroidal yayilim mevcut

* pT3a: Tiimor boyutu 4 cm'den daha fazla, tiroid ile sinirlt

* pT3b: Timor herhangi bir biiytikliikte, strep kaslara (sternohyoid,
sternotiroid, tirohyoid veya omohyoid kaslar) invazyon gostermekte

* pT4: Strep kaslar haricinde gros ekstratiroidal yayilim mevcut

» pT4a: Timor herhangi bir boyuttadir, deri alt1 yumusak dokular, larenks,
trakea, 6zofagus veya laringeal sinire invazedir.

* pT4b: Timor prevertebral fasyay: veya karotid arteri veya mediastinal

damarlar1 invaze eder.

Bolgesel Lenf Nodu (pN):

e pNX: Degerlendirilemiyor

e pNO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

e pNI: Bolgesel lenf nodu metastazi

e pNla: Level VI ve Level VII lenf nodlarina metastaz mevcut

e pNlb: Unilateral, bilateral veya kontralateral boyun lenf nodlarina veya

retrofaringeal lenf nodlarina metastaz mevcut

Uzak Metastaz (pM):

e pMX: Uzak metastaz degerlendirilemiyor
e pMO: Uzak metastaz yok

e pMI: Uzak metastaz var

Tablo 3: Diferansiye Tiroid Kanserlerinde TNM Siniflamasi

EVRE Herhangi T Herhangi N MO
55 YAS ALTI |EVREII Herhangi T Herhangi N Ml
EVRE I T1 NO/NX MO
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55 YAS USTU

T2 NO/NX MO
EVRE II T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3a/T3b Herhangi N MO
EVRE III T4a Herhangi N MO
EVRE IVA | T4b Herhangi N MO
EVREIVB | Herhangi T Herhangi N Ml

Tablo 3 (devam) : Mediiller Tiroid Karsinomlarinda TNM Siniflamasi

(AJCC-2017)

EVRE I T1 NO MO
EVRE II T2 NO MO

T3 NO MO
EVRE III T1-3 Nla MO
EVRE IVA T4a Herhangi N MO

T1-3 N1b MO
EVRE IVB T4b Herhangi N MO
EVRE IVC Herhangi T Herhangi N M1

Tablo 3 (devam) :

Anaplastik Tiroid Karsinomlarinda TNM siniflamasi

EVRE IVA T1-3a NO/NX MO
EVRE IVB T1-3a N1 MO
T3b Herhangi N | MO
T4 Herhangi N | MO
EVRE IVC Herhangi T Herhangi N | M1
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2.4.Cinko Tasiyic1 Kanal Z1P4

Zn-tagtyict  ZIP4 insanlarda SLC39A4 geni tarafindan kodlanan bir
transmembran proteindir. Cinko, insan viicudundaki bir¢ok biyolojik siiregte hayati
rol oynar. Cinko homeostazini ve normal biyolojik aktiviteleri korumak i¢in Zn-
tastyicilarinin hiicre membranindaki rolleri dnemlidir. Hiicresel ¢inko homeostazinda
sirastyla ¢inko aliminda ve ¢inko salmiminda islev géren ZIP (SLC39 tarafindan
kodlanan) ailesi ve ZnT (SLC30 tarafindan kodlanan) ailesi olmak iizere iki tip

tagiyict tanimlanmistir. Bugiline kadar memelilerde 10 ZnT ve 14 ZIP tanimlanmigtir

[4].

ZIP'ler plazma zar1 boyunca sitoplazma i¢ine Zn alarak hiicresel Zn igerigini
arttirirken, ZnT'ler hiicrelerden disar1 veya hiicre i¢i organellere Zn akigim

kolaylastirarak hiicre i¢i Zn seviyesini diisiirmektedir (Sekil 9) [5, 22].

zips ZIP6 ZIP8
zip3 4P4 2P J1p1g
21P2 1 1 2IP12
ZIP1 1 1 1 1 ZIP14

ZnT10 ==p
" ZnT8 =)
ZnT3 early endosomes insulin granules ZnT4
= (pancreatic [} cells) \
synaptic vesicles
(neurons) ZnT2 ﬁ
ZnT4 secretory vesicles
ZnT10 (mammary epithelial cells)
ZnT7 TGN » ZIP9
S )Golgi apparatus g, 71P11 ZIP8
n n
ER zP13 2= _ad
== ZIP7 ZnT4 ==
nucleus endosomes/lysosomes
ZnT1 ZnT10

L

Sekil 9: ZIP ve ZnT tastyicilarinin hiicre i¢i lokalizasyonu sematik ¢izimle
gosterilmektedir. [22]

23



Son zamanlarda, bir¢ok calisma ZIP4'ln ¢esitli organlara ait karsinom

gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynadigini gostermistir [23].

Zn ve Zn-tastyicilarin diizensizliginin glial tlimdrler, prostat, meme ve
pankreas ve akciger kanserleri gibi cesitli kanser tiirleri ve Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastalig1 ve epilepsi gibi beyin bozukluklar1 ile bir iligkisi oldugu
bildirilmistir [4].

Degisken Zn ve Zn-tasiyicilarinin hiicre proliferasyonuna etkileri dokuya
Ozgiidiir. Meme bezi tiimor hiicrelerinde, normal hiicrelerdekinden daha yiiksek bir
Zn konsantrasyonuna yol agan azalmis ZnT1 seviyeleri tespit edilmistir. ZIP1 ve
ZIP4'in ekspresyonunun azalmasinin, prostat kanserinde mevcut olan azalmis Zn
konsantrasyonlar1 i¢in potansiyel bir mekanizma oldugu bilinmektedir [5]. Buna
karsin overde kanser dokularinin normal dokulara oranla daha yiiksek ZIP4 eksprese

ettigi ve timorogenezde etkili oldugu in vivo ve invitro olarak gdsterilmistir [24].

Pankreasta ¢inko mevcudiyeti invazyon ve metastaz acisindan Onemlidir.
ZIP4'in pankreas kanserinde asir1 eksprese edildigi ve tiimdr biiylimesine ve

metastaza katkida bulundugu gosterilmistir [25].

2.5.S1k1 Baglant1 Proteinleri ZO-1 ve Claudin-1

Cesitli organlardaki (akcigerler, bagirsaklar, cilt vb.) epitel dokulari,
viicuttaki biyolojik bolmeleri farkl i¢ ortamlarla ayiran 6zel yapilar olusturur. Epitel
hiicreleri arasindaki hiicreler arasi baglanti kompleksi, siki baglantilardan (tight
junction), ara baglantilar ve desmozomlardan olusur ve epitelyal hiicre yuvasinin

yapilandirilmasi ve hiicresel polaritenin korunmasi i¢in esastir [26].

Boyut ve yiik temelinde difiizyonu kisitlayan paraseliiler kapilar olarak islev
goren sik1 baglantilar viicudun farkli bolmeleri arasinda bir bariyer olusturmak icin
gereklidirler. Secici paraseliiler diflizyon, organlarda ve dokularda dengenin

stirdiirilmesi i¢in 6nemli bir islemdir [7].

Hiicreler aras1 baglanti kompleksinde siki baglantilar iki ayr1 igleve sahiptir.
Hiicreler arasi boslukta iyonlarin, ¢o6ziinen maddelerin ve suyun molekiiler

penetrasyonunu kontrol eden bir bariyer gorevi goriirler ve plazma zarii bdliimlere
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ayirmak icin apikal ve bazolateral alanlar1 ayiran bir ¢it gorevi goriirler. Siki
baglantilarin bu 6zellikleri, epitele patojenlerin ve yabanci maddelerin girmesini

Onler ve materyallerin yonlendirilmesine izin verir [26].

Sik1 baglantilar okludin, klaudinler, baglanti adhezyon molekiilleri (JAM) ve
tricellulin’den olusan 4 cesit transmembran proteini ve ayrica i¢ginde ZO-1’in

bulundugu ¢ok sayida sitozolik proteinden olusur (Sekil 10) [26].

{1111

JAMs

Claudins

C

F-action

Occludin <

X 3 (4 B

Sekil 10 : Siki baglant1 proteinlerinin iki hiicreli sematik ¢izimi [26].

Claudin ailesi tanimlanmis 24 ayr1 iiyeden olusur. N- ve C- terminal
sitoplazmik alan ve iki hiicre dis1 dongii alanina sahip 18-27 kDa agirliginda
proteinlerdir ve dokuya 0zgii sekilde eksprese edilirler. Claudinler fibroblastlarda
sik1 baglanti seritlerini saglamlastirirlar. Claudin-12 disindaki tiim klaudinler, ZO-1
ve Z0O-2 gibi iskelet proteinleri araciligiyla aktine baglanarak siki baglantilar

stabilize ederler [26].

Klaudinlerin fizyolojik rolleri, fare ve insan deneyleri ile arastirilmistir.

Claudin-1 genindeki mutasyonlar, insanlarda yenidogan iktiyozuna ve sklerozan
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kolanjite neden olurken ve Claudin-1 eksikligi farelerde cilt gecirgenliginin

bozulmasi nedeniyle yenidogan dliimiine neden olmustur [26].

Claudin-1'in epitel hiicrelerinin paraseliiler bariyer biitiinliiglinden sorumlu en
onemli protein oldugu varsayilmaktadir. Tiimor ilerlemesinde, siki baglantilar
diizenegi siklikla bozulur ve bu da hiicre zar1 lokalize siki baglanti proteinlerinin

kaybina neden olur [9].

Claudin-1 i¢in, kolon, akciger ve meme kanseri ve melanom dahil yaygin
malignitelerde hiicre alt1 lokalizasyonunda degismis bir protein ekspresyonu
gozlenmistir. Ayrica, subseliiler Claudin-1 ekspresyonu daha agresif bir tiimor
davranisi ile iliskilendirilmistir. Yapilan bir in vitro caligmada folikiiler tiroid
karsinomu metastazinda membrandz ekspresyonda kayip ve artmis niikleer Claudin-

1 lokalizasyonu gosterilmistir [9].

Zonula okludens-1 (ZO-1), Tight junction protein-1 olarak da bilinir,
insanlardaki TJP1 geni tarafindan kodlanan 220-kDa agirliginda bir periferik

membran proteinidir [27].

Z0-1; ZO-2 veya ZO-3 ile kompleksler olusturur. Bu proteinler aktin hiicre
iskeleti ile claudin, okludin gibi siki baglanti proteinleri arasinda koprii vazifesi
olusturur. ZO-1, hiicreler arasi birlesme yerlerinde sinyal iletiminde rol oynayabilir.
Z0-1 geni i¢in farkli izoformlar1 kodlayan iki transkript varyanti tanimlanmistir. ZO-
1 disfonksiyonu ile iligkili hastaliklar arasinda Colyak Hastaligi ve Konjenital
Nefrotik Sendrom bulunur [28].

Z0O-1 genindeki delesyonlar veya mutasyonlarin asir1 bilylimeye yol agmasi
ZO-1'in bir tiimdr baskilayic1 olarak islev gorebilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin,
insiilin benzeri biiyiime faktorii I reseptorii (IGF-IR), meme kanseri hiicrelerinde ZO-
I'in etkinligini artirarak E-kaderin aracili hiicre-hiicre adhezyonunu indiikler [29].
Meme kanseri, kolorektal kanser ve gastrointestinal tiimdrlerde ZO-1
ekspresyonunun azalmasinin, artan invazivlik ile iliskili oldugu belirlenmistir.
Ayrica, ZO-1'in epitelyal-mezenkimal gegis siirecleri ile iliskili timdr invazyonunda
rol oynadig:r bildirilmektedir [30]. ZO-1 ekspresyonundaki artig kiiciik hiicreli
akciger karsinomunda prognoz ile dogru orantili bulunmustur [31].
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2.6.Z1P4, ZO-1 ve Claudin-1 iliskisi

ZIP4, Z0O-1 ve Claudin-1 iligkisi pankreas karsinomu hiicre dizilerinde in
vitro caligmalarla incelenmistir. Bu c¢alismalarda, FAK ve Paxillin'in genlerini
hedefleyerek pankreatik kanserde migrasyon ve invazyonu aktive eden ZO-1,
claudin-1 yolunun ekspresyonunu kontrol eden yeni bir ZIP4-ZEB1 bagimh
mekanizma ortaya konmustur (Sekil 11) [25].

l ZIP4

lﬁ
——
& N

Z0-1

N

FAK

Paxillin

¥

Migration

invasion

Sekil 11 : ZIP4 aracili transkripsiyon faktor ZEB1'in FAK ve Paxillin alt yolaklarini
diizenledigi gosterilmistir [25].

Fokal adezyon kinaz1 (FAK) ve paxillin, integrin bagimli sinyalleri iletmede
islev goren iki proteindir. Bu sinyaller hiicre gogii, proliferasyon ve hayatta kalma
gibi 6nemli biyolojik olaylar1 kontrol eder. Hiicre gociine iliskin pozitif ve negatif

diizenleme yoniinde etki ettiklerine yonelik farkli ¢alismalar mevcuttur [32].

Z0O-1 ve claudin-1 baskilanmasini modiile edebilen ZIP4 aracili
transkripsiyon faktor ZEBIl'in FAK ve Paxillin alt yolaklarimi diizenledigi
gosterilmistir.  ZIP4'lin  diisiiriilmesi, FAK ve Paxillin'in fosforilasyonunun

azalmasina neden olmus ve bu sekilde timor metastazini engelleme yoniinde etki
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gostermistir. Bu bulgular ¢inko kanali ZIP4'lin pankreatik kanser invazivligi ve

metastaz akigina katildig1 yeni bir yolun varligin1 desteklemektedir [25].

Tiimor invazyonu ile ilgili dnceki ¢alismalar biiyiik dlgiide, E-kaderin gibi
hiicre koruyucular1 devre dig1 birakarak tiimdr migrasyonunu ve invazyonu harekete
geciren ve erken patogeneze katkida bulunan ZEB1 gibi transkripsiyonel
diizenleyicilere odaklanmistir. Bu transkripsiyon faktorlerinin bir¢ogu ¢inko
bagimlidir ve ¢inko iyonunu koordine eden C2H2 tipine karsilik gelen dort ila alti
¢inko baglanma alani igerir [33].

ZIP4'in diistiriilmesi, pankreas kanseri hiicre dizileri ve fare modellerinde
invazyon belirteglerini baskilayarak pankreatik kanser invazyonu ve gogiinii inhibe

etmistir [25].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.0lgularin Belirlenmesi ve Hazirlanmasi

Calismamiza Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD.’na Ocak 2010-
Nisan 2019 tarihleri arasinda gonderilen “multinodiiler guatr, tiroid papiller
karsinomu, tiroid mediiller karsinomu, tiroid follikiiler karsinomu (minimal invaziv-
yaygin invaziv), ve anaplastik tiroid karsinomu” tanisi alan, uygun tespit iglemi
yapilmis ve yeterli dokuya sahip tiroidektomi materyalleri arasindan segilen 66 olgu
dahil edilmistir. Bu 66 olgunun; 20’si multinodiiler guatr, 18’i tiroid papiller
karsinom, 11’1 tiroid mediiller karsinom, 11’1 tiroid follikiiler karsinom (8 adet

minimal invaziv, 3 adet yaygin invaziv) ve 6’s1 anaplastik tiroid karsinomu tanilidir.

Olgulara ait yas, cinsiyet, tiimoriin histolojik alt tipi ve prognostik degerleri
gosteren veriler Dicle Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji boliimiine ait patoloji

raporlarindan, hastane otomasyon sisteminden elde edilmistir.

Calisma icin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi 23.05.2019 tarihinde 135 nolu
karar ile yerel etik kurul onayr alinmistir. Bu ¢alisma Dicle Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan, TIP.19.019 nolu proje kod numarasi ile

desteklenmistir.

3.2.Parafin Blok Se¢cimi

Tiim materyallere ait hematoksilen-eozin (H&E) ve taniya yonelik yapilmig
olan immiinohistokimyasal belirte¢ler ile boyali preparatlar iki gozlemci (ilgili
asistan ve ilgili Ogretim iiyesi) tarafindan tekrar incelenmistir. H&E boyali
preparatlar ile materyaller WHO siniflamasina gore histolojik alt tiplerine ayrilmistir.
Caligma i¢in tiimor hiicrelerinin en yogun oldugu ve nekrozun en az oldugu bloklar

secilmistir.

3.3.Kesitlerin Elde Edilmesi ve Deparafinizasyon Islemi

Calismada ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1’e yonelik immiinohistokimyasal
belirtecler i¢in, rutin doku takibi islemleri uygulanan bloklardan mikrotom cihazi
(Shandon, ABD) kullanilarak her olgu i¢in licer adet kesit adhezivli lamlara
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(Isotherm, Almanya) S5pum kalinliginda kesit alindi. Ayn1 esnada DNA’dan Z1P4, ZO-
1 ve Claudin-1 gen bélgelerini PCR aracilifiyla ¢ogaltmak icin 1,5ml reaksiyon
tiiplerine Sum kalinliginda ikiser adet kesit alindi. PCR caligmak amaciyla reaksiyon
tiiplerine kesit alinmadan 6nce doku bulagmasini Onlemek i¢in mikrotom cihazi
ksilen ile temizlendi ve her olgu i¢in mikrotom bicagi degistirilerek mikrotom cihazi

yeniden silindi.

Immiinohistokimyasal calisma icin kesit alinan lamlar 65°C’lik etiivde 30
dakika bekletilerek deparafinizasyonu yapildi ve lamlara dokularin yapismasi

saglandi.

3.4.immiinohistokimyasal Calisma

3.4.1. immiinohistokimyada Kullanilan Belirtecler ve Calisma ProtoKolii

1mmiin0hist0kimyasal calismada ZIP4 (Lifespan Biosciences, ABD,
polyklonal tavsan/IgG antikoru, katolog no: LS-C676512), ZO-1 (Thermo Fisher,
ABD, poliklonal tavsan/IgG antikoru, katolog no: PA5-28858) ve Claudin-1 (Cell
Signaling Technology, ABD, DSH1D klon, monoklonal tavsan/IgG antikoru, katolog

no: 13255) kullanima hazir formda primer antikorlar kullanildi.

Immiinohistokimyasal ¢alismanin en dogru sekilde degerlendirilmesi icin
kontrol dokular ile birlikte ¢alisildi. ZIP4 i¢in tiimorsiiz bobrek dokusu, ZO-1 igin
meme karsinomu ve serviks dokusu, Claudin-1 i¢in derinin skuamdz hiicreli
karsinomu ve kolon adenokarsinomu dokular1 igeren parafin bloklar kontrol blogu
olarak secildi. Bu kontrol bloklar1 kullanilarak primer antikorlarin optimum ¢alisma

diliisyonu ve inkiibasyon siiresi saptandi (Tablo 4).

Tablo 4: Immiinohistokimyasal ¢alismada kullanilan primer antikorlar

Antikor Klon Selliiler Diliisyon  Inkiibasyon Firma
Lokalizasyon

71P4 Poliklonal  Sitoplazmik 1/400 32 dk LSBio

70-1 Poliklonal ~ Membrandz 1/200 64 dk Thermo

Fisher
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Claudin-1 D5SH1D Membranoz — 1/200 64 dk Cell

Hiicre i¢i Signaling

Technology

Immiinohistokimyasal ¢alisma Ventana BenchMark Ultra cihazinda (Roche

Diagnostics, ABD) otomatik olarak, asagida belirtilen sira ile yapildi:

1y
2)

3)

4)

5)

Y

2)

3)

4)

5)

Z1P4 antikoru igin;

Cihaza yerlestirilen lamlar, 72°C’ye kadar 1sitilarak deparafinizasyon yapildi.
95°C’ye kadar 1sitilarak Ventana Conditioner 1-EDTA soliisyonu (Roche
Diagnostics, ABD) ile 36 dakika inkiibe edilerek hiicre iyilestirmesi yapildi.
Antikor inkiibasyonu i¢in lamlar 37°C’ye sogutuldu ve 4 dk siire ile inkiibe
edildi.

Bu asamada primer antikor uygun diliisyonda manuel sekilde lamlara
uygulandi. 32 dakika siire ile inkiibe edildi.

Arka plan boyanma ig¢in bir damla hematoksilen uygulanip 20 dk, Bluing
belirteci uygulanip 8 dk siire ile inkiibe edildi.

Z0-1 ve Claudin-1 antikorlar1 i¢in;

Cihaza yerlestirilen lamlar, 72°C’ye kadar 1sitilarak deparafinizasyon yapildi.
95°C’ye kadar 1sitilarak Ventana ULTRA Conditioner 2-Sitrat soliisyonu
(Roche Diagnostics, ABD) ile 56 dakika inkiibe edilerek hiicre iyilestirmesi
yapildi.

Antikor inkiibasyonu i¢in lamlar 37°C’ye sogutuldu ve 4 dk siire ile inkiibe
edildi.

Bu asamada primer antikor uygun diliisyonda el ile lamlara uygulandi. 64
dakika siire ile inkiibe edildi.

Arka plan boyanma i¢in bir damla hematoksilen uygulanip 16 dk, Bluing
belirteci uygulanip 4 dk boyunca inkiibe edildi.

Makineden ¢ikarilan lamlar deterjanli su ile zarar verilmeden yikandi, saf

alkolde 5 dakika boyunca bekletildi. Ardindan 5 dakika boyunca ksilende bekletildi

ve lamel ile kapatildi.
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3.4.2. Immiinohistokimyasal Skorlama

Immiinohistokimyasal boyama uygulanan preparatlar 151tk mikroskobunda, 2
patolog tarafindan semikantitatif ve subjektif olarak degerlendirildi. ZIP4 igin
sitoplazmik, ZO-1 i¢in membrandz, Claudin-1 i¢in membrandz ve sitoplazmik-

niikleer boyanma ayr1 ayr1 degerlendirilerek pozitif kabul edildi.

Tiim olgularda pozitif boyanan alanlarin yiizdesi (yaygimnligl) ve boyanma
siddeti (yogunlugu) skorlandi ve toplam skor elde edildi. Tiimor hiicrelerinin %0-
5’inde boyanma skor 0, %6-25’inde boyanma skor 1, %26-50’sinde boyanma skor 2,
%51-75’inde boyanma skor 3 ve %76-100’iinde boyanma skor 4 olarak belirlendi.
Hiicrelerin boyanma siddeti ise; boyanma mevcut degilse skor 0, zayif boyanma
varhiginda skor 1, orta siddette boyanma skor 2, gii¢lii boyanma skor 3 olarak
belirlendi. Toplam skorda boyanma yoksa negatif, 1 ve 2 zayif pozitif, 3 ve 4 orta

siddette pozitif, 5-7 ise gli¢lii pozitif olarak kabul edildi [34].

3.5.RNA izolasyonu, Ol¢iimii, cDNA Sentezi ve PCR Analizi

3.5.1. RNA izolasyonu

DNA’dan ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1 gen boélgelerini PCR araciligiyla
cogaltmak icin RNA izolasyonu islemi, Roche High Pure RNA Paraffin Kit (Roche,
Almanya, Ref no: 06650775001)’1, santrifiij cihaz1 (Beckman Coulter, Microfuge 16,
ABD), vorteks (IKA, Almanya) ve dijital kurutma banyosu (Labnet AccuBlock,
ABD) kullanilarak asagida belirtilen sekilde yapildi:

1) Parafin bloklardan S5um kalinliginda ikiser adet kesit alinan 1,5ml reaksiyon
tiiplerine 800 pl ksilen eklendi. Daha sonra 5 saniye vorteks ile karigtirildi.

2) 400 pl etanol eklendi ve vorteks ile karistirildi. 16000 devirde 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

3) 1 ml etanol eklendi, vorteks ile karistirildi. 16000 devirde 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

4) Etanol kalintilarindan kurtulmak i¢in tiip kagit havlu ile kurutuldu.
55°C’de 10 dk doku pelleti kurutuldu.
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Bu basamaklar ile deparafinizasyon saglandi ve RNA izolasyon islemine

gecildi.

5)

6)

7)

8)

9)

Her doku peletine (yukarida agiklandigi gibi deparafinize edilmis), 100 pl
RNA Tissue Lysis Buffer, 16 pl% 10 SDS ve 40 ul Proteinaz K c¢alisma
soliisyonu eklendi. 5 saniye vorteks ile karistiridi, +85°C'de 30 dakika inkiibe
edildi, Proteinaz K eklemeden 6nce +55°C'nin altina sogutuldu.

80 ul Proteinaz K eklendikten sonra, 5 saniye vorteksle karistirildi, 5 saniye
santrifiij cihazinda dondiiriildii, +55°C'de 30 dakika inkiibe edildi, 5 saniye
santrifiij cihazinda dondiiriildii bu adimda berrak lizat elde edildi.

325 ul Binding Buffer ve 325 ul etanol eklenip, 5 saniye vorteksle karistirildi,
5 saniye santrifiij cihazinda dondiiriildii.

Lizat pipet ile High Pure filtreli tiip ve toplayict tiip kombinasyonuna
aktarildi. 30 sn 6000 devirde santrifiij edildi.

Filtreli tiip yeni toplayici tlipe yerlestirildi, filtre kegesini tamamen kurutmak

i¢in 16.000 devirde 2 dakika dondiiriildii.

10) Filtreli tiip yeni toplayict tiipe yerlestirildi, filtreye temas etmeden 100 pl

DNase c¢aligsma soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

11)500 pl Wash Buffer I ¢alisma soliisyonu eklenip 6000 devirde 20 sn

santrifiij edildi. Toplayici tiipte biriken s1vi uzaklastirildi.

12) 500 pul Wash Buffer II ¢alisma soliisyonu eklenip 6000 devirde 20 sn

santrifiij edildi. Toplayici tiipte biriken s1vi uzaklagtirildi.

13)500 pl Wash Buffer II calisma soliisyonu eklenip 6000 devirde 20 sn

santrifiij edildi. Toplayict tiipte biriken sivi uzaklastirildi. 2 dk 16000

devirde santrifiij edilerek filtrenin tamamen kurumasi saglandi.

14) High Pure filtreli tiiplin altina 1,5 ml reaksiyon tiipii yerlestirildi. 50 pl

Elution Buffer eklendi, +15-+25°C’de 1 dk inkiibe edildi. 6000 devirde 1
dk santrifiij edildi. Boylelikle RNA toplanmis oldu. Elde edilen RNA
ornekleri -80°C’de saklandi.

3.5.2. RNA Safliginin Belirlenmesi ve Konsantrasyon Hesaplanmasi

RNA’dan cDNA sentezine baglamadan oOnce, spektrofotometre cihazi
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(BioDrop, pLite, Ingiltere) kullanilarak 260nm/280nm dalga boyunda elde edilen
RNA’nin saflifi ve miktar1 Olgiildii. Saflik oranlar1 1,8 civari olan RNA’lar

calismada kullanildi.

3.5.3. c¢cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA sentezinde Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche, Almanya, Ref no: 04896866001)’1 ve termal cycler cihazi (SensoQuest,
Almanya) kullanildi. Asagida belirtilen iglemler yapildi:

1) ¢cDNA Master Kiti igerisinde bulunan reaktifler ¢ozdiriiliip buz {izerine
birakildi.

2) Her reaktif berrak bir goriiniim alana kadar vortekslendi.

3) Oncelikle her vaka icin spektrofometrede &lgiilen RNA 500 ng’ye gore
esitlenerek hesaplandi, diger reaksiyon bilesenleri de Tablo 5 ve Tablo
6’da gosterildigi gibi toplam 20ul olacak sekilde hesaplandi. Buz iizerine

yerlestirilen reaksiyon tiiplerine reaksiyon bilesenleri birakildi.

Tablo 5: cDNA ¢alisma protokolii 1. kisim

Malzeme Miktar
Total RNA Al
(RNA miktar1 500 ng’a esitlendi)
Anchored-oligo Primer 1l
Random Hexamer Primer 1 ul
Su 11-A ul

4) Tipler 65 0C’de 10 dk bekletildi.
5) 10 dk sonra tiipler buza alindi.

6) Tiipler igerisine siras1 ile Tablo x’deki gibi eklendi.

Tablo 6: cDNA ¢alisma protokolii 2. kisim
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Malzeme Miktar

Transcriptor RT Reaction Buffer 4 ul
5X

Protector RNase Inhibitor 0.5 ul
Deoxynucleotide Mix 2 ul
Transcriptor Reverse 0.5 ul
Transcriptase

7) Tipler Termal Cycler cihazinda; +25 °C’de 10 dk, +50 °C’de 60 dk, +85
°C’de 5 dk, +4 °C’de sonsuz olacak sekilde bekletildi. islem sona erdikten

sonra -20 °C’de saklandi.

3.5.4. RT-PCR Analizi

RT-PCR analizinde Roche FastStart Essential DNA Probes Master (Roche,
Almanya, Ref no: 06402682001) kiti, primer ve probe olarak Molbiol ZIP4 (Molbiol,
Almanya, 1d: ), Molbiol ZO-1 (Molbiol, Almanya, 1d: ), Molbiol Claudin-1 (Molbiol,
Almanya, Id: ) ve pozitif kontrol olarak Molbiol B-Actin (Molbiol, Almanya, Id: )
kullanildi. Primerlerde ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1 i¢in 4 bolge (F, S, A, R), B-Actin
icin 2 bolge (F, R) temsil edildi (Sekil 12).

The ZIP4 assay:
988083 hu SLC39A4 (ZIP4), all transcripts, cDNA NM_130849 Tm
SLC39A4 F CggCCTTCgCTggTCT S 1758-1773| 58.1°C
SLC39A4 S CCTTCgCTggTCTCTACgTg S 1761-1780| 57.7°C
SLC39A4 A [CgggAgCATGTCGCAgA A | 1876-1860| 58.8°C
SLC39A4 R | gCCgggAgCATgTCg A 1878-1864| 56.9°C
SLC39A4P |F- CCAggATCCAQgCCTCgC S 1826-1807| 64.5°C
The ZO-1 assay:
989083 hu TJP1 (ZO-1), cDNA, all transcripts, exons NM_03257 Tm
24-25
TIP1 F ATTgCCCTCgCAgTATgC S 4730-4747| 56.0°C
TIPI S CAgCCTgTCACCAgGCg S 4758-4773| 55.8°C
THPI A ggAATTCTgAAAATCCAATgACACT A 4844-4820| 57.1°C
TIPI R 9TaggTCTggTTTGgACACTA A | 4866-4846| 56.5°C
rip1 p F-CCACATA ITCTAAgggAgCACAT S 4781-4809| 65.3°C
The Claudin-1 assay:
989083 hu CLDNI1, ¢cDNA, Exons 2-4 NM_021101 Tm
CLDNI F CgTgCCTTGATGgTggTT S 461-478| 57.4°C
CLDNI1 S CgTgCCTTgATggTggTTg S 461-479| 59.9°C
CLDNI A AATAgCCAgACCTgCAAgAAgAAAT A 619-595| 59.4°C
CLDNI R CAAATTCgTACCTggCATTgACT A 704-682| 58.7°C
CLDNI T™M JGgAgTgATAGCAA S 483-510| 64.6°C
989083 B-Actin cDNA Exon 1-2. Amplicon : 174 bp NM_001101 Tm
ACTIN F AgCCTCGCCTTTGCCOA S 34-50| 61,9°C| 104883
ACTIN R CTggTgCCTggggCy A 207-193| 61.8°C| 104538
ACTIN T™M ¥ JCCgCCCgTCCACACCCgCC--C S 52-73] 81.6°C
® Highly Sensitive and Specific Fluorescence RT-PCR Assay for the Pseudogene-free Detection of b-Actin
Transcripts as Quantitative Reference. Kreuzer, KA., Lass, U., Landt, O., Nitsche, A., Laser, J., Ellerbrok, H.,

Pauli, G., Huhn, D. and Schmidt, CA. Clinical Chemistry 45 (1999) 297-300

Sekil 12: ZIP4, ZO-1, Claudin-1 ve B-Actin i¢in primer ve probe
dizaynlarinin gosterilmesi.
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PCR karisimi, reaksiyon kuyusu basma 20 ul nihai hacim olacak sekilde

Roche FastStart Essential DNA Probes Master kiti ile asagida belirtilen prosediire

gore hazirlandi.

1) Primerler 250 pl, problar 150 pl su ile sulandirilda.

2)

Reaksiyon tiiplerine buz lizerinde PCR karisimlar1 hazirlandi. Bilesenler
Tablo 7°de gosterilen sirayla eklenerek her reaksiyon kuyusu i¢in 18 pl

PCR karigsimi hazirlandi.

Tablo 7: LightCycler 480 Probe Master kullanarak her 18 pl reaksiyon i¢in PCR

karisimi hazirlama sablonu

Bilesen Hacim

Su

(7,8-Primer voliimii) pl

LightCycler 480 Probe Master 10 ul

Primer Soliisyon Primer bolge x 0,5 pl
Probe soliisyon 0,2 ul

Toplam Hacim 18 Ml

3)
4)

5)
6)
7)

8)

Yukar1 ve asag1 pipetleme yaparak dikkatlice karistirildi.
LightCycler 480 Multiwell Plakasinin her bir kuyucuguna 18 pl PCR
karisimi pipetlendi

Her kuyudaki PCR karisimina 2 pl 6rnek cDNA pipetlendi
MultiCell Plakas1 LightCycler 480 Sizdirmaz Folyo ile kapatildi
MultiCell Plakas1 LightCycler 480 cihazina aktarildi

Tablo-8’de tarif edilen PCR protokolii kullanilarak LightCycler 480 Cihazi
calistirildi.
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Tablo 8: LightCycler 480 Cihazi ile ¢alisilan PCR protokolii

Tespit bicimi Blok Tipi Reaksiyon
Voliimii

Mono color hydrolysis probes 384 3-20ul
Or
Multi color hydrolysis probes

Programlar

Program ismi Dongiiler Analiz

modu

Pre- 1 Yok

inkiibasyon

Amplifikasyon 45 Niceleme

Sogutma 1 Yok

Sicakhik

Hedefleri

Hedef (°C) Edinme Bekletme Pik degeri

Modu (saat:dk:sn)

Pre-

inkiibasyon

95 Yok 00:05:00 4.8

Amplifikasyon

95 Yok 00:00:10 4.8

Primer Yok 00:00:30 2.5

bagimh 00:00:15

72 Tek 00:00:01 4.8

Sogutma

40 Yok 00:00:10 2

Real Time PCR calismasindan sonra analiz i¢in tim Orneklerin Ct
degerleri housekeeping geni olarak kullanilan B-Actin’e fold change ‘kat-degisimi
(2784Cty yontemiyle Microsoft Excel 2010 Bilgisayar programi araciligryla
oranlanarak yaklagik kat degisimi bulundu. Kat degisim degerleri <1 olanlar
azalmis ekspresyon olarak kabul edilirken, kat degisim degerleri >1 olanlar artmis

ekspresyon olarak kabul edildi [35].
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3.6.Istatistiksel Yontem

Arastirma verilerimizin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS 25 for
Windows (Statistical Peackage for Social Sciences) istatistik paket programi
kullanildi. Degiskinlerin siklig1, numerik verilerin ortalamalar1 ve standart
sapmalar1 bulundu. Olgiimsel degiskenler ortalamatstandart sapma (SS) ile,
kategorik degiskenler say1 ve yiizde (%) ile sunuldu. Stirekli degiskenlerin normal
dagiima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile olgiildii. Istatistiksel
degerlendirilmelerde normal dagilim gosteren stirekli degiskenlerin iki grup
arasindaki ortalamalarinin degerlendirilmesinde Bagimsiz t testi, normal dagilima
uymayanlar ise Kruskal Wallis ve Mann Whitney U testi ile analiz edildi.
Kategorik degiskenlerin istatistiksel degerlendirmesinde ise Ki-kare testi
kullanildi. Hipotezler ¢ift yonlii olup, p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli sonug

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Genel Bulgular

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na 2010- 2019 yillart

arasinda gonderilmis, “multinodiiler guatr, tiroid papiller karsinomu, tiroid mediiller

karsinomu, tiroid follikiiler karsinomu (minimal invaziv-yaygin invaziv), ve

anaplastik tiroid karsinomu” tanis1 almis 66 adet materyal calismaya alindu.

Calismamizdaki hastalarin prognostik parametreleri, immiinohistokimyasal

boyanma 6zellikleri ve molekiiler analiz sonuglar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9: Prognostik parametreler, immiinohistokimyasal ve molekiiler analiz

sonuglari
Frekans %
Histolojik Alt Tip PTK 18 27,3
FTK 11 16,7
ATK 6 9,1
MTK 11 16,7
MNG 20 30,3
Cinsiyet Kadin 48 72,7
Erkek 18 27,3
Cerrahi Simir Negatif 10 15,2
(CS)
Bitisik 36 54,5
Metastaz Yok 55 83,3
Var 11 16,7
ZIP4 THK Negatif 25 37,9
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Z0-1 iHK

Claudin-1 iHK

Z1P4 Gen Eks.

Z70-1 Gen EKks.

Claudin-1 Gen
EKks.

Yas

Zay1f pozitif
Orta sidd. Pozitif
Giiclii pozitif
Negatif

Zayf pozitif
Orta sidd. Pozitif
Giiclii pozitif
Negatif

Zayf pozitif
Orta sidd. Pozitif
Giiclii pozitif
Negatif

Pozitif

Negatif

Pozitif

Negatif

Pozitif

12

27

14

40

25

16

25

46

20

62

48

18

Ortalama =SS

45,97 + 15,86

3,0

18,2

40,9

21,2

4,5

13,6

60,6

37,9

24,2

37,9

69,7

30,3

6,1

93,9

72,7

27,3

HK: 1mm1'inohist0kimya, PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK: Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK:

Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu, MNG: Multi Nodiiler Guatr.
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4.1.1. Histolojik Alt Tip

Olgularin WHO Siniflamasina goére 18’1 tiroid papiller karsinomu, 11’1 tiroid
follikiiler karsinomu, 6’s1 anaplastik tiroid karsinomu, 11’1 tiroid mediiller karsinomu

ve 20’si multinodiiler guatr olarak degerlendirildi (Tablo-9).

4.1.2. Cinsiyet

Calismamizdaki 66 olgunun 48’1 kadin (%72,7) 18’1 erkektir (%27,3) (Tablo-
9). Cinsiyete gore ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1’in immiinohistokimyasal ve molekiiler
ekspresyonlar1 arasinda uygulanan Ki-kare testi ile istatistiksel olarak anlaml

farklilik izlenmedi (p>0,05).

4.1.3. Yas

Olgularin en genci 18, en yaslis1 75 yasinda olup, yas ortalamasi 45,97+15,86
olarak hesaplanmistir. Yasa gore ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1’in immiinohistokimyasal
ve molekiiler ekspresyonlari arasinda uygulanan Bagimsiz t testi ile istatistiksel

olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).

Histolojik alt tipler yas gruplariyla degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (Tablo 10).

Tablo 10: Histolojik alt tipler ile yas dagiliminin Ki-kare testi ile degerlendirilmesi.

Yas
Histolojik Alt <40 yas 40 - <60 yas >60 yas Total
Tip
PTK 7-38,9% 8 —44,4% 3-16,7% 18 - 100,0%
FTK 5-455% 3-273% 3-27,3% 11 - 100,0%
ATK 1-16,7% 1-16,7% 4 - 66,7% 6 - 100,0%
MTK 8—72,7% 3-27,3% 0-0% 11 -100,0%
MNG 3-15% 14 - 70% 3-15% 20 - 100,0%
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P degeri 0,004

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.

4.1.4. Metastaz Durumu

Calismamizda 9 hastada bolgesel lenf nodu metastazi, 2 hastada ise uzak
metastaz mevcut olup bu iki grup hasta ‘metastatik grup’ olarak kabul edildi. 55
hastada ise metastaz mevcut degildi. Metastaz durumuna goére ZIP4, ZO-1 ve
Claudin-1’in immiinohistokimyasal ve molekiiler ekspresyonlar1 arasinda uygulanan
Ki kare testi ile istatistiksel olarak immiinohistokimyasal ZIP4 ve Claudin-1
ekspresyonu  metastaz  varligit  ile  iligkili  bulunurken  (Tablo 11),
immiinohistokimyasal ZO-1 ve tiim molekiiler ekspresyonlar ile anlamli farklilik

izlenmedi (p>0,05).

Tablo 11: Metastaz durumu ve immiinohistokimyasal ZIP4 ve Claudin-1
ekspresyonlarinin Ki kare testi ile yapilan istatistiksel inceleme sonuglari

IHK ZIP4 [HK Claudin-1
Negatif Pozitif Negatif Pozitif
Yok 25 30 25 30
Metastaz
Var 0 11 0 11
P degeri 0,005%3* 0,005

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. ITHK: immiinohistokimya

Metastaz durumu ve calismamizda yer alan histolojik alt tipler arasinda

uygulanan Ki-kare testi ile istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (Tablo 12).

Tablo 12: Metastaz durumu ve histolojik alt tipler arasinda uygulanan Ki-kare
testinin istatistiksel sonuclari.

Metastaz Durumu

Yok Var
Histolojik Alt Tip PTK 14 4
FTK 10 1
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ATK 5 1
MTK 6 5
MNG 20 0

P degeri 0,022%*

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.

4.1.5. Cerrahi Sinir Durumu

Calismamizdaki 66 olgunun tamami tiroidektomi materyaline ait olup
tiimorlii 46 vakada tiroid kapsiiliine ait cerrahi sinira uzakliklar temel alinarak
incelendi. Kapsiile 0,1 cm’den daha yakin olan olgular bitisik kabul edildi. Bu
degerlendirmeye gore 10 olguda cerrahi sinir negatitken 36 olguda cerrahi smir
pozitif izlendi. Cerrahi sinira gore ZO-1 ve Claudin-1’in immiinohistokimyasal ve
molekiiler ekspresyonlar1 ve ZIP4 molekiiler ekspresyonu arasinda uygulanan Ki
kare testi ile istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05). ZIP4
immiinreaktivitesi ve cerrahi sinir pozitifligi istatistiksel olarak iligkili olup (p=
0,037) giiclii pozitif boyanan 26 hastanin 20’sinde (%76,9) cerrahi smir bitisik

1zlendi.

4.2.immiinohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal ¢alismada olgularimizda ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1’in
ekspresyonu semikantitatif ve subjektif olarak degerlendirildi. Tiim olgularda pozitif
boyanan hiicre alanlarinin yiizdesi (yaygmnligi) 4 puan lizerinden ve boyanma
yogunlugu 3 puan lizerinden skorlandi ve toplam skor elde edildi. Toplam skorda
boyanma yoksa negatif, 1 ve 2 puan zayif pozitif, 3 ve 4 puan orta siddette pozitif, 5-
7 puan ise giiclii pozitif olarak kabul edildi [34].

4.2.1. ZIP4 Ekspresyonu

Olgularimizda ZIP4 ekspresyonu incelendiginde 66 olgunun 2’si zayif (%3),
12°s1 orta siddette (%18,2), 27’si giiclii (%40,9) olmak iizere toplam 41’i pozitif

(%62,1), 25’1 negatif (%37,9) olarak izlendi (Sekil 13, 14, 15).
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ZIP4 pozitif izlenen 41 olgunun 39’u tiimoral olgular olup, immiinreaktivite
skoru ve histolojik alt tipler arasinda istatistiksel olarak oldukg¢a yiiksek iliski

bulunmustur (Tablo 13).

Sekil 13: Folikiiler Tiroid Karsinomu tanili olguya ait zayif sitoplazmik
ZIP4 pozitifligi izlenmektedir (Immiinohistokimya-ZIP4; X200).
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Sekil 14: Papiller Tiroid Karsinomu klasik varyant tanili olguya ait
orta  siddette  sitoplazmik  ZIP4  pozitifligi  izlenmektedir
(Immiinohistokimya-ZIP4; X200).

Sekil 15: Papiller Tiroid Karsinomu onkositik varyant tanili olguya ait
gieli, sitoplazmik Z1P4 pozitifligi izlenmektedir
(Immiinohistokimya-ZI1P4; X200).
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Tablo 13: Histolojik alt gruplar ile ZIP4’{in immiinreaktivitesinin Ki-kare testi ile
degerlendirilmesi.

ZIP4 immiinreaktivite

Histolojik Negatif Zayif Orta sidd.  Giiclii Total

Alt Tip pozitif pozitif pozitif

PTK 3-16,7% 0-0,0% 5-27,8% 10 - 55,6% 18-100,0%
FTK 3-273% 2-182% 2-182% 4 -36,4% 11-100,0%
ATK 1-16,7% 0-0,0% 1-16,7% 4 - 66,7% 6-100,0%
MTK 0-0,0% 0-0,0% 3-273% 8-72,7% 11-100,0%
MNG 18 - 90,0% 0-0,0% 1-5,0% 1-5,0% 20-100,0%
P degeri 0,000%3*3

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.

4.2.2. 7.0-1 Ekspresyonu

Olgularimizda ZO-1 ekspresyonu incelendiginde 66 olgunun 3’i zayif
(%4,5), 9’u orta siddette (%13,6), 40’1 giiglii (%60,6) olmak iizere toplam 52’si
pozitif (%78,8), 14’1 negatif (%21,2) olarak izlendi (Sekil 16, 17, 18).

Z0O-1’in  immiinohistokimyasal olarak histolojik alt tiplere gore
immiinreaktivitesi istatistiksel acidan Onemli farklilik gostermezken (p=0,086),
immiin pozitifligi histolojik alt tipler ile anlaml1 diizeyde iliskili bulunmustur (Tablo

14).
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Sekil 16: Papiller Tiroid Karsinomu folikiiler varyant tanili olguya
ait zayif, membrandz ZO-1 pozitifligi izlenmektedir
(Immiinohistokimya- ZO-1; X400).

Sekil 17: Papiller Tiroid Karsinomu folikiiler varyant tanili olguya
ait orta siddette, membrandz ZO-1 pozitifligi izlenmektedir
(Immiinohistokimya- ZO-1; X200).
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Sekil 18: Multi Nodiler Guatr tamli olguya ait giicli, niikleer -
membrandz ZO-1 pozitifligi izlenmektedir (Immiinohistokimya- ZO-
1; X400).

Tablo 14: Histolojik alt gruplar ile ZO-1’in immiin pozitifliginin Ki-Kare testi ile

degerlendirilmesi.
Z0-1 [HK
Negatif Pozitif
Histolojik Alt Tip PTK 4-222% 14 - 77,8%
FTK 1-9,1% 10 - 90,9%
ATK 2-333% 4 -66,7%
MTK 6 - 54,5% 5-45,5%
MNG 1-5,0% 19 - 95,0%
P degeri 0,018%*

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. IHK: immiinohistokimya, PTK: Papiller
Tiroid Karsinomu, FTK: Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK:
Mediiller Tiroid Karsinomu, MNG: Multi Nodiiler Guatr.
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4.2.3. Claudin-1 Ekspresyonu

Olgularimizda Claudin-1 ekspresyonu incelendiginde 66 olgunun 16’s1 orta
siddette (%24,2), 25’1 giiglii (%37,9) olmak tlizere toplam 41°i pozitif (62,1), 25’1
negatif (%37,9) olarak izlendi (Sekil 19, 20, 21, 22).

Claudin-1 pozitif izlenen 41 olgunun 39’u tiimdral olgular olup,
immiinreaktivite skoru ve histolojik alt tipler arasinda istatistiksel olarak oldukca

yiiksek iliski bulunmustur (Tablo 15).

Tablo 15: Histolojik alt gruplar ile Claudin-1’in immiinreaktivitesinin Ki-Kare testi
ile degerlendirilmesi.

Claudin-1 immiinreaktivitesi

Histolojik Negatif Zayif Orta sidd.  Giiclii Toplam
Alt Tip pozitif pozitif pozitif

PTK 2-11,1% 0-0,0% 4-222% 12 -66,7% 18-100,0%
FTK 4-36,4% 0-0,0% 2-182% 5—-45,5% 11-100,0%
ATK 1-16,7% 0-0,0% 2-333% 3-50,0% 6-100,0%
MTK 0-0,0% 0-0,0% 6 —54,5% 5—-45,5% 11-100,0%
MNG 18 - 90,0% 0-0,0% 2-10,0% 0-0,0% 20-100,0%
P degeri 0,000%%**

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.
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Sekil 19: Papiller Tiroid Karsinomu onkositik varyant tanili olguya
ait zayif, membrandéz Claudin-1 pozitifli§i izlenmektedir
(Immiinohistokimya- Claudin-1; X400).

Sekil 20: Papiller Tiroid Karsinomu folikiiler varyant tanili olguya ait
orta siddette, membrandz Claudin-1 pozitifligi izlenmektedir
(Immiinohistokimya- Claudin-1; X200).
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Sekil 21: Papiller Tiroid Karsinomu klasik varyant tanili olguya
ait giiclli, membrandz Claudin-1 pozitifligi izlenmektedir
(Immiinohistokimya- Claudin-1; X100).

Sekil 22: Folikiiler Tiroid Karsinomu tanili olguya ait niikleer-
graniiler Claudin-1 pozitifligi izlenmektedir (Immiinohistokimya-
Claudin-1; X200).
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Claudin-1 pozitifligi 19 olguda membrandz nitelikte izlenirken, 22 olguda
hiicre i¢i (sitoplazmik, niikleer graniiler) 6zellikte izlendi. Bu boyanma paterni ayri
ayr1 degerlendirildiginde histolojik alt tiplere gore istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermistir (Tablo 16).

Tablo 16: Histolojik alt gruplar ile Claudin-1’in boyanma paterninin Ki-kare testi ile
degerlendirilmesi.

Claudin-1 Boyanma Paterni

Histolojik Alt Negatif Membranoz Hiicre Ici Total

Tip

PTK 2-11,1% 16 — 88,9% 0-0% 18 - 100,0%
FTK 4 -36,4% 2-182% 5-45,5% 11 - 100,0%
ATK 1-16,7% 1-16,7% 4 —66,7% 6 - 100,0%
MTK 0-0,0% 0-27,3% 11-100% 11 -100,0%
MNG 18 -90,0% 0-70% 2-10% 20 - 100,0%
P degeri 0,000%**

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.

4.2.4. Immiinohistokimyasal ZIP4, ZO-1, Claudin-1 Korelasyonu

Istatistiksel olarak ZIP4 ve Claudin-1 immiinohistokimyasal ekspresyonlar
arasinda anlaml iligki bulunurken (p=0,000%**), ZO-1 ekspresyonu ise hem ZIP4
(p=0,06), hem de Claudin-1 (p=0,541) ekspresyonu ile iliskisiz bulunmustur.

Immiinohistokimyasal ZIP4 ve Claudin-1 ekspresyonlar1 arasindaki iliski
Tablo 17°de gosterilmistir.
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Tablo 17: Immiinohistokimyasal ZIP4 ve Claudin-1 ekspresyonu korelasyonu.

Z1P4
Negatif Pozitif Toplam
Claudin-1 Negatif 19 -76,0% 6 - 24,0% 25 -100,0%
Pozitif 6 - 14,6% 35-85,4% 41 - 100,0%
P degeri 0,000

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

4.3.Gen Ekspresyon Bulgulari

Calismamizda 66 olguya ait 6rnekler, Roche Cobas Z 480 cihazinda RT-PCR
calisildi1 ve LightCycler 480 Sistemi ile analiz edildi.

Tiroidektomi materyaline ait 66 olgunun parafine gdmiilii dokularindan ilk
olarak RNA izole edildi. Olgulara ait RNA 6rneklerinin spektrofotometre ile 6l¢iilen
konsantrasyon degerleri Tablo 18’de verilmistir. Daha sonra bu degerler cDNA elde

etmede referans olarak kullanilmistir.
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Tablo 18: Olgulara ait RNA konsantrasyon degerleri.

Hasta No RNA Konsantrasyonu (pg/pl) Hasta No RNA Konsantrasyonu (pg/pl)
1. 271,5 34. 283,6
2. 57,94 3s. 61,23
3. 198,1 36. 128,8
4. 107 37. 1124
5. 187,9 38. 150,4
6. 2329 39. 79.8
7. 85,49 40. 90,12
8. 115,5 41. 66,39
9. 199,9 42, 50,20
10. 148,3 43. 180,8
11. 88,38 44, 78,49
12. 158,0 45. 1574
13. 305,5 46. 80,86
14. 179,2 47. 77,96
15. 53,72 48. 88,28
16. 92,36 49. 312,9
17. 132,2 50. 91,41
18. 196,1 51. 164,1
19. 2443 52. 2539
20. 135,9 53. 2123
21. 134,7 54. 38,59
22. 66,51 55. 131,2
23. 133,6 56. 78,03
24, 149,7 57. 87,7
285. 147,3 58. 125,6
26. 56,79 59. 237,6
27. 128,1 60. 278,3
28. 188.,5 61. 69,34
29. 194,7 62. 2533
30. 196,1 63. 103.4
31. 1454 64. 231,1
32. 2754 65. 216,5
33. 205,5 66. 150,6
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Olgulardan RNA izole edilmesini takiben cDNA elde edilerek RT-PCR
analizleri yapildi. Her olgu igin P-Actin ile kiyaslamp ‘kat-degisimi (2"’
formiiliinlin uygulanmasinda kullanilan Ct degerleri Tablo 19°’da yer almaktadir. 26-

42 numarali olgulara ait 151ma egrileri Sekil 23°te gosterilmistir

Tablo 19: PCR calismasi sonucu olgulara ait Ct degerleri.

Hasta  Aktin 71P4  70-1 Cladn-1 | Hasta Aktin ZIP4 ZO-1 Cladn-1
No No

1. 34,8 34,08 28,45 32,92 34. 30,98 3493 28,99 29,93
2. 32,94 33,49 29,28 35,27 35. 39,06 - 35779 -

3. 35,44 35,79 3342 38,95 36. 33,39 34,66 2991 40,48
4. 41,49 32,67 27,65 31,85 37. 33,83 34,39 26,7 38,82
5. 38,78 33,66 28,07 35,32 38. 28,97 32,64 2597 35,53
6. 42,11 34,59 29,37 14,48 39. 37,96 40,95 338 ---

7. 37,94 30,25 35,75 40. 32,75 36,92 17,53 40,98
8. 40,48 27,81 34,13 36,41 41. 32,97 3481 29,21 37,1
9. 39,55 32,93 27,79 42. 34,87 36,5 30,45 ---
10. 35,82 36,25 36,71 36,71 43. 41,07 41,01 3537 -
11. 42,05 36,96 --- 36,28 44, 35,6 35,56 31,71 41,94
12. 37,46 38,61 32,65 14,54 45. 38,54 39,74 32,56  ---
13. 36,81 3543 - 35,11 46. 40,78 41,33 3293 -
14. 36,37 37,75 29,95 33,5 47. 36,26 36,42 31,64 ---
15. 38,45 35,35 29,81 11,02 48. 36,25 38 31,97 ---
16. 39,57 40,06 32,22 37,56 49. 33,67 36,94 32,85 ---
17. 41,57 40,68 31,54 37,54 50. 40,24 40,89 33,67 -
18. 39,22 37,29 28,77 33,48 51. 34,3 3441 30,88 40,99
19. 42,19 41,71 31,89 30,9 52. 38,89 39,63 34,56 ---
20. 41,2 38,99 28,66 36,89 53. 35,71 36,73 32,01 ---
21. 41,21 32,29 54, 40,41 40,33 33,5 ---
22, 37,05 36,41 293 36,64 55. 37,61 37,11 32,36 ---
23. 31,98 33,53 27,93 33,51 56. 33,86 3545 32,08 42,85
24. 38,39 31,29 39,25 57. 32,43 34,6 31,35 40,34
25. 38,06 37,16 31,76 39,54 58. 35,61 35,86 31,37 ---
26. 34,73 35,9 31,32 39,26 59. 33,27 36,16 31 40,48
27. 36,25 38,72 32,7 42,61 60. 35,76 38,84 31,75 ---
28. 32,45 35,17 29,28 37,66 61. 27,47 30,72 27,63 353
29. 30,86 33,777 29,67 38,16 62. 27,45 29,79 27,36 35,14
30. 35,33 39 32,13 40,75 63. 32,32 32,95 28,71 39,29
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31. 3394 40,03 2987 - 64. 3489 3528 2756 4199

32. 42,52 - 36,1 65. 3346 3426 3024 -

33. 30,83 33,68 2896 3831 | 66. 32,97 3084 3024 98
E— '

—

e

S

s,

i E51E

-

2

.

osis|

H a 3 & 10 1z 14 18 18 =20 =2z 24 =28 2z 30 3=z 34 I 33 40 4z 44
Cycles

Sekil 23: 26-42 numarali olgulara ait ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1 gen bolgeleri 1s1ma
egrileri. Kirmizi renkte pik yapan egriler ekspresyon gosteren olgulari, yesil renkte
egriler negatif olgular1 temsil etmektedir

4.3.1. ZIP4 Gen Ekspresyonu

PCR ile elde edilen ZIP4 gen boélgesine ait 1s1ma pik degerleri ve egri
grafikleri degerlendirildiginde 66 olgunun 20’sinde (%30,3) gen ekspresyonu

saptandi. 6 numarali olguya ait ZIP4 gen 1s1ma egrisi Sekil 24’te gosterilmigtir.
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Cycle Range Noise Band Analysis |

Amplification Curves. Zoom
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2133
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1.933

1.333

H a 3 & 1o 1z 14 18 18 =20 22 24 26 28 30 32 34 35 33 40 42 44
Cycles

Sekil 24: 6 numarali olguya ait ZIP4 gen bolgesi 1s51ma egrisi.

ZIP4 gen ekspresyonu anlamli diizeyde Olciilen 20 olgudan 11’1 PTK, 5’1
FTK, 2’si MTK ve 2’si MNG tanilidir. Histolojik alt tipler ile ZIP4 gen ekspresyonu
arasinda Ki-kare testi ile istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur. Ayrica
immiinohistokimyasal ZIP4 ekspresyonu ve molekiiler ZIP4 ekspresyonu arasindaki
iliski de istatistiksel olarak anlamlidir. Tablo 20 ve Tablo 21°de bu iliskiler

gosterilmistir.

Tablo 20: Histolojik alt tiplere gore ZIP4 gen ekspresyonu.

Molekiiler ZIP4
Negatif Pozitif
Histolojik Alt Tip PTK 7 -38,9% 11-61,1%
FTK 6 —54,5% 5—-45,5%
ATK 6 - 100% 0-0%
MTK 9-81,8% 2-18,2%
MNG 18 - 90% 2-10%
P degeri 0,002%*

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.
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Tablo 21: Immiinohistokimyasal ZIP4 ile molekiiler ZIP4 ekspresyonunun
degerlendirilmesi.

Molekiiler Z1P4
Negatif Pozitif Toplam
ZIP4 iHK Negatif 22 - 88,0% 3-12,0% 25 -100,0%
Pozitif 24 - 58,5% 17-41,5% 41 - 100,0%
P degeri 0,014%*

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

4.3.2. Z.0-1 Gen Ekspresyonu

PCR ile elde edilen ZO-1 gen bolgesine ait 151ma pik degerleri ve egri
grafikleri degerlendirildiginde 66 olgunun 62’sinde (%93,9) gen ekspresyonu

saptand1. 44 numarali olguya ait ZO-1 gen 151ma egrisi Sekil 25°te gosterilmistir.

Cycle Range | MNoise Band | Analysis |
Amplification Curves Zoom
12116
10616
9116
=
=
£
=
£ 7515
g
H]
=
5116
4616
2116
2 4 & & 10 12 14 18 18 20 22 24 25 28 30 32 34 36 38 40 4z 44

Cycles

Sekil 25: 44 numarali olguya ait ZO-1 gen bolgesi 1s1ma egrisi.

58



Z0-1 gen ekspresyonu anlamli diizeyde ol¢iilen 62 olgudan 15’1 PTK, 11’1
FTK, 6’s1 ATK, 11’1 MTK ve 19°u MNG tanilidir.

Histolojik alt tipler ile ZO-1 gen ekspresyonu arasinda Ki-kare testi ile
istatistiksel olarak anlamli ilisgki bulunmamistir (p=0,248, Tablo 22). Ayrica
immiinohistokimyasal ZO-1 ekspresyonu ve molekiiler ZO-1 ekspresyonu arasindaki

iliskide istatistiksel olarak anlamlilik izlenmemistir (p=0,571).

Tablo 22: Histolojik alt tiplere gore ZO-1 gen ekspresyonu.

Molekiiler ZO-1

Negatif Pozitif
Histolojik Alt Tip PTK 3-16,7% 15 -83,3%
FTK 0-0% 11 —-100%
ATK 0-0% 6 - 100%
MTK 0-0% 11 -100%
MNG 1-5,0% 19 - 95,0%
P degeri 0,248

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.

4.3.3. Claudin-1 Gen Ekspresyonu
PCR ile elde edilen Claudin-1 gen bolgesine ait 1s1ma pik degerleri ve egri
grafikleri degerlendirildiginde 66 olgunun 18’inde (%?27,3) gen ekspresyonu

saptandi. 22 numarali olguya ait Claudin-1 gen 1s1ma egrisi Sekil 26’da

gosterilmistir.
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Sekil 26: 22 numarali olguya ait Claudin-1 gen bolgesi 151ma egrisi.

Claudin-1 gen ekspresyonu anlamli diizeyde oOlgiilen 18 olgudan 14’1 PTK,
3’0 FTK, I'i ATK tanmili iken, MTK ve MNG tanili olgularda Claudin-1 gen

ekspresyonu izlenmemistir.

Histolojik alt tipler ile Claudin-1 gen ekspresyonu arasinda Ki-kare testi ile
istatistiksel olarak oldukca yliksek iliski bulunmustur (p=0,000***, Tablo 23). Ancak
immiinohistokimyasal Claudin-1 ekspresyonu ve molekiiler Claudin-1 ekspresyonu

arasindaki iliskide istatistiksel olarak anlamlilik izlenmemistir (p=0,156).

Tablo 23: Histolojik alt tiplere gére Claudin-1 gen ekspresyonu.

Molekiiler Claudin-1

Negatif Pozitif
Histolojik Alt Tip PTK 4-22.2% 14 —77,8%
FTK 8 —72,7% 3-273%
ATK 5-83,3% 1-16,7%
MTK 11 -100% 0-0%
MNG 20 - 100% 0-0%
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P degeri 0,000% %

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. PTK: Papiller Tiroid Karsinomu, FTK:
Folikiiler Tiroid Karsinomu, ATK: Anaplastik Tiroid Karsinomu, MTK: Mediiller Tiroid Karsinomu,
MNG: Multi Nodiiler Guatr.

4.3.4. Real-Time PCR ile ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1 Gen Ekspresyon

Korelasyonu

Istatistiksel olarak ZIP4 ve Claudin-1 gen ekspresyonlari birbiri ile anlamli
diizeyde iliskili izlenmistir (p=0,000***, Tablo 22). Ancak ZO-1 gen ekspresyonu
hem ZIP4 (p=0,574) hem de Claudin-1 (p=0,298) gen ekspresyonu ile istatistiksel

olarak iligkisiz bulunmustur.

Tablo 24: ZIP4 ve Claudin-1 gen ekspresyonu karsilastiriimasi.

Molekiiler Claudin-1

Negatif Pozitif Toplam
Molekiiler Negatif 41 - 88,0% 5-12,0% 46 - 100,0%
Z1P4
Pozitif 7-58,5% 13-41,5% 20 - 100,0%
P degeri 0,000

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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5. TARTISMA

Tiroid, trakeanin Oniinde bulunan 6nemli bir endokrin organdir. Normalde
fizik muayenede deri yoluyla palpe edilemeyen kanat seklinde 2 lob ve bunlar
birbirine baglayan istmustan olusur. Tiroid, kalp atis hizini, kan basincini, viicut

1s1s1m1 ve bazal metabolik hiz1 kontrol eden hormonlarin sentezinde rol alir[36].

Son otuz yilda, tiroid kanseri teshisi konan kisilerin sayisinda dramatik bir
artts olmustur. 2019'da, Amerika Birlesik Devletleri'nde tiroid kanseri insidansi
52.070 vaka olarak bildirilmis olup, kadinlar arasinda en yaygin goriilen 6. kanserdir.
Papiller tiroid karsinomu (PTK) ve folikiiler tiroid karsinomu (FTK) birlikte "iyi
diferansiye tiroid karsinomlar1" olarak bilinir ve tiroid malignitelerinin yaklasik

%90"m1 olusturur [37].

Iyi diferansiye PTK yonetimi biiyiik oranda rezeksiyon ve radyoaktif iyot
tedavisinden olusur ve %98,2'lik miikemmel bir 5 yillik genel sagkalim mevcuttur.
Iyi diferansiye tiroid karsinomlar: yiiksek sagkalim orami ile uzun siire sessiz
kalabilmesine ragmen, lenf nodu metastazlar1 ve niiks oranlari sirastyla yaklasik %50
ve %20'dir [38]. Servikal lenf nodu metastazlari, lokal rekiirrens ve artmis morbidite
icin bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilir[39]. BRAFV600E durumu, iyi
diferansiye tiroid karsinomu olan hastalarda genetik ve prognostik bir belirte¢ olarak
onerilmekle birlikte, geligkili sonuglarin da yayinlanmis olmasi giivenilir yeni
biyobelirteglere ihtiya¢ oldugunu gostermektedir[37, 40]. Giiniimiizde, eslik eden
metastatik lenfadenopatiyi veya bu hastaligin niiksiinii 6ngérmek i¢in herhangi bir
gen paneli mevcut degildir. Bu nedenle tiroid karsinomlu hastalarda prognostik deger
icin yeni biyobelirteclerin tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. Biz de calismamizin
sonugclari itibariyle tiroid karsinomlarinda prognostik agidan 6nemli veriler saglamak
ve tedavi siirecine katkida bulunmasi amaciyla ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1

ekspresyonlarini arastirdik.

Calismamizda tiroidektomi yapilmis ve gesitli timorler yani sira MNG tanisi
almig 66 olgudan hazirlanan parafin blok kesitlerinde immiinohistokimyasal ZIP4,
Z0-1 ve Claudin-1 ekspresyonu ile, olgulara ait dokudan elde edilen komplementer
DNA’dan Real-Time PCR yontemiyle ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1 gen ekspresyonunu
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ve bunlarin klinokopatolojik ve prognostik parametreler agisindan Onemini

degerlendirdik.

Literatiirde tiroid karsinomlarinin kadinlarda erkeklere gore 3 kat daha fazla
goriildiigii bildirilmistir [41]. Calismamizda yer alan 46 timor olgusunun 34’iini
(%73.9) kadmlar olusturmaktadir. Bu durum literatiir ile uyumludur. Iyi diferansiye
tiroid karsinomlar1 olarak siiflanan PTK ve FTK’da kadin baskinligi 6n planda iken
daha agresif tiimorlerde dagilimin birbirine yaklastigi bildirilmistir [42]. PTK ve
FTK olgularimizda K/E oran1 2,8 iken ATK ve MTK olgularimizda bu oran 1,4

izlenmis ve literatiir bilgisi ile uyumlu bulunmustur.

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére PTK igin ortalama goriilme yas1 50,
FTK i¢in 70-79 yas arasi, ATK i¢in aralik belirtilmeksizin ileri yaslar ve MTK i¢in
bes ve altinci dekatlar belirtilmistir [17, 18, 20, 21]. Ayrica herediter olgularin
goriilmesinin MTK yas ortalamasini asag1 ¢ekecegi bildirilmistir. Calismamizda PTK
icin 46, FTK icin 42, ATK i¢in 62 ve MTK icin 34 yas ortalamas1 mevcuttur. PTK ve
ATK icin bulgularimiz literatiirle uyumludur. MTK tanili 2 hastamizin MEN-2a
sendromlu olup yas ortalamasini diisiirmesi ve FTK olgularimizin tabloyu yeterince

yansitacak sayida olmamasi diger verilerin farkli ¢ikmasini agiklayabilir.

Cabanillas ve ark. [43] calismalarinda belirgin nodiil ile basvuru aninda
MTK’da %70 oraninda lenf nodu metastazi bulundugunu belirtmistir. Brassard ve
ark. [38] 715 hasta iizerinde yaptiklar1 genis capli arastirmada ilk tan1 aninda ve
sonraki niikslerle birlikte PTK’da yaklasik %350 oraninda lenf nodu metastazi
bildirmislerdir. Bizim olgularimiz arasinda MTK’da %45,5, PTK’da %22,5 oraninda
lenf nodu metastazi olup hastalarin uzun siireli izlemleri bu sonuglar1 arttirabilir.
Ayrica bolge hastanesi olarak hizmet veren hastanemizde temel tedavilerini alan
hastalar takip ve sonraki izlemler i¢in g¢evre illerdeki hastanelere

bagvurabilmektedirler.

Lang ve ark. [44] c¢alismalarinda PTK’ya ait tiroidektomi materyallerinde
mikroskobik olarak cerrahi sinir pozitifliginin rezeksiyon sonrasi tliimdrsiiz sag kalim

icin bagimsiz bir faktdr olmadigin1 ancak posterior cerrahi sinir pozitifliginin niiksii
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artirdigin1  belirtmislerdir. Calismamizda cerrahi smir pozitifligi, metastaz ve

histolojik alt tiplerle anlaml1 bir iliski gostermemistir.

ZIP4’lin immiinohistokimyasal ekspresyonunu tiroid dokusunda arastiran bir
calisma mevcut degildir bu acidan calismamiz 06zgiin nitelik kazanmaktadir.
Literatiirde diger dokulara ait tiimorlerde ZIP4 ekspresyonunu arastiran c¢aligmalar
mevcuttur. Fan ve ark. [24] calismalarinda over karsinomlarinda ZIP4
ekspresyonunu aragtirmislardir. Yiiksek dereceli ser6z over tiimorlerinin %75°1 giicli
ZIP4 ekspresyonu gosterirken, diisiik dereceli serdz over karsinomlarinda %25
oraninda giiclii ZIP4 ekspresyonu izlenmistir. Ayni aragtirmada yer alan PCR
calismasinda epitelyal over karsinomlarini temsil eden EOC hiicre dizilerinde agresif
timor davranisina sahip ID8-P1 serisinde agresif olmayan ID8-PO serisine oranla
183 kat fazla ZIP4 molekiiler ekspresyon seviyesi raporlamislardir. Endometrioid
karsinom, seréz borderline tiimdr ve kontrol dokularin higbirinde ise giiclii ZIP4

ekspresyonu izlememislerdir.

Ishida ve ark. [45] oral skuamoz hiicreli karsinom vakalarini normal dokularla
karsilastirdiklar1 ¢alismada immiinohistokimyasal olarak belirledikleri skora gore
kanserli dokularin normal dokulara oranla 4,2 kat daha yiiksek ZIP4 eksprese
ettiklerini  bulmuslardir. Ayrica tiimér boyutunun ZIP4 ekspresyonu ile
korelasyonunu da bildirmislerdir. Ayni ¢alismada RT-PCR yontemiyle oral skuamoz
hiicreli karsinom kokenli hiicre dizilerinde ZIP4 oranini normal oral keratinositlere

oranla anlamli derecede yiiksek bulmuslardir.

Chen ve ark. [6] prostat kanserli ve benign prostat hiperplazili dokularda
yaptiklar1 calismada RT-PCR ve Western blot yontemleriyle ZIP4 ekspresyonunu
insan dokularinda ve hiicre dizilerinde arastirmislardir. Onceki galismalarin aksine,
ZIP4 ekspresyonunun her iki yontemle de prostat kanserli dokularda azaldigim
(yaklasik 49 kat) bulmuslardir. Bu ¢alismada ZIP4’lin prostat kanserinde metastazi
azaltic1 yonde etkiledigi ancak prostat kanseri evresi lizerinde etkisinin olmadig: ileri
stiriilmistiir. Bu c¢alismanin diger g¢alismalarin aksine sonuc¢lanmasinin nedenini
saglikli prostat hiicrelerinde fizyolojik olarak diger yumusak dokularin yaklasik 10

kat1 ¢inko icermesi ve kanser siirecinde hiicre ici ¢inko seviyesinin %70 oraninda
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azalmasi ile agiklamiglardir [46, 47]. Bu da ZIP4’iin ¢inko seviyesini degistirerek

dokulara 6zgii proliferatif etki gosterdigi fikrini desteklemektedir.

Bizim g¢alismamizda immiinohistokimyasal olarak 46 timdrlii vakanin 39°u
ZIP4 pozitifligi sergiledi. MNG tanili 20 olgunun sadece 2 tanesinde ZIP4 pozitifligi
izledik. Histolojik alt tiplere gore ZIP4 ekspresyonu anlamli derecede iliskilidir.
MTK olgularinin tamami ZIP4 eksprese ederken (%100; n:11) onu sirasiyla PTK
(%83,3: n:18), ATK (%383,3: n:6), ve FTK (%72,7: n:11) izlemistir.

Calismamizda ZIP4 ekspresyonunu IHK yani1 sira RT-PCR ile degerlendirdik.
66 olgumuz arasinda 20 olguda RT-PCR ile ZIP4 gen ekspresyonu tespit ettik.
Pozitif 20 olgunun 18’1 tiimoral olgular olup 2 MNG olgusunda ZIP4 ekspresyonu
izledik. PTK tanili 18 olgunun 11’1 (%61,1) ve 11 FTK olgusunun 5’1 (%45,5)
molekiiler olarak ZIP4 ekspresyonu gosterdi. ZIP4 ekspresyonu i¢in molekiiler ve
IHK olarak yapilan calismada her iki yontem birbiriyle uyumlu sonuglanmistir
(p=0,014). Ancak pozitif 39 IHK olgusuna karsin molekiiler olarak 20 pozitif
olgunun izlenmesinin rutin doku takip islemleri esnasinda kimyasallara maruz kalan
dokunun hassas bir yapiya sahip mRNA’sinin degradasyona ugramis olmasina bagh

olabilecegini diistindiik.

Tiim olgular ZIP4 pozitifligi ve metastaz acgisindan incelendiginde metastaz
varlii ve immiinohistokimyasal ZIP4 ekspresyonu arasinda anlamli iligki
saptanmistir (p=0,05). Metastatik olan 11 olgunun tamami ZIP4 eksprese ederken
(%100) metastaz izlenmeyen olgularda ZIP4 ekspresyon oranit %54,5’tur. ZIP4
ekspresyonu IHK boyanma sonuglariyla bizlere tiroid tiimorlerinde kétii prognoz ve
metastaza yatkinlifi  gOstermesi bakimimndan Onemli bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Calismamiz literatiirde ¢ogu farkli organlarda
ZIP4’lin ortaya konan etkisi ile uyumlu sonuclar gostermistir. Literatiirde timor
boyutu ile ZIP4’iin iliskili oldugu ¢alismalar [45] mevcut olsa da bizim ¢alismamizda

tiimor boyutu ile ZIP4 ekspresyonu iligkili bulunmamugtir.

Cinkonun hiicre proliferasyonu iizerine etkilerinden dolay1 organlara spesifik
etkilerinin olacag: bilinmektedir [45]. ZIP4 gibi ¢inko kanallar1 da hiicre i¢i ¢inko

seviyesini etkilemekle proliferasyon, invazyon ve hiicre gocii gibi tiimdr biyolojisi

65



tizerinde ciddi etkiler gosterebilmektedir [22]. Literatiirde gliomlar, over
karsinomlari, pankreas karsinomlar1 gibi cesitli timorlerde metastaza yatkinligi
arttirdigr ve kotii prognozla iliskili oldugu ortaya konan ZIP4 prostat dokusunda
diger timdrlerden farkli bir davranig paterni ortaya koymustur [6]. Literatiirde tiroid
dokusunda bu konuda caligmanin olmamasi ¢alismamizin 6nemini arttirmakta ve

tiroid dokusunda bu yonde yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Z0-1 belirtecinin tiroid dokusunda arastirildigir ¢cok sinirli sayida caligma
vardir. Fluge ve ark. [48] papiller tiroid karsinomunda ZO-1 ekspresyonunu normal
tiroid dokusuyla karsilagtirdiklar: ¢calismada normal tiroid dokusunda apikal ve zayif
agirlikli boyanma paterninin papiller tiroid karsinomunda daha siddetli, daha yiiksek

oranda ve patern olarak hiicre i¢i lokalizasyonunda gergeklestigini raporlamislardir.

Rebuffat ve ark. [49] tiroidde timor disi  dokularda ZO-1
immiinohistokimyasal ekspresyonunu arastirmiglardir. Calismalarinda Graves ve
Hasimoto tiroiditlerinde ZO-1 ekspresyonunu karsilagtirmis ve Graves hastalarinda
Hagimoto tiroditi hastalarina oranla daha yiiksek ZO-1 ekspresyonu izlemislerdir. Bu
durumu Graves hastalifinda daha siki folikiil epitel yapisinin olmasina ve Hasimoto

tiroiditinde folikiil epitelinin dagilmasina baglamislardir.

Bai ve ark. [50] mediller tiroid karsinomuna ait hiicre dizilerinde hiicrelere
timor agresifligini ve invazivligni azaltan miR-376c-3p transferi sonucunda N-
cadherin ve Vimentin ekspresyonunda azalma E-Cadherin ve ZO-1 ekspresyonunda
artma raporlamislardir. Boylece ZO-1’in tiimor invazivligine kars1 koruyucu etkisini

ortaya koymuslardir.

Tiroid dis1 organlarda da ZO-1 ekspresyonunun tiimor gelisimi agisindan
arastirildig caligsmalar literatiirde mevcuttur. Du ve ark. [51] endometrial karsinomda
miktar1 artan miR-103 seviyesinin ZO-1’in azalmig ekspresyonu ile korelasyonunu
hiicre dizilerinde RT-PCR ve western blot yontemiyle ortaya koymuslardir. Ayni
zamanda endometrial karsinom hiicrelerinde tiimorsiiz esdegerlerine gore ZO-1

ekspresyonunun anlamli bir diisiis gosterdigini raporlamislardir.

Ni ve ark. [31] kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomunda hem RT-PCR hem de
immiinohistokimya ile ZO-1 ekspresyonunu arastirmislardir. Tiimdral dokularda

66



yiiksek seviyede ZO-1 ekspresyonu %69 oraninda, cevre akciger dokusunda yiiksek
seviyede ZO-1 ekspresyonu %83 oraninda izlenmisler ve diisiik ZO-1 seviyesinin

kotii prognoz ile iliskili oldugunu bulmuslardir.

Babkair ve ark. [8] oral mukozaya ait normal dokular ve skuamoz hiicreli
karsinomlarda immiinohistokimyasal ve RT-PCR yontemleriyle ZO-1 ve Claudin-1
ekspresyonunu arastirmiglardir. Normal doku hiicrelerinde Claudin-1 ekspresyonu
izlemezken ZO-1 ekspresyonunu membrandz ve sitoplazmik olarak izlemislerdir.
Tiimorli  orneklerde ise tamamina yakini membrandéz Claudin-1 pozitifligi
gosterirken, ZO-1 ekspresyonu hem membrandz hem de niikleer patern o6zelligi

gostermistir.

Liu ve ark. [52] meme kanserinde metastaz siirecinde etkili oldugu bulunan
DCLKI1 geninin ZO-1 gibi epitelyal hiicre belirteclerini azalttigini ve Vimentin ve
ZEB1 gibi mezenkimal markirlarin artan ekspresyonuna yol agtigini tespit
etmiglerdir.  Hiicre dizilerinde molekiiler ydntemlerle yapilan c¢alisma kanser

invazivligi artinca ZO-1 ekspresyonunun azaldigini ortaya koymustur.

Bizim c¢alismamizda 66 olgumuzun 52’si immiinohistokimyasal ZO-1
ekspresyonu gostermistir. Tiimoral olgularimizdan 46 olgunun 33’4 (%71,7)
pozitifken, MNG olgularimizdan 20 olgunun 19’u (%95) pozitiflik gostermistir.
Tiimdral olgular arasinda en yiiksek pozitiflik orani %90,9 ile FTK olgularinda
izlenmigtir. Histolojik alt tipler ile ZO-1 immiinohistokimyasal boyanmasi arasinda

anlaml farklilik bulunmustur (p=0,018).

Calismamizda ZO-1 ekspresyonunu IHK yami sira RT-PCR ile
degerlendirdik. Olgularimiz arasinda 43’1 tiimoéral olgu, 19°u MNG olgusu olmak
tizere 62 olguda PCR ile ZO-1 gen ekspresyonu tespit ettik. Calismamizda yer alan
histolojik alt tipler ile RT-PCR sonuglar1 arasinda anlamli iliski saptanmamistir. ZO-
1 agisindan THK ve RT-PCR caligmalar1 arasinda da anlaml iliski saptanmadi
(p=0,571). ZO-1 gibi sik1 baglant1 proteinleri folikiil epiteli yapisinda normal
dokularda da bulunabilmektedir. MNG tanili olgularimizda yiiksek oranda IHK ve
RT-PCR pozitifligi bizlere ZO-1’in neoplastik siireglerin disinda da eksprese

edildigini diisiindiirmektedir. Immiinohistokimyasal olarak 52 pozitif olguya karsin
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RT-PCR ile 63 olguda pozitiflik gériilmesinin nedeni olarak RT-PCR’1n IHK testine

gore daha duyarli 6l¢lim yapmasinin etkili oldugunu diisiindiik.

Tiim olgular ZO-1 pozitifligi ve metastaz agisindan incelendiginde metastaz
varlig1 ile immiinohistokimyasal ve molekiiler ZO-1 ekspresyonu arasinda anlamli
iligki saptanmamistir (p=0,688). Literatiirde de belirtildigi gibi tiroid dokusunda
tiroidit benzeri timor dis1 olaylar da ZO-1 ekspresyonunu etkilemektedir [49]. Bizim
olgularimizda ZO-1 ekspresyonunun aralarinda tirodit benzeri klinik durumlarin da
oldugu cevresel faktorlerden etkilendigini ve bu nedenle metastaz ve prognoz ile

ilgili durumu net olarak yansitmadigini diistinmekteyiz.

Hem tiimorlii hem de tiimorsiiz dokularda yiiksek oranda ekspresyonunu
gosterdigimiz ZO-1 proteininin tiroid tiimorlerinde bagka organ tiimorlerinde oldugu
gibi tanisal ya da prognostik parametreleri yansitacak bir belirteg i¢in uygun

olmadigini diisiinmekteyiz.

Literatiirde Claudin-1 belirtecinin tiroid dokusunda arastirildigi sinirh sayida
calisma vardir. Zwanziger ve ark. [9] folikiiler tiroid karsinomuna ait hasta
dokularinda ve hiicre dizilerinde yaptiklari ¢alismada folikiiler tiroid tiimorlerinde
artmis hiicre i¢i Claudin-1 ekspresyonu ve folikiiler tiroid metastazlarinda artmis
niikleer Claudin-1 lokalizasyonu bulmuslardir. Ayrica uzak metastaza ait hiicre
dizilerinde bolgesel lenf nodu metastaz1 goriilen hiicre dizisine kiyasla %67 daha

fazla Claudin-1 protein ekspresyonu izlemislerdir.

Siiren ve ark. [53] tiroid neoplazili 114 olgu iizerinde immiinohistokimyasal
yontemle Claudin-1 ekspresyonunu aragtirmisglardir. MNG tanili higbir olguda
pozitiflik saptanmazken PTK tanili vakalarin %97°si Claudin-1 ekspresyonu
gostermistir. FTK tanili vakalarin sadece %10’unda pozitiflik izlenmesi PTK ayirici

tanisinda Claudin-1’in kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir.

Abd el Atti ve ark. [54] 86 tiimdral lezyon ve 10 normal tiroid dokusuna ait
orneklerde Claudin-1 ekspresyonunu  immiinohistokimyasal ~ yontemle
arastirmiglardir. Folikiiler tiimorler ve folikiiler varyant PTK karsilastirildigi
calismada Claudin-1 folikiiler varyant PTK olgularinin tiimiinde eksprese edilmis ve

ayirict tanida yardimei olacagini vurgulamislardir.
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Literatiirde tiroid dis1 tiimorlerde de Claudin-1 ekspresyonuna iliskin ¢ok
sayida arastirma mevcuttur. Hoellen ve ark. [55] skuamoz hiicreli serviks karsinomu
dokularinda, peritiimoral stroma ile karsilastirildiginda immiinohistokimyasal olarak
anlamli derecede daha yliksek bir Claudin-1 ekspresyon seviyesi tanimlamislardir.
Claudin-1'in, prekanserdz servikal lezyonlar ve intraepitelyal neoplazilerde tlimor
olusumunda kilit rolii oldugu varsayilmistir [56]. Bazi calismalar, claudin-1'in
pl6INK4a'ya esdeger bir tiimor belirteci veya prekanserdz lezyonlari bir belirteci

olmasini 6nermektedir [57].

Yamamoto ve ark. [58] dilde gelisen skuaméz hiicreli karsinoma ait 86
olguda Claudin-1 ekspresyonunu immiinohistokimyasal olarak arastirmislardir.
Claudin-1’in membrandz yerine niikleer boyandig1 olgularda lenf nodu metastazi
oranin1 anlamli bi¢cimde artmig bulmuslardir. Ayrica bu arastirmada yiizeyel
yerlesimli Claudin-1’in hiicre dizilerinde hareket kabiliyetini ve metastazi azalttigini

bildirmislerdir.

Holczbauer ve ark. [59] 30 hepatoselliiler karsinom ve 30 peritiimdral
karaciger dokusu ve 10 normal karaciger dokusunda immiinohistokimya ve Western
blot yontemleriyle Claudin-1 ekspresyonunu Ol¢miislerdir. Claudin-1 protein
ekspresyonunu, siroz olmayan karaciger ile karsilastirdiklarinda sirozda Onemli
Olciide yiiksek bulmuslardir. Sirozlu karacigerde gelisen hepatoseliiler karsinomda

ise sirozlulara gore 6nemli 6l¢lide yiliksek Claudin-1 ekspresyonu izlemislerdir.

Szasz ve ark. [60] meme karsinomu tanili 96 olguda immiinohistokimyasal
olarak Claudin-1 ekspresyonunu arastirmiglardir. Lenf nodu metastazlarinda
Claudin-1 kaybmin 6nemli bir rol aldigim1 ve kotii prognozla iliskili oldugunu
bildirmislerdir. Meme karsinomlarinin incelendigi baska bir ¢alismada ise [61] ER
negatif bazal benzeri meme karsinomlarinda Claudin-1 yiiksekligi saptanmis ve

tanisal ve prognostik bir belirte¢ olarak kullanimi 6nerilmistir.

Calismamizda immiinohistokimyasal olarak 41 olguda Clauidin-1 pozitifligi
izlenirken bunlarin 39’unu tiimoéral olgular olusturdu. Histolojik alt tiplere gore
Claudin-1 ekspresyonu anlamli derecede iliskili bulunmustur. MTK olgularinin

tamami Claudin-1 eksprese ederken (%100; n:11) onu sirasiyla PTK (%88,19; n:18),
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ATK (%83.3; n:6), ve FTK (%63,6; n:11) izlemistir. MNG olgularinda ise %10

oraninda (n:20) Claudin-1 ekspresyonu izlenmistir.

Claudin-1 immiinohistokimyasal pozitifligi 19 olguda membrandz 6zellikte
izlenirken, 22 olguda hiicre i¢i (sitoplazmik, niikleer graniiler) o6zellikte izlendi.
MTK’da olgularin tamami (%100) hiicre i¢i boyanma &zelligi gosterirken, ATK’da
%75 oraninda hiicre i¢i boyanma paterni izlendi. PTK da 16 olgunun tamami
membrandz boyanma paterni sergiledi. Claudin-1’in tiimoral olgular1 boyamasi ve
histolojik olarak tiimdr alt tiplerine gore farkli boyanma paterninin anlaml
bulunmasi tanisal amacghh kullanimimin yararli olacagini diislindiirmektedir.
Membrandz boyanma paterni PTK tanisin1 desteklemek, hiicre i¢i boyanmanin ise

MTK ve ATK tanilarim1 desteklemek i¢in kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda Claudin-1 ekspresyonunu IHK yanmi1 sira RT-PCR ile
degerlendirdik. 66 olgumuz arasinda 18 olguda RT-PCR ile Claudin-1 gen
ekspresyonu tespit ettik. Pozitif olgularin tamami tiimdral olgular olup higbir MNG

olgusunda Claudin-1 ekspresyonu izlenmedi.

18 PTK olgusunun 14’i (%77,8) ve 11 FTK olgusunun 3’i (%27,3) ve 6
ATK olgusunun 1’i (%16,7) molekiiler olarak Claudin-1 eksprese etti. IHK
calismaninin aksine MTK olgularinin hi¢gbirinde RT-PCR ile pozitiflik izlenmezken

MNG olgularinin tamami {HK ile uyumlu tarzda negatif sonuglandi.

Claudin-1 ekspresyonu icin molekiiler ve IHK olarak yapilan ¢aligmalar
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli degildir (p:0,156). Bu durumun
izlenmesinin rutin doku takip islemleri esnasinda yiiksek 1s1, alkol, formalin ve ksilol
gibi kimyasallara maruz kalan dokunun hassas bir yapiya sahip mRNA’sinin

etkilenmesine bagli olabilecegini diisiindiik.

Tiim olgular Claudin-1 pozitifligi ve metastaz agisindan incelendiginde
metastaz varligi ve immiinohistokimyasal Claudin-1 ekspresyonu arasinda anlamli
iligki saptanmistir (p=0,05). Metastatik olan 11 olgunun tamami Claudin-1 eksprese
ederken (%100) metastaz izlenmeyen tiimdral olgularda Claudin-1 ekspresyon orani

%54,5 idi. Claudin-1’in metastaz varligi ile iliskisi ZIP4 ile benzerlik gostermektedir.
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Literatiirde baz1 yayinlarda Claudin-1’in invazyonu ve metastazi sinirlayici
rolii vurgulanirken, bazi yayinlarda da tiimoral lezyonlarda ve metastatik olgularda
normal dokulara oranla artmis ekspresyonu vurgulanmistir. Bizim ¢alismamizda da
metastaz agisindan ekspresyonu artirici etki gostermis olup, gerek THK gerekse de
RT-PCR yo6ntemiyle tiimoral olgularda asikar bir ekspresyon dikkati ¢cekmistir. Siki
baglanti proteinlerinin yilizeyde hiicre baglantisini siklastirarak metastaz egilimini
azaltmast E-kaderin Orneginden de bilinecegi lizere Ongoriilebilir olup cesitli
caligsmalarla da desteklenmis bir durumdur. Literatiirde lizerinde durulan bir durum
da hiicre membranindan hiicre i¢ine tasinmis olan Claudin-1 lokalizasyonunun hiicre
proliferasyonuna yaptig1 etkidir. Bizim c¢alismamizda da 6 metastatik olguda
Claudin-1 ile hiicre i¢i boyanma paterni goriilmiistiir. Metastaz orani1 en yliksek
izlenen MTK’da olgularin tamami subseliiler Claudin-1 pozitifligi sergilemistir.
Hiicre membranindan subseliller alana yer degistiren Claudin-1’in etki

mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in daha ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1’in birlikte incelendigi yalniz bir ¢caligma
mevcuttur. Liu ve ark. [25] pankreas kanseri tanili 72 hasta dokusunda ve pankreas
kanserine ait hiicre dizilerinde IHK’sal ve molekiiler arastirmada ZIP4’ii kanserli
dokularda normal dokulara oranla anlamli derecede yiiksek bulmuslar ayrica ZO-1
ve Claudin-1 ile negatif yonlii korelasyon oldugunu bulmuslardir. Yani tiimdorli
dokularda ve metastaz egilimi olan dokularda ZIP4 ekspresyonu artarken ZO-1 ve
Claudin-1 ekspresyonu ise azalmis bulunmustur. Bu mekanizmada ZEB1’in etkili

oldugu 6ne stiriilmiistiir.

Bizim calismamizda bu proteinler arasindaki korelasyon incelendiginde ZIP4
ve Claudin-1 ekspresyonu arasinda hem IHK hem de PCR c¢alismast ile ileri derecede
iliski izlenmektedir (p=0,000***). Ancak ZO-1 her iki biyobelirte¢le de anlamlh

iligki gostermemistir.

Tiroid kanserleri, ¢ogu durumda diisiik mortaliteye sahip sessiz tiimdrlerden
anaplastik tiroid kanseri gibi ¢ok agresif malignitelere kadar genis bir klinik davranig
yelpazesi sergiler [43]. Sakin diye nitelenen tiimoérlerin de %50’ye varan lenf nodu

ve uzak metastaz oranlariyla hastalarin mortalitesine, morbiditesine ve iilkelerin
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saglik sistemlerine getirdigi yiikler g6z oOnilinde bulunduruldugunda tiimorlerin

biyolojik davranislarini etkileyecek hedef tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Claudin-1 ve ZIP4 ekspresyonunun tiroid tiimorlerinde kotii prognoz ve
metastaza yatkinlif1 gosterme ve hedef tedavi gelistirme adina onemli bir belirte¢
olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Timor dist dokuda yiiksek oranda
eksprese edilen ve tiroidit gibi klinik durumlarda da degisimlere agik olan ZO-1

belirtecinin ise tiroid i¢in kullaniminin faydali olmadigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Rastgele segilen tiroid tiimorleri ve MNG olgularinda kadin oraninin daha
yiiksek oldugu izlenmistir.

Yas ile histolojik alt tipler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
izlenmistir. Ornegin; ATK olgular1 ileri yasta goriilme egiliminde iken MTK
olgular1 daha geng yasta goriilme egilimindedir vb.

Metastaz varlig1r ve histolojik alt tipler arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmustur. Sirasiyla MTK ve PTK’da en yiiksek metastaz oranlari
izlenmistir.

Tiimérlere ait cerrahi sinir pozitifligi ile ZIP4, ZO-1 ve Claudin-1’in IHK ve
molekiiler ekspresyonlar1 arasinda anlamli farklilik izlenmemistir.

[HK’sal ZIP4 ekspresyonu ile metastaz varligi arasinda anlamli iliski
izlenmistir. ZIP4 pozitif hastalarda metastaz varligr oraninin daha yiiksek
oldugu saptanmustir.

ZIP4 porzitif izlenen olgularm c¢ogunlugu tiimoéral olgular olup,
immiinreaktivite skoru ve histolojik alt tipler arasinda olduke¢a yiiksek iligki
bulunmustur.

Z0-1 immiinreaktivitesi ile histolojik alt tipler arasinda anlamli farklilik
1zlenmemistir.

Claudin-1 pozitif izlenen olgularin c¢ogunlugu tiimoral olgular olup,
immiinreaktivite skoru ve histolojik alt tipler arasinda istatistiksel olarak
anlamh iliski bulunmustur.

Claudin-1’in membrandz ve hiicre i¢i lokalizasyonlu boyanma paternleri
histolojik alt tiplere gore anlamli farklilik gostermistir.

Immiinohistokimyasal Claudin-1 ekspresyonu ile metastaz varlig1 arasinda
anlaml iligki izlenmigtir. Claudin-1 pozitif hastalarda metastaz varlig
oraninin daha yiiksek oldugu saptanmistir.

ZIP4 ve Claudin-1 immiinohistokimyasal ekspresyonlar1 anlamli sekilde
korelasyon gostermektedir. ZO-1 ekspresyonu ile hem ZIP4 hem de Claudin-

1 ekspresyonu arasinda korelasyon izlenmemistir.
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Histolojik alt tipler ile ZIP4 gen ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki bulunmus olup en yiliksek ekspresyon orant PTK’da
goriilmiistiir.

[HK ’sal ZIP4 ekspresyonu ve molekiiler ZIP4 ekspresyonu arasinda anlamli
iliski mevcuttur.

Histolojik alt tipler ile ZO-1 gen ekspresyonu arasinda anlamli farklilik
izlenmedi. Ayrica immiinohistokimyasal ZO-1 ekspresyonu ve molekiiler
Z0-1 ekspresyonu arasindaki iligki de istatistiksel olarak anlamli degildir.
Histolojik alt tipler ile Claudin-1 gen ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
oldukea yiiksek iliski mevcuttur.

[HK’sal Claudin-1 ekspresyonu ve molekiiler Claudin-1 ekspresyonu

arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli degildir.
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