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OZET

Kazimzade G., Meduller Tiroid karsinomunun doku invazyonu ve tumor
anjiojenezinde PEDF, VEGF, NF-kB’min rolii, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, i¢ Hastahklar1 Uzmanhk Tezi. Ankara, 2022.

Calismada PEDF, VEGF, NF-Kb, Ki-67 proliferasyon indeksi faktorlerinin
MTK doku progresyonunda rolii ve tiimdr anjiojenezi ile olan iliskisi incelenmistir.
Hacettepe Universitesi Patoloji anabilim dali’'nda 01.01.2000 tarihi ile 31.12.2015
tarihleri arasinda arsivlenmis, hastalardan total veya subtotal tiroidektomi sonrasi
patolojiye gonderilen/¢ikarilan 37 doku Ornegini retrospektif olarak inceledik.
Hastalarim klinikopatolojik 6zellikleriyle ilgili bilgiler hastanenin otomasyon
sisteminden temin edildi. Hastalarin klinikopatolojik dzellikleri olarak sporadik veya
kalitsal, TNM evrelendirme, tek veya multifokal odak, rekiirens veya bolgesel veya
uzak metastaz, progresyonsuz sagkalim suresi (PFS) ile ilgili verileri degerlendirildi
ve uygun patoloji doku 6rneklerinin Pigment epithelium-derived factor (PEDF),
Vascular endothelial growth factor (VEGF), Nuclear factor kappa B (NF-kB), Ki-67
boyamalar1 sonucu elde edilen ekspresyon seviyeleriyle olan iligkisi karsilastirildi.
Bu karsilastirma sonucunda VEGF ekspresyon seviyeleri ile PFS arasinda istatiksel
acidan negatif yonde orta diizeyde bir iliski bulundu (rho =- 0,407, p = 0,019) ve Ki-
67 proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri ile tek veya multifokal odak

Ozellikleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliski saptandi (p = 0,070).

Calismada PEDF, VEGF, NF-Kb, Ki-67 proliferasyon indeksi faktérlerinin
timor anjiojeneziyle olan iligkisini, bu baglamda Microvessel density (MVD)
arasinda olan korelasyonunu degerlendirmek igin hastalarin uygun patoloji doku
orneklerinin PEDF, VEGF, NF-Kb, Ki-67 boyamalari sonucunda elde edilen
ekspresyon seviyeleri ile uygun patoloji doku 6rneklerinin CD 31 ile boyamasmdan
elde edilen sonuglariyla karsilastirdik. Bu karsilastirma sonucunda ise istatiksel

acidan herhangi bir anlaml iligki bulunamada.

Sonug olarak MTK timdr dokusunda PEDF ekspresyon seviyeleri ile timor
anjiojenezi ve doku progresyonu arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. Calismamiz
PEDF’iin MTK doku progresyonundaki roliiniin ve timdr anjiojeneziyle olan

iliskisinin degerlendirilmesi Uzere literattirde ilk kez yapilan bir arastrmadir ve



MTK tumdr dokusunda PEDF ekspresyon seviyeleriyle timoér doku progresyonu ve
timdr anjiojenezi arasindaki korelasyonun daha iyi anlasilabilmesi icin daha ileri

arastirmalarin yapilmasina gerek duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Meddller tiroid karsinom (MTK), Pigment epithelium-
derived factor (PEDF), Vascular endothelial growth factor (VEGF), Nuclear
factor kappa B (NF-kB), Ki-67 proliferation index, MVD (Microvessel density),

anjiogenezis, invazyon



ABSTRACT

Kazimzade G., The role of PEDF, VEGF, NF-kB in tissue invasion and tumor
angiogenesis of medullary thyroid carcinoma, Hacettepe University Faculty of
Medicine, Internal Medicine Specialization Thesis. Ankara, 2022.

In this study, the role of PEDF, VEGF, NF-Kb, Ki-67 proliferation index
factors in MTC tissue progression and their relationship with tumor angiogenesis
was investigated. We retrospectively analyzed 37 tissue samples archived between
01.01.2000 and 31.12.2015 in Hacettepe University Department of Pathology that
were sent/removed from patients for pathology after total or subtotal thyroidectomy.
Information about the clinicopathological features of the patients was obtained from
the hospital's automation system. The clinicopathological features of the patients
were evaluated as sporadic or hereditary, TNM staging, single or multifocal focus,
recurrence or regional or distant metastasis, progression-free survival time (PFS),
and appropriate pathology tissue samples were determined as Pigment epithelium-
derived factor (PEDF), Vascular endothelial growth factor (VEGF), Nuclear factor
kappa B (NF-kB), Ki-67 staining was compared. As a result of this comparison, a
moderate negative correlation was found between VEGF expression level, and PFS
(rho = - 0,407, p = 0,019) and Ki-67 proliferation index expression levels were
statistically significantly correlated with features of a single or multifocal focus (p =
0.070).

We also evaluated the relationship between PEDF, VEGF, NF- kB, Ki-67
proliferation index factors and tumor angiogenesis as reflected by microvessel
density (MVD). To this end, we correlated the expression levels of PEDF, VEGF,
NF-kB, Ki-67 staining of suitable pathology tissue samples of the patients with the
results obtained from the staining with CD 31. As a result of this comparison, no

statistically significant relationship was found.

In conclusion, no significant relationship was found between PEDF
expression levels in MTC tumor tissue and tumor angiogenesis and tissue
progression. Our study is the first study in the literature to evaluate the role of PEDF

in MTC tissue progression and its relationship with tumor angiogenesis and further



studies are needed to better understand the correlation between PEDF expression

levels in MTC tumor tissue and tumor tissue progression and tumor angiogenesis.

Keywords: Medullary thyroid carcinoma (MTC), Pigment epithelium-
derived factor (PEDF), Vascular endothelial growth factor (VEGF), Nuclear
factor kappa B (NF-kB), Ki-67 proliferation index, MVD (Microvessel density),

angiogenesis, invasion
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1. GIRIS ve AMAC

Meduller tiroid karsinomu (MTK), noral krest kaynakli parafolikiiler C hiicrelerinin

malign bir tumaériddr.

MTK tiroid kanseri morbidite ve mortalitesinin 6nemli bir bolimini
olusturmaktadir. Bagvuru aninda bdlgesel ve uzak metastaz orani sirasiyla %35 ve
%13'e kadardir ve son yillarda tanida daha erken evreye dogru bir egilim veya genel

sagkalimda iyilesme olmamaistir (1).

Pigment epithelium-derived factor (PEDF), serpinler ailesine ait bir
glikoproteindir. SERPINF1 olarak da bilinen PEDF'i sifreleyen gen, 17p13.3
kromozomu Uzerinde bulunur, sekiz ekzon ve yedi intron icerir ve 418 amino asitten
olusan molekuler agirligi 50 kDa olan bir glikoproteindir (2). PEDF baslangigta insan
fetal retina pigment epiteli tarafindan salgilanan ndrotrofik ve antianjiyogenik bir
faktor olarak tanimlanmistir. PEDF ekspresyonu, beyin, omurilik, gézler, akciger,
kalp, karaciger, uterus, yumurtalik, prostat, pankreas, kemik ve plazma gibi ¢esitli
organ ve dokularda bildirilmistir. Caligmalarda PEDF'niin ¢oklu biyolojik etkileri
sadece saglikli kosullarda degil ayn1 zamanda kanser, endometriozis, polikistik over
sendromu, insulin direnci, metabolik sendrom, tip 2 diyabet, diyabetik retinopati,
kardiyovaskiiler hastalik gibi durumlarda da gdosterilmistir (3). PEDF proteininin
6nemi, antianjiyojenez, antimetastaz, tumaor hiicresi farklilasmasinin indiiksiyonu ve
apoptozu gibi c¢esitli yollarla tiimoér biiylimesini inhibe etme kabiliyetinde
yatmaktadir. Cesitli insan tiimér Orneklerinde ve saglkli dokularda PEDF
ekspresyonunun imminohistokimyasal analizleri, PEDF ekspresyonunun yuksek
diizeyde regiile seviyelerinin olumlu bir prognozla iliskili oldugunu, diisik PEDF
seviyelerinin ise daha kot prognozu diisiindiirdiigiinii géstermistir. PEDF'niin farkli
kanser tiirleri iizerindeki antitiimdr etkilerini gosteren baska calismalarin
tamamlanmasiyla PEDF'nuin potansiyel bir terapétik ajan olarak rolli yadsinamaz bir

sekilde umut vericidir (4).

CD 31, trombosit hiicre adezyon molekulu (PECAM-1) olarak da bilinir,
endotel hicrelerinin yizeyinde yiksek oranda eksprese edilir ve timdr dokusunda

damar yogunlugunun saptanmasi i¢in kullanilir (5).



Yiiksek bir microvessel density (MVD) sayisi, metastaza daha yatkin olan

timorlerin gostergesidir ve kotu prognozun habercisidir (6).

Vascular endothelial growth factor (VEGF) blyiume faktorleri ailesi ve
reseptorleri, tumor anjiyogenezinde en 6nemli sinyal yollarini olusturur. VEGF
yolaginin anjiyojenezin kilit bir diizenleyicisi olarak taninmasi, VEGF-A'nin
reseptorlerine baglanmasini 6nleyen ajanlar, Vascular endothelial growth factor
receptor-2 (VEGFR-2)'i dogrudan bloke eden antikorlar ve kinaz aktivitesini inhibe
eden kiiciik molekiiller dahil olmak iizere giliniimiizde ¢esitli kanser tedavisinde

kullanilan VEGF hedefli ajanlarin gelistirilmesine yol agmistir (7).

Nuclear factor kappa B (NF-kB), inflamasyon, bagisiklik, hiicre
proliferasyonu ve apoptozda kritik roller oynayan bir transkripsiyon faktorleri
ailesidir. Inaktif NF-kB ¢ogu hiicre tipinde sitoplazmada bulunur ve proinflamatuar
sitokinler, bakteriyel lipopolisakkaritler, viral RNA ve DNA gibi ¢esitli hiicre dis1
uyaranlarla membran ve sitozolik reseptorlerin aktivasyonu yoluyla aktive edilebilir
(8). Bir dizi deneysel c¢alismalar, NF-kB transkripsiyon faktorinin insan

kanserlerinin gelisiminde veya ilerlemesinde rol oynadigini gostermektedir (9).

Ki-67, hicre proliferatif donglsunin GO fazi hari¢ tiim asamalarinda eksprese
edilen hiicre proliferasyonu ile iliskili bir antijendir (10). Ki-67 son yillarda serviks
kanseri, akciger kanseri, meme kanseri ve tiroid kanseri de dahil olmak (zere birgcok
kanserde calisilmistir. Ki-67'nin tiroid kanseri hastalarinda bagimsiz bir prognostik

faktor oldugu bildirilmistir (11).

Bu c¢alismada basta PEDF olmakla beraber VEGF, NF-kB, Ki-67
proliferasyon indeksi faktorlerinin MTK doku progresyonunda roli ve tlimor
anjiojeneziyle olan iliskisi arastirilmistir. Calismada PEDF, VEGF, NF-kB, Ki-67
proliferasyon indeksi faktorlerinin timor anjiojeneziyle olan iligkisi, bu baglamda
Microvessel density (MVD) arasinda olan korelasyonu degerlendirmek igin
hastalarin uygun patoloji doku 6rneklerinin PEDF, VEGF, NF-kB, Ki-67 boyamalar1
sonucunda elde edilen ekspresyon seviyeleri ile uygun patoloji doku érneklerinin CD

31 ile boyamasindan elde edilen sonuglar1 uygun istatiksel yontemlerle arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meduller tiroid karsinomu

2.1.1. Epidemiyoloji

MTK tiroid karsinomunun en sik goriilen ti¢iincii alt tipidir ve anaplastik tiroid
kanserinden sonra ikinci en kotl prognozu tasir (12). MTK parafolikler hiicrelerden
(C hiicreleri) kaynaklanir ve tiroid malignitelerinin %5'inden azin1 olusturur (13).
MTK igin risk faktorleri bilinmemekle birlikte, patogenez esas olarak aktiflestirici
nokta mutasyonlar1 veya diger daha karmasik degisiklikler yoluyla RET (Rearranged
during Transfection) onkogeninin yapisal aktivasyonu ile ilgilidir (14). MTK
sporadik veya kalitsal olabilir (15). Sporadik MTK, Amerika Birlesik Devletleri'nde
her yil teshis edilen tiim MTK'nin yaklasik %75'in1 olustururken, Kalitsal MTK,
vakalarin geri kalan %25'inden sorumludur (16). Otozomal dominant bir kalitim
modelini takip eden Kalitsal MTK formlari, multiple endokrin neoplazi (MEN) tip
2A ve 2B ve MEN 2A'nin bir alt tipi olarak kabul edilen Ailesel Mediiller Tiroid
Karsinomu (FMTC)'dur (17). MTK ¢ogunlukla sporadik oldugunda yasamin besinci
veya altinci on yilinda, ancak kalitsal hastalik vakalarinda daha erken ortaya ¢ikar.
Tiroid epitel hicre timorlerinin aksine, kadin erkek orani hemen hemen esittir (18).
MEN 2A sendromu erkek ve kadinlari esit olarak etkiler, otozomal dominant bir
sekilde kalitilir. Sendromik MTK'nin tepe insidansi, ergenlikten erken yetiskinlige
kadar degisen 30'lu yaslardadir. Kalitim MEN 2B'de, MEN 2A'da oldugu gibi
otozomal dominanttir ve yine erkekleri ve kadinlar1 esit olarak etkiler. MEN 2B'li
hastalar, MTK'yi yasamin erken donemlerinde gosterir, bebeklik veya erken
cocukluk doneminde 30'lu yaslarmdan Once teshis edilir. MEN 2B'li hastalarin
neredeyse %100 daha agresif bir seyir gosteren MTK gelistirir. MTK'nin FMTC
kategorisi en az agresif olamidir. Diger tiroid kanseri tiirlerine benzer sekilde, en

yiiksek insidans 40 ila 50 yas arasindadir (19).

MTK, tiroid kanseri morbidite ve mortalitesinin onemli bir oranindan

sorumludur (1). MTK, tiroid kanserine bagli tim 6limlerin %13.4'Une yol agar (20).



2.1.2. Etiyoloji

MTK'nin molekdler caligmalari, RET, HRAS ve KRAS mutasyonlarint onkogenezin
ana itici glgleri olarak tanimlamistir (RET, HRAS ve KRAS mutasyonlar1 vakalarin
yaklasik %90'imda tanimlanmistir). Sporadik MTK'lerin ekzom dizilimi, RET ve
RAS'm baskin itici giicler oldugunu dogrular. MTK ekzomunda RET, HRAS ve
KRAS disinda higbir ortak tekrarlayan yonetici mutasyon saptanmamistir. Ayrica,
somatik RET mutasyonlarindan yoksun sporadik MTK'ler, HRAS, KRAS veya
NRAS'ta somatik mutasyonlar barindirir (21).

RET proto-onkogeni 10q11.2'de lokalizedir ve 21 ekzondan olusur (22, 23).
RET proto-onkogeni, noral krestten tiretilen hicrelerin, Grogenital sistemin ve
merkezi ve periferik sinir sistemlerinin, 6zellikle de enterik sinir sisteminin gelisimi
icin gerekli olan bir reseptor tirozin kinazi kodlar. RET proteini, sistein agisindan
zengin bir bolge ve bir dizi kaderin homoloji alani, bir transmembran alan1 ve RET
fosforilasyonu ve sinyal gonderimi i¢in gerekli olan hiicre i¢i tirozin kinaz alani
iceren genis bir hiicre dis1 alana sahiptir (24). Bir reseptor tirozin kinaz olarak RET,
hicre sinyal iletiminde ¢ok 6nemli bir rol oynar ve RET'in germline mutasyonu,
parafolikiiler tiroid hiicreleri, paratiroid bezi, adrenal medulla ve bagirsak otonom
sinir pleksusu dahil olmak Uzere néral krest hiicrelerinden tiiretilen dokularda hicre

proliferasyonunun ve farklilasmasmin destriiksiyonuna yol acar (25).

RAS genleri, temel sinyal yollarin1 kontrol eden hiicre zar iligkili bir
GTP(Guanozin-trifosfat)az't kodlar. RAS proteinleri, hiicresel ¢ogalma, farklilasma
ve hayatta kalma gibi cesitli yonlerin kilit diizenleyicileridir (26).

Sporadik MTK'li hastalarin yaklasik %40-50'sinde somatik RET
mutasyonlar1 bulunur ve RET M918T en sik goriilen genetik degisikliktir (25, 27).
Sporadik MTK'lerde RET mutasyonlarinin prevalansi, farkli popiilasyonlar arasinda
%19.4-88.9 arasinda degismektedir. Somatik RET'in en diisiik mutasyon orani bir
Cin popiilasyonundan, en yiiksek ise Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
popiilasyonundan saptanmustir. Sporadik MTK'deki RET genindeki diger
mutasyonlar 609, 611, 618, 620, 630, 631, 632, 634, 636, 639, 641, 748, 766, 768,
876, 883, 884, 901, 908, 919, 922 ve 930 kodonlarda ve ekzon 10, 11, 13, 14, 15 ve
16'da tanimlanmustir (25).



Germline mutasyonlari, MEN2 ve FMTC mediiller tiroid kanserleri ile
iliskilidir (28). Hastalik alt tipinin ve ayrica bireysel RET mutasyonlari ile spesifik
hastalik fenotiplerinin gii¢li iliskileri, MEN 2 riskini genotipe gore simiflandirmay1
mimkiin kilmistir (29, 30). RET hiicre dis1 alanindaki sistein kalintilarinin
mutasyonlar1 (6ncelikle sistein 609, 611, 618, 620, 630 ve 634), MEN 2A vakalarinin
cogunu olusturur ve FMTC hastalarinda da yaygindir. Hiicre i¢i kinaz alani
mutasyonlar1 temel olarak FMTC ve MEN 2B ile iliskilidir. Hiicre i¢i kodon 768,
790, 791, 804 ve 891'deki mutasyonlar FMTC'nin temelini olusturur ve MEN 2A
hastalarimda daha az gorilirken, kodon 918 (M918T) veya 883 (A883F) spesifik
mutasyonlart MEN2B vakalariin biiyiik cogunlugunu olusturur ve alt tiire 6zeldir.
Hastalik alt tipi ile iliskilendirmeye ek olarak, spesifik mutasyonlarin hastalik
ozellikleri ile 6nemli korelasyonlar1 rapor edilmektedir. Ornegin, RET kodon 634
mutasyonlari, feokromositoma ve paratiroid hiperplazisi i¢in daha biiyiik bir hasta
riski tasir ve erken tiroidektomi sirasinda MTK'nin daha yiiksek saptanma sikligi ile

iliskilidir (24).

2.1.3. Histopatoloji

MTK genellikle tiroid loblarinin {ist ve orta iigte birlik kisminin birlestigi yerde
bulunur; bu, C hiicrelerinin genellikle bulundugu alanlara karsilik gelir. Tiroid
bezinin makroskopik incelemesi MTK tipine isaret edebilir. Kalitsal MTK'ler daha
cok multifokal ve bilateraldir ve tiroid loblarmin Ust ve orta kisimlarinda yer alir. Ote
yandan, sporadik MTK, tek tarafli, tek merkezli, solid, keskin smirli, ancak
kapsiillenmemis, yogun kivamli ve beyaz-gri ila ten rengi bir tiimor olarak gelisir.
MTK'ler 0,1 cm ¢apindan tiim tiroid lobunu tutacak kadar degisen boyutlarda olabilir.

Kistik dejenerasyon veya nekroz alani varligi olduk¢a nadirdir (31).

C htcrelerinin boyutundaki ve sayisindaki artisa C hiicre hiperplazisi (CCH)
denir. Bununla birlikte CCH terimi, tamamen farkli patolojik potansiyele sahip iki
farkli C- hiicresi durumunu ifade eder. "Kalitsal neoplastik C hiicre hiperplazisi",
tanim1 geregi her zaman RET protoonkogeninin germ hatt1 mutasyonu ile iliskilidir,
Herediter MTK'nin 6ncii lezyonudur ve Hematoksilen&Eozin (H&E) boyamalariyla

kolaylikla tanimlanabilir (32).



Ince igne aspirasyon sitolojisi (1IAS), tiroid tiimérlerinin ameliyat 6ncesi
degerlendirilmesi i¢in hassas ve spesifik bir teknik olmustur (33). Sitolojik yaymalar,
rutin Papanicolaou ve May-Grinwald-Giemsa(MGG) teknikleri ile islenmeli ve
boyanmalidir (31) (Sekil 1). iIAS ile elde edilen niimune genellikle hiicreseldir,
timor hiicreleri yaygm veya zayif kohezyonlu gruplar halinde diizenlenir.
Cogunlukla plazmasitoiddirler, ancak bazen de igcikli olabilirler. TUmadr hiicrelerinin
sitoplazmalar1 genis, liggen veya poligonal, amfifilik, ince taneli ve keskin olmayan
sekilde smirhdir. Cekirdekler eksantriktir ve kromatin néroendokrin tiimorlerin
oOzelliklerini gosterir (34). Amiloid birikintileri MTK'lerin yarisindan fazlasinda
bulunabilir. Papanicolaou (Pap) boyamasi ile maviye boyanmis kolloide benzer veya
MGG ile degisen macenta tonlarma benzer smear arka planinda yogun, amorf bir
materyal olarak goriiniir. Kongo Kirmizisi boyama, amiloidi kolloid veya hiyalin
parcalarindan aywt etmeye yardimci olur ve MTK i¢in tanisaldir (31). Sitolojik
tabloya bagli olarak, ayirici tam1 sorunlari; 1yi diferansiye tiroid tiimdrleri, basta
folikller neoplazmalar, lenfomalar, koti diferansiye insular karsinom, metastatik
kii¢iik hiicreli karsinom, mezenkimal tiimorler veya melanom olabilir. Ayiric tani
guclukleri durumunda, kalsitonini immiunositokimyasal olarak veya aspirat veya

serumda belirlemek ¢ok yardimci olur (34).

Genellikle, bu timdrler H&E ile boyanmis histolojik kesitlerde tanimlanir
(Sekil 2). Mikroskobik incelemede, sporadik ve kalitsal MTK'lerin ¢ogu, 1yi smirli
ancak kapsiillenmemis tiimorler olarak goriiniir. Klasik MTK lobiiler, trabekiiler,
insular veya tabaka benzeri bir biyime dizenlemesi gosterir. Timorlerin ¢ogu gros
dizeyde keskin bir sekilde sinirli goriinse de, mikroskobik inceleme siklikla timorin
bitigik tiroid dokusuna yayilimini ortaya ¢ikarir. MTK'nin prototip hiicresi, bu hiicre
tiplerinin ortak karigimlari ile yuvarlak, poligonal, plazmasitoid veya ig seklindedir.
Tiimor hiicreleri genellikle, salgi graniilleri nedeniyle eozinofilik ile amfifilik
granuler sitoplazmaya sahiptir. Cekirdek morfolojisi ile ilgili olarak, MTK'lerin ¢ogu,
kaba kiimelenmis (“tuz ve biber””) kromatin, belirsiz niikleoller ve ara sira niikleer
psodoinkliizyonlar ile yuvarlak ile oval patern sunar. Genellikle, bu tumdrler sadece
hafif niikleer pleomorfizm gosterir ve mitotik aktiviteleri diistiktiir. Kiigiik
MTK'lerde nekroz, kanama ve mitotik aktivite odaklar1 nadirdir, daha buyuk
timorlerde ise bunlar siktir. MTK vakalarmin %90 kadarinda stroma, ana bilesenler

olarak prokalsitonin ve kalsitonin iceren amiloid birikintileri icerir. TUmor boyunca



esit olmayan bir sekilde dagilmis olan amiloid, polarize 1s1kta incelendiginde tipik

"elma yesili" ¢ift kirilma ile Kongo Kirmizis1 pozitif bir materyal olarak géruntr (31).

Sekil 1. [IAS (MGG boyama, x200): A - Yayma, orta derecede pleomorfizme sahip
izole hiicrelerden olusan dagnik bir hiicresel model gosterir; B - Eksantrik olarak
yerlesmis tiimor ¢ekirdegi, orta derecede pleomorfizm ve “tuz ve biber” kromatin

goranima (31).

Sekil 2. MTK'nin histolojik boltimleri: A - Tumdr epiteloid ve fusiform hicrelerden

olusur; B - TUmor gekirdekleri, boyut olarak orta derecede bir ¢esitlilik ve diisiik
mitotik aktivite sergiler. HE boyama: (A)x40; (B) x100. HE: Hematoksilen-Eozin;
MTK: Mediller tiroid karsinomu (31).



MTK'nin histolojik paterni biiyiik Olciide degisir ve tiimor diger histolojik
tiroid karsinom tiplerinden herhangi birini taklit edebilir. MTK'nin olas1 histolojik
varyantlarinin spektrumu asagidaki gibidir: 1, klasik tip; 2, glanduler (tubtler, mukus
iireten) tip; 3, kiigiik hiicre tipi; 4, dev hiicre tipi; 5, ig hiicre tipi; 6, seffaf hiicre
(cokytizll) tipi; 7, psodopapiller/gercek papiller model; 8, melanin igeren varyant; 9,
amiloid stromasiz MTK (35).

2.1.4. Klinik

Sporadik MTk’de hastalar tipik olarak ele gelen tiroid nodill veya boyunda kitle ile
basvururlar (36).

Santral ve lateral kompartman lenf nodu metastazlar1 T1 tiimorlii hastalarin
sirasiyla %14 ve %11'inde ve T4 timorli hastalarin %86 ve %93'Unde mevcuttur. Ne
yazik Ki, ele gelen tiroid nodili ile bagvuran MTK'li hastalarin %70'inde servikal,
%10'unda ise uzak metastaz vardir (37). MTK'li hastalarda karaciger, kemikler ve
akciger parankimine uzak metastazlar siklikla goriiliir (38). Sporadik MTK’de tek
degiskenli analizde prognoz, hastanin tan1 anindaki yasi, erkek cinsiyeti, lokal tumaor
invazyonu varligi, lenf nodu metastazlarinin varligi ve uzak metastazlarin varhigi ile
dogrudan iliskilidir. Bununla birlikte, cok degiskenli analizde, yalnizca tani anindaki
hastaligin yas1 ve evresi 6nemli bagimsiz prognostik faktorlerdir. Evre I, 11, 111 ve IV
MTK'li hastalar i¢in on yillik sagkalim oranlari1 sirasiyla %100, %93, %71 ve %21'dir
(37). Palpabl hastalig1 olan hastalarin yaklasik %15'inde solunum giicliigli, ses
kisiklig1 ve disfaji gibi klinik sikayetler mevcuttur (39). Diger 6zellikler arasinda
kalsitonin, prostaglandinler, serotonin veya vazoaktif intestinal peptidin artan
sekresyonuna bagli daha az yaygin olan diyare ve kizarma gibi semptomlar bulunur.
Cok nadiren, tiimdrler ayrica adrenokortikotropik hormon salgilayarak Cushing

sendromuna neden olabilir (36).

MEN2A i¢inde dort varyant vardir: (1) MTK ve feokromositoma ve/veya
hiperparatiroidizm veya her ikisinin varligi ile temsil edilen MEN2A, klasik tip; (2)
kutandz liken amiloidozlu MEN2A; (3) Hirschsprung hastaligi ve (4) Ailesel
Meduller Tiroid Karsinomu ile MEN2A (17). Ailesel mediller tiroid karsinomu

tanis1, dOrt aile iiyesinde baska bir hastalik olmaksizin MTK'nin varlig: ile konur (40).



MEN 2B, MTK'nin feokromositoma, mukozal ndromlar, intestinal
gangliondromatozis, marfanoid habitus ve iskelet deformasyonu ile birlikteligi ile

karakterizedir. MEN 2B, erken baslangi¢l ve agresif davranisla karakterizedir (41).

2.1.5. Tam

Genellikle, bir Endokrinoloji iinitesine kabul edildiginde, hastalar fizik muayene
sirasinda siklikla servikal adenopatilerin eslik ettigi agrisiz, palpe edilebilen bir tiroid
nodiilii sunar. Tiroid nodiilleri ¢ok sik goriiliir. Bununla birlikte, sadece yaklasik %
5'1 maligndir. IIAS, MTK'nin preoperatif teshisi icin yararli ve giivenli bir
prosedurdur. Tiroid lezyonunun degerlendirilmesi igin ilk basamak tani testi olarak
kabul edilir, ancak bu yontemin tanisal dogrulugu muhtemelen azaldigindan (%76)
kesin degildir, cuinki bu kanser tiirti nadirdir ve ¢ok ¢esitli sitolojik 6zellikler gosterir
(31). Tipik olarak, aspiratlar, agirlikli olarak ig seklinde olan zayif kohezyonlu
hlcrelerden olusan hiperselllerdir. Binlikleasyon ve eksantrik ¢ekirdeklerin yani sira

anizonukleoz ve kaba kromatin de tipik kriterlerdendir (42).

MTK’de Ince igne aspirasyon biyopsi (IIAB) analizinin tamsal
dogrulugunun, IIAB niimunesinin immiinohistokimyasal (IHK) analiziyle ve ayrica
[IAB yikama sivisindaki kalsitonin(Ctn) seviyelerinin dlciilmesiyle belirgin sekilde
artirildigi rapor edilmistir. Bu nedenle 1 cm'den biiyiik tiroid nodiillerinde ultrason
ozelliklerine gére 1IAB yapilmalidir. Histolojik analiz sonugsuz oldugunda veya
MTK'i diisiindiiren 6zellikler gdsterdiginde, IIAB yikama sivisinda Ctn seviyeleri
Olctlmeli ve nimune, Ctn, kromogranin ve karsinoembriyonik antijen (CEA) gibi
belirteclerin varligini ve tiroglobulin yoklugunu belirlemek i¢in IHK boyamasi ile

degerlendirilmelidir (37).

Boyun ultrasonu, MTK'de lokal yayilimi ve boélgesel lenfatik yayilimi
degerlendirmek i¢in kullanilan ilk goriintileme yontemidir (43). MTK'li tim
hastalarda boyun ultrason muayenesi yapilmalidir. Boyun ve gdgsiin kontrastl
bilgisayarli tomografisi (BT)'si, ti¢ fazli kontrastli ¢ok dedektdrlii karaciger BT'si
veya karacigerin kontrastli manyetik rezonansh goriintiilemesi (MRG)'si ve aksiyel

MRG ve kemik sintigrafisi, yaygm boyun hastaligi ve bolgesel semptom veya
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bulgulart olan veya uzak metastazt olan hastalarda ve serum Ctn duzeyi

500 pg/mL'den yiksek olan tiim hastalarda dnerilir (37).

Ctn ve CEA, MTK igin degerli tanisal, prognostik ve 6ngorucu belirteclerdir.
Serum konsantrasyonlar1 dogrudan C hiicre kiitlesi ile iliskilidir. CEA, MTK i¢in
spesifik bir biyobelirte¢ degildir. Bununla birlikte, klinik olarak asikar MTK'lerin
ilerlemesini izlemek igin faydalidirlar. Ameliyat 6ncesi Ctn seviyeleri, timor gap1 ve
ameliyat sonrasit Ctn seviyeleri ile gii¢lii bir sekilde iligkilidir. Ayrica hastaligin

yayginlig1 hakkinda yararli preoperatif bilgiler saglayabilirler (44).

Total tiroidektomi ve kompartmana doniik lenf nodu diseksiyonlari ile tedavi
edilen ardisik 300 MTK vakasmin analizi, preoperatif serum Ctn seviyeleri <20
pg/mL iken (normal referans araligi: <10 pg/mL) neredeyse hi¢ nodal metastaz riski
ile iliskili olmadigini bulmustur (45). 20pg/mL'y1 asan bazal serum Ctn seviyeleri,
boynun ipsilateral kompartmanlarma (merkezi ve lateral) nodal metastazlar ile
iliskili; daha yiiksek seviyeler giderek genisleyen bolgesel yayilma ile iliskili
bulunmustur. (seviyeler >50 pg/mL:boynun kontralateral merkezi kompartimaninin
digtimleri; seviyeler >200 pg/mL: kontralateral lateral kompartmanin diigiimleri;
seviyeler >500 pg/mL: iist mediastinal diiglimler). 500 pg/mL'yi asan serum Ctn
seviyeleri uzak metastatik hastaligi diisiindiiriir ve ek tiim viicut goriintiileme
prosediirleri ile arastirilmalidir. Serum Ctn, tiroidektomiden 60-90 gin sonra
Olctlmelidir. Postoperatif bazal serum Ctn diizeyi normal (<10 pg/mL) olan hastalar
“biyokimyasal olarak iyilesmis” olarak kabul edilir ve 10 yillik sagkalim orami
%97.7'dir (44).

Postoperatif serum Ctn ve CEA seviyeleri i¢in iki katina ¢ikma siireleri
(timdr belirteg diizeylerinin iki katma ¢iktig1 zaman araligi olarak tanimlanir),
MTK'de belirlenmis prognostik belirteclerdir (46-48). Halihazirda tiimor davranisi,

niiks ve kansere bagli 6liimiin mevcut en iyi belirleyicileri olarak kabul edilirler.

Alt1 ay1 asan bir Ctn iki katma ¢ikma suresi, sirasiyla %92 ve %37'lik 5 yillik
ve 10 yillik sagkalim oranlari ile iligkilidir; daha kisa ikiye katlama siireleri belirgin

sekilde daha kotl sagkalimi 6ngormektedir (sirastyla 5 ve 10 yilda %25 ve %8) (46).

RET ve RAS proto-onkogen mutasyonlari, MTK'lerin yaklasik %90'mda
tespit edilir ve bu tumdrlerin baskin itici gucleri olarak kabul edilir (49). Bu nedenle

MTK'li tim hastalara genetik danigsmanlik sunulmali ve germline RET mutasyonlari
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icin taranmalidir. Baslangic yasini etkileyen gii¢lii genotip-fenotip iliskileri (¢ogu
MTK ya cocuklukta ya da erken yetiskinlikte ortaya ¢ikar) ve spesifik germline RET

mutasyonlar1 i¢in timdr agresifligi bildirilmistir (44).

Radyolojik gorintileme, hem ilk cerrahi hem de gerektiginde sonraki cerrahi
prosedirler igin karar verme sirecinde merkezi bir rol oynar (50). F-18
fuorodeoksiglukoz (FDG), neoplastik siireglerde artan glukoz kullanimini yansitan
rutin onkolojik Pozitron Emisyon Tomografi (PET) gorintileme icin temel
radyolojik goriintiilemedir, ancak FDG, agresif formlar disinda MTK niiksleri de
dahil olmak tizere farklilasmis noroendokrin tiimorlerin tanimlanmasinda basaril
degildir. F-DOPA (F-18 etiketli dihidroksifenilalanin) ve artmis Somatostatin
reseptorii (SSTR) ekspresyonu gosteren Ga-68 DOTA etiketli somatostatin
analoglart (DOTATATE, DOTATOC ve DOTANOC) noroendokrin tiimor
hiicrelerinin ¢ogu ve daha az agresif MTK niiksleri i¢in daha yiliksek duyarlilik ve
Ozgiilliige sahip nispeten yeni PET olanaklaridir (51). F-L-Dihidroksifenilalanin
(18F-DOPA) PET/BT'nin, bolgesel ve uzak MTK metastazlarinin tespitinde hassas
bir goriintiileme aract oldugu bulunmustur. Genel olarak, 18F-DOPA PET/BT'nin
lokal ve uzak MTK metastazlar1 i¢cin hasta bazli saptama orani yaklagik %70'tir ve
artan serum kalsitonin seviyeleriyle orantili olarak artar. Bununla birlikte, 18F-
DOPA PET/BT goriintiileme sonuglarini lokal-bdlgesel persistan veya rekirren
MTK igin tekrarlanan ameliyatta histolojik verilerle karsilastiran veriler sinirhidir

(50).

2.1.6. Evrelendirme

TNM (tumour node metastasis) evrelemesi — Uluslararas1 Kanser Kontrol Birligi
(UICC) ve Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan kabul edilen
klinikopatolojik tiimor evrelemesi (sekizinci baski) i¢in patolojik tiimor, lenf nodu,
metastaz (pTNM) kriterleri, timdr boyutuna ve ekstratiroidal invazyon varlig1 veya

yoklugu, lokal ve bolgesel lenf nodu metastazlar1 ve uzak metastazlara dayalidir (52).

Evre | — Tiroid bezinin diginda hastalik kanit1 olmayan, ¢ap1 2 cm'den kiguk

olan mediiller tiroid kanserleri (MTK'ler)



12

Evre 11 — 2 cm'den buyuk tiroide smirli veya herhangi bir boyuttaki, lenf nodu
metastazi olmayan tiimorler, sadece infrahyoid kaslarmi (sternohyoid, sternotiroid,
tirohyoid veya omohyoid kaslari) invaze edip ekstratiroidal yayilim gosteren

timorler

Evre Ill — Boyunda (seviye VI veya VII; pretrakeal, paratrakeal veya
prelaringeal/Delphian veya iist mediastinal lenf nodlar1) metastatik lenf nodu
tutulumu gosteren herhangi bir boyuttaki timorler, infrahyoid kaslarma (sternohyoid,

sternotiroid, tirohyoid veya omohyoid kaslar) invazyon olsun veya olmasin

Evre IV — Merkezi boyun (seviye VI/VII) disinda herhangi bir uzak metastaz
veya lenf nodu tutulumu veya boynun diger yapilarina (infrahyoid kas tutulumunun

asan) biiyiik invazyon (52).

2.2. Tedavi

2.2.1. Cerrahi tedavi

MTK’de santral (bélge VI) lenf nodu boyun diseksiyonu ile total tiroidektomi,
cerrahi standart yaklasimdir ve tek kiiratif tedavidir. Ayrica goriintiileme, serolojik
(tumor belirtecleri) ve/veya intraoperatif bulgulara gore gerekirse tek veya cift tarafli
servikal lenf nodu diseksiyonu yapilir. Boyun ve mediastende tekrarlayan
lokal/bolgesel hastaligi olan hastalar, kiiratif veya palyatif amagh tekrar boyun
cerrahisi i¢in adaydir ve bazi hastalar eksternal 1s1n radyasyon tedavisinden (EBRT)
de fayda gorebilir (53). Eksternal 151n radyoterapisi (EBRT), yaygin lokal/bdlgesel
hastalik, rezidli tumor ve/veya ekstranodal timor yayilimi varliginda endikedir (54).
Tamamen rezeke edilmis hastalikta adjuvan EBRT eklenmesinin genel sagkalim
yararima dair bir kanit yoktur, sadece servikal niiks riski yiiksek olan hastalarda daha
iyi lokorejyonel hastalik kontrolii saglar. Palyatif radyoterapi, 6zellikle agrili kemik

metastazlarmmimn varliginda ve/veya patolojik kirik riskinde rol oynar (55).

MTK'li hastalarda iskelet ve karaciger metastazi siktir. Kemoembolizasyon,
karacigerde metastatik lezyonlar1 olan hastalar i¢in bir tedavi segenegidir. American

Thyroid Association (ATA) kilavuzlari, karacigerin igte birinden daha azini igeren,
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boyutu 30 mm'den kiiciik metastatik timorleri olan hastalarda kemoembolizasyonun

disiiniilmesini 6nermektedir (56).

2.2.2. Radyonuklid tedavi

MTKde parafolikiiler hiicreler iyotu dogrudan alamazlar. Bu nedenle geleneksel iyot
(I)-131 tedavileri MTK'de fayda saglamaz. Buna karsilik, MTK, hormonal yap1
taslar1 olan peptitleri ve aminleri alabilir. MTK'nin bu 6zelligi, radyoniiklid tedavisi
icin bir gerekge saglar (45). Radyoniiklid tedavisi se¢ilmis vakalarda bir segenektir
(34). Genel olarak, Peptid reseptdr radyonuklid tedavisi (PRRT), kanser hiicrelerinin
hiicre ici bilesenlerine yiiksek dozda radyasyon vererek tiimor kiigiilmesini
indiikleyebilir. Su anda PRRT, metastatik, ameliyat edilemeyen iyi diferansiye
noroendokrin timorler ve ilerlemis feokromositomalar ve paragangliomalar igin
giivenli ve etkili bir tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. PRRT'de en sik
kullanilan radyoniiklidler 90Y ve Lutesyum-177 (177Lu)dir. Metastatik MTK'li
hastalarda PRRT tedavisi ile sinirli deneyim bildirilmistir. Metastatik MTK'li hastalar
Uzerinde yapilan bir ¢alismanin sonuglari, 90Y-DOTATOC ile tedavinin uzun sireli
sagkalim yarar1 ile iligkili oldugunu gostermistir. Son zamanlarda, Beukhof ve
arkadaslari, 177Lu-oktreotat tedavisi ile 17 yillik deneyimlerini bildirmisler, bu
tedavinin, 111In-DTPA-Octreotide taramasinda yiiksek tutulumu (alim derecesi 3)
ve timor histolojisinde pozitif SSTR2a ekspresyonu olan hastalarda etkin olarak

kabul edilebilecegi sonucuna varmiglardir (46).

2.2.3. Sistemik tedavi

Lokal/bolgesel olarak ilerlemis inoperabl hastaligi ve/veya uzak metastazi olan
hastalar i¢in etkili bir kiiratif tedavi segenegi mevcut degildir (57). Ne yazik ki,
kemoterapi rejimleri yalnizca sinirli yanit oranlarina sahiptir ve geriye doniik tasarim,
kucuk hasta gruplar1 ve Solid Timdrlerde Yanit Degerlendirme Kriterleri (RECIST)
gibi saglam degerlendirme yanit kriterleri goz oniine alindiginda, etkinlikle ilgili

klinik ¢caligmalardan elde edilen veriler yetersizdir. En aktif ilag, tek basina veya
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yaklasik %20'lik yanit oranina ulasan sisplatin ile kombinasyon halinde doksorubisin

olmustur (58).

2.2.4. Hedef tedavi

Son yillarda, kanser patogenezinde yer alan sinyal yollarina ve sayisiz genetik
sapmaya iliskin yeni anlayislar, molekiiler hedefli tedavilerin gelistirilmesine ve
kullanilmasina yol agmustir (59). Protein kinazlar, proteinlerdeki tirozin kalintilarinin
fosforilasyonunu katalize ederek ¢esitli hiicre i¢i sinyal yollarini, hiicre
proliferasyonunu, farklilasmasini, go¢linu ve anti-apoptozu aktive eder. Tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI'ler), tirozin kinaza bagimli onkojenik yolaklar1 bloke ederek
terapotik fayda saglayabilir. TKI'ler bir veya birkag tirozin kinaz reseptdriinii inhibe
edebilir; ikincisi genellikle multikinaz inhibitorleri, MKI'ler olarak adlandirilir.
TKI'ler, spesifik olarak tirozin kinazlar1 hedef alan ve inhibe eden kiiciik
molekiillerdir. RET, bir tirozin kinaz reseptorii sekli oldugundan, TKI'ler, RET
proteininin fosforilasyonunu engelleyebilir. Multikinaz inhibitorleri, RET kinaz
aktivitesini bir dereceye kadar inhibe etseler de, antitimor etkileri, esas olarak, temel
anjiyojenik yol bilesenlerini, 06zellikle vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
reseptoriinii (VEGFR) giiclii bir sekilde inhibe etmeleri ile elde edilir. Cok yakin
zamana kadar, sadece iki TKI; vandetanib ve cabozantinib, FDA ve EMA tarafindan
ileri, ilerleyici (RECIST 1.1 kriterlerine gore goriintiilemede bir y1l icinde) ve/veya
semptomatik metastatik veya lokal/bdlgesel olarak ilerlemis inoperabl MTK'nin
tedavisi i¢in onaylanmistir (18). Diger anti-anjiyojenik MKI'ler (6rn. sorafenib,
motesanib, pazopanib, sunitinib, lenvatinib) ileri MTK hastalarinda faz II testinden
geemistir. En ilging sonuglar sirasiyla %50 ve %36 yanit oranlar ile iligkili olan

sunitinib ve lenvatinib ile ilgili saptanmustir (58).

2020'de, yeni nesil TKI'ler selpercatinib ve praseltinib, sistemik tedavi
gerektiren RET gen mutasyonlu MTK'de ileri/metastatik hastalarda FDA onay1

alarak mevcut tedavilerin yelpazesini genisletmistir (60).

Vandetanib, RET',VEGFR-2"ni ve epidermal biiyiime faktorii reseptoriinii
(EGFR) secici olarak hedefleyen bir oral TKI'dir (61). Cabozantinib, RET kinaz,

epidermal blytme faktord, hepatosit buytime faktori, MET (Mezenkimal-epitelyal
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gecis) ve vaskuler endotelyal biyume faktort 2 (VEGF2) reseptorleri dahil olmak

izere ¢oklu tirozin kinazlarin oral inhibitoriidiir (62).

Daha secici RET inhibitorleri umut verici goriinmektedir ve su anda
arastirtlmaktadir. Bu ilaglarm RET baskilayic1 aktivitesi, MTK'deki anti-tumor
etkileri igin esastir, ancak antianjiyogenik aktiviteleri ihmal edilebilir diizeydedir

(44).

2.2.5. Tumor mikrogevresi ve immunoterapi

Kanser htcrelerini gevreleyen tumor mikrocevresi, fibroblastlar, endotel htcreleri,
perisitler, bagisiklik hiicreleri ve hiicre dis1 matris bilesenlerinden olusur (63). Malign
hiicreler, 6nceden var olan bir matrisin yeniden yapilandirilmasinda aktif olarak yer
alir ve iltthaplanma veya dezmoplastik 6zelliklerle karakterize edilebilen yeni bir
mikro ortam yaratir. TUmor mikrogevresi ve kanser hiicreleri etkilesir ve birbirlerini
etkiler. Boylece tiimor ilerlemesini ve metastazi tesvik ederler. MTK'ler siklikla, hem
tiimoérde hem de stroma hiicrelerinde diisiik PD-L1 ekspresyonu ile az sayida timor
infiltre eden imman hiicre ve diisiik mutasyon orani ile ortaya ¢ikarlar (25). Bununla
birlikte, MTK'nin pozitif bir immun reaktivitesini gosteren kanitlar da vardir. MTK'li
201 ardisik Cinli hastadan olusan genis bir kohortta, Shi ve arkadaslar1 PD-L1
pozitifliginin, agresif klinikopatolojik 6zellikler (daha buyuk timér boyutu, lenf nodu
metastazlar1 ve ileri TNM evrelemesi) ile iliskili oldugunu gdésterdi (64). Bi ve
arkadaslar1 benzer bulgular bildirmislerdir (65). 87 MTK vakasinda PD-L1 ve PD-1
ekspresyonunu saptamislar ve ameliyatta PD-L1 pozitifliginin uzak metastazlarla
anlamli korele oldugunu bulmuslardir. PD-1/PD-L1 ile prognoz arasindaki pozitif
korelasyon, PD-L1/PD-1'i hedefleyen imminoterapinin ileri MTK tedavisinde etkili
olabilecegini  diislindiirmektedir (25). Birkag kontrol noktasi inhibitorii,
pembrolizumab ve nivolumab (PD-1 inhibitérleri) ve ipilimumab (CTLA4-
inhibitdrd) dahil olmak Gzere bir tir immunoterapétik ajan, metastatik MTK tedavisi

icin faz 2 klinik deneylerinde degerlendirilmektedir (66).



16

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi ve Amaci

Bu arastirmada amag, PEDF, VEGF, NF-Kb, Ki-67 proliferasyon indeksi
faktorlerinin MTK doku progresyonundaki roliinii ve tumdr anjiojenezi ile olan
iliskisini degerlendirmek, bu baglamda PEDF, VEGF, NF-Kb, Ki-67 ile CD 31 ve
mikrodamar yogunlugu arasida olan korelasyonun aydinlatilmasidir. Arastirmamiz

tanimlayici ve kesitsel, retrospektif bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamam

Arastirma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali,
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali ve Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’'nda yapildi. Veri analizleri 15.05.2021 -15.05.2022 tarihleri arasinda
gergeklestirildi.

3.3. Hasta populasyonu

Hacettepe Universitesi Patoloji anabilim dali’'nda 01.01.2000 tarihi ile 31.12.2015
tarihleri arasinda arsivlenmis, hastalardan total veya subtotal tiroidektomi sonrasi

patolojiye gonderilen/gikarilan, 37 doku 6rnegi retrospektif olarak incelendi.

Arastirmaya dahil edilme kriterleri:

e 18 Yasindan biylk olmak

e Dogrulanmig meduller tiroid kanser tanis1 olmasi

Arastirmadan dislanma Kriterleri:
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e Hastalarin total veya subtotal tiroidektomi cerrahi tedavisinin
Hacettepe Universitesi Hastanesinde yapilmamis olmasi ve elde edilen

patoloji preparatlarmin T1bbi Patoloji Anabilim Dali’nda olmamasi

Arastirmamizda 01.01.2000 tarihi ile 31.12.2015 tarihleri arasinda MTK
tanis1 konulan 45 hasta saptadik, ancak bu hastalardan 3 hastanin doku Ornegi
boyamaya hazirlik asamasinda teknik problemler (doku dokilmesi) nedeniyle
boyama sonuclar1 mikroskopik incelemede degerlendirilemedi. Bes hastanin doku
ornegi ise dig merkez kaynakli olmasi nedeniyle ¢aligmaya dahil edilmedi. Geriye

kalan 37 hasta arastrmaya dahil edildi.

3.4. Patolojik degerlendirme

Immiinohistokimyasal boyama i¢in hazirhk asamasinda %10 formaldehitle fikse
parafine gomili MTK dokular1 arsivden ¢ikarildi ve bu alanlardan 3mm ¢apli punch
biyopsi ignesi yardimiyla sablon paraffin bloklar Gizerinde TMA (Tissue microarray)

doku dizinleri olusturuldu.

3.5. Immiinohistokimyasal degerlendirme

PEDF: PEDF boyamas1 i¢in preparatlar etiivde 60 derecede bir gecenin ardindan
ksilende 2 x 10’ deparafinize edildi. Primer antikor (Anti-PEDF tavsan poliklonal
antikoru — IHK - orb339611 riin kodlu, Biorbyt marka) 6n islem icin ER1 (Epitope
Retrieval Solution 1)’de 10 dakika 100 derecede bekletildi. %6 Hidrojen peroksit ile
%80 Metanol soliisyon karigiminda 20’ blokaj yapildi. Primer antikor 1:25
dilisyonda 1saat inkiibe edildi. Sekonder antikor ile 30, streptavidin peroksidaz ile
30’ , DAB ile 2 dakika muamele edilen dokular 5 sn hematoksilende bekletildikten

sonra alkol ve ksilolden gegirilerek kapatildi.

VEGF: VEGF boyamasi icin preparatlar etiivde 60 derecede bir gecenin
ardindan ksilende 2 x 10’ deparafinize edildi. Primer antikor (Anti-VEGF fare

monoklonal antikoru — IHK — sc 7269 urun kodlu, Santa Kruz marka) on islem igin
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ER1 (Epitope Retrieval Solution 1)’de 10 dakika 100 derecede bekletildi. %6
Hidrojen peroksit ile %80 Metanol soliisyon karisiminda 20’ blokaj yapildi. Primer
antikor 1:25 diliisyonda 1saat inkiibe edildi. Sekonder antikor ile 30 , streptavidin
peroksidaz ile 30’ , DAB ile 2 dakika muamele edilen dokular 5 sn hematoksilende
bekletildikten sonra alkol ve ksilolden gegirilerek kapatild.

NF-kB p 65: NF-kB p 65 boyamasi igin preparatlar etiivde 60 derecede bir
gecenin ardindan ksilende 2 x 10’ deparafinize edildi. Primer antikor (Anti-NF-Kb
p65 tavsan monoklonal antikoru — IHK - sc 8008 riin kodlu, Santa Kruz marka) 6n
islem icin ER1 (Epitope Retrieval Solution 1)’de 10 dakika 100 derecede bekletildi.
%6 Hidrojen peroksit ile %80 Metanol soliisyon karisiminda 20’ blokaj yapildi.
Primer antikor 1:25 diliisyonda lsaat inkiibe edildi. Sekonder antikor ile 30’ ,
streptavidin peroksidaz ile 30’ , DAB ile 2 dakika muamele edilen dokular 5 sn

hematoksilende bekletildikten sonra alkol ve ksilolden gegirilerek kapatildi.

Ki-67: Ki-67 boyamasi i¢in preparatlar etiivde 60 derecede bir gecenin
ardindan ksilende 2 x 10’ deparafinize edildi. Primer antikor (Anti-Ki-67 fare
monoklonal antikoru — IHK — DiA-670-P1 iiriin kodlu, Optistain marka) &n islem
icin ER2 (Epitope Retrieval Solution 2)’de 20 dakika 100 derecede bekletildi.
Hidrojen peroksit ile 15 dakika blokaj yapildi. Primer antikor 1:300 diliisyonda 25
dakika inklbe edildi. Post primer ile 9 dakika , polimer ile 9 dakika, DAB ile 7
dakika muamele edilen dokular 8 dakika hematoksilende bekletildikten sonra alkol

ve ksilolden gegcirilerek kapatildi.

CD 31/PECAM - 1: CD 31 boyamasi i¢in preparatlar etiivde 60 derecede bir
gecenin ardindan ksilende 2 x 10’ deparafinize edildi. Primer antikor (Anti-CD 31
fare monoklonal antikoru — IHK — MS -353-S (ruin kodlu, Thermo scientific marka)
on islem icin ER2 ‘de (Epitope Retrieval Solution 2) 20 dakika 100 derecede
bekletildi. Hidrojen peroksit ile 15 dakika blokaj yapildi. Primer antikor 1:100
dilisyonda 25 dakika inkiibe edildi. Post primer ile 9 dakika , polimer ile 9 dakika,
DAB ile 7 dakika muamele edilen dokular 8 dakika hematoksilende bekletildikten

sonra alkol ve ksilolden gegirilerek kapatildi.
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3.5.1. Immiinohistokimyasal skorlama

PEDF skoru; tiimor hiicreleri igin degerlendirildi. Tiimor hiicrelerinde PEDF
ekspresyon seviyeleri semikantitatif olarak 4 grupta kategorize edildi: negatif (O
puan), < %5 pozitif hiicreler (Sekil 1A); zayif pozitif (1 puan), %5-30 pozitif hucreler
(Sekil 1B); orta derecede siddetli pozitif (2 puan), %30-60 pozitif hiicreler (Sekil
1C); kuvvetli derecede siddetli pozitif (3 puan), %60 < pozitif hiicreler (Sekil 1D).

VEGF skoru; tumdr hucreleri igin degerlendirildi. Tiimor hiicrelerinde
VEGF ekspresyon seviyeleri semikantitatif olarak 4 grupta kategorize edildi: negatif
(0 puan), < %5 pozitif hiicreler (Sekil 2A); zayif pozitif (1 puan), %5-30 pozitif
hiicreler (Sekil 2B); orta derecede siddetli pozitif (2 puan), %30-60 pozitif hiicreler
(Sekil 2C); kuvvetli derecede siddetli pozitif (3 puan), %60 < pozitif hiicreler (Sekil
2D).

NF-Kb p65 skoru; timdr hiicreleri i¢in degerlendirildi. Tiim6r hiicrelerinde
NF-Kb p65 ekspresyon seviyeleri semikantitatif olarak 4 grupta kategorize edildi:
negatif (0 puan), < %5 pozitif hiicreler (Sekil 3A); zayif pozitif (1 puan), %5-30
pozitif hiicreler (Sekil 3B); orta derecede siddetli pozitif (2 puan), %30-60 pozitif
hicreler (Sekil 3C); kuvvetli derecede siddetli pozitif (3 puan), %60 < pozitif hiicreler
(Sekil 3D).

Ki-67 proliferasyon indeksi skoru; timor hucreleri igcin degerlendirildi. Ki-
67 proliferasyon indeksi hesaplamak i¢in 1000 hiicrede sayim yapilarak yiizde

hesaplandi. Ki — 67 proliferasyon indeksi skoru
< %3 - 1 puan (Sekil 4A), %3 < - 2 puan (Sekil 4B) olarak kategorize edildi.

CD 31 skoru; tiimor hiicreleri alaninda CD 31 ile boyanan en yiiksek
mikrodamar konsantrasyonuna (vaskiiler sicak noktalar) sahip 3 alan secildi,
lenfositik infiltrasyon veya fibrozlu alanlardan kagmildi. En yiiksek mikrodamar
konsantrasyonuna sahip 3 alanda mikrodamar sayilar1 belirlendi, belirlenen
mikrodamar sayilar1 toplanarak 3’e bdliinerek ortalama mikrodamar sayisi

hesaplandi (Sekil 4).
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Sekil 3. Immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen PEDF’iin mikroskopik
gorintus; A —skor 0, B —skor 1, C —skor 2, D — skor 3.




21

Sekil 4. immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen VEGFiin mikroskopik
gorintasi; A —skor 0, B —skor 1, C —skor 2, D — skor 3.

A B

Sekil 5. Immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen NF-kB’nin mikroskopik
goruntisu; A —skor 0, B —skor 1, C —skor 2, D — skor 3.
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Sekil 6. Immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen Ki-67 proliferasyon
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Sekil 7. Iimmunohistokimyasal olarak degerlendirilen CD — 31 ile A - zayif ve B -

siddetli boyanan mikrodamar alani mikroskopik goriintiisii.

3.6. istatiksel analiz

Calismada tanimlayic istatistik olarak sayisal degiskenler i¢cin ortalama+standart
sapma veya ortanca (minimum — maksimum) degerler, kategorik degiskenler igin

say1 ve ylizde degerleri verilmistir.

Kategorik degiskenler arasi iliskiler Pearson Ki kare testi veya Fisher Kesin

testi ile incelenmistir.
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Iki sayisal degisken aras1 korelasyon Spearman rho korelasyon katsayisi ile

incelenmistir.

iki grup i¢in sayisal degisken aras1 karsilastirma Mann — Whitney U testi ile
yapilmistir.

ikiden cok grup icin sayisal degisken aras1 karsilastirma Kruskal Wallis testi

ile incelemistir.

Calismada p<0,05 oldugunda istatistiksel a¢idan anlamli kabul edilmistir.
Analizler IBM SPSS Statistics 23.0 programinda yapilmustir.

3.7. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma (Proje no: GO 20/887 ), Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 06.10.2020 tarihinde yapilan
degerlendirme sonucunda tibbi etik agidan uygun bulunmustur (Karar No: 2020/16-
74).

3.8. Arastirmanin Finansmam

Arastirma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan finanse edilmistir (Proje ID: 18976, Proje Kodu: THD-2021- 18976).
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri

Arastirmaya toplam 37 hastanin klinikopatolojik 6zellikleri dahil edildi. Hastalarin
klinikopatolojik 6zellikleri tablo 4.1°de gosterilmistir.

Otuz yedi hastadan 30 (%81,1 ) hasta sporadik MTK, 7 (%18,9) hasta kalitsal
MTK tanis1 almistir.

Aragtirmaya dahil edilen 37 hastadan 19 (%51,4) hasta evre I; 4 (%10,8) hasta
evre Il; 3 (%8,1) hasta evre I1I; 11 (%29,7) hasta evre IV asamasinda tan1 almustir.

Otuz yedi hastadan 26 (%70,3) hastada MTK gelisimi tek odak, 11 ( %29,7)
hastada multifokal odak olarak saptanmustur.

Arastirmada 37 hastanin cerrahi sonrasi takibinde 21 (%56,8) hastada
rekiirens veya bdlgesel veya uzak metastaz saptanmamis, 12 (%32,4) hastada
rekiirens veya bolgesel veya uzak metastaz saptanmistir. Dort (%10,8) hastanin ise

rekirens veya bolgesel veya uzak metastaz ile iliskin verilerine ulasilamadi.

Otuz {i¢ (%89,2) hastanin ortanca progresyonsuz sag kalim siiresi 31 ay
saptandi. Dort (%10,8) hastanin ise progresyonsuz sag kalim siiresine iliskin

verilerine ulagilamadi.

Arastirmamizda PEDF boyama siddetine gére 37 hastanin patoloji doku
orneklerinden 6 (%16,2) hasta negatif; 7 (%18,9) hasta zayif pozitif; 14 (%37,8) hasta
orta siddetde pozitif; 10 (%27) hasta kuvvetli pozitif boyandi.

VEGF boyama siddetine gore 37 hastanin patoloji doku orneklerinden 20
(%54,1) hasta negatif; 12 (%32,4) hasta zayif pozitif; 1 (%2.7) hasta orta siddetde
pozitif; 4 (%10.8) hasta kuvvetli siddetli pozitif boyanda.

NF-kB P65 boyama siddetine gore 37 hastanin patoloji doku drneklerinden
10 (%27) hasta negatif; 18 (%48,6) hasta zayif pozitif; 6 (%16,2) hasta orta siddetde
pozitif; 3 (%8,1) hasta kuvvetli pozitif boyandi.
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Ki-67 ile boyamada proliferasyon indeksi 37 hastanin patoloji doku
orneklerinden 33 (%89,2) hastada < %3; 4(%10,8) hastada %3 < olarak saptandi.

Aragtirmamizda 37 hastanin patoloji doku 6rneklerinden CD 31 ile boyanan

ortanca damar sayist 11,33 olarak saptandu.

Tablo 4. 1. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri

Hasta sayis1

(n=37)

Sporadik veya Kalitsal

Sporadik 30 (%81,1)
Kalitsal 7 (%18,9)
TNM evre
Evre | 19 (%51,4)
Evre 1l 4 (%10,8)
Evre 1l 3(%8,1)
Evre IV 11 (%29,7)
Multifokalite
Tek odak 26 (%70,3)
Multifokal odak 11 (%29,7)
Rekirens, bolgesel veya uzak metastaz
Yok 21 (%56,8)
Var 12 (%32,4)
Kayip 4 (9%10,8)
PFS, (median, ay) 31
Kayip 4 (%10,8)
PEDF
Negatif ( < %5) 6 (%16,2)
Zayif pozitif ( %5-30) 7 (%18,9)
Orta siddetli pozitif ( %630-60 ) 14 (%37,8)

Kuwvetli siddetli pozitif (%60 <) 10 (%27)
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VEGF
Negatif (< %5) 20 (%54,1)
Zayif pozitif ( %5-30 ) 12 (%32,4)
Orta siddetli pozitif ( %30-60 ) 1 (%2.7)
Kuvvetli siddetli pozitif (%60 <) 4 (%10.8)
NF-kB p65
Negatif (< %5 ) 10 (%27)
Zayif pozitif ( %5-30 ) 18 (%48,6)
Orta siddetli pozitif ( %30-60 ) 6 (%16,2)
Kuvvetli siddetli pozitif ( %60 <) 3 (%8,1)
Ki-67
< %3 33 (%89,2)
%3 < 4(%10,8)
CD 31, ( median damar sayisi) 11,3

4.2. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ve PEDF ekspresyon seviyeleri

arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi

Hastalardan 30 (%81,1 ) hastada sporadik MTK, 7 (%18,9) hastada kalitsal MTK

tanis1 saptanmistir.

Yapilan IHK degerlendirme sonucunda sporadik hasta grubundan 5 (%16,7) hastada
negatif, 6 (%20) hastada zayif pozitif, 11 (%36,7) hastada orta siddetde pozitif, 8
(%26,7) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii. Kalitsal hasta grubundan ise 1
(%14,3) hastada negatif, 1 (%14,3) hastada zayif pozitif, 3 (%42,9) hastada orta
siddetde pozitif, 2 (%28,6) hastada kuvvetli pozitif boyama gorildi.

Hastalarin sporadik veya kalitsal grup ile PEDF ekspresyon seviyeleri
arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher
Kesin testi kullanild1 ve p degeri 1,000 olarak saptandi. Sonug olarak sporadik veya
kalitsal grup ile PEDF ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir

iligki bulunamadi (Tablo 4.2).

TNM evrelemesinde 19 (%51,4) hasta evre |, 4 (%10,8) hasta evre Il, 3
(%8,1) hasta evre III, 11 (%29,7) hasta evre IV asamasinda tani almistir. Yapilan

IHK degerlendirme sonucunda evre | asamasinda olan hastalardan 4 (%21,1) hastada



27

negatif, 5(%26,3) hastada zayif pozitif, 5 (%26,3) hastada orta siddetde pozitif, 5
(%26,3) hastada kuvvetli pozitif boyama gorildu. Evre II asamasinda olan
hastalardan 0 (%0) hastada negatif, 0 (%0) hastada zayif pozitif, 4 (%100) hastada
orta siddetde pozitif, 0 (%0) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii. Evre IlI
asamasinda olan hastalardan 0 (%0) hastada negatif, 1 (%33,3) hastada zayif pozitif,
2 (%66,7) hastada orta siddetde pozitif, 0 (%0) hastada kuvvetli pozitif boyama
goruldu. Evre 1V asamasinda olan hastalarda ise 2 (%18,2) hastada negatif, 1 (%9,1)
hastada zayif pozitif, 3 (%27,3) hastada orta siddetde pozitif, 5 (%45,5) hastada
kuvvetli pozitif boyama goraldu.

TNM evre gruplar1 ile PEDF ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun
degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher Kesin testi kullanildi ve p
degeri 0,283 olarak saptandi. Sonug olarak TNM evre gruplar1 ile PEDF ekspresyon

seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliski bulunamadi (Tablo 4.2).

Hastalardan 26 (%70,3) hastada MTK gelisimi tek odak, 11 ( %29,7) hastada
multifokal odak olarak saptanmistir. Yapilan IHK degerlendirme sonucunda tek odak
MTK’li hastalardan 5 (%19,2) hastada negatif, 6 (%23,1) hastada zayif pozitif, 8
(%30,8) hastada orta siddetde pozitif, 7 (%26,9) hastada kuvvetli pozitif boyama
gorildi. Multifokal odak MTKli hastalardan ise 1 (%9,1) hastada negatif, 1 (%9,1)
hastada zayif pozitif, 6 (%54,5) hastada orta siddetde pozitif, 3 (%27,3) hastada

kuvvetli pozitif boyama gorildu.

Tek veya multifokal odak gruplar1 ile PEDF ekspresyon seviyeleri arasindaki
korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher Kesin testi
kullanild1 ve p degeri 0,544 olarak saptandi. Sonug olarak tek veya multifokal odak
gruplar1 ile PEDF ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliski

bulunamadi (Tablo 4.2).

Hastalarin cerrahi sonrasi takibinde 21 (%56,8) hastada rekilirens veya
bolgesel veya uzak metastaz saptanmamis, 12 (%32,4) hastada rekiirens veya
bolgesel veya uzak metastaz saptanmistir. 4 (%10,8) hastanin ise rekiirens veya
bolgesel veya uzak metastaz ile iliskin verilerine ulasgilamamustir. Yapilan IHK
degerlendirme sonucunda rekiirens veya metastaz olmayan hastalardan 4 (%19,1)
hastada negatif, 4 (%19) hastada zayif pozitif, 9 (%42,9) hastada orta siddetde pozitif,

4 (%19) hastada kuvvetli pozitif boyama goruldi. Rekirens veya metastaz olan
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hastalardan ise 2 (%16,7) hastada negatif, 1 (%8,3) hastada zayif pozitif, 4 (%33,3)
hastada orta siddetde pozitif, 5 (%41,7) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii.

Rekirens veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile PEDF ekspresyon
seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya
Fisher Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,592 olarak saptandi. Sonug olarak rekirens
veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile PEDF ekspresyon seviyeleri arasinda

istatiksel agidan anlamli bir iligki bulunamadi (Tablo 4.2).

Tablo 4. 2. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ve PEDF ekspresyon
seviyeleri arasindaki korelasyon

Ozellikler Negatif ~ Zayif pozitif Orta siddetli pozitif Kuvvetli pozitif p
degeri
Sporadik veya Kalitsal
Sporadik 5 (%16,7) 6 (%20) 11 (%36,7) 8 (%26,7) 1,000
Kalitsal 1(%14,3) 1(%14,3) 3(%42,9) 2 (%28,6)
TNM evre
Evre | 4(%21,1) 5 (%26,3) 5 (%26,3) 5 (%26,3) 0,283
Evre Il 0 (%0) 0 (%0) 4 (%100) 0 (%0)
Evre lll 0( %0) 1(%33,3) 2 (%66,7) 0 (%0)
Evre IV 2 (%18,2) 1(%9,1) 3 (%27,3) 5 (%45,5)
Multifokalite
Tek odak 5(%19,2) 6 (%23,1) 8 (%30,8) 7 (%26,9) 0,544
Multifokal odak 1(%9,1) 1(%9,1) 6 (%54,5) 3(%27,3)
Rekiirens veya metastaz
Yok 4(%19,1)  4(%19) 9 (%42,9) 4 (%19) 0,592
Var 2 (%16,7) 1(%8,3) 4(%33,3) 5 (%41,7)

4.3.Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ile VEGF ekspresyon seviyeleri

arasinda korelasyonun degerlendirilmesi

Yapilan IHK degerlendirme sonucunda sporadik hasta grubundan 15 (%50) hastada
negatif, 10 (%33,3) hastada zayif pozitif, 1 (%3,3) hastada orta siddetde pozitif, 4
(%13,3) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii. Kalitsal hasta grubundan ise 5
(%71,4) hastada negatif, 2 (%28,6) hastada zayif pozitif, 0 (9%0,0) hastada orta
siddetde pozitif, 0 (%0,0) hastada kuvvetli pozitif boyama goraldu.

Hastalarin sporadik veya kalitsal grup ile VEGF ekspresyon seviyeleri
arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher
Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,772 olarak saptandi. Sonug olarak sporadik veya

kalitsal grup ile VEGF ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir

iligki bulunamadi (Tablo 4.3).
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Yapilan [HK degerlendirme sonucunda TNM evre gruplarindan evre |
asamasinda olan hastalardan 13 (%68,4) hastada negatif, 4 (%21,1) hastada zayif
pozitif, 0 (%0,0) hastada orta siddetde pozitif, 2 (%10,5) hastada kuvvetli pozitif
boyama gorildi. Evre II asamasinda olan hastalardan 1 (%25) hastada negatif, 2
(%50) hastada zayif pozitif, 0 (%0,0) hastada orta siddetde pozitif, 1 (%25) hastada
kuvvetli pozitif boyama gorildu. Evre III asamasinda olan hastalardan 2 (%66,7)
hastada negatif, 1 (%33,3) hastada zayif pozitif, 0 (%0,0) hastada orta siddetde
pozitif, 0 (%0,0) hastada kuvvetli pozitif boyama gorildii. Evre IV asamasinda olan
hastalardan ise 4 (%36,4) hastada negatif, 5 (%45,5) hastada zayif pozitif, 1 (%9,1)
hastada orta siddetde pozitif, 1 (%9,1) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii.

TNM evre gruplari ile VEGF ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun
degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher Kesin testi kullanildi ve p
degeri 0,464 olarak saptandi. Sonug olarak TNM evre gruplar1 ile VEGF ekspresyon

seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliski bulunamadi (Tablo 4.3).

Yapilan THK degerlendirme sonucunda tek odak MTK’li hastalardan 13
(%50) hastada negatif, 9 (%34,6) hastada zayif pozitif, 1 (%3,8) hastada orta siddetde
pozitif, 3 (%11,5) hastada kuvvetli pozitif boyama goruldi. Multifokal odak MTK’li
hastalardan ise 7 (%63,6) hastada negatif, 3 (%27,3) hastada zayif pozitif, 0 (%0,0)
hastada orta siddetde pozitif, 1 (%9,1) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii.

Tek veya multifokal odak gruplar1 ile VEGF ekspresyon seviyeleri arasindaki
korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki Kkare testi veya Fisher Kesin testi
kullanild1 ve p degeri 0,910 olarak saptandi. Sonug olarak tek veya multifokal odak
gruplar1 ile VEGF ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki

bulunamadi (Tablo 4.3).

Yapilan THK degerlendirme sonucunda rekiirens veya metastaz olmayan
hastalardan 12 (%57,1) hastada negatif, 7 (%33,3) hastada zayif pozitif, 0 (%0,0)
hastada orta siddetde pozitif, 2 (%9,5) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii.
Rekirens veya metastaz olan hastalardan ise 5 (%41,7) hastada negatif, 5 (%41,7)
hastada zayif pozitif, 1 (%8,3) hastada orta siddetde pozitif, 1 (%8,3) hastada kuvvetli

pozitif boyama gorulda.

Rekirens veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile VEGF ekspresyon

seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya
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Fisher Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,595 olarak saptandi. Sonug olarak rekirens
veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile VEGF ekspresyon seviyeleri arasinda
istatiksel agidan anlamli bir iligki bulunamadi (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ve VEGF ekspresyon
seviyeleri arasindaki korelasyon

Ozellikler Negatif Zayif pozitif  Orta siddetli pozitif ~ Kuvvetli pozitif p
degeri
Sporadik veya Kalitsal
Sporadik 15 (%50,0) 10 (%33,3) 1(%3,3) 4 (%13,3) 0,772
Kalitsal 5(%71,4) 2 (%28,6) 0 ( %0,0) 0(%0,0)
TNM evre
Evre | 13 (%68,4) 4(%21,1) 0 (%0,0) 2(%10,5) 0,464
Evre Il 1 (%25) 2 (%50) 0 (%0,0) 1(%25)
Evre lll 2 (%66,7) 1(%33,3) 0 (%0,0) 0(%0,0)
Evre IV 4 (%36,4) 5 (%45,5) 1(%9,1) 1(%9,1)
Multifokalite
Tek odak 13 (%50) 9 (%34,6) 1(%3,8) 3(%11,5) 0,910
Multifokal odak 7 (%63,6) 3(%27,3) 0 (%0,0) 1(%9,1)
Rekiirens veya metastaz
Yok 12 (%57,1) 7 (%33,3) 0 (%0,0) 2 (%9,5) 0,595
Var 5 (%41,7) 5 (%41,7) 1(%8,3) 1(%8,3)

4.4, Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ile NF-kB p65 ekspresyon seviyeleri

arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi

Yapilan IHK degerlendirme sonucunda sporadik hasta grubundan 7 (%23,3) hastada
negatif, 15 (%50) hastada zayif pozitif, 5 (%16,7) hastada orta siddetde pozitif, 3
(%10) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii. Kalitsal hasta grubundan ise 3
(%42,9) hastada negatif, 3 (%42,9) hastada zayif pozitif, 1 (%14,3) hastada orta
siddetde pozitif, 0 (%0,0) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii.

Hastalarin sporadik veya kalitsal grup ile NF-KB ekspresyon seviyeleri
arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher
Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,856 olarak saptandi. Sonug olarak sporadik veya
kalitsal grup ile NF-kB ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlaml bir

iligki bulunamadi (Tablo 4.4).

Yapilan THK degerlendirme sonucunda TNM evre gruplarindan evre |
asamasinda olan hastalardan 5 (%26,3) hastada negatif, 9 (%47,4) hastada zayif
pozitif, 2 (%10,5) hastada orta siddetde pozitif, 3 (%15,8) hastada kuvvetli pozitif

boyama goruldu. Evre Il asamasinda olan hastalardan 2 (%50) hastada negatif, 2
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(%50) hastada zayif pozitif, 0 (%0,0) hastada orta siddetde pozitif, 0 (%0,0) hastada
kuvvetli pozitif boyama gorildu. Evre III asamasinda olan hastalardan 0 (%0,0)
hastada negatif, 2 (%66,7) hastada zayif pozitif, 1 (%33,3) hastada orta siddetde
pozitif, 0 (%0,0) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii. Evre IV asamasinda olan
hastalardan ise 3 (%27,3) hastada negatif, 5 (%45,5) hastada zayif pozitif, 3 (%27,3)
hastada orta siddetde pozitif, 0 (%0,0) hastada kuvvetli pozitif boyama goriildii.

TNM evre gruplari ile NF-kB ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun
degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher Kesin testi kullanildi ve p
degeri 0,775 olarak saptandi. Sonug olarak TNM evre gruplar1 ile NF-kB ekspresyon

seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliski bulunamadi (Tablo 4.4).

Yapilan [HK degerlendirme sonucunda tek odak MTK’li hastalardan 6
(%23,1) hastada negatif, 11 (%42,3) hastada zayif pozitif, 6 (%23,1) hastada orta
siddetde pozitif, 3 (%11,5) hastada kuvvetli pozitif boyama gortldi. Multifokal odak
MTK’li hastalardan ise 4 (%36,4) hastada negatif, 7 (%63,6) hastada zayif pozitif, 0
(%0,0) hastada orta siddetde pozitif, 0 (%0,0) hastada kuvvetli pozitif boyama

goralda.

Tek veya multifokal odak gruplari ile NF-kB ekspresyon seviyeleri arasindaki
korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher Kesin testi
kullanild1 ve p degeri 0,223 olarak saptandi. Sonug olarak tek veya multifokal odak
gruplar1 ile NF-kB ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki

bulunamadi (Tablo 4.4).

Yapilan THK degerlendirme sonucunda rekiirens veya metastaz olmayan
hastalardan 7 (%33,3) hastada negatif, 9 (%42,9) hastada zayif pozitif, 3 (%14,3)
hastada orta siddetde pozitif, 2 (%9,5) hastada kuvvetli pozitif boyama goruldu.
Rekirens veya metastaz olan hastalardan ise 3 (%25,0) hastada negatif, 7 (%58,3)
hastada zayif pozitif, 2 (%16,7) hastada orta siddetde pozitif, 0 (%0,0) hastada

kuvvetli pozitif boyama gorildu.

Rekilrens veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile NF-kB ekspresyon
seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya
Fisher Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,799 olarak saptandi. Sonug olarak rekirens
veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile NF-kB ekspresyon seviyeleri arasinda

istatiksel agidan anlamli bir iliski bulunamadi (Tablo 4.4).
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Tablo 4. 4. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ve NF-kB p65 ekspresyon
seviyeleri arasindaki korelasyon

Ozellikler Negatif ~ Zayif pozitif Orta siddetli pozitif Kuvvetli pozitif p
degeri
Sporadik veya Kalitsal
Sporadik 7 (%23,3) 15 (%50) 5(%16,7) 3 (%10) 0,856
Kalitsal 3 (%42,9) 3(%42,9) 1(%14,3) 0 (%0,0)
TNM evre
Evre | 5(%26,3) 9 (%47,4) 2 (%10,5) 3(%15,8) 0,775
Evre Il 2(%50,0) 2 (%50,0) 0(%0,0) 0 (%0,0)
Evre Il 0(%0,00  2(%66,7) 1(%33,3) 0(%0,0)
Evre IV 3(%27,3) 5 (%45,5) 3 (%27,3) 0 (%0,0)
Multifokalite
Tek odak 6(%23,1) 11 (%42,3) 6 (%23,1) 3(%11,5) 0,223
Multifokal odak 4(%36,4) 7 (%63,6) 0(%0,0) 0(%0,0)
Rekiirens veya metastaz
Yok 7(%33,3) 9 (%42,9) 3(%14,3) 2 (%9,5) 0,799
Var 3(%250)  7(%583) 2 (%16,7) 0(%0,0)

4.5. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ile Ki-67 proliferasyon indeksi

ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi

Yapilan IHK degerlendirme sonucunda sporadik hasta grubundan 26 (%86,7) hastada
Ki-67 proliferasyon indeksi < %3, 4 (%13,3) hastada %3 < olarak degerlendirildi.
Kalitsal hasta grubundan ise 7 (%100) hastada Ki-67 proliferasyon indeksi < %3, 0
(%0,0) hastada %3 < olarak degerlendirildi.

Hastalarin sporadik veya kalitsal grup ile Ki-67 proliferasyon indeksi
ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki
kare testi veya Fisher Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,570 olarak saptandi. Sonug
olarak sporadik veya kalitsal grup ile Ki-67 proliferasyon indeksi ekspresyon

seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir iliski bulunamadi (Tablo 4.5).

Yapilan THK degerlendirme sonucunda TNM evre gruplarindan evre |
asamasinda olan hastalardan 18 (%94,7) hasta < %3 , 1 (%5,3) hasta %3 < olarak
degerlendirildi. Evre 1T asamasinda olan hastalardan 4 (%100) hasta < %3, 0 (%0,0)
hasta %3 < olarak degerlendirildi. Evre III asamasinda olan hastalardan 3 (%100)
hasta < %3, 0 (%0,0) hasta %3 < olarak degerlendirildi. Evre IV asamasinda olan
hastalardan ise 8 (%72,7) hasta < %3, 3 (%27,3) hasta %3 < olarak degerlendirildi.

TNM evre gruplar ile Ki-67 proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri
arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya Fisher

Kesin testi kullanild1 ve p degeri 0,316 olarak saptandi. Sonu¢ olarak TNM evre
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gruplar1 ile Ki-67 proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel

acidan anlamli bir iligski bulunamadi (Tablo 4.5).

Yapilan THK degerlendirme sonucunda tek odak MTK’li hastalardan 25
(%96,2) hasta < %3, 1 (%3,8) hasta %3 < olarak degerlendirildi. Multifokal odak
MTK’li hastalardan ise 8 (%72,7) hasta < %3, 3 (%27,3) hasta %3 < olarak
degerlendirildi.

Tek veya multifokal odak gruplar1 ile Ki-67 proliferasyon indeksi ekspresyon
seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Pearson Ki kare testi veya
Fisher Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,070 olarak saptandi. Sonug olarak tek veya
multifokal odak gruplar1 ile Ki-67 proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri

arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki bulundu. (Tablo 4.5).

Yapilan THK degerlendirme sonucunda rekiirens veya metastaz olmayan
hastalardan 20 (%95,2) hasta < %3, 1 (%4,8) hasta %3 < olarak degerlendirildi.
Rekirens veya metastaz olan hastalardan ise 10 (%83,3) < %3, 2 (%16,7) hasta %3

< olarak degerlendirildi.

Rekirens veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile Ki-67 proliferasyon
indeksi ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi igin
Pearson Ki kare testi veya Fisher Kesin testi kullanildi ve p degeri 0,538 olarak
saptandi. Sonug olarak rekirens veya metastaz olan ve olmayan gruplar ile Ki-67
proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel agidan anlamli bir

iligki bulunamadi (Tablo 4.5).
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Tablo 4. 5. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ve Ki-67 proliferasyon
indeksi (%L1) arasindaki korelasyon

Ozellikler Ki-67 (%Ll) Ki-67 (%LlI) p degeri
< %3 %3 <

Sporadik veya Kalitsal
Sporadik 26 (%86,7) 4 (%13,3) 0,570
Kalitsal 7 (%100) 0 (%0,0)

TNM evre
Evre | 18 (%94,7) 1(%5,3) 0,316
Evre Il 4 (%100) 0 (%0,0)
Evre 3 (%100) 0 (%0,0)
Evre IV 8 (%72,7) 3 (%27,3)

Multifokalite
Tek odak 25 (%96,2) 1(%3,8) 0,070
Multifokal odak 8 (%72,7) 3(%27,3)

Rekiirens veya metastaz
Yok 20 (%95,2) 1(%4,8) 0,538
Var 10 (%83,3) 2(%16,7)

4.6. Hastalarin PEDF, VEGF, NF-kB p 65 ekspresyon seviyeleri ile PFS

Hastalar1 PEDF, VEGF, NF-kB p65 ekspresyon seviyeleri ile PFS arasinda
korelasyonun degerlendirilmesi i¢in 2’den ¢ok grub olmasi iizere Spearman’in

siralama korelasyon katsayis1 veya Spearman’in rho testi kullanilda.

PEDF ekspresyon seviyeleri (0, 1, 2, 3) ile PFS arasinda yapilan analiz
sonucunda p degeri 0,193 olarak saptandi ve istatiksel agidan anlamli bir iligki

bulunamadi (Tablo 4.6).

VEGF ekspresyon seviyeleri (0, 1, 2, 3) ile PFS arasinda yapilan analiz
sonucunda Spearmanin korelasyon katsayis1 degeri — 0,407, p degeri 0,019 olarak

saptand1 ve istatiksel agidan negatif yonde orta diizeyde bir iliski bulundu (Tablo 4.6).

NF-kB p65 ekspresyon seviyeleri (0, 1, 2, 3) ile PFS arasinda yapilan analiz
sonucunda p degeri 0,835 olarak saptandi ve istatiksel agidan anlamli bir iligki

bulunamadi (Tablo 4.6).
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Tablo 4. 6. Hastalarin PEDF, VEGF, NF-kB P65 ekspresyon seviyeleri ile PFS
arasindaki korelasyon (SPEARMAN' S RHO)

PFSile korelasyon* p degeri
PEDF -0,232 0,193
0,123
VEGF - 0,407 0,019
0,123
NF-kB -0,038 0,835
0,123

(*Spearman rho korelasyon katsayisi)
PEDF boyama siddeti: 0 — negatif, 1 — zayif pozitif, 2 — orta siddetli pozitif, 3 — kuvvetli pozitif;
VEGF boyama siddeti: 0 — negatif, 1 — zayif pozitif, 2 — orta siddetli pozitif, 3 — kuvvetli pozitif;

NF-kB boyama siddeti: 0 — negatif, 1 — zayif pozitif, 2 — orta siddetli pozitif, 3 — kuvvetli pozitif

4.7. Hastalarin Ki — 67 proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri ile PFS

arasindaki korelasyonunun degerlendirilmesi.

Ki — 67 proliferasyon indeksi grubunda 30 hasta < %3, 3 hasta %3 < olarak
degerlendirildi. Dort hastanin ise PFS’e iliskin verilerine ulasilamadigindan dolay1
istatiksel analize dahil edilemedi. PFS ile Ki-67 proliferasyon indeksi olmak tzere
iki grup arasinda korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Mann — Whitney U testi
kullanild1 ( Medyan, minimum ve maksimum degerler kullanilmistir). Yapilan analiz
sonucunda p degeri 0,837 olarak saptandi ve PFS ile Ki — 67 proliferasyon indeksi

grubu arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki bulunamadi ( Tablo 4.7 ).

Tablo 4. 7. Hastalarin Ki-67 proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri ile
PFS arasindaki korelasyon

Ki-67 % Hasta sayisi p
(n=33) degeri
PFS (ay) < %3 30 0,837
%3 < 3

4.8. Hastalarin PEDF ekspresyon seviyelerinin CD 31 ile karsilastirilmasinin

degerlendirilmesi.

PEDF ekspresyon seviyeleri (0, 1, 2, 3) ile CD 31 arasinda korelasyonun
degerlendirilmesi i¢in 2’den ¢ok grub olmasi nedeniyle Kruskal Wallis testi

kullanildi. Yapilan analiz sonucunda p degeri 0,435 olarak saptandi ve PEDF
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ekspresyon seviyeleri ile CD 31 arasinda istatiksel a¢idan anlamli bir iligki
bulunamadi ( Tablo 4.8 ).

Tablo 4. 8. Hastalarin PEDF ekspresyon seviyelerinin CD 31 ile
karsilastirilmasi

PEDF Hasta Ortanca deger Minimum  Maksimum P
boyama sayisl (median) deger deger degeri
siddeti (n=37)

0 6 9,3300 4,33 22,66 0,435

1 7 12,3300 7,66 23,66

2 14 9,6650 4,00 14,00

3 10 11,4950 4,66 20,00

PEDF boyama siddeti: 0 — negatif, 1 — zayif pozitif, 2 — orta siddetli pozitif, 3 — kuvvetli pozitif

4.9. Hastalarin VEGF ekspresyon seviyelerinin CD 31 ile karsilastiriimasinin

degerlendirilmesi.

VEGF ekspresyon seviyeleri (0, 1, 2, 3) ile CD 31 arasinda korelasyonun
degerlendirilmesi i¢in 2’den ¢ok grub olmasi nedeniyle Kruskal Wallis testi
kullanildi. Ayrica VEGF boyama siddetine gore 2 (orta siddetli pozitif) kategorisinde
1 hasta olmasi nedeniyle Kruskal Wallis test karsilastirma sonucunu vermek uygun
olmadi. Yapilan analiz sonucunda p degeri 0,565 olarak saptandi ve VEGF
ekspresyon seviyeleri ile CD 31 arasinda istatiksel acidan anlamli bir iliski

bulunamadi ( Tablo 4.9).

Tablo 4. 9. Hastalarin VEGF ekspresyon seviyelerinin CD 31 ile
karsilastirilmasi

VEGF Hasta Ortanca deger Minimum Maksimum p
boyama sayisl (median) deger deger degeri
siddeti (n=36)

0 20 11,3300 4,33 23,66 0,565

1 12 11,3300 4,33 22,66

3 4 8,6650 4,00 12,66

VEGF boyama siddeti: 0 — negatif, 1 — zayif pozitif, 3 — kuvvetli pozitif

4.10. Hastalarin NF-kB p65 ekspresyon seviyelerinin CD 31 ile

karsilastirilmasinin degerlendirilmesi.

NF-kB ekspresyon seviyeleri (0, 1, 2, 3 ) ile CD 31 arasinda korelasyonun
degerlendirilmesi i¢in 2’den ¢ok grub olmasi nedeniyle Kruskal Wallis testi
kullanildi. Yapilan analiz sonucunda p degeri 0,413 olarak saptandi ve NF-kB
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ekspresyon seviyeleri ile CD 31 arasinda istatiksel a¢idan anlamli bir iligki
bulunamadi (Tablo 4.10).

Tablo 4. 10. Hastalarin NF-kB P65 ekspresyon seviyelerinin CD 31 ile
karsilastirilmasi

NF-kB Hasta Ortanca deger Minimum Maksimum p
Boyama sayisl (median) deger deger degeri
Siddeti (n=37)

0 10 7,6650 4,00 22,66 0,413

1 18 11,6600 4,33 23,66

2 6 13,1600 5,66 17,66

3 3 11,3300 6,00 17,00

NF-Kb boyama siddeti: 0 — negatif, 1 — zayif pozitif, 2 — orta siddetli pozitif, 3 — kuvvetli pozitif
4.11. Hastalari Ki-67 proliferasyon indeksi seviyelerinin CD 31 ile

karsilastirilmasinin degerlendirilmesi.

Ki — 67 proliferasyon indeksi grubunda 33 hasta < %3, 4 hasta %3 < olarak
degerlendirildi. Ki-67 proliferasyon indeksi ile CD 31 olmak (zere iki grup arasinda
korelasyonun degerlendirilmesi i¢in Mann — Whitney U testi kullanild1 ( Medyan,
minimum ve maksimum degerler kullanilmistir). Yapilan analiz sonucunda p degeri
0,688 olarak saptandi ve Ki — 67 proliferasyon indeksi grubu ile CD 31 arasinda
istatiksel agidan anlamli bir iliski bulunamadi ( Tablo 4.11 ).

Tablo 4. 11. Hastalarin Ki-67 proliferasyon indeksi seviyelerinin CD 31 ile
karsilastirilmasi

Ki-67 (%LI) Hasta sayisi (n=37) p degeri

< %3 33 0,688

%3 < 4
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5. TARTISMA

Calismamizda PEDF, VEGF, NF-kB, Ki-67 proliferasyon indeksi
faktorlerinin MTK doku progresyonunda rolunu ve timor anjiojenezi ile olan
iliskisini  inceledik. Arastrmamizda 37 MTK’li hastanin klinikopatolojik
ozelliklerini degerlendirdik. PEDF, VEGF, NF-kB, Ki-67 proliferasyon indeksi
faktorlerinin MTK doku progresyonunda roliinii degerlendirmek icin hastalarin
sporadik veya kalitsal, TNM evreleme, tek veya multifokal odak, rekiirens veya
bolgesel veya uzak metastaz, PFS gibi klinikopatolojik verilerini uygun patoloji doku
orneklerinin PEDF, VEGF, NF-kB, Ki-67 boyamalari1 sonucu elde edilen ekspresyon
seviyeleriyle olan iliskisini karsilastirdik. Bu karsilastrma sonucunda VEGF
ekspresyon seviyeleri ile PFS arasinda istatiksel acidan negatif yonde orta diizeyde
bir iliski bulundu ve Ki-67 proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri ile tek veya

multifokal odak 6zellikleri arasinda istatiksel agidan anlaml bir iligki saptandi.

Cahsmamizda PEDF, VEGF, NF-kB, Ki-67 proliferasyon indeksi
faktorlerinin tiimor anjiojeneziyle olan iliskisini, bu baglamda mikrodamar
yogunlugu arasinda olan korelasyonunu degerlendirmek icin hastalarmm uygun
patoloji doku érneklerinin PEDF, VEGF, NF-kB, Ki-67 boyamalar1 sonucunda elde
edilen ekspresyon seviyeleri ile uygun patoloji doku &rneklerinin CD 31 ile
boyamasindan elde edilen sonuglariyla karsilastirdik. Bu karsilastirma sonucunda ise

istatiksel acidan herhangi bir anlamlr iligki bulunamadi.

PEDF'Un timor anjiyojenezinde, bilylimesinde ve yayiliminda dnemli bir rol
oynadig1 tespit edilmistir. PEDF, anjiyojenezin en giicli dogal endojen
inhibitdrlerinden biridir. Vascular endothelial growth factor (VEGF) ve fibroblast
growth factor (FGF) gibi proanjiyojenik faktorlerin varliginda bile endotel hiicre
gocilinii engeller. PEDF eksikligi olan fareler, pankreas ve prostat gibi cesitli
organlarda artan stromal mikrodamar yogunlugunu gosterir, bu da PEDF'lin dogal bir
anjiyogenez inhibitorl olarak 6nemli bir rol oynadigini gosterir. Bu nedenle, PEDF,

kanser terapétikleri alaninda 6nemli bir ilgi gérmiistiir (67).



39

Normal dokulardaki yiksek PEDF ekspresyon seviyeleri, kanser dokularinda
bulunan diisiik seviyelerin aksine, tiimdr baskilayici aktiviteye baglanmistir. Ek
olarak, PEDF, noronlar gibi normal hiicrelerde PEDF'iin hiicre sagkalimini ve
farklilagsmasimi indiikledigi, buna karsmm malign tiimorlerin hayvan ve insan
modellerinde PEDF'Uin gucli antianjiyojenik ve antimetastatik aktiviteye sahip
oldugu kesfi nedeniyle son on yilda arastirmalarin merkezi bir odagi haline gelmistir
(3). Daha onceki birgok calisma, PEDF'iin nazofaringeal karsinoma (68), pankreas
kanseri (69), glioma (70), melanom (71) ve meme kanseri (72) hicrelerinin
cogalmasmi ve yayilimini engelledigini gostermistir. Bununla birlikte, birkag
durumda PEDF, tiimorlerin olusumunu ve gelisimini tesvik edebilir. PEDF, ayni
zamanda, hepatoseliler karsinom ilerlemesi ve metastaz ile de 6nemli 6lctide iliskili
bulunmustur (73). Yakin zamanda, Tang ve arkadaglar1 PEDF'iin 6zofagus kanseri

hiicre biiylimesini destekledigini bildirmistir (74).

Tiroid kanserlerine iligskin literatiirde yapilan ¢alismalardan sadece papiller
tiroid karsinomlarda (PTK) Yichen ve arkadaslart PEDF’{in roliini arastirmis, ayrica
PEDF’iin PTK tiim6r anjiogeneziyle olan iliskisini degerlendirmislerdir. Yichen ve
arkadaglarinin ¢aligmas1 sonucunda PEDF ekspresyon seviyeleri ile PTK’un
calismaya dahil edilen lenf nodu metastazi (LNM), ekstratiroid invazyonu, yiiksek
TNM evresi, BRAFV600E mutasyonunun varligi ve tiimor boyutu gibi
klinikopatolojik 6zellikleri anlamli sekilde korele bulunmustur. Ayrica PEDF’iin
PTK tiimOr anjiojenezisi ile iliskisinin degerlendirilmesi sonucunda PEDF’{in
hypoxia inducible factor la (HIF1a)-VEGF yolunu etkileyerek antianjiyojenez

roliiniin olabilecegi gosterilmistir (75).

Bizim c¢alismamiz ise PEDF’iin ekspresyon seviyelerinin MTK doku
progresyonundaki roliniin ve timor anjiojeneziyle olan iligkisinin degerlendirilmesi
iizerine literatlirde ilk kez yapilan bir arastirmadir ve arastirmamiz sonucunda
PEDF’iin ekspresyon seviyeleri ile MTK doku progresyonu ve timor anjiojenezi
arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir. Bu ag¢idan bakildiginda, MTK’da
PTK’dan farkli olarak PEDF’in anjiojenezin modifikasyonunda 6nemli bir rolii
olmadig1 sonucuna varilabilir, ancak bu durum daha ileri ve genis hasta sayisi

iceren ileri ¢aligmalarla verifiye edilmelidir.

Tiimorler proanjiyojenik biiyiime faktorleri iiretir. Bunlarin arasinda

VEGF'lUn en 6nemli faktor oldugu diistiniilmektedir, ¢linkil VEGF, anjiyojenezin tim
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basamaklarini izleyerek proanjiyojenik etki gosterir: vaskiiler gecirgenlik ki, bu,
ayrilmis endotelyal hiicreler i¢in gecici bir iskele olusturan plazma proteinlerinin
ekstidasyonuna izin verir, endotelyal hiicre proliferasyonu, endotelyal hiicre gocu
veya c¢evreleyen dokuya invazyon ve son olarak kapiler kilcal damar benzeri damar
ag1 olusumu. Bu nedenle VEGF-A, fizyolojik ve patolojik anjiyogenezin ana
diizenleyicisidir. VEGF, fizyolojik kosullar altinda, hypoxia inducible factor (HIF)'in
promotoriine baglanmasi yoluyla hipoksi ile diizenlenen bir gen olsa da, VEGF,
cesitli timorlerde yliksek oranda eksprese edilir. VEGF-A, ya vascular endothelial
growth factor receptor 1 (VEGFR-1) ya da VEGFR-2 yoluyla endotel hiicrelerine
spesifik olarak baglanir. Boylece VEGF/VEGFR ile etkilesime giren cesitli
inhibitérler FDA onayr almistir ve su anda klinik kullanimdadir; insan VEGF
bevacizumab't bloke eden monoklonal antikorun yani sira sorafenib, sunitinib ve
pazopanib gibi VEGFR-2 tirozin kinazin kii¢iik molekiillii inhibitorleri de belirli
timor tipleri igin onaylanmistir. Antianjiyogenik tedavilerin uygulanmasinin, bébrek
hiicreli kanser, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, yumurtalik ve kolorektal
kanser gibi ileri maligniteleri olan hastalarda progresyonsuz sagkalim siiresi (PFS)
veya genel sagkalim siiresini (OS) uzattig1 ve objektif timor yanitlarmi iyilestirdigi
gosterilmistir (76). Ilging bir sekilde, birkagc bildiri, VEGFR ekspresyonu ile kanserli
anjiyogenez veya metastaz arasindaki ters korelasyonu gostermistir. Bu tiir
arastirmalar, VEGFR-1'in tiimor biliylimesini kalic1 olarak baskiladigmi ve
fibrosarkom ve glioblastoma, ileri bobrek kanseri, meme kanseri, akut miyeloid
l6semi, kolorektal kanser ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri olan
kemirgenlerde veya insanlarda genel hayatta kalma oranini destekleyen metastazi

azalttigin1 gostermistir (77).

Tiroid kanserlerine iligkin arastirmalarda VEGF  ekspresyonunun
immunohistokimyasal analizi ile Vieira ve arkadaslar1 papiller tiroid karsinomlarda
(%79), follikiler tiroid karsinomaya (%50) veya indiferansiye tiroid karsinomaya
(%37) gore onemli Olglide daha fazla yayginlik bulmuslardir. Kilicarslan ve
arkadaslar1 papiller tiroid karsinomlarinda normal tiroid dokularindan daha gugli bir
ekspresyon bulmuslardir (78). Clarissa Cap ve arkadaglart MTK timor drneklerinin
%90'mdan fazlasmda VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin asir1 ekspresyonunu

bulmuslardir. Ayrica VEGF-A boyamasmin hastalarin klinik prezentasyon veya
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tumor agresifligi ile iliskili olmadigini, VEGFR-2’nin cerrahi yasla iliskili oldugunu,

VEGFR-1'in ise tiimdr evresi ile ters korelasyon gosterdigini bulmuslardir (79).

Bizim c¢alismamizda VEGF ekspresyon seviyelerinin  MTK doku
progresyonundaki roliiniin degerlendirilmesinde VEGF ekspresyon seviyeleri ile
PFS arasinda istatiksel agidan negatif yonde orta diizeyde bir iliski bulundu, timaérin
caligmaya dahil edilen diger 6zellikleri olan sporadik veya kalitsal, TNM evreleme,
rekirens veya bolgesel veya uzak metastaz, tek veya multifokal odak gibi
klinikopatolojik verileri ve tiimor anjiogenezi ile istatiksel agidan herhangi bir iliski

bulunamadi.

Neredeyse tim hicrelerde bulunan bir transkripsiyon faktorleri ailesi olan
NF-kB proteinlerinin, bir dizi insan malignitesinin blyimesinde 6nemli roller
oynadig1 bilinmektedir (80). NF-«xB, tiimér mikrogevresini olusturan sitokinlerin,
kemokinlerin, bliyume faktorlerinin ve diger molekillerin tretimini tesvik eder (81).
Son yirmi yilda, NF-kB'nin ¢esitli rolleri, 16semi, lenfoma, bas ve boyun skuamoéz
karsinomu, yumurtalik, prostat, kolon ve meme kanserleri dahil olmak tizere ¢oklu
karsinomlarda belgelenmistir. Bu ¢esitli etkiler, hiicre proliferasyonu, antiapoptoz,
tumor progresyonu ve invazyonunun yani sira kemoterapi ve radyoterapiye direncgle
baglantilidir. NF-KkB sinyal yolunun tiroid karsinomunun baslamasi ve ilerlemesinde
onemli bir rol oynadigi artik iyi bilinmektedir (80). NF-kB'nin tiimorlerde
aktivasyonu, hem enfeksiy6z ve fiziksel veya kimyasal ajanlar gibi klasik inflamatuar
uyaranlara verilen bir yanittan, hem de onkogen aktivasyonunun sonucundan
kaynaklanabilir. ikincisinin tipik bir 6rnegi, tiroid kanseri de dahil olmak tizere gesitli
kanser tirlerinde yer alan RET onkogenidir. RET geninin aktive edici mutasyonlari,
mediiller tiroid karsinomlarindan sorumludur (81). Ilgi ¢ekici olan, RET proto-
onkogeninin aktive edici mutasyonlari, NF-kB'nin yapisal ktivitesine neden olur ve
bu siire¢ RET aracili karsinojenez icin 6nemlidir. Bu nedenle, NF-kB sinyalinin bloke
edilmesi, 6zellikle ilerlemis hastalik olmak {izere tiroid karsinomu igin yeni bir

terapotik stratejiyi temsil edebilir (80).

Literatiirden goriildiigli iizere NF-kB ile ilgili yapilan arastirimalarla NF-
kB’nin tiimdr aktivasyonunda prokanserogenez rolii gosterilmistir, bizim
caligmamizda ise NF-kB ekspresyon seviyeleri ile MTK doku progresyonu ve tumaor

anjiogenezi arasinda herhangi bir iliski bulunamamustur.



42

Ki-67, hicre déngusinin G1, S, G2 ve M fazlar1 sirasinda aktif kalir, bu da
onu htcre proliferasyonunun mikemmel bir belirteci ve onkogenezin kabul edilen
bir ayirt edici Ozelligi haline getirir (82). Birkag c¢alisma Ki-67'nin insan
kanserlerinde, 6zellikle néroendokrin tlmorlerde prognostik 6nemi oldugunu
gostermistir (83). Carr ve arkadaslari tiroid tiimorlerinde, anaplastik tlimorlerin iyi
diferansiye tiroid timorlerinden daha ylksek Ki-67 indekslerine sahip oldugunu,
Erickson ve arkadaslari ise tiroidin Hiirthle hiicreli karsinomlarinin benign Hiirthle
hicreli adenomlardan daha yuksek Ki-67 indekslerine sahip oldugunu gostermisler.
Tisel ve arkadaglar1 metastaz yapmig primer MTK tiimdrlerinde, metastazi olmayan
primer timdrlere gore dnemli 6lgiide daha yiiksek Ki-67 indeksleri bulundugunu
gostermisler (84). Bazi yazarlar ise Ki-67 proliferasyon indeksinin her zaman
timoriin  klinik belirtileriyle Ortiisgmeyebilecegini ve bazen Ki-67'nin diisiik
ekspresyonuna sahip tumorlerin, Ki-67'nin daha ylksek ekspresyonuna sahip

tiimorlerden daha agresif oldugunu iddia etmektedir (85).

Calismamizda Ki-67 proliferasyon indeksi seviyelerinin  MTK doku
progresyonundaki roliiniin degerlendirilmesinde Ki-67 proliferasyon indeski
seviyeleri ile timorin sadece tek veya multifokal odak 6zellikleri arasinda istatiksel
acidan anlamli sekilde korele iliski bulunmus, tiimoriin calismaya dahil edilen diger
Ozellikleri olan sporadik veya kalitsal, TNM evreleme, rekiirens veya bolgesel veya
uzak metastaz, PFS gibi klinikopatolojik verileri ve timor anjiogenezi ile istatiksel

acidan herhangi bir iligki bulunamamuistir.

Cahsmanin kisithhklar::

1. Tek bir kurumdan alinan ve hasta sayisinin diisiik oldugu retrospektif

calisma olmasi

2. Teknik nedenlerden dolay1 ( doku dokiilmesi sonucunda boyamalarin

degerlendirilememesi) hasta sayisinda diisiis olmasi

3. Cerrahi sonrasi takibi olmayan hastalarin rekiirens veya metastaz, PFS gibi
klinik verilerine ulagilamamas1 sonucunda bu hastalarin istatiksel degerlendirmeye

dahil edilememeleri
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4. Cerrahi sonrasi hastalarin cogunun takip stirecindeki diizensizlikler olmas1

nedeniyle genel sagkalim verilerinin ¢alismaya dahil edilememesi
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri’ne 2000-
2015 yillar1 arasinda bagvuran ve MTK tanis1 konulan 37 vakayi retrospektif olarak
inceledik. Olgularm klinikopatolojik 6zellikleri, MTK tiim6r dokularinda PEDF,
VEGF, NF-Kb, Ki-67 prolferasyon indeksi ekspresyon seviyelerinin MTK doku

progresyonunda roliinii ve tiimdr anjiojenezi ile olan iliskisini arastirdik.

Calismamizda hastalarin klinikopatolojik ozellikleri olarak sporadik veya
kalitsal, TNM evrelendirme, tek veya multifokal odak, rekiirens veya bolgesel veya
uzak metastaz, progresyonsuz sag kalim stresi (PFS) ile ilgili verileri degerlendirildi
ve uygun patoloji doku drneklerinin PEDF, VEGF, Nf-Kb, Ki-67 boyamalar1 sonucu
elde edilen ekspresyon seviyeleriyle olan iliskisi karsilastirildi. Bu karsilastirma
sonucunda VEGF ekspresyon seviyeleri ile PFS arasinda istatiksel agidan negatif
yonde orta diizeyde bir iliski bulundu (rho = - 0,407, p = 0,019) ve Ki-67
proliferasyon indeksi ekspresyon seviyeleri ile tek veya multifokal odak 6zellikleri

arasinda istatiksel agidan anlamli bir iligki saptand1 (p = 0,070).

Calismamizda PEDF, VEGF, NF-Kb, Ki-67 proliferasyon indeksi
faktorlerinin tiimor anjiojeneziyle olan iliskisini, bu baglamda MVD arasinda olan
korelasyonunu degerlendirmek i¢in hastalarin uygun patoloji doku orneklerinin
PEDF, VEGF, Nf-Kb, Ki-67 boyamalar1 sonucunda elde edilen ekspresyon seviyeleri
ile uygun patoloji doku 6rneklerinin CD 31 ile boyamasindan elde edilen sonuglariyla
karsilastirdik. Bu karsilagtirma sonucunda ise istatiksel agidan herhangi bir anlamli

iliski bulunamadu.

Sonu¢ olarak, MTK tiim6r dokusunda on planda arastirilmasi amaglanan
PEDF ekspresyon seviyelerinin, tumor anjiojenezi, doku progresyonu ve Koti
prognostik klinikopatolojik parametrelerle anlamli bir iliskisi olmadigir saptandi.
Caliymamiz PEDF’iin MTK doku progresyonundaki roliiniin ve tumor
anjiojeneziyle olan iligkisinin degerlendirilmesi tGzerine yapilmis ilk aragtirmadir ve
sonuglarimiz, MTK’nm olusturdugu tiimor anjiojenezinin modifikasyonunda,
PTK’da gozlenenin aksine, PEDF’in etkili olmadigini disiindiirmektedir. Bu

bulgular, daha ileri ve genis hasta sayisi igeren arastirmalarla verifiye edilmelidir.
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