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KISALTMALAR
AIT: Apikal iyod tasiyici
ATK: Anaplastik tiroid kanseri
BRAF: V-raf fare sarkoma viral onkogen homologu B1
CDK2: Siklin bagimli kinaz 2
c-Myc: Myelositomasis hiicresel onkogen homologu
CP: Asma noktasi
CYP24ALl: 24-hidroksilaz
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DTK: Diferansiye tiroid kanseri
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HRAS: Transforme edici protein 21
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IkB: Niikleer faktor kappa B inhibit6r proteini
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p27/kipl: Siklin bagimli kinaz inhibitorii 1B
p53: Protein 53
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TESEKKUR

Universite smavini ilk seferinde kazanamadigim zaman odama gelip “Bana evlat lazim,
iiniversite degil” diyerek beni hayata déndiiren babam Fadil SIPAHI’yi; sagduyusunu,
sicakligini, hosgoriisiinii ve nesesini hala hissedebildigim annem Nazife SIPAHI’yi rahmetle
antyorum. Bana biraktiginiz giizel anilar o kadar ¢ok ki, kimi zaman kalbime sigdiramiyorum
ikinizi de.

Cocuklugumda beni yaramazlik konusunda sabirla egiten, bana kitap okumayi, santrang
oynamay1 sevdiren; zekasina, bilgi birikimine, kiiltiiriine hep saygi duydugum agabeyim Can
SIPAHIye,

Tanistigimiz giinden bu yana sadece bilgi birikimiyle degil, giiler yliziinii ve
hosgoriisiinii benden biran olsun eksik etmeyen danismanim Prof. Dr. Giilgiin OKTAY ’a,

Destegini ve giiler yiizlinii her zaman hissettigim Molekiiler Tip Anabilim Baskan1 Giil
GUNER AKDOGAN’a

Bu siiregte beni yalniz birakmayan, pratik zekasi, tecriibesi, azmi ve ¢aliskanligi ile beni
her zaman sasirtmay1 basaran, yol arkadasim Didem KELES’e,

Her tiirlii laboratuvar destegini sagladiklar1 icin ARLAB ve UYDU LAB c¢alisanlarina,
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OZET
INDIFERANSIYE INSAN ANAPLASTIK TiROIT KARSINOMA HUCRE
HATTINDA KALSITRIOLUN NDRG2 (N-MYC DOWNSTREAM REGULATED
GENE-2) VE NIS (SODYUM iYOT SIMPORTER) GEN EKSPRESYONLARI
UZERINDEKI OLASI ETKISI

Murat SIPAHI
Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Molekiiler Tip Anabilim Dah, 35340 inciralti-izmir

Giris: Anaplastik tiroid kanseri en agresif neoplazilerden biridir. Sodyum-iyod simporter ve
TSH-reseptoriindeki ekspresyon kayiplari, tiroidektomi ya da radyoaktif iyodiir tedavisi gibi
konvensiyonel tedavilerin sonugsuz kalmasina neden olmaktadir. Ameliyat, radyoterapi ve
agresif kemoterapi ajanlarinm birlikte kullanildigi multimodel tedavilere ragmen, sag kalim
olduke¢a diisiiktiir. Bu nedenle anaplastik tiroid kanserinin tedavisinde timor biiyiimesini
inhibe edici ve diferansiyasyonu tetikleyici, kemoterapotikler ile kullaniminda diisiik
sitotoksisite gosteren ajanlarin gelistirilmesi onemlidir.

Amag¢: Bu calismanm amaci Nthy-ori-3-1 hiicreleri ile 8505C hiicrelerinde N-Myc
Dowstream Regulated Gene-2 (NDRG2) ve Sodyum-iyot Simporter (NIS) gen
ekspresyonlarindaki olas1 farkin karsilastirilmasi ve 1,25-dihidroksivitamin D3’iin (kalsitriol)
farkli siirelerde iniibasyonunun 8505C hiicrelerinde hiicre canliligi ile NDRG2 ve NIS gen
ekspresyonlari lizerindeki meydana getirebilecegi olas1 degisimlerin incelenmesidir.

Materyal ve Yontemler: Calisma, Nthy-ori-3-1 normal insan tiroid follikiiler epitelyal
hiicreleri ile 8505C indiferansiye insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerinde
gergeklestirildi. Her iki hiicre hattindaki baglangic NDRG2 ve NIS gen ekspresyon diizeyleri
Real-Time Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) ile incelendi. Kalsitriolin 8505C hiicre
hattinda, hiicre canlilif1 tizerindeki etkisi WST-1 testi ile degerlendirildi. Kalsitrioliin 8505C
hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 iizerinde meydana getirdigi olas1 degisimler
de RT-PCR ile degerlendirildi.

Bulgular: Nthy-ori-3-1 hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlari, 8505C hiicrelerine
gore anlaml Olciide yiiksek bulundu. WST-1 bulgularina gére 8505C hiicrelerinin 60 nM
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kalsitriol ile 24,48 ve 72 saat inkiibasyonlar1 sonucu, kalsitrioliin hiicre canliligi iizerinde
sirastyla %62, %63 ve %56 diizeyinde azalma meydana getirdigi gozlendi. 60 nM Kalsitriol
ile 24 ve 48 saat inkiibe edilen 8505C hiicreleri ile kalsitriol uygulanmayan kontrol grubu
arasinda NDRG?2 ve NIS gen ekspresyonlar1 bakimindan anlamli bir fark bulunmadi.

Sonug: Nthy-ori-3-1 hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 8505C hiicrelerine gore
anlamli l¢iide yiiksek bulundu. Ancak kalsitrioliin 8505C hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen

ekspresyonlar1 iizerinde anlamli bir fark yaratmadigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Anaplastik tiroid kanseri, 1,25-dihidroksivitamin D3, N-myc

Donwstream Regulated Gene-2, Sodyum-iyot Simporter
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ABSTRACT
THE POSSIBLE EFFECT OF CALCITRIOL ON NDRG2 (N-MYC DOWNSTREAM
REGULATED GENE-2) AND NIS (SODIUM-IODIDE SYMPORTER) GENE
EXPRESSIONS IN UNDIFFERANTIATED HUMAN ANAPLASTIC THYROID
CANCER CELL LINE

Murat SIPAHI
Dokuz Eylul University, Graduate School of Health Sciences,
Department of Molecular Medicine, 35340, Inciralti, Izmir

Background: Anaplastic thyroid cancer is one of the most agressive neoplasm. The loss of
expressions in sodium-iodide symporter and TSH-receptor leads to failed conventional
therapies such as thyroidectomy and radioactive iodide treatment. Despite surgery,
radiotherapy and chemotherapy agents used in combination with aggressive multimodal
therapies, the survival rate is extremely low. Thus, it is important to develop tumor growth
inhibiting and differantiation inducing agents which can be used with chemotherapeutics that
have low cytotoxicity.

Aim: The aim of this study is to compare the possible difference of N-myc Downstream
Regulated Gene-2 (NDRG2) and Sodium-lodide Symporter (NIS) gene expressions in Nthy-
ori-3-1 and 8505C cells and to investigate the possible effects of 1,25- dihydroxyvitamin D3
(calcitriol) on cell viability as well as NDRG2 and NIS gen expressions in 8505C cells with
different incubatoin time.

Material and Methods: This study was carried out on Nthy-ori-3-1, normal human thyroid
follicular epithelial cells and 8505C, undifferentiated human anaplastic thyroid carcinoma cell
line. The basal expression levels of NDRG2 and NIS on both cell lines were investigated with
RT-PCR. The effect of calcitriol on cell viability was evaluated with WST-1 test. The changes
in NDRG2 and NIS gene expressions in calcitriol treated 8505C cells were also investigated
with Real-Time Polimerase Chain Reaction.

Results: NDRG2 and NIS gene expressions were found significantly higher in Nthy-ori-3-1
cells compared with 8505C cells. According to WST-1 test results, the incubation of 8505C
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cells with 60 uM calcitriol by 24 - 48 and 72 hours resulted in 62% - 63% and 56% decrease
in cell viability, respectively. No significant differences were found in NDRG2 and NIS gene
expressions between control group without calcitriol and 8505C cells which were incubated
with 60 uM calcitriol by 24 and 48 hours.

Conclusions: NDRG2 and NIS gene expressions were found significantly higher in Nthy-ori-
3-1 cells compared to 8505C cells. However, it was shown that calcitriol didn’t lead to any
differences on NDRG2 and NIS gene expressions in 8505C cells.

Keywords: Anaplastic thyroid cancer, 1-25dihyroxivitamin D3, N-myc Dowstream Regulated
Gene-2, Sodium-lodide Symporter
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1. GIiRIiS VE AMAC

Tiroid bezinde meydana gelen ve malign bir neoplazi olan tiroid kanseri endokrin
organlarda en sik goriilen malignitedir. Ozellikle sanayilesmis iilkelerde insidans1 hizla
artmaktadir ve Birlesik Devletlerde gecen 30 yil i¢cinde insidansin iige katlandig1 bildirilmistir
(2).

Anaplastik tiroid kanseri (ATK), en az goriilen tiroid kanseri tiirii olmasina ragmen ¢ok
hizli seyretmesi nedeniyle tiroid tiimorlerinin en agresif olanidir. Anaplastik karsinomalar de
novo olusabildikleri gibi papiller ve follikiiler karsinomalarin birka¢ dediferansiyasyon adimi
gecirmesiyle de meydana gelebilirler (2). Anaplastik tiroid kanseri ge¢ yaslarda (60-70) daha
sik gozlenir (3). Tan1 konduktan sonra ortalama yasam siiresi 6 aydir (4).

Yagda ¢Oziiniir bir vitamin olan D vitamini insanlarda prohormon olarak fonksiyon
gosterir ve giines 1s183min yeterli oldugu kosullarda Vitamin D3 seklinde sentezlenir. Vitamin
D’nin aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D3 (kalsitriol), vitamin D reseptorii (VDR) ile
etkileserek hiicrede bir dizi molekiiler olayi tetikler. Boylece kalsiyum metabolizmasi, hiicre
proliferasyonu ve immun cevap diizenlenir (5). In vivo ve in vitro ¢alismalar D vitamininin
hiicre biiytimesi (6-8) , apoptoz (9-11), anjiyogenez (12, 13) ve inflamasyon (14) i¢in 6nemli
olan gen ekspresyonlar1 {izerinde direkt ya da indirekt etki ettigini belirterek anti-kanser
potansiyelinde oldugunu gostermistir.

N-Myc Downstream Regulated Gene-2 (NDRG2), N-Myc Downstream Regulated Gene
(NDRG) protein ailesinin bir tiyesidir (15) ve hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ile stres
yanitlarinda rol oynar. Kanser alaninda yapilan son ¢aligsmalar, bu proteinin tiimor biiylimesi
ile tiimoriin invazyon ve metastaz yetenegini azaltarak tiimor baskilayici fonksiyonun yani
sira timor diferansiasyonunu indiikleyici 6zellikte oldugunu gostermistir (16-19).

Sodyum-iyod simporter (NIS) 13 transmembran domaininden olusan membrana bagli
bir glikoproteindir. Follikiil hiicrelerinin bazolateral membraninda eksprese olur ve kandaki
iyodiiriin follikiil hiicrelerinde birikmesine aracilik eder (20). Anaplastik kanserinde sodyum-
iyod simporter (NIS) ve TSH-reseptoriindeki (TSH-R) ekspresyon kaybi, tiroidektomi ya da
radyoaktif iyodiir tedavisi, gibi konvensiyonel tedavilerin sonug¢suz kalmasma neden
olmaktadir (21).

Bu calismada, Nthy-ori 3-1 insan tiroid follikiiler epitelyal hiicreleri ile 8505C insan

anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinde diferansiyasyon iliski bir gen olan NDRG2 ve tiroid



kanserinde diferansiyasyon belirteci olarak tanimlanmig NIS gen ekspresyonlar1 arasmdaki
olas1 fark ile kalsitrioliin 8505C hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen ekspresyonu iizerinde
meydana getirebilecegi olas1 degisimlerin incelenmesi planlandi. Bu plan dogrultusunda iki
hipotez meydana getirildi.

Hipotez 1: “Nthy-ori 3-1 hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 8505C
hiicrelerinde gore anlamli 6l¢tide fazladir.”

Hipotez 1: “Kalsitriol, 8505C hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 anlaml1
Olctlide arttirir.”

Bu amagla uygun kalsitriol dozu, “WST-1 Hiicre Canlilik” testi ile belirlendi. Her iki
hiicre hatt1 arasindaki genlerin ekspresyon farkliliklari ile kalsitrioliin gen ekspresyonlari
tizerindeki etkileri “Gerg¢ek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)” ile

degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 TIROIT KANSERI

Tiroid kanseri endrokrin organlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiirtidiir. Tiroid
tiimdrlerinin biiyiik bir boliimi tiroid follikiiler epitelyal hiicrelerden, %3-5"1 parafollikiiler ya
da C hiicrelerinden meydana gelir. Follikiiler hiicre kaynakl tiroid kanserleri, iyi diferansiye
papiller ve follikiiler karsinoma, kotii diferansiye karsinoma ve anaplastik (indiferansiye)
karsinoma olarak alt siniflara ayrilir (2). Follikiiler adenomalar, bazi follikiiler karsinomalara
onciiliik edebilen benign tiimorlerdir. Kotii diferansiye ve anaplastik tiroid karsinomalar de
novo olusabildikleri gibi papiller ve follikiiler karsinomalarin birka¢ dediferansiyasyon

adimindan gegmesiyle de meydana gelebilirler (Sekil 1).

Papiller Karsinoma |
> s ——
— "5\~>
=R X » —
» | Kotii Diferansiye »| Anaplastik
Karsinoma Karsinoma
4 =
Follikiiler Hiicre A ===
#ollikiiler Karsinom%—-' —
\ v
Follikiiler Adenoma \ ’
Benign neoplazi Iyi iferansiye kanser Kiti diferansiye kanser indiferansiye kanser

Sekil 1. Follikiiler epitelyal hiicrelerden kdken alan tiroid kanserinde dediferansiyasyon
adimlar1 (2).

Tiroid kanseri, yetigkinlerin biiyiik bir kisminda elle muayene ve goriintiilemeyle fark
edilen tiroid nodiillerinde meydana gelir (22) . Cogu tiroid nodiilii benigndir ve klinik agidan
kanser barmdiran nodiillerin dogru ve hizl sekilde tanimlanmasi biiyiik 6nem teskil eder.

Tiroid nodiillerinden ince igne aspirasyon biyopsisi (IIBA) ile érnek almarak yapilan
sitolojik inceleme giliniimiizde en tutarli ve en yaygin tanisal aragtir. Cogu durumda nodiillerin
benign ya da malign olmalari ile ilgili kesin bir tan1 konsa da, tiim olgularmn %25’inde {IBA

ile kesin bir sonuca ulagilamamaktadir (23-27). Bu tip nodiiller yeni diyagnostik yaklasimlar1



gerektirmektedir.
2.1.1 Insidans

Hundahl ve arkadaglarinin US National Cancerlnstitute’s Surveillance Epidemiology
and End Results (SEER) veri tabani iizerinde yaptiklari ¢alismada, 1985 ile 1995 yillar
arasinda 53.856 tiroid kanseri olgusunun kayda alindigini bildirmislerdir (28). Benzer bir
rapor Europe of GLOBOCAN 2000 tarafindan ortaya sunulmus, 2000 yilinda diinya
genelindeki tiroid kanseri olgu sayisinin 122.803 oldugu ve tiroid kanserine bagli 8570 6liim
gerceklestigi bildirilmistir (29). Bu bilgilerin yani sira, son 30 yil igerisinde tiroid kanseri
insidansinda Amerika basta olmak {izere, Asya, Avrupa ve Gliney Amerika’da yaklasik 2,5
kat bir artis gozlendigi saptanmistir (29, 30). Diinya genelinde tiroid kanserinde en biiyiik
artis ise %177,8 erkeklerde ve %252,2 kadinlarda olmak tizere Giliney Avusturalya’dadir.
Insidanstaki artis biiyiik 6lciide, ultrasonografi basta olmak iizere yiiksek ¢oziiniirliiklii
goriintiilemenin ve kiiciik nodiiller iizerinde ince igne aspirasyon biyopsisinin (IIAB) artan
kullannminin bir sonucudur. 1975-2006 yillar1 arasinda, kadmlarda ve erkeklerde goriilen
tiroid kanseri olgularinin yillara bagl grafigi asagida belirtilmistir (29) (Sekil 2).

1975-2006 yillar: arasinda kadin ve
erkeklerdeki insidans
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Sekil 2. 1975-2006 yillar1 arasinda kadnlar ve erkeklerde tiroid kanseri insidansindaki artig
(29).

2.1.2 Mortalite

Birgok tiroid kanseri olgusunda iyi prognoz gézlenmesinden dolayi, tiroid kanserine



baglt yillik 6liim orani oldukca diisiiktiir; milyonda ortalama bes 6lim gerceklesmektedir.
Mortalite oranlari, 6zellikte 50 yas alti1 bireylerde olduk¢a diigmektedir. ABD’de, tiroid
kanserine bagli yillik yaklagik 1490 oliim gergeklestigi bildirilmis (31), bu sayinm tiim
kanserlere bagli oliimlerin yalnizca %0,26’sin1 olusturdugu bildirilmistir. Artan insidansa
ragmen, erken tani, gelismis tedaviler, anaplastik tiroid kanserinde azalan insidans nedeniyle,
son 50 yilda mortalite azalmustir. Oyle Ki, tiroid kanserine iliskin 5 yillik sag kalim oran1 %80
iken, 1992-1999 yillar1 arasinda bu oran %96’ya ulagmistir.

2.1.3 Risk Faktorleri

Tiroid kanseri insidansi ile belirli risk faktorleri arasinda giiglii bir iliski bulunmaktadir.
Bunlarin bazilar1 asagida belirtilmistir:

1- Tiroid kanserinde insidans, yas ile birlikte artar.

2- Kadinlarda goriilme sikligi, erkeklerden daha yiiksektir (32). Bu duruma hormonlarin
neden oldugu belirtilmektedir. Bazi calismalar, hamilelik siiresince meydana gelen
biyolojik degisimlerin tiroid kanseri riskini arttirdigini belirtmistir (33-35).

3- Hashimoto tiroiditinin, tiroid lenfoma gelisimi riskini arttirdigi saptanmustir (36).

4- Iyot bakimindan fakir bir diyet ve radyasyona maruz kalmak tiroid kanserine

yakalanma riskini arttirmaktadir (32).

2.1.4 Genetik Degisikliker

Diger kanser tiirlerine benzer sekilde, tiroid kanserinin baslangict ve ilerleyisi,
aktifleyici ve inaktifleyici somatik mutasyonlari, gen ekspresyon paternlerinde meydana gelen
degisimleri, microRNA (miRNA) disregiilasyonunu ve anormal gen metilasyonunu kapsayan
cesitli genetik ve epigenetik degisimlerin asamali olarak birikimi sonucu meydana gelir. Bu
degisimler icerisinde, elde edilen bir¢ok veri, erken transformasyon siirecinde meydana gelen

ve kanser gelisiminde rol alan somatik mutasyonlarla ilgilidir.



2.1.4.1 Somatik Mutasyonlar

Tiroid kanserinde yer alan ¢ogu mutasyon, MAPK
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Sekil 3. Tiroit kanserinde rol alan

yeniden diizenlenmesidir. Tiroid kanserinin ilerleyisi ve o sinyal yolaklart (2).

dediferansiyasyonu, PI3K-AKT yolagini ve diger sinyal

yollarmni etkileyen ek mutasyonlar1 igerir.

2.1.4.1.1 RET/PTC Diizenlenmeleri

RET/PTC papiller tiroid kanserinde goriilen kromozomal bir yeniden diizenlenmedir
(41). Yeniden diizenlenmenin sonucu olarak, RET geninin bir kism1 birtakim olas1 genlerle
birlesir. RET geninin bir kismui igeren bu genler, RET proteinine ait ve biitiinligi
bozulmamis tirozin kinaz domainini kodlar. Bu durum, tiroid hiicrelerinde MPAK sinyal
yolaginin devamli uyarilmasina ve tiimorogenez ile sonuglanan RET/PTC proteinin

ekspresyonu ile ligand bagimli dimerizasyonuna neden olur (42-44).

2.1.41.2 Ras Mutasyonlart

Insan HRAS, KRAS ve NRAS genleri, hiicre membraninm ig yiizeyinde yer alan ve
hiicre membran reseptor kinazlar1 ile G-protein eslikli reseptorler olan MAPK, PI3K-AKT ve
diger sinyal yollarindan tiireyen sinyalleri ileten G-proteinlerini kodlarlar. Aktive edici nokta
mutasyonlari, RAS geninde tipik olarak 12,13 ve 61 nolu kodonlar1 etkilemektedir. Tiroid
kanserinde, NRAS 61 nolu kodon ile HRAS 61 nolu kodon mutasyonlar1 yaygindir. RAS



mutasyonlar1 papiller tiroid kanseri olgularmin %10-20’sinde, follikiiler tiroid kanseri
olgularinin  %40-50’sinde, kotii diferansiye ve anaplastik karsinomalarin %20-40’inda

goriilmektedir (45-51).

2.1.41.3 BRAF Mutasyonlar

Bir serin-treonin kinaz olan BRAF, RAS tarafindan baglandiktan ve aktive edildikten
sonra hiicre membranina transloke olarak MAPK kinaz ve diger asagi-yonlii hedeflerin
fosforilasyonu ile aktivasyonuna neden olur. Tiroid kanserinde BRAF nokta mutasyonlari,
insersiyonlar ya da kromozomal yeniden diizenlenmeler tarafindan aktiflenebilir. Aktivasyon
mekanizmalarindan en yaygini 1799 nolu niikleotitteki timin-adenin degisimidir ve 600 nolu
rezidide valin-glutamat degisimi (Val600Glu) ile sonuglanir (38, 40). Bu tip BRAF
mutasyonu, tiroid kanserindeki tiim BRAF mutasyonlarinin %98-99’unu olusturur. Diger
degisimler Lys601Glu nokta mutasyonunu, 600 nolu kodonu iceren kii¢iik cerceve igi
insersiyonlarini ya da delesyonlarini (52-56) ve AKAP9/BRAF yeniden diizenlenmesini icerir
(57).

BRAF Val600Glu aminoasit yer degisimi papiller tiroid kanserinde en sik goriilen (olgularin
%40-45’inde) genetik degisikliktir (58). Mutasyon ayni zamanda kotii diferansiye tiroid
kanserlerinin %20-40, anaplastik tiroid kanserlerinin %30-40’inda gériilmektedir (59-62).

2.1.4.1.4 PAX8/PPARy Yeniden Diizenlenmesi

Bu yeniden diizenlenme, PAXS8 geninin bir kismi1 ile PPARYy geninin flizyonunu igerir.
Bu fiizyon kimerik PAX8/PPARY proteininin gii¢lii overekspresyonu ile sonuglanir (63, 64) .

PAXS8/PPARY yeniden diizenlenmesi follikiiler tiroid kanserlerinin %30-35’inde goriiliir
(65-67). Cogu calismada, bu yeniden diizenlenme bazi follikiiler adenomalar (%2-13) ile
papiller kanserinin follikiiler bigimlerinin ufak bir kesminde (%1-5) yer aldig1 belirtilmistir
(65-69).



2.2 MUTASYONLAR VE ETiYOLOJi

Gegen on yi1l i¢inde, tiroid kanserinde meydana gelen genetik degisimler hakkinda artan
bilgiler tiroid kanseri etiyolojisinde yeni yaklagimlarin giindeme gelmesini, tiroid nodiilii
bulunan hastalarda gelismis ve kisiye Ozgii yeni diyagnostik araglar ile prognostik
belirteclerin ortaya ¢ikmasini saglamistir.

Papiller tiroid kanserinde, belirli kromozomal yeniden diizenlenmeler ile tiroid kanseri
icin 1yi bilinen bir risk faktorii olan i1yonize radyasyona maruz kalma arasinda gii¢lii bir iligki
bulunmaktadir. RET/PTC yeniden diizenlenmeleri, kazayla radyasyona maruz kalma
(cogunlukla radyoiyodine) ya da terapotik radyasyon alma (¢ogunlukla eksternal isin) ile
meydana gelen papiller karsinoma olgularmin %80’inde goriilmektedir (70-72). Cernobil
kazasindan sonra, RET/PTC3 yeniden diizenlenmesi ile farkl tiirlerdeki RET/PTC yeniden
diizenlenmelerindeki sikligin arttigi bildirilmistir (70-73). Diger bir kromozomal yeniden
diizenlenme olan BRAF/AKAP9 da radyasyon maruz kalma sonucu olusan papiller
karsinomalarin ¢ogunda bulunmaktadir (57). Cernobil kazasindan sonra radyasyona maruz
kalma sonucu tiroid kanserinin goriildiigii c¢ocuklar arasinda, hem RET/PTC hem
BRAF/AKAPY9 prevelansi, 10 yildan daha kisa siirede olusmus tiimorlerde, daha uzun
stirelerde meydana gelen tiimorlerden daha yiiksektir (57, 70). Tam tersi durum radyasyonla
iligkili tiimorlerde nadiren goriilen fakat genel popiilasyonda yaygin bulunan BRAF ve RAS
genlerinde nokta mutasyonlar1 i¢in gegerlidir (74). Japonya’da atom bombasi sonrasi sag
kalan papiller karsinoma olgular1 arasinda, artan RET/PTC prevelansi ile artan radyasyon
dozu arasinda giiclii pozitif bir iliski, BRAF nokta mutasyonlar1 ile radyasyon dozu arasinda

ters bir iligki bulundugu bildirilmistir (75, 76).

2.3 ANAPLASTIK TiROIT KANSERI

Anaplastik tiroid kanseri (ATK) primer malign tiroid neoplazilerin %5-15’ini olusturur
(77). Papiller ve folikiiller tiroid kanserlerinin aksine, ATK en agresif neoplazilerden biridir
(78). Ortalama sag kalim genelde tan1 konduktan sonra 6 aydir (4). Nadir goriildigi i¢in,
yeterli sayida hastayla ¢alismak ve tiimoriin dogal histolojisini ve sag kalimi etkileyen
faktorleri anlamak zordur.

ATK’nin gorilme sikligi, milyonda bir ya da ikidir ancak cografik olarak farklilik



gosterir. Avrupada’ki insidans1 Amerika’dakinden daha yiiksektir (79). Ayrica, endemik guatr
bolgelerinde insidansin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (80).

Anaplastik tiroid kanserinin kadmlarda goriilme siklig1 ise erkeklere gore daha fazladir.
Indisansm yasamin altinci ve yedinci onyilinda pik verdigi gézlenmistir (3). Bu gdzlemler,
ATC hastalarmin %68’inin 70 yas iistii oldugu ve olgularinin %70’nin kadinlarda, %30 unun
erkeklerde gozlendigini bildiren ¢aligmalarla desteklenmistir (81).

Anaplastik tiroid kanseri i¢in tam olarak tanimlanan herhangi bir risk faktori
bulunmamaktadir. Gegmisinde tiroid bezi ile ilgili herhangi bir hastaligi olmayan kisilerde
ortaya ¢iktig1 gibi, guatr ge¢misi olan kisilerde ATK ile birlikte diferansiye tiroid kanseri de
ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte ATK’nin endemik guatrin oldugu yerlerde daha yaygin
oldugu ve iyod bakimindan zengin tuz tiikketiminin ATK insidansinda azalmaya yol ag¢tig1
bildirilmistir (82).

2.4 DIFERANSIYASYON

Diferansiyasyon ve anaplazi, bir hiicrenin morfolojik ve fonksiyonel olarak normal
onciisiine ne kadar benzedigi ile ilgilidir. Bir hiicre ne kadar iyi diferansiye ise, normal
akranlarmin islevsel yetenekleri o kadar kendisinde barindirir.

Benign hatta iyi diferansiye neoplaziler, genellikle endokrin bezlerde meydana gelen
kanserlerdir; normal akranlarina morfolojik ve fonksiyonel agidan oldukg¢a benzeyen iyi
diferansiye hiicrelerden olusurlar.

Malign neoplazmlar ise, iyi diferansiyeden tamamen indiferansiye arasinda degisen
hiicre diferansiyasyonu ile karakterizedir. Ornegin, iyi diferansiye tiroid adenokarsinomu
normal goriinlimde follikiiller igerebilir. Boyle tiimorleri benign proliferasyonlardan ayirmak
bazen gii¢ olabilir. iki u¢ arasindaki tiimérler orta diferansiye tiimorler olarak degerlendirilir.

Diferansiyasyon kaybi veya anaplazi, malignitenin 6nemli 6zelligi olarak kabul edilir.
Geriye doniis anlamina gelen anaplazi terimi, normal bir hiicrede dediferansiyasyonu, diger
bir anlatiyla hiicredeki yapisal ve islevsel 6zelliklerin kaybini yansitmasinin yani sira bir
hiicrede diferansiasyonun olmamasi anlamina da gelir. Cilinkii baz1 kanserlerin dokudaki kok
hiicrelerden meydana geldigi bilinmektedir, boyle durumlarda tiimdrii olusturan hiicrelerde
dediferansiyasyondan  ¢ok  diferansiasyonun  gerceklesmemis olmas1  durumu

(indiferansiasyon) s6z konusudur (83)



2.5 D ViTAMINIi

25.1 Kesfi ve Tarihgesi

D vitaminin tarihgesi 17. yilizyila kadar uzanmaktadir. D vitamini eksikliginden
kaynaklanan bir kemik hastaligi olan ragitizm 1650 yilinda F. Glisson tarafindan tanimlanmus,
ragitizm i¢in birgok neden ve tedavi onerilmistir (84). Her ne kadar morina karacigeri yagi o
zamanlar ila¢ olarak kullanilsa da, ilk defa D. Scheutte 1824 yilinda morina karacigeri yag
kullanimini rasitizm tedavisi olarak dnermistir. 1906 yilinda Hopkins, iskorbiit veya rasitizm
gibi hastaliklarin 6nlenmesi i¢in birtakim temel besin faktorlerinin gerekliligine dikkati
cekmistir (85).

McCollum ve arkadaslar1 1914 yilindaki arastirmalarinda (86), geng siganlarda gézlerde
kuruluga yol agan bir g6z hastaligi olan kseroftalminin tedavisi amaciyla tereyagindan yagda
¢oziiniir, sabunlagsmayan bir madde izole etmislerdir. Bu maddeyi “yagda-¢oziiniir faktor A”
daha sonra da “A vitamini” olarak isimlendirmislerdir.

Mellanby yavru kopekleri diisiik miktarda yag iceren siit ve ekmekle beslemis, X-ray,
kemik-kalsiyum tahlili ve kemik histolojisini incelemesi sonucu kopekler ile ratisik
cocuklarin arasinda biiyiik bir benzerlik oldugunu saptamistir. Kopeklerin diyetine suda
¢oziiniir B vitamini saglama amaciyla maya ve iskorbiitii engelleme amaciyla C vitamini
(portakal suyu) eklemesi herhangi bir degisim meydana getirmemistir. Rasitizmi, diyetlerine
tereyag1 ya da en etkili olarak morina karacigeri yagi ekleyerek 6nlemistir. Bu sebepten 6tiirti,
rasitizmin [McCollum’un] yagda-¢6ziiniir faktdr A ya da ona benzer bir maddenin alimindaki
eksiklikten dolay1 meydana geldigi yorumunu yapmustir (87).

1920°de Hopkins tereyagindaki yagda-¢oziiniir faktér A’nin havanlandirmayla ya da
isitmayla yok olabilecegini saptamigtir. Tereyagi ile beslenen siganlarda kseroftalmi
gelistigini, siganlarin 40-50 giin i¢inde 6ldiiklerini bildirmistir (88).

Kilit deneme 1922 yilinda McCollum ve arkadaslari tarafindan yapilmis, bu denemede
isitilmis okside olmus morina karacigeri yaginin siganlarda kseroftalmiyi iyilestirmedigini
ancak rasitizmi tedavi edebilecegini Saptamislardir. Bunun {izerine “Oksidasyonun, kemik
gelisiminde Onemli rolii olan diger maddeyi yok etmeden, yagda-¢oziiniir faktér A’nin
yikildigimi gostermektedir” yorumu yapmuslardir. Yagda ¢oziiniir faktor A’nin iki bilesenden

olustugu sonucuna varmiglardir; biri “A vitamini” digeri yeni kesfedilen antirasitik bir faktor.
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Suda ¢oziiniir faktorlere B vitamini, anti-iskorbiitik faktore C vitamini adi verildiginden bu

yeni faktore D vitamini ad1 verilmistir (89).

2.5.2 D Vitamini Sentezi

D vitamini her ne kadar diyet yoluyla D vitamini (kalsiferol) ve D, vitamini
(ergokalsiferol) formlarinda alinabilse de, ihtiyacn biiyiik bir kismi giines 15181 tarafindan
karsilanir (90). Bu sentez yolaginda kolesterol hidroksillenir (7-dehidrokolesterol ya da pro-
vitamin D3) daha sonra deride ultraviole 11k tarafindan pre-vitamin D3’e doniistiiriiliir. Pre-
vitamin D3 (kolekalsiferol) kandaki D vitamini baglayic1 proteinlere baglanarak karacigere
tanigir. Hepatositlerin endoplazmik retikulumunda 25-hidroksilaz enzimi (CYP2R1 geni
tarafindan kodlanir) pre-vitamin D3’li, 25 nolu pozisyonundan hidroksiller, bu sayede
dolasimdaki baslica form olan 25—hidroksivitamin D3 [25(OH)D; ya da kalsidiol] olusur. Bu
adimda CYP27A1 geni tarafindan kodlanan sterol 27-hidroksilaz enzimi de rol almaktadir.
Ancak insanlarda 25-hidroksilaz enzimi daha aktiftir. Bobreklerde, 1-alfa hidroksilaz enzimi
(CYP27B1 geni tarafindan kodlanir), 25-hidroksivitamin D3’iin 1 nolu pozisyonuna ikinci bir
hidroksil grubu ekleyerek hormonal olarak aktif 1,25-dihidroksivitamin D3t (1,25(OH),D3)
yani kalsitriolii meydana getirir (91). Kalsidiol ve kalsitriol, CYP24A1 tarafindan kodlanan
24-hidroksilaz enzimi tarafindan yikilir; yikim {driinleri sirasiyla 24,25(0OH),Ds; ve
1,24,25(0OH)3D3’tiir (92) (Sekil 4).
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Sekil 4. D Vitamini sentezi.

Vitamin D’nin tiim biyolojik aktiviteleri niikleer hormon reseptor ailesinden olan vitamin
D reseptorii (VDR) ile etkilesimi sonucu meydana gelir. Vitamin D reseptorii, hem
sitoplazmada hem de niikleusta bulunan bir transkripsiyon faktoridiir (93) ve diger niikleer
reseptorler gibi karboksil ucunda yer alan, transkripsiyonel aktivasyon ig¢in gerekli AF-2
domainine sahiptir; reseptére ligand baglanmasi ile konformasyonel degisiklige ugrar.
Kalsitrioliin VDR’ye baglanmas1 sonucu VDR/retinoid X reseptorii (RXR) birlikteligi
indiiklenir. Bu heterodimerizasyon, RXR-VDR-ligand kompleksinin sitoplazmadan niikleusa
gocli i¢in gereklidir (94). Niikleusta Kkalsitriol-VDR-RXR kompleksi, vitamin D-yanit
genlerinin promotorlarindaki spesifik D vitamini yanit elementleriyle (VDRE) etkileserek gen

ekspresyonlarini diizenler (95) (sekil 5).

2.5.3 D Vitamini Eksikligi
D vitamini eksikligi, ¢ocuklarda rasitizm olarak da bilenen ve kemiklerin yumusamasi

anlamma gelen osteomalaziye neden olur. Rasitizm geligmis iilkelerde nadir goriilen bir

hastaliktir ancak D vitamini eksikligi diinya ¢apinda bir sorun haline gelmistir (96, 97). Bu
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durumun nedeni, gilinesten kaginmanimn bir sonucu olan disiik kan kalsidiol (25-hidroksi-
vitamin-D) diizeyleridir (98). Bu durum kemik-yumusamasina neden olan bir takim
hastaliklara dnciiliik eder (99).

Bu hastaliklardan biri olan rasitizm, ¢ogunlukla D vitamini eksikligine baglh olan,
genellikle 6 aylik-18 aylik cocuklarda goriilen kemik hastaligidir. Kemik olusumunun
tamamlanmamasi nedeniyle tedavisi geciktirilmis, ihmal edilmis vakalarda, ¢ocuk biiyiidiikge
agirlig1 nedeniyle uzun kemiklerde sekil bozuklugu meydana gelir. Bu sekil bozuklugu ‘yay
bacak’ olarak adlandirilir; D vitamini eksikligi ile kalsiyum ve fosfor yetersizliginin bir
sonucudur. Giiniimiizde Afrika, Asya ve Orta-Dogu gibi diisiik gelirli iilkelerde (100) siklikla
goriilmektedir.

Kemik mineralizasyondaki bir eksikligin diger bir sonucu olan osteomalazi, D vitamini
eksikligi veya D vitamini metabolizmasi ile ilgili bozukluklarin daha ¢ok eriskinlerde goriilen
tirtidiir. En sik goriilen semptomlar kas zayifligi, kemiklerde kirilganlik, tim viicutta yaygin
agridir. Osteomalazi, kemiklerde kalsiyum emilimini azaltir; kalsiyum kaybini arttirir
boylece kemiklerdeki kirilma riski artar (101).

D vitamini yetersizligi sonucu ortaya c¢ikan bir diger hastalik, kemik
metabolizmasindaki bir bozukluk sonucu kemikteki protein orgiisiiniin seyrelmesiyle iskelette
ortaya ¢ikan ve kemiklerin ¢ok kolay kirilabilmesine sebep olan osteoporozdur (102).
Osteoporoz ve osteomalazi, kemik kiriklarindaki ve kemik kaybindaki yiiksek risk
bakimindan birbirleriyle yakindan iliskilidir. Calismalar, D vitamini takviyesi ile basta kalca
kiriklar1 olmak tizere bir¢cok osteoporotik kiriklardaki riskte azalma oldugunu ortaya

koymustur (97, 103, 104).

2.5.4 D Vitamini Toksisitesi

D vitamini toksisitesi nadir goriilen bir durumdur (97). D vitamini toksisitesi giines
15181na maruziyetten kaynaklanmaz; yiiksek D vitamini takviyesinin bir sonucudur. Saglhkli
yetigkinlerde, 1250 mikrogram/giin (50,000 IU)’den fazla alimi birkag aydan sonra toksisiteye
neden olabilir ve serum 25-hidrokisvitamin D diizeylerini yiikseltebilir. Primer
hiperparatiroidizmi olanlar D vitaminine daha hassastirlar (105). Diyet yoluyla alim sonucu
artan D vitamini diizeylerine bagli olarak bu kisilerde kandaki kalsiyum seviyesinin normalin

ustiinde olmasi anlamma gelen hiperkalsemi gelisir. Hamilelik siiresince maternal
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hiperkalsemi, fetlisin D vitaminine olan hassasiyetini arttirr ve mental gerilik ile yiiz
deformitelerine neden olabilir (105).
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi tarafindan tolere edilebilir giinlik D vitamin

miktarmin yasa gore dagilimi su sekildedir (32):

v' 0-12 ay: 25 pg/giin1000 IU)

v' 1-10 yas arast: 50 pg/giin (2000 IU)

v' 11-17 yas aras1: 100 pg/giin (4000 IU)

v 17 yas stii: 100 pg/giin(4,000 1U)

v Hamile/lemziren kadinlar: 100 pg/giin(4,000 1U)

2.5.5 Kalsitriol ve Kanser

D vitamininin aktif formu olan kalsitrioliin (1,25-dihidroksivitamin D3) anti-kanser
potansiyeli direkt ya da indirekt (6rnegin transaktivasyon) olarak kanser gelisiminde ve
stirecinde rol alan dort anahtar mekanizmada; hiicre biliyiimesi, apoptoz, anjiyogenez ve

inflamasyonda rol alan genlerin ekspresyonlarina etki etme 6zelliginde yatar (Sekil 5).

14



A

anjiyogenez
\
25(0H) 1.25(0H)2 W enflamasyon
= vitamin D3 = itamis

7-dehidro- =>
kolesterol vitamin D3 NFkB
Deri Karaciger
24-hidroksiaz
sikiin A -
D vitamini .. X ool
Al P f ) proliferasyonu
l
déi -n
1,25(0H)2 (oﬁ"..,
T b vltamh D3
———4 Inhiblsyon
ween flux ‘Mddgmunll
P> fostforilasyon W r::;:;?::. E2Fl

. CDK
UL>  ublkuitinasyon lnhlbltbrleri
(V hucrc dongusu
(S fazi, G fazi)
1GFBP3
mitokondrial dig
membran gegirgenligi ue|
CDK Protein
ﬁ a & Si] ? / w — e

@ @ —— apoptoz

Sekil 5. D vitamini metabolizmasi ve antikanser mekanizmalar1 (2).

Yapilan ¢caligmalar kalsitrioliin ¢ogu malign hiicrede proliferasyonu, hiicre dongiisiinii
durdurarak ve hiicrelerin GO/G1 evresinde birikmesini saglayarak engelledigini gostermistir.
Prostat kanser hiicrelerinin Kkalsitriol ile muamelesi sonucu, bu hiicrelerde siklin-baglimli
kinaz (CDK) inhibitorleri olan p21/Waf/cipl ve p27/kipl ekspresyonlarmin arttigi ve
proliferasyonun inhibe edildigi saptanmistir (6, 7). Benzer sekilde, kalsitrioliin MCF7 insan
meme kanseri hiicrelerinde p21 ve p27 ekspresyonlarmni arttirirken; siklin D1, D3, Al ve E1
ekspresyonlarin1  azalttigi, bunun sonucu olarak CDK aktivitesinin inhibe edildigi
bildirilmistir (8, 106).

Prostat (9) ve meme (10) kanseri hiicre hatlar1 tizerinde yapilan ¢alismalar, kalsitrioliin
mitokondrial fonksiyon bozukluguna yol ag¢tigini, sitokrom-C salinimi ile reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumuna neden olarak intrinsik apoptotik yolag: aktifledigini gostermistir.
Diger arastirmalar kalsitriol aracilikli apoptoz i¢in farki mekanizmalar 6nermislerdir. Jiang ve
arkadaglari, Kkalsitroliin telomeraz aktivitesini downregiile ettigini, telomer kisalmasi
tizerinden apoptozun indiiklendigini belirtmislerdir (11).

Preklinik modeller, kalsitrioliin gii¢lii bir anjiyogenez inhibitorii oldugunu gostermistir.

Mantell ve arkadaslari, Kkalsitriolin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda VEGF
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ekspresyonunda ve in vivo ¢aligmalarda tiimoér damarlasmasinda anlamli bir diisiis meydana
getirdigini belirtmislerdir (107). Benzer sekilde kalsitrioliin pro-anjiyogenik faktorlerden olan
hipoksi-indiiklenebilir faktor 1(HIF-1) (108) ile IL-8 (12) ekspresyonunu baskilayarak VEGF
ekspresyonunda azalmaya yol agtigin1 saptamislardir. Yabanil fare ile VDR knockout farede
olusturulmus fare prostat transgenik adenokarsinom tiimér modellerinde, damar
biiyiikliigiiniin ve hacminin VDR knockout farede daha fazla oldugunun gozlenmesi ise VDR-
kalsitriol etkilesiminin tiimor damarlanmasindaki inhibe edici etkisini gostermektedir (13).

Kalsitrioliin anti-enflamasyonel etki gosterdigi hipotezini destekleyen farkli ¢alismalar
da bulunmaktadir. Krishnan ve arkadaslari, prostat kanser hiicrelerinde kalsitrioliin,
prostaglandin sentezini inhibe eden wve IL-1, IL-8 gibi pro-enflamasyonel sitokinleri
indiikleyen genlerin ekspresyonunu diizenledigini gostermislerdir (14). Van Waes ve
arkadaslar1 ise kalsitrioliin NFkB aktivasyonunu ve sinyalini baskiladigmi; bdylece pro-
enflamasyonel sitokinlerin, kemokinlerin ve anti-apoptotik faktorlerin aktivasyonunun
engellendigini saptamislardir (109). Inaktif durumda, ¢ogu NFkB dimeri, NFKB (IkB)
inhibitdr proteinlere baglidir ve pro-enflamasyonel sinyaller NFkB’yi IkB kinase-bagimli
fosforilasyon ve proteazom-bagimli IkB degredasyonu iizerinden aktive eder; bir kere NFkB
aktive edildiginde, niikleusa gecer ve pro-enflamasyonel sitokinleri, kemokinleri ve anti-
apoptotik faktorleri aktive eder.

In vitro calismalarda ise, VDR eksik farede NFkB inhibe edici protein (IkB)
diizeylerinde bir azalma gozlendigi bildirilmistir (110). Kolon kanseri hiicrelerinin, VDR
antagonisti ile muamelesi sonucu IkB diizeylerinin diismesi; NFkB aktivitesinde artis

gbzlenmesi ise VDR-kalsitriol iliskinin NFkB aktivasyonunundaki 6nemini gosterir (111).
2.6 N-MYC DOWNSTREAM REGULATED GENE (NDRG)
2.6.1 Myc Ailesi ve Tarihge
Myc protein ailesi; c-Myc, MYCN (n-Myc) ve MYCL1 (I-myc) olmak iizere ii¢ iyeden
olusur. Fizyolojik durumda, her ii¢ protein de fetal gelisim siiresince eksprese edilirken
yalnizca c-Myc eriskin dokularda eksprese edilir. Bu iiyeler transkripsyon faktorii olmalari

nedeniyle deregiilasyonlar1 sonucu apoptoz, diferansiyasyon, anjiyogenez ve proliferasyon ile

ilgili genlerin ekspresyonlarmi etkileyerek kanserlesme siirecinde rol alirlar (112). Hiicre
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proliferasyonu, diferansiyasyonu ve apoptozun yani sira transkripsiyon faktorii olarak c-Myc
fonksiyonunun ve regiilasyonunun incelendigi bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.

c-Myec, biyolojik fonksiyonlarini hedef genlerinin transkripsiyonu ile diizenler (113). c-
Myc hedef genlerinin tanimlanmasi, hiicre davranisi i¢cin kullandigi mekanizmalar1 anlamada
onem teskil eder (114). Myc tarafindan baskilanan genlerin biiyiik bir kismi hiicrelerin dis
cevreyle olan etkilesimi ve iletisiminde yer alir. Bu genlerin tiimor baskilayici ve anti-
metastatik 6zelliklere sahip oldugunu belirtmek gerekir (115).

NDRG terimini Shimono ve arkadaslar1 1999 yilinda, N-Myc knockout fare
embriyolarinda daha fazla ekprese edilen genleri temsil etmek amaciyla kullanmislardir
(116). NDRGI1 gen ekspresyonunun, dollenmeden 10,5 giin sonra N-Myc knockout
embriyolarda 20 kat arttigini saptamiglar ve bunun N-Myc geninin represyonu sonucu
oldugunu bildirmislerdir. Yabanil tip embriyolardan gelisen dokularda ise, N-myc ile NDRG1
arasinda negatif bir iliski gbzlemlemislerdir. Ayn1 grup, NDRG1’e oldukca benzer proteinler
kodlayan NDRG2 ve NDRG3 genlerini tanimlamiglardir. Ancak Okuda ve arkadaglari, N-
Myc knockout mutantlarda NDRG2 ve NDRG3’iin, NDRG1’den farkli olarak overeksprese
olmadigin1 belirtmislerdir (117).

Insan NDRG1 geni, aslinda fare NDGR ailesinden &nce kesfedilmistir. 1997 yilinda
Kokami ve arkadaslari, insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde indirgeyici ajan ve
tunikamisin tarafindan ekspresyonu indiiklenen bir gen kesfetmislerdir (118). Bu gene
indirgeyici ajan ve tunikamisin yanit proteini tanmmmmin bas harflerinden olusan RTP
(reducing agent and tunicamycin responsive protein) admi vermislerdir. Van Belzen ve
arkadaslar1 bu geni klonlayarak diferansiyasyon iliskili gen (differantiation related gene)
DRGI1 adin1 vermiglerdir (119). DRGI1 eckspresyonunun kolon adenomalar1 ile
adenokasinomalarinda azaldigini, fakat kolon kanseri hiicrelerinde diferansiyasyonun
indiiklenmesiyle ekspresyonunun arttigini saptamislardir.

Insan NDRG2 proteini ilk tamimlayanlar Deng ve arkadaslaridir. NDRG2 proteinini
acil-tastyici proteine (ACP)- benzer domaine sahip protein olarak tanimlamiglardir (120).

N-myc Downstream Regulated Gene (NDRG) protein ailesi, birbiriyle %57-60
aminoasit benzerligi gosteren 4 liyeyi, NDRG1, NDRG2, NDRG3 ve NDRG4 kapsar (15).
Bu dort protein arasinda en yiiksek homolojiyi NDR domaini ve alfa/beta hidrolaz kath
bdlgeleri gosterir. Ancak bu ailenin higbir liyesi hidrolaz aktivitesi i¢in gerekli katalitik motifi

icermez (121, 122). Aile tiyelerindeki dizi farkliliklar1 genellikle N- ve C- terminallerinde yer
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alir. insan NDRG2 geni, kromozomun 14q11.2 kolunda lokalize olmustur (123) ve
NDRG?2’nin tam boy cDNA’s1 biri 371 aa (41kDa) (124), digeri 357 aminoasit uzunlugundaki
iki farkl proteini kodlar.

NDRG ailesinin tiyeleri, zebra baligi (125), Xenopus laevis (126), Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegant ve Dictyostelium discoideum’un yanisira, aygicegi gibi
birgok tiirde bulunmaktadir (127). Ancak, prokaryotlarla, fungi ve protoza’da NDRG2’ye
anlamli 6l¢iide benzer herhangi bir proteinin bulunmamasi, NDRG ailesinin metazoa ve

bitkilerle smirli oldugunu géstermektedir.

2.6.2 NDRGZ2 ve Kanser

Erisilebilir literatiir, birgok insan kanser hiicre hattinda ile primer tiimorlerde
NDRG2’nin gen ve protein ekspresyonunun downregiile oldugunu géstermistir. Meme (16),
kolon (17), akciger kanseri hiicre hatlar1 ile karacigerde (18), NDRG2’nin downregiile
oldugu ve promotdrinde CpG metilasyonu bulundugu saptanmistir. Karaciger, pankreas
kanseri ve primer glioblastomlarda (128, 129) NDRG2 ekzonlarinda herhangi bir mutasyon
bulunamamis ancak HepG2 hiicrelerinin promotoriinde tek bir mutasyon, -13 (C>T)
gozlenmistir. Gastrointestinal stromal tiimorlerde NDRG2’nin yer aldigi kromozom
14q11.2’nin ¢ogunlukla silindigi bulunmustur (130). Ayrica mide kanserlerinde NDRG2
ekspresyon kaybmin kotli prognoz ile iligkili olmasi nedeniyle, NDRG2 prognostik bir
belirteg olarak tanimlanmustir (124). Shi ve arkadaslar1 213 kolorektal kanserli doku
tizerindeki gerceklestirdikleri ¢alismada, diferansiyasyon derecesi ile c-Myc mRNA ve
protein ekspresyonlar1 arasinda negatif, NDRG2 mRNA ve protein ekspresyonlar1 arasinda
ise pozitif bir iliski saptamiglardir. HT29, SW480 ve SW620 kolon kanseri hiicre hatlarinda
diferansiyasyonun indiiklenmesi sonucu c-Myc mRNA ve protein ekspresyonlarinda azalma,
NDRG2 mRNA ve protein ekspresyonlarinda artma oldugunu belirtmislerdir (19). Zhao ve
arkadaglarmm tiroid adenoma ve karsinoma dokular1 ile yaptiklar: ¢aligmada ise, karsinoma
dokularmda, normal dokulara kiyasla NDRG2 mRNA ve protein ekspresyonlarinda anlamli
bir diisiis; c-Myc mRNA ve protein ekspresyonlarinda ise anlamli bir artis saptamiglardir
(131). Bu bilgiler c-Myc ve NDRG2’nin diferansiyasyonda rol aldigin1 ve aralarinda negatif
bir iliski oldugunu gostermektedir.

NRDG2’nin kanserde tiimor baskilayic1 bir roliiniin gosterildigi ¢aligmalar da
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bulunmaktadir (132). Insan glioblastoma hiicre hattinda NDRG2 ekspresyonunun arttirilmast,
tiimor hiicrelerinin biiylimesini baskilamig fakat apoptozu etkilememistir (133). Mide kanseri
hiicre hatti  SNU-620’de  NDRG2’nin susturulmasi ile benzer durum gozlenmistir.
NDRG2’nin susturuldugu SNU-620 hiicrelerinde, sisplatin ile indiiklenmis hiicre 6limiiniin
azalmasi, NDRG2 inaktivasyonu ile kemoterapiye olan direncin arttigi goriislinii ortaya
koymustur (124). Lee ve arkadaslari, invazyon yetenegi yiiksek karaciger kanseri hiicre hatti
SK-hep-1’de NDRG2’nin invazyon ve metastazt baskiladigini in vivo ve in vitro’da
calismalarda gostererek karaciger kanseri metastazinin baskilanmasinda NDRG2’nin klinik ve

fonksiyonel agidan 6nemini kanitlamislardir (18).

2.7 SODYUM IYOT SIMPORTER (NIS)

Viicuttaki toplam iyotun %70-90’mi1 (9-10 mg) ihtiva eden tiroid bezi (134), yeterli
tiroid hormon iiretimi i¢in dolasgimdan giinde 60 pg iyod yakalamalidir. Tiroid bezi i¢in
gerekli olan iyotu, tiroid folikiiller hiicrelerin bazolateral membraninda eksprese edilen
sodyum-iyod simporter (NIS ya da SLC5A5) sayesinde temin eder. On ii¢ transmembran
domaininden olusan bir glikoprotein olan NIS, sodyum/soliit simporter ailesinin tiyesidir (20).
Gereken miktardaki iyodiiriin, dolasimdan folikiillere aktarilmasina aracilik eder (135).

Amino ucu ekstraselliiler tarafa, karboksil ucu sitozole dogrudur (Sekil 6).

EKSTRASELLULER ALAN

Sekil 6. Sodyum-iyod simpoter ikincil yap1 modeli (20).
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Normal bir tiroid dokusunda NIS, hiicre i¢ine Na+/K+ ATPaz aktivitesiyle olusan Na+
iyon gradiyenti ile iki Na+ ve bir |- tasir. Boylece tiroid hiicresi ile ekstraselliiler sivi arasinda
iyodiir konsantrasyonu bakimindan 30:1°lik bir fark meydana gelir (136, 137). Follikiil
hiicrelerinde alikonan iyodiir, apikal iyod tasiyicilar (AIT or SLC5A8) (138) ve pendrin
(SLC26A4) (139, 140) ile limene salinir. Apikal membranin limene bakan kisminda yer
alan tiroglobulinin (Tg) tirozil rezidiileri, tiroid peroksidaz (TPO) tarafindan iyodine edilir.
Iyodiiriin organik bir bilesige baglanmasi nedeniyle bu durum ‘organifikasyon’ olarak da
adlandirilir. Tiroid oksidazlar (ThOX1 ve ThOX2) (141) H,0; olusturarak TPO’nun normal
fonksiyon gosterebilmesi i¢in gereken oksidatif kosullart meydana getirirler. Tiroid uyarici
hormon (TSH), tiroid iyodiir metabolizmasi ve tiroid hormonu sentezinde yer alan NIS, Tg,

ve TPO’ya ait genlerin ekspresyonlarini arttirir (142).

LUMEN

APIKAL
MEMBRAN

Na*/K* ATPa,z
Na*

Na*/I” simporter

BAZAL
MEMBRAN

¥~ DOLASIM

Sekil 7. Tiroid bezindeki iyod transportunun sematik modeli (140).

Tiroid follikiilinde, iyodiiriin limende toplanmasi iki adimli bir islemdir ve NIS ile

birlikte, AIT (SLC5A8) (138) ve pendrin (SLC26A4) (139) tasiyicilar1 da bu isleme aracilik
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eder. Bazolateral membranda yer alan NIS, kandaki iyodiiriin hiicrelerde birikmesini saglar.
Apikal membranda eksprese edilen AIT ve pendrin (138, 139, 143) iyodiiriin limene
transportunu gergeklestir (140, 144) (Sekil 7) . NIS’in iyodiire olan affinitesi ¢ok yiiksektir
(Km 20-40 puM) (145-147), bu nedenle tiroid hiicreleri kandan, 2mM’a kadar olan iyodiirii
konsantre edebilirler (140). Pendrinin iyodiir transporter1 olarak fonksiyon gosterebilmesi igin
sitoplazmada goreceli olarak daha yiiksek iyodiir konsantrasyonuna (1mM’dan fazla)
gereksinimi vardir (144). Bu nedenle liimene pendrin tarafindan saglanan iyodiir akisi,
fonksiyonel NIS ekspresyonuna baglhdir.

NIS gen ve protein ekspresyonunun TSH bagimli uyarmminin, insan primer tiroid
hiicrelerinde cAMP yolag: tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (148, 149). TSH bagimli
NIS upregiilasyonu hem transkripsiyonel hem de post-translasyonel diizeylerde olur. TSH,
NIS promotorunu ve NIS upstream giiglendiricisini uyararak NIS proteininin yar1 dmriini

uzatir ve NIS’in plazma membranina gegisi uyarilir (150).

2.7.1 Tiroid Kanserinde NIS Ekspresyon Diizeyleri

Metastatik diferansiye tiroid kanserinde, maksimum iyodiir alimma ulasmak i¢in TSH
uyarimi gereklidir. Bu duruma total tiroidektomiden sonra tiroid hormon replasmaninin
birakilmasi ya da thTSH uygulamasi ile ulasilir (151).

Ancak bazi diferansiye tiroid kanserlerinde, (yaklasik %10-20) TSH uyarimina ragmen
radyoiyodiir konsantre edilmez (152, 153). Bu durum TSH-R’niin bulunmamasindan
kaynaklanir. Neredeyse tiim diferansiye tiroid kanserlerinde TSH-R proteini eksprese olur
(154-156). Ancak TSH-R ekspresyonundaki azalma ile papiller tiroid kanserinde kotii
prognoz arasinda bir iligki bulunmaktadir (157). Agresif diferansiye tiroid kanserlerinde NIS
gen ekspresyonu i¢in gereken sinyal iletiminin ve/veya transkripsiyon faktorlerinin basarisiz
olmasinin nedeni biiylik ihtimalle iyodiir birikiminin olmamasidir. Calismalar niikleer
reseptor ligandlar ve epigenetik degisim inhibitorleri gibi tekrar diferansiye edici ajanlarinin

agresif tiroid kanserlerinde NIS indiiksiyonu i¢in potansiyel teskil ettigini gostermistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 ARASTIRMANIN TiPi

Aragtirma deneysel (in vitro) bir ¢alismadir.

3.2 ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI

Bu arastirma Mayis 2012 ile Haziran 2013 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
3.3 CALISMA MATERYALI
Arastirmada insan tiroid follikiiler epitelyal hiicre hatt1 Nthy-ori 3-1 (ECACC No:
90011609) ile indiferansiye insan tiroid kanseri hiicre hattt 8505C (ECACC No: 94090184)
kullanilmastir.
3.4 CALISMANIN DEGIiSKENLERI
Calismanimn bagimsiz degiskeni: 1,25 dihidroksivitamin D3 (kalsitriol) uygulamasi
Calismanin bagimli degiskeni:  Hiicresel canlilik oranlari, N-myc Downstream
Regulated Gene-2 ve Sodyum Iyot Simporter gen ekspresyonlari

3.5 VERi TOPLAMA ARACLARI

Bu caligmada kullanilan Nthy-ori 3-1 ve 8505C hiicre hatlar1 ticari olarak satin
alinmustir (ECACC, The European Collection of Cell Cultures, Ingiltere).
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3.5.1 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda kullanilan cihaz ve malzemeler.

Malzeme/Cihaz Adi Markast Model/Kod Numarasi
PRMI 1640 LONZA BE12-167F
FETAL DANA SERUM (FBS) LONZA DE14-801F
L-Glutamin LONZA BE17-605E
Penisilin/Streptomisin LONZA DE17-602E
Fosfat Tamponlu Tuz Cézeltisi (PBS) (10X) | LONZA BE17-517Q
Tripsin/EDTA LONZA DE17-161E
Tripan Mavisi BIOCHROM L 6323
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Fischer Scientific | EC-200-664-3

25 cm” lik Kiiltiir Kabr Greiner Bio-one | 690175

75 cm?’lik Kiiltiir Kabi Sarstedt 83.1813.002
Steril Tiip (15 mL) Greiner Bio-one | 188271

Steril Tiip (50 mL) Greiner Bio-one | 227261

Laminar Akimli Kabinet ESCO EQR/GL-64
CO; Inkiibatorii Thermo Model:311
Ters-faz Isik Mikroskobu Nikon ECLIPSE TS100
Salinimli santrifiij Hettich 320R

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50
Spinner WISD Wisespin CF-45
Derin Dondurucu -80° C Thermo Forma Model 705
Derin Dondurucu -20° C Ariston Hotpoint
Buzdolab1 +4° C Ariston Hotpoint
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Nthy-ori-3-1, immortalizasyon igin SV-40 genomu (SV-ori) igeren plasmid ile
transfekte edilmis normal insan primer tiroid epitelyal hiicreleridir.

Nthy-ori-3-1 hiicre kiiltiirii i¢in %10 fetal dana serumu ile desteklenen RPMI 1640
kiiltiir ortam1 [RPMI+Penisilin/ Streptomisin (100 U/ml)+ FBS (%10) + L-Glutamin (%1)]
kullanildi. Araci firma tarafindan getirilen hiicreler 25 cm?’lik kiiltiir kabmna ekildi. Ertesi
giin kiiltiir kabia yapigsmayan ve canli olmayan hiicreler uzaklastirilarak taze ortam eklendi.
Laboratuvar kosullarimizda hiicrelerin haftada 2 kez % 0.05 konsantrasyonda Tripsi/EDTA
ile kiiltiir kabindan kaldirilarak pasajlanmasi yeterli oldu. Pasaj islemi bir sonraki deney seti
icin gerekli hiicre sayisina bagl olarak en az bire iki, en ¢ok bire dort olacak sekilde 75
cm?lik kiiltiir kaplarma ekilerek yapildi. Hiicre kiiltiirii iglemleri laminar akimli kabinet
icinde gerceklestirildi ve hiicreler %5 CO; igeren inkiibatorde 37°C’de kiiltiire edildi.

8505C, 78 yasinda tiroid kanseri tiimorlii bir kadin hastadan elde edilmis (ticari)
epitelyal benzeri tek tabaka halinde biiyiiyen hiicrelerdir.

8505C hiicre kiiltiirii i¢in %10 fetal dana serumu ile desteklenen RPMI 1640 kiiltiir
ortami [RPMI+Penisilin/ Streptomisin (100 U/mL)+ FBS (%10) + L-Glutamin (%1)]
kullanild1. Arac1 firma tarafindan getirilen hiicreler 25 em?lik kiiltiir kabi ekildi. Ertesi giin
kiiltiir kabmma yapismayan ve canli olmayan hiicreler uzaklastirilarak taze ortam eklendi.
Laboratuvar kosullarimizda hiicrelerin haftada 2 kez % 0.05 konsantrasyonda Tripsin/EDTA
ile kiiltiir kabindan kaldirilarak pasajlanmasi yeterli oldu. Pasaj islemi bir sonraki deney seti
icin gerekli hiicre sayisina bagl olarak en az bire iki, en ¢ok bire dort olacak sekilde 75
cm®lik kiiltiir kaplarina ekilerek yapildi. Hiicre kiiltiirii islemleri laminar akimli kabinet
icinde gerceklestirildi ve hiicreler %5 CO; igeren inkiibatorde 37°C’de kiiltiire edildi.

Bahsi gegen tiim agamalar ayrintilariyla alt bagliklarda anlatilmistir.
3.5.1.1 Hiicrelerin Coziilmesi

1. Onceden hazirlanan ve 4 °C’de saklanan %10 serum igeren ortamlar 37 °C’e 1sit1ld1.

2. Her bir hiicre hatt1 i¢in birer adet 25 cm®’lik hiicre kiiltiir kab1 hazirlandi.

3. Dondurma tiipleri i¢indeki hiicreler azot tankindan veya -80°C’den ¢ikarilarak hizlica
¢Oziildii.

4. Coziinmiis olan hiicreler pipet ile 2-3 kez siispanse edilerek 15 mL’lik steril tiiplere

aktarildi ve tizerlerine 9 mL biiyiime ortami eklenerek pipet ile 1-2 kez alt Gist edildi.
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Tiipler oda sicakliginda 1300 rpm’de 5 dk santrifiijlendi.

. Ust faz atilip, dipte kalan ¢okelti 2-3 ml biiyiime ortam ile siispanse edilerek ve uygun
kiiltiir kaplarma aktarilarak tizeri ortam ile uygun hacime tamamlandi.
1 giin sonra (16-20 saat) hiicrelerin morfolojileri ve yilizeye tutunma oranlar1 ters-faz

151k mikroskop ile degerlendirildi.

3.5.1.2 Tripan Mavisi ile Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi

. Hiicre siispansiyonunda bulunan hiicrelerin %0,4’liikk tripan mavisi ile canliliklar
kontrol edildi.

1:1 oraninda hiicre siispansiyonu Ornegi ile tripan mavisi bir ependorf i¢inde
karistirildi. Santrifiij sonunda dipte kalan ¢okeltinin miktarina gore, gerek goriildiigii
yerde steril 1x PBS ile seyreltmeler yapild.

. Hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak Neubauer Lami ve lamel arasma yayildi.
Neubauer lammin 16 kiiciik kare igeren 4 farkli alanindaki canli ve 6li hiicrelerin
timii ters faz 151k mikroskobu ile sayilarak, canli ve 6li hiicre sayisinin ortalamasi
alind1.

Olii ve canli hiicre sayis1 i¢in hesaplama (hiicre sayisy/mL): Ortalama sayim degeri x
seyreltme faktorii x 10*
. Hiicre canliliginin ylizde cinsinden ifadesi: (100 x canli hiicre sayis1) / (6lii+canli

hiicre sayis1)

3.5.1.3 Hiicrelerin Kiiltiir Ortamlarimin Degistirilmesi

1. Hiicre kiiltlirii kaplarma ekimi yapilan hiicrelerin dolulugu, her giin ters faz 151k
mikroskop ile kontrol edildi.
% 90 doluluga erigmeyen fakat ortamlar1 sararan Nthy-ori-3-1 ve 8505C hiicrelerinin
ortamlari, taze RPMI 1640 ile degistirildi.

. Bu amagla, hiicre kiiltiir kaplarmdaki ortamlar atild1.
Olii hiicreleri uzaklastirmak igin hiicre kiiltiir kaplar1 37°C’ye 1sitilmus steril 1 x PBS
ile yikandu.

. Ardindan hiicre kiiltiir kaplarma taze RPMI 1640 ortami eklendi.
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6.

Her iki hiicre hattin ekildigi 25 em®lik kiiltiir kaplar1 % 90 doluluga eristiginde

hiicreler pasajland1.

3.5.1.4 Hiicrelerin Pasajlanmast

[EEN

10.

11.
12.
13.

. Hiicre kiiltiir kaplarinin i¢indeki ortam atildi.

Hiicre kiiltiir kaplar1 37°C’ye 1sitilmus steril 1 x PBS ile yikandu.

25 cm?lik kiiltiir kaplarina 1 mL, 75 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarina 2 mL 6nceden
37°C’ ye 1sitilmis tripsin/EDTA ilave edildi.

Hiicre kiiltiir kaplar1 1 dakika, %5 CO; iceren 37°C’deki inkiibatorde bekletildi.
Inkiibatdrden alinan hiicrelerin morfolojileri ters 151k mikroskobunda kontrol edildi.
Kalkmayan hiicreler, hiicre kiiltiirii kabinin tabanina hafif¢e vurularak fiziksel kuvvet
ile kaldrildi.

Hiicrelerin kiiltiir kabmin yiizeyinden ayrildigi mikroskop altinda izlendikten sonra
tripsin/EDTA’y1 inhibe etmek amaciyla, hiicre kiiltiir kaplarina en az tripsi/EDTA
hacmi kadar biiyiime ortami ilave edildi ve hiicreler steril 15 mL’lik steril falkon
tiiplere aktarild1.

Hiicre kiltiirii kaplar1 370C’ye isitilmig steril 1 x PBS ile yikandiktan sonra ayni
falkon tiiplere aktarildi. Bu sekilde kalkan, ancak kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrilmayan
hiicrelerden dogan kayip engellendi.

Tipler oda sicakliginda 1300 rpm’de 5 dk santriftijlendi.

Santrifiij sonunda ortamlar atildi ve meydana gelen ¢okeltiye bagli olarak ¢okelti
RPMI 1640 ortamla siispanse edildi.

Hiicre siispansiyonu, RPMI 1640 ortam konulan hiicre kiiltiir kaplarina esit olarak
dagitildi. Hiicre kiiltiir kaplar1 dairesel hareketlerle, hafif¢ce birkag defa ¢alkanarak
hiicrelerin hiicre kiiltiir kabi ylizeyinin tiimiine dagilmasi sagland:.

Hiicrelerin durumu ters faz 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Hiicre kiiltiir kaplarma hiicre hattinin ad1, pasaj sayis1 ve pasajlanma tarihi yazildi.

Hiicreler %5 CO; igeren 37°C’deki inkiibatore kaldirildi.
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3.5.1.5 Hiicrelerin Dondurulmasi

1. Dondurma ortami hazirlandi: RPMI 1640 +%10 dimetilsiilfoksit (DMSO)

2. Hiicre sayimi sonucu siispansiyon, en faza 1x 10° hiicre/ml olacak sekilde dondurma
tiiplerine (cryovial) paylastirildi.

3. Siispansiyon tizerine 1:1 olacak sekilde dondurma ortami eklenerek DMSO oran1 %5’e
diisiiriildi.

4. Dondurma tiipleri 6nce -20°C’de 1 saat bekletildikten sonra hiicrelerin ihtiya¢ duyulan

saklama zamanina gore -80°C’ye veya -180°C’ye (s1v1 nitrojen) kaldirildi.

3.5.1.6 Hiicrelerin Sayilmasi

1. Hiicrelerin pasajlanmasi isleminde ilk basamaklar aynen yapildiktan sonra homojen
hale getirilen hiicre siispansiyonundan 50 pL alind1.

2. 1:1 oraninda hiicre siispansiyonu Ornegi ile tripan mavisi bir ependorf tiip iginde
karistirildi. Santrifiij sonunda dipte kalan ¢okeltinin miktarina gore, gerek goriildiigi
yerde steril 1x PBS ile seyreltmeler yapildi

3. Seyreltilmis hiicre siispansiyonunun 10 pL’si, Neubauer Lami ve lamel arasina
yayildi.

4. Ters-faz 151k mikroskobunda 20 x biiyiitmede sayim yapildi.

5. Neubauer laminin16 kiigiik kare iceren 4 farkli alanindaki canli ve 6li hiicrelerin tiimi
ters faz 151k mikroskobu ile sayilarak, canli ve 6lii hiicre sayisinin ortalamasi alindi.

6. Hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini (hiicre sayisi/mL) belirlemek
icin hesaplama yapildi.

7. Hesaplama (hiicre sayis/mL): Ortalama sayim deger x seyreltme faktorii x 10°
3.5.1.7 Katlanma Zamam Tayini
1. Duplikasyon zamani olarak da bilinen bu adim, hiicre sayisinin ne kadar siirede iki

katina ¢iktiginin belirlenmesi i¢in yapildi

2. Deneyler i¢in 6 kuyucuklu plaklar kullanild:.
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3. Onceden 5 mL RPMI 1640 ortam konmus kuyucuklarm her birine 8505C igin 2x10°,
Nthy-ori-3-1 igin 1x10° hiicre ekildi.

24, 48 ve 72. saatlerde hiicre sayimi yapild1

Sonuglarin dogrulugu agisindan her giin i¢in ii¢ kuyucuga ekim yapildi.

Kuyucuklarin sayim1 kendi i¢inde alt1 kere tekrar edildi.

N o g &

Olusturulan hiicre sayisi-zaman grafigi yardimiyla katlanma zamani hesaplandi (158).

3.5.2 Hiicre Canlilik Testi (WST-1)

Kalsitrioliin 8505C hiicrelerinde hiicre canliligi iizerindeki etkisi, WST1 (4-[3-(4-
iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) hiicre canlilik testi
kiti kullanilarak yapildi. Yontemin temeli MTT testine benzer sekilde, bir tetrazolyum tuzu
olan WST-1’in canli hiicrelerde siiksinat tetrazolyum rediiktaz tarafindan indirgenmesi ve
suda ¢Oziinebilir formazan kristalleri olusturmasina dayanir. Olusan kristaller suda ¢oziinebilir
yapidadir (159). Coziinen kristallerinin - olusturdugu sari-turuncu renk 450 nm’de
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler

Tablo 2‘de gosterilmistir.

Tablo 2. Hiicre canlilik testi sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler.

Malzeme/Cihaz Adr | Markast | Kod Numarasi
WST-1 Kiti Roche 11 664 807 001
Plak Okuyucu BioTek | ELX 50

Hiicre canlilik testi i¢cin Oncelikle 6n denemeler yapildi. Bu denemelerde olusturulan

deney gruplar ile bunlarin olusturulma gerekgeleri Tablo 3’te agiklanmistir.

28



Tablo 3. Deney gruplari ve olusturulma gerekgeleri.

Deney Gruplar1 Olusturulma Nedeni

Bu grup kontrol grubudur. Kalsitriol uygulanan

gruplarin absorbans degerlerinin, kontrol grubuna

Hiicre + Biiyiime ortami oranlanmasi ve bu sayede kalstrioliin hiicre canliligi

tizerindeki etkisinin  kiyaslanabilmesi amaciyla

olusturuldu.

Hiicre + Farkli konsantrasyonlarda

kalsitriol igeren biiyiime ortami

Farkli  konsantrasyonlardaki kalsitroliin, hiicre
canliligt  izerindeki etkilerini  inceleyebilmek

amaciyla olusturulan deney grubudur.

Olgiimler srrasinda biiyiime ortammdan gelen

Ortam (kor)

girigsimi 6nleyebilmek i¢in olusturuldu.

Kalsitriol DMSO i¢inde ¢oziinmiistir, DMSO ise
Hiicre + Farkli konsantrasyonlarda hiicreler i¢in toksiktir. Bu grup hiicre canlilig1
DMSO igeren biiyiime ortami tizerindeki yalanci pozitifligin giderilmesi i¢in

olusturuldu.

Uygulama basamaklan

1.

Kontrol, deney ve DMSO gruplar1 igin 96 kuyucuklu plaklardaki kuyucuklara 100 uLL
RPMI 1640 ortami igerisinde 5000 hiicre olacak sekilde siispansiyonlar ekildi.
Hiicrelerin yiizeye tutunmalar1 i¢in 24 saat beklendi.
24 saat sonunda kuyucuklara ekilen hiicrelerin ortamlari;
e kontrol grubu i¢in 100 pL taze ortamla,
e deney grubu icin belirlenen konsantrasyonlarda Kkalsitriol igeren 100 pL
ortamla,
e DMSO grubu i¢in eklenen kalsitriol hacmi kadar hacim igceren DMSO’lu
ortam ile degistirildi.
Bu sirada kuyucuklara sadece ortam eklenerek kor grubu olusturuldu.
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi, i¢ginde 100 pL besiyeri bulunan her kuyuya 10
pL WST-1 boyasi eklendi ve WST-1"1n ortama iyice karigmasi i¢in 5-10 sn el ile

sallanarak karistirildi.
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6. Plaklarin iizeri aliiminyum folyo ile sarilarak 37°C’de %5 CO; inkiibatdriinde toplam
dort saat bekletildi.
7. Dért saat siiresince, ilk yarim saat ve ardindan her saat bas1 ELISA plak okuyucusunda
450 nm ve 600 nm referans dalga boyunda absorbans okutulmasi yapildi.
Hesaplama: % Canlilik= (Ortalama Ornek Abs — K&ér Abs/ [Ortalama Kontrol Abs- Ort. Kor
Abs]) x 100

3.5.3 Hiicrelere D Vitamini Muamelesi

In vitro deneyler i¢in gerekli hiicre sayisina ulasildiktan sonra deney Setleri hazirland.
Bu deneylerde Nthy-ori-3-1 hiicre hatti pasaj 16 (P16) ile pasaj 21 (P21) araliginda
kullanilirken ve 8505C pasaj 19 (P19)’a kadar idameye devam edildi.

Nthy-ori-3-1 hiicre hattinda NDRG?2 ve NIS baslangi¢ ekspresyonlar1 inceleneceginden
bu hiicrelerin gerektiginde ortamlar1 degistirildi ve pasajlandi.

8505C hiicreleri ise ii¢ farkli grup olarak c¢alisildi; kiiltiir ortaminda inkiibe edilen
kontrol grubu, kalsitriol igeren kiiltiir ortaminda inkiibe edilen deney grubu ve kalsitrioliin
DMSO’da ¢oziilmesi nedeniyle DMSO’nun negatif kontrol olarak kullanildigi “negatif
kontrol” grubu.

Alt1 kuyulu plaklarda, her bir kuyuya 500.000 hiicre ekildikten sonra hiicrelerin yiizeye
tutunmalar1 i¢in hiicreler RPMI 1640 ortammda 37°C’de %5 CO> iceren inkiibatorde 24 saat
inkiibe edildi. Ertesin giin kontrol grubunun ortami taze RPMI 1640 ortamiyla, deney ve
negatif kontrol grubunun ortamlar1 sirasiyla kalsitriol ve DMSO igeren ortamlarla degistirildi.
Deney grubunun ortamlar1 ile negatif kontrol grubunun ortamlar1 72 saat boyunca her 24
saatte bir yenilendi. Kontrol grubunun ortam: herhangi bir ajan icermediginden, bu grubun
ortamlarmin sadece ilk 24 saat degistirilmesi ve RNA izolasyonu, cDNA sentezi gibi sonraki
adimlara gecilmesi yeterli oldu. Ug giin boyunca her giin deney ve negatif kontrol
gruplarindan RNA izolasyonu yapildi. Biitiin deneylerde her ayr1 kiiltiir kosulu i¢in en az {i¢

es ornek (triplicate) kullanilarak deneyler gerceklestirildi (Sekil 8).
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Deney Plam

1 ‘
Nthy-ori-3-1 Hiicre 8505C Hiicre Hatn
Hatta
v v
RNA yonu WST.1 Denemeleri
DNA Sentezi Ana Deney Kurulmas:
! ,
v 5 l +
RT-PCR Deney Grubu Vegatif Kontrol Gruby | Kontrol Grubu
(+) kalsitriol -) kalsitriel (-) kalsitriol
+)DMSO ADMSO
RNA izolasyonu RNA izolasyonu RNA lzolasyonu
\J v \J
c¢DNA Sentezi ¢DNA Sentezi ¢DNA Sentezi
’ T v
RT.PCR RT-PCR RT.PCR

Sekil 8. Deney akis semasi.

3.5.3.1 Hiicrelere Uygulanacak 1,25-dihidrokisvitamin D3’iin (Kalsitrioliin)

Hazirlanmast

In vitro deneylerde kullanilan kalsitriol (71820, Cayman) deneyler i¢in uygun ¢dzgende
¢oziildiikten sonra alikotlanarak saklandi. Bir mg kalsitriol steril kosullarda 100 ul DMSO’da
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¢ozildi. Elde edilen 24 mM’lik anastok, 0,5 ml’lik steril tiiplerde, her birinde 15 pL olacak
sekilde alikotlandi. Canlilik testi i¢cin gerekli olan ara stok (100 nM), 24 mM’lik anastoktan
uygun hacimdeki RPMI 1640 ile seyreltilmesiyle hazirland1.

3.5.4 Real-Time PCR (Ger¢ek-Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real Time PCR, c¢ift zincirli DNA‘ya baglandiklarinda floresan sinyal veren boyalar
kullanilarak amplifikasyona bagli DNA artisi ile agiga ¢ikan floresan sinyalin kantitasyonunu
yapan bir PCR teknigidir.

Bunun i¢in Oncelikle total RNA veya mMRNA izolasyonu, daha sonra reverse
transkriptaz tarafindan komplementer DNA (cDNA) sentezi ve son olarak PCR isleminin

uygulanmas1 gereklidir.

3.5.4.1 Total RNA Izolasyonu

Hiicrelerden total RNA izolasyonunu i¢eren bu adimda kullanilan cihaz ve malzemeler

Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. RNA izolasyonu sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler.

Malzeme/Cihaz Adi Markast | Model/Kod Numarast
Total RNA izolasyon Kiti | Roche 11 828 665 001
Santrifuj Heraeus | Biofuge Stratos
Vorteks Heidolph | REAX Top

Uygulama basamaklar:

1. 25 cm®lik hiicre kiltiir kaplarma pasajlanan hiicreler, hiicrelerin pasajlanmasi
adiminda anlatildig: sekilde kaldirildi ve hiicrelerin sayilmas1 adiminda anlatildig:
sekilde sayildi.

2. Bir milyon hiicreye kargilik gelen hiicre siispansiyonu, 1,5 mL’lik DNaz/RNaz free
tiiplere aktarildi.

3. Tipler oda sicakliginda 2500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
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4. Santrifiijiin ardindan kitin talimatlar1 dogrultusunda asagida belirtilen adimlar
uygulandi:

a) Santrifiij sonunda st faz atilds, pelletler 200 uL. 1x PBS ile siispanse edildi.

b) Siispansiyon igerisine 400 pL lizis/baglanma tamponu (yesil kapakli tiip) eklendi.

c) Tiipler oda sicakliginda 15 saniye vortekslendi.

d) Kit ile birlikte gelen filtreli tiipler, toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirildi.

e) Lizatlar, filtreli tiiplerin igeresine aktarildi.

f) Tipler oda sicakliginda 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi.

g) Santrifiij sonunda filtreli tiipten toplama tiiplerine gecen sivi atilarak, her bir filtreli
tiip tekrar kendi toplama tiipiine yerlestirildi.

h) Steril bir tiipte 90 pL. DNaz inkiibasyon tamponu ile 10 pL DNaz I karistirildi.
Ornek sayisma bagli olarak miktarlar arttirilda.

i) Hazirlanan karigim, filtreli tiiplere, tam filtreyi kapatacak gelecek sekilde aktarildi.

J) Tipler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

k) Inkiibasyonun ardindan, tiiplere 500 uL yikama tamponu I eklendi ardindan tiipler
oda sicakliginda 8000 g’de 15 saniye santrifiijlendi.

I) Santrifiij sonunda filtreli tiipten toplama tiiplerine gegen siv1 atilarak, her bir filtreli
tiip tekrar kendi toplama tiipiine yerlestirildi.

m)Tiplere 500 pL yikama tamponu II eklendi ve tiipler oda sicakliginda 8000 g’de 15
saniye santrifiijlendi.

n) Santrifiij sonunda filtreli tiipten toplama tiiplerine gegen siv1 atilarak, her bir filtreli
tiip tekrar kendi toplama tiipiine yerlestirildi.

0) Tiiplere 200 puL yikama tamponu II eklendi ve tiipler oda sicakliginda 13000 g’de 2
dakika santrifiijlendi.

p) Toplama tiipleri atilarak, filtreli tiipler 1,5 mL’lik PCR tiiplerine yerlestirildi.

q) Filtreli tiiplere 50 pL eliisyon tamponu eklendi.

r) Tipler oda sicakliginda 8000 g’de 1 dakika santrifiijlendi.

S) Santrifiij sonunda filtreye tutulan RNA, eliisyon tamponu ile yikanarak tiiplerde
topland1.

t) Filtreli tiipler atildi, RNA iceren PCR tiipleri daha sonraki denemeler igin -80°C’ye
kaldirildi.
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3.5.4.2 RNA Orneklerinin Kantitasyonu
Bu adim, izole edilen RNA’nin safligini kontrol etmek ve konsantrasyonunu belirlemek
icin yapildi. RNA 6rneklerinin kantitasyonu sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo

5’te gosterilmistir.

Tablo 5. RNA 6rneklerinin kantitasyonu sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler.

Malzeme/Cihaz Adi | Markas: | Model/Kod Numarast

Nanodrop Thermo | NanoDrop 3300

Uygulama basamaklar:

1. izole edilen RNA 6rneginin 1 pL’si Nanodrop’taki asag1 optik bolmeye damlatilds.

2. Nanodrop’un Tlst optik bolgesi asagi optik bolmenin iizerine kapatilarak RNA
orneginin iki optik bélme arasinda kalmasi saglandi.

3. Nanodrop’ta 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda 6rneklere ait absorbans degerleri
olgtlda.

4. RNA saflik kontrolii i¢in hesaplama: A2gonm/A2s0nm

5. RNA konsantrasyonu i¢in hesaplama: Crnya= Azsonm X 40 pg/ml

3.5.4.3 Agoroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA &rneklerinin biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla, RNA 6rnekleri
% 1,2 Formaldehit agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Cogu RNA‘lar intramolekiiler
baz eslesmesinden dolay1 sekonder yapilar olustururlar. Bu durum elektroforez sirasinda
molekiil boyutuna gore 6rneklerin dogru bir sekilde gd¢ etmesine engel olur. Bu nedenle
RNA ornekleri goriintiilenirken jele, yliriitme tamponuna ve Ornek yliklem tamponuna
denatiirasyon ajan1 olan formaldehit eklenir ayrica 6rneklerin 1siyla denatiirasyonu saglanir.

Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 6’da gdsterilmistir.
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Tablo 6. %1,2 Formaldehit agaroz jelde hazirlanmasi ve goriintiilenmesinde kullanilan cihaz
ve malzemeler.

Malzeme/Cihaz Adi Markast Model/Kod Numarasi
Horizontal Elektroforez Sistemi | Thermo OWL EASYCAST B1
Gii¢ Kaynagi Thermo EC 300 XL
Goriintiileme Cihaz1 UVP EC3 Chemi HR 410
% 37 Formaldehit (12.3M Sigma F1635

Agaroz Tip 111 High EEO Sigma A6138

Etidyum Bromiir Sigma E8751

Gliserol AppliChem | A1123

Agaroz Tip 111 High EEO Sigma A6138

EDTA Sigma E02P

MOPS Sigma M1254

N, N-Dimetil formamide Sigma D8654

Sodyum asetat CODEY 366207
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3.5.4.3.1 RNA % 1,2 Formaldehit Agaroz Jeli Hazirlama

% 1,2 formaldehit agaroz jel hazirlanmasi sirasinda ¢ozeltiler Tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7. % 1,2 Formaldehit agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozeltiler Ozellikleri
10 mM EDTA, pH 7,0
10X Formaldehit (FA) Jel Tamponu | 200 mM MOPS

50 mM Sodyum Aseta

5X RNA Ornek Yiikleme Tamponu

0,5 MEDTAPpH 8,0

% 37 Formaldehit

% 100 Gliserol

Formamid

10X FA Jel Tamponu

40 pg/ml Etidyum Bromiir

1 X FA Yiiriitme Tamponu

50 ml 10X FA Jel Tamponu
10 ml % 37 Formaldehit
440 ml RNaz free dH20
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Uygulama basamaklar:

1. 50 ml agaroz jel i¢in bir erlene; 5 ml 10X FA jel
tamponu (Tablo 7), 45 ml RNaz free dH,O ve 0,6 gr
agaroz konuldu (Sekil 9A).

2. Karigim eriyene kadar mikrodalga firinda 3-5
dakika kaynatild1.

3. Yaklasik 65°C‘ye kadar sogutuldu (Sekil 9B).

4. Uzerinde 900 uL % 37 Formaldehit ilave edildi.

5. Horizontal elektroforez sistemine karisim dokuldi

ve taraklar yerlestirildi (Sekil 9C).

6. Jelin polimerlesmesi i¢in yaklagik 1 saat beklendi.

Sekil 9. % 1,2 Formaldehit agaroz
jel hazirlama.

3.5.4.3.2 Izole Edilen RNA Orneklerinin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi
Uygulama basamaklari:

1. 5X RNA o6rnek yiikleme tamponu (Tablo 7) ile RNA
ornekleri karistirilarak her kuyucukta 1 pg RNA olacak sekilde
hazirlandi.

2. Hazirlanan 6rnekler 65°C‘de 5 dakika inkiibe edildi ve
siire sonunda hizla buz igerisine alind1.

3. Daha o6nce hazirlanan % 1,2 formaldehit agaroz jel,
elektroforez sistemine yerlestirildi ve iizerine 1X FA yiiriitme
tamponu (Tablo 7) konuldu (Sekil 10 A).

4. Taraklar jelde dikkatlice c¢ikarildiktan sonra Ornekler
kuyucuklara yiiklendi (Sekil 10 B).

5. 70V sabit, 50mA‘de 30-45 dakika elektroforez

Sekil 10. izole edilen RNA uyguland1 ve jeller goriintiilendi.
orneklerinin jele yiikklenmesi.
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3.5.4.4 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

mRNA molekiiliiniin tek iplikli cDNA molekiiliine doniistiiriilmesi iglemi iki basamakta
gerceklesir. Ilk adimda mRNA, random primer ile hibridize olur ve transkriptor reverse
transkriptaz enzimiyle dNTP‘ler kullanilarak zincir uzamasi saglanir. Ikinci adimda ise,
transkriptor reverse transkriptazin RNaz H aktivitesi araciligiyla RNA-DNA hibritlerindeki
RNA molekiilii pargalanir ve tek iplikli cDNA elde edilir (Sekil 11) . Calismalarimiz sirasinda

kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 13‘te gosterilmistir.

[ e Tt L T FM RN NNMENMNMNMN

Random primar Random primr Randorm primmser

Reverse
Transkriptér Reverse Transkriptaz Transkripsivon

¢ RNNaz H ENA kahbimim

uzaklastirilmas=:

HI
— 10,

B | prlner

Sekil 11. cDNA sentezi akim semas1 (160).

Tablo 8. cDNA sentezinde kullanilan cihaz ve malzemeler.

Malzeme/Cihaz Adi Markas1 | Model/Kod Numarasi
Thermal Block Cycler PCR Cihazi Techne | TC-512
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit | Roche | 04897030001
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Uygulama Basamaklarn

1. Ilk olarak RNA 6rneklerinden 1 pg’a karsilik gelen hacim alind1 ve RNaz, DNaz free
dH.0 ile son hacim 11 pL‘ye tamamlandi.

2. Her tiipe 2 uL random hegzamer primer konuldu.

3. RNA sekonder yapilarmin denatiirasyonu amaciyla tiipler, “Thermal Block Cycler
PCR cihazinda” 65°C‘de 10 dakika inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sirasinda drnek sayisina gore “RT mix” hazirlandi (Tablo 9).

Tablo 9. RT mix hazirlama.

Reaktifler Tek ornek icin miktar

Transcriptor RT Reaction Buffer | 4 ul

Protector RNaz Inhibitor 0,5 ul

Deoxynucleotide mix 2 ul

Transcriptor Reverse Transcriptase | 0,5 ul

5. Inkiibasyon sonrasi her tiipe 7 pl RT mix konuldu.
6. Daha sonra tiipler Thermal Block Cycler PCR cihazina yerlestirilerek;
a) 10 dakika 25°C‘de
b) 60 dakika 50°C‘de
C) 5 dakika 85°C*de
d) oo zamanda +4°C*de inkiibe edildi.
7. Sentezlenen cDNA 6rnekleri -20°C*de sakland1.

3.5.4.5 Real-Time PCR

Real-Time PCR hem kalitatif hem de kantitatif analizler i¢in alternatif bir yontem sunar.
Tek bir tiipte tek bir cihazla amplifikasyon ve floresan sinyalin deteksiyonu ile olusan veriyi
es-zamanli kaydetme imkéani verir. PCR’1n kendisi ve {irlinlerin deteksiyonu ayni reaksiyon
iceresinde gerceklestigi icin bu isleme ayn1 zamanda “homojen PCR” da denmektedir.

PCR iiriinleri floresan 6zellikte ve floresans dongii sayisinin {izerine kurulmus ise, PCR
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tirtinlerinin birikimi bakteriyal biiylime egrisine benzer sekilde bir egri ile gosterilebilir (Sekil
12); erken arkaplan evresi (cihazin deteksiyon sinirinin altinda), ekponansiyel biiyiime evresi
(ya da log faz) ve plato (son-nokta) evresi.

Arkaplan evresi PCR iirliniine ait sinyalin sisteme ait arkaplan sinyalinden biiyiik
oldugu anda sonlanur.

Ekponansiyel evre, biriken yeteri miktarda {iriiniin arkaplan sinyalinin tistiinde dedekte
edilmesiyle baglar, reaksiyon veriminin diismesiyle sonlanir; bu noktadan sonra reaksiyon
duragan evreye girer.

Genellikle 4-6 dongiiden 40 dongiiye kadar gergeklesen reaksiyon eksponansiyel
biiylimeyi ifade eder. Bundan sonra, reaksiyon bilesenleri sinirlanmaya baglar. Eksponansiyel
faz siiresince, egim bilindiginden hedef molekiiliin baslangi¢ sayis1 hesaplanabilir.

Duragan fazda, verimlilik de§isken bir hal alir ve egim eksponansiyel fazda oldugu gibi

hedef molekiiliin baslangi¢ sayisin1 hesaplamak miimkiin degildir (161).

arkaplan logaritmik biiyiime plato

PCRiiriin say1s1 -

dongii sayis1 =

Sekil 12. Amplifikasyon egrisi (161).

Real-Time PCR’da, PCR iiriiniin konsantrasyonuna iliskin veri her dongiide ¢evrim i¢i
olarak toplanir. Real-Time PCR bu veriyi amplifikasyon egrisi seklinde ya da grafik
formatinda gosterir. Reaksiyon bittikten sonra, eksponansiyel dongiiler, kaydedilmis verinin
coziimlenmesi ile belirlenebilir. Sonra veri eksponansiyel faz siiresince var olan PCR

driinliniin ve ekstrapolasyon ile her bir reaksiyondaki kalip baslangic miktarlarmin
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belirlenmesi icin kullanilir. Ileri Real-Time PCR cihazlar1 ve yazilimlar1 sayesinde bu veriler

kolayca elde edilebilir.
3.5.4.5.1 Real-Time PCR Formatlar

Tiim Real-Time PCR sistemleri floresan boyalar1 detekte eder, ardindan bu floresan
sinyal ile reaksiyondaki PCR iiriinii arasinda bir iligki kurar. Florometrik olarak PCR
iirlinlerinin deteksiyonu ve degerlendirilmesi i¢in birtakim yontemler bulunmaktadir. En sik
kullanilan floresan yontemi 2 sinifa ayirilir, dizi-bagimsiz deteksiyon yontemleri ve dizi-
spesifik prob baglanma yontemleri. Her birinin kendi kullanim alanmi ve sinirlamalari

bulunmaktadir.
Dizi-Bagimsiz Deteksiyon Yontemleri

Dizi-bagimsiz deteksiyon yontemleri Syber Green [ gibi tiim ¢ift zincir DNA
molekiillerine baglanan floroforlara dayahdir.

SYBER Green I ¢ozelti iginde serbest halde iken ¢ok nadir 1s1ma yapar fakat ¢ift zincir
DNA’nin minér bosluguna baglanir (162). Baglanma gergeklestiginde konformasyonel
degisimler nedeniyle 1s1ma artar (Sekil 13). Bu nedenle, SYBER Green I sinyalindeki artis ile

PCR sirasinda amplifiiye olmus {iriin arasinda bir iliski bulunmaktadir.

A | B | C|
13

[:gr ilgl:-rgn)rixu:xmnn° [;x.ii:ix.nl!iiitxninzxinrInl
Sekil 13. Syber Green I varliginda PCR (162).
SYBER Green I herhangi bir ¢ift zincir DNA’ya baglanabileceginden, farkl ¢ift zincir

DNA tiirleri arasindaki fark ayirt edilemez. Spesifik {iriin, non-spesifik iirlinler ve pirmer

dimerlemeleri de dedekte edilir. Bu nedenle yanlis sonuglar elde edilebilir (163).
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Dizi-Spesifik Probe Baglanma Yéontemleri

Dizi spesik baglanma yontemleri, hedef PCR’daki tamamlayici diziye hibridize olan
oligoniikleotitlere dayanir ve bu nedenle sadece spesifik iirlin dedekte edilir. En sik kullanilan
problar hidroliz problari, hibridizasyon problar1 ya da tek isaretli problardir (simple-probe).
Problara, Real-Time PCR cihazlari tarafindan 6lgiilebilen floroforlar takilir. Farkl1 deteksiyon
formatlar1 bulunsa da bunlar ¢ok sik kullanilmamaktadir.

Florofor isaretli, diziye spesifik problarm kullanildigi bir PCR yontemi, reaksiyondaki
hedefin bulunmasi1 halinde floresans artacagindan oldukg¢a spesifiktir. Dizi 6zgilligi
nedeniyle, diger artik firiinler (primer-dimerleri, PCR yan iriinleri gibi) dedekte
edilemeyecektir. Bu nedenle non-spesifik artiklar1 ayirmak igin ek bir islemine gerek
kalmayacaktir (164).

Hidroliz Problar

Calismamizda kullandigimiz hidroliz problari, Taq DNA Polimerazin 5’ hidrolaz
aktivitesiyle hidrolize edildiklerinde 1s1ma yaparlar (Sekil 14). Yontem tek bir 3’-uzamayan
probun kesilmesinin spesifik hedef DNA dizisinin birikimini belirtmesi bakimidan diger 5°
niikleaz yontemlerine benzerdir. Tek bir prob birbirine yakin olan floresan bildirici ve
floresan sondiirlicii barindirir. Prob bir biitiinken sondiiriicii boya, bildirici boyay1 baskilar
boylece sinyal olusumu engellenir. PCR siiresince, polimerazin 5’ niikleaz aktivitesi probu

keser, bildiriciyle sondiiriicii birbirinden ayrilir ve béylece 1s1ma gerceklesir.

o 4 4

Sekil 14. Hidroliz problar1 (162).
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3.5.4.5.2 Real-Time PCR I¢cin Kantitasyon Yontemleri

Bir amplifikasyon reaksiyonunda, floresansinin arkaplani astigi dongiiye agsma dongiisii
(crossing point-CP-) denilir. Diger bir anlatiyla, amplifiye edilen {iriiniin veride ilk goriilebilir
oldugu noktadir. Floresans-dongii sayisi grafiginde, 6rnege ait CP keskin yukar1 dogru bir egri
seklinde goriiliir.

Real-Time PCR’da kantitasyon 6rnegin CP’sinin belirlenmesini kapsar. PCR cihazinca
Olgtilecek PCR iiriinleri i¢in tiriin molekiilii sayis1 o cihazin deteksiyon simirini1 gegmelidir. Bu
nedenle ornegin CP’si 0rnekteki baslangic DNA konsantrasyonuna baghdir; eger baslangic
DNA konsantrasyonu diisitkse CP degerine ulasmak i¢in daha fazla amplifikasyon dongiisiine
gerek vardir.

Yazilimlar CP belirlemesi i¢in iki farkli yontem kullanirlar:

e Otomatik yontem: Ornegin CP degeri floresans egrisinin keskince yukar1 dondiigii
nokta olarak alinir. Bu donme noktasi egrideki ikinci egimin tiirevine karsilik gelir. Bu
nedenle yontemin diger adi “Maksimum Ikinci Tiirev Yontemi”dir. En bilyiik avantaji
cok az kullanici bilgisinin gerekmesidir.

e Manuel Yontem: PCR egrisindeki eksponansiyel (log-¢izgisel) faz siiresince biriken
floresans noktalarindan (degerlerinin) regresyon ¢izgisinin olusturulmasiyla CP
degerinin belirlenmesidir. CP, regresyon egrisi ile dikey ¢izginin kesisimi olan ve
kullanic1 tarafindan belirlenen bir degerdir. Yontemin diger adi “Uygun Noktalar”

yontemidir.

3.5.4.5.3 Kantitasyonun Analizindeki Temel Modeller

Real-Time PCR da kantitasyonun analizi iki temel modelle yapilir; kesin ve rolatif

kantitasyon. Her iki model de deneysel agidan belirlenen CP degerlerini farkli olarak kullanir.
3.5.45.3.1 Kesin Kantitasyon
Kesin kantitasyon yontemlerinde, hedef molekiiliin konsantrasyonu kesin deger olarak

ifade edilir (6rn. Kopya sayisi, ug/ulL, vb...) Kesin kantitasyon yontemi bilinmeyen hedef

molekiiliin konsantrasyonunu belirlenmesi i¢in, bilinen konsantrasyonlarin eksternal standart
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orneklerinden olusturulmus standart egriyi kullanir (165) . Bu nedenle, kesin bir kantitasyon
yontemi, eger standartlar ve bilinmeyenler ayn1 verim ile amplifiye ve detekte edilmigler ise
gecerli sonuglar saglar.

Standart egri olusturmak i¢in standart oOrneklerin konsantrasyonlarina karst CP
degerlerinin bir grafigi cizilir. Olusan egrinin egiminden yola ¢ikilarak hesaplama su esitlikle

yapilir:

E = 10‘[%%]

3.5.45.3.2 Rolatif Kantitasyon

Rolatif kantitasyon yontemi tiim gen ekspresyon analizleri igin ya da rolatif gen doz
seviyelerinin belirlenmesi i¢in uygundur.

Bu yontemde hedef genin konsantrasyonu, ayni ornekteki hedef-referans gene orani
seklinde ifade edilir. Rolatif kantitasyon yontemleri baglangic Ornek miktarindaki
varyasyonlar, cDNA sentezi verimliligi ya da 6rnek ylikleme/pipetleme hatalar1 gibi nicelik
ve nitelikteki farkliliklar1 diizeltir. Hedef ve referans gen miktar1 PCR verimliliginin ve 6rnek
CP degerinin bir fonksiyonu oldugu i¢in, herhangi bir standart egri gerekmez. Referans gen
olarak, gliseraldehit- 3-fosfat-dehidrogenaz (G3PDH), B-aktin gibi tiim hiicrelerde eksprese
edilen, hiicre canlilig1 i¢in gerekli ve deneysel uygulamalarda dahi ekspresyon diizeyleri sabit
kabul edilen “Housekeeping Gen”ler kullanilabilir (166). Hesaplama su esitlikten yola
cikilarak yapilir (167).

(E )ACPhedef gen(kontrol-o6rnek)
hedef gen

rolatif deger =
g (E )Acpreferans gen(kontrol-o6rnek)
referans gen

ACP (eferans gen= referans genin kontrole ait CP degeri- referans genin ornege ait CP
degeri

ACP hedef gen= hedef genin kontrole ait CP degeri- hedef genin 6rnege ait CP degeri

Yukarida belirtildigi gibi referans genlerin deneysel uygulamalarda dahi ekspresyon

diizeyleri sabit kabul edildiginde ACPieferans gen=0 olacagindan esitlik su sekilde
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basitlestirilebilir:

(E )Acphedef gen(kontrol-o6rnek)
hedef gen )ACPhedef gen(kontrol-érnek)

= (Ehedef gen

rolatif deger = 5
(Ereferans gen)

Verimin kalibre edildigi (E=2) “delta-delta” metodu rolatif kantitasyon igin basit bir
esitlik sunar:
rolatif deger = 2—[Acpﬁrnek_ACPkontrol] — Z—AACP

ACP gmek- ACP yontro= hedef genin 6rnekteki CP degeri- hedef genin kontroldeki CP degeri.

Rolatif kantitasyon yontemleri iki parametrenin uygulanmasi ile diizeltilir:
o Kalibratordeki hedef/referans oranina gore hedef/referans oranlar1 normalize edilir.
Boylece, kalibrator, hedef ve referans arasinda prob birlesmesindeki farkliliklar,

FRET verimi ya da boya eksitasyon sabitleri gibi deteksiyon farkliliklar diizeltilir.

e Hedef ve referans genlerin PCR verimlerindeki farkliliklar1 diizeltilir.
Rolatif kantitasyon yontemi tiim gen ekspresyon analizleri i¢in ya da rolatif gen doz

seviyelerinin belirlenmesi i¢in uygundur.
Uygulama Basamaklar
1. Real-Time PCR denemesinde ii¢ tane gen ekspresyonunun analizi yapildu,
housekeeping gen olarak GAPDH kullanilda.

2. Real-Time PCR i¢in kullanilan malzeme ve cihazlarin markalar1 ve kod numaralar1

Tablo 10’da siralanmustir.
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Tablo 10. Real-Time PCR i¢in kullanilan malzeme ve cihazlarin markalar1 ve kod numaralari.

Malzeme/Cihaz Adi | Markasi Kod Numarasi

RT-PCR Cihaz1 Roche Ligtcycler® | Versiyon 2.0
480

RT-PCR Yazilim Roche Lightcycler® | Verisyon 1.5.0
480 Software

Enzim (2x) LightCycler® 480 | 04887301001
Probes Master

Santrifiij Eppendorf 5430

96 Kuyucuklu Plak LightCycler® 480 | 04729692001
Multiwell Plate 96

Plak Kapatici LightCycler® 480 | 04729757001
Sealing Foil

3. Her bir 6rnek i¢in 8 ul’lik reaksiyon karisimi Tablo 11°de anlatildig: sekilde

hazirlandi.

Tablo 11. Reaksiyon karigsimi.

Reaktifin Ad: Miktart (ul)
PCR grade su 3,0
Primer prob mix (NDRG2 ya da NIS) | 1,0
Enzim (2x) 5,0
Reaktifin Ad: Miktart (ul)
PCR grade su 2,5
Primer prob mix (GADPH igin) 0,5
Enzim (2x) 5,0

4. Sekiz pL’lik reaksiyon karigimlari 96 kuyulu plaklardaki konduktan tizerlerine ikiser
puL’lik cDNA 6rnekleri eklendi. Negatif kontrol icin PCR grade su kullanildi.

5. Buharlagsmay1 6nlemek amaciyla plagin lizeri sealing foil ile kapatildi (sekil 15).
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Sekil 15. Sealing foil ile kapatilmis temsili plak goriintiisii.

6. Plak 2000 rpm’de 30 saniye santrifiijlenerek tiim karisimm Kkuyularin dibinde
toplanmasi saglandu.

7. Plak, Light Cycler 480 Il cihazina yerlestirildi ve Real-Time PCR islemi baslatild.

8. 95°C‘de 10 dakika, 1 dongii denatiirasyon basamaginin ardindan 95°C*de 10 saniye,
60°C*de 10 saniye, 72°C*de 10 saniye, 55 dongii amplifikasyon basamagi uygulandu.

9. Roche Lightcycler 480 (V 1.5.0) yazilimi kullanilarak her bir 6rnege ait NDRG2 ve
NIS gen ekspresyonu, eslenik GADPH ekspresyonu ekspresyonuna oranlanarak

“Rolatif Kantitasyon™ yapildi.

3.6 ARASTIRMA TAKViMi

Tablo 12. Arastirma takvimi.

Projelendirme Ocak 2012 - Nisan 2012

Hiicre Kiiltiirii Ocak 2013 — Mart 2013

WST-1 Analizleri Mart 2013 — Nisan 2013

Real-Time PCR Analizleri Nisan 2013 — Mayis 2013
Tez Yazimi May1s 2013 — Haziran 2013
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3.7 VERILEN DEGERLENDIRILMESI

Her deney en az 3 kez tekrar edilmistir. Bulgularin istatistiksel karsilagtirilmalar: t testi
analizi kullanilarak, SSPS programi (V15.0) ile degerlendirilmistir. Analizlerin sonucunda

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

3.8 ARASTIRMANIN SINIRLIKLARI

Aragtirmamiz bir in vitro ¢alismadir. Diger indiferansiye insan tiroid kanseri hiicreleri,
primer hiicre kiiltiirii ile elde edilmesi, bu hiicrelerin ticari olarak satin alinmasinin miimkiin
olmamasi, ¢alismamizda diger insan anaplastik tiroid kanseri hiicre hatlarmin kullanilmasini
engellemistir. Bunun yani swra ¢alismamizda primer hiicre kiiltiirii eldesi ve idamesi zor
oldugundan uygulanmamuistir. Protein ekspresyonlarindaki olasi degisimlerin arastirilmasi i¢in
basta antikorlar olmak iizere, diger sarf malzemelerin ticari olarak satin alimmasi arastirma
bilitcesi goz Oniine alindiginda miimkiin olmadigindan, arastrmamizda sadece gen

ekspresyonlarindaki degisimler arastirilmaistir.
3.9 ETIK KURUL ONAYI
Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu,

22.03.2012 tarih ve 2012/11-03 no.lu kararinda; 549-GOA protokol numarali ¢alismamizin

etik acidan sakincali olmadigma karar vermistir.
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4. BULGULAR

4.1 KATLANMA ZAMANI BULGULARI

Nthy-ori-31 ve 8505C hiicrelerine iliskin katlanma zamanini belirlemek i¢in, alt1 kuyulu
plaklara ekilen hiicrelere ait giin/hiicre sayisi tablosu olusturuldu (Tablo 13). Bu tablolardan
yola cikilarak olusturulan grafiklere (Sekil 16 ve Sekil 17) ait denklemden katlanma
zamanlar1 hesaplandi. Baslangi¢ hiicre sayisi Nthy-ori-3-1 igin 100.000, 8505C igin
200.000°dir.

Tablo 13. Nthy-ori 3-1 ve 8505C hiicrelerine iliskin giin/hiicre sayisi.

Nthy-ori 3-1 8505C
Saat | Ortalama Hiicre Sayis1 | Saat | Ortalama Hiicre sayisi
0 100.000 0 200.000
24 142.513 24 237.708
48 239.512 48 451.406
72 311.484 72 1.309.688
96 1.991.250
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Nthy-ori-3-1 Katlanma Zamam Grafigi
3,50E+05 -
3,00E+05 -
2,50E+05
2,00E+05
1,50E+05
1,00E+05
5,00E+04 -
0,00E+00 . T .

y = 100181e001645

Hiicre Sayisi

Saat

Sekil 16. Nthy-ori 3-1 katlanma zamani grafigi.

Olusturulan grafik yardimiyla Nthy-ori-3-1 hiicrelerine ait katlanma zamanu;

In(2)/0,0164= 42,2 saat bulundu (158).

8505C Katlanma Zamam Grafigi

2,50E+06
& 2,00E+06
5 1,50E+06
= 1,00E+06
5,00E+05
0,00E+00

yis1

y = 159266600263

Saat

Sekil 17. 8505C katlanma zamani grafigi.
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Olusturulan grafik yardimiyla 8505C hiicrelerine ait katlanma zamani; In(2)/0,0263=
26,35 saat bulundu (158).

4.2 KALSTIROLUN HUCRE CANLILIGI UZERINDEKI ETKIiSIiNIN WST-1 iLE
BELIiRLENMESI

0,01-100 uM ile 24, 48, 72 ve 96 saat farkli dozlarda kalsitriol ile inkiibe edilen 8505C

hiicrelerinde, kalsitrioliin doza bagimmli olarak hiicre canlilig1 lizerinde meydana getirdigi

etkilere iliskin bulgular Tablo 14’te verilmistir. Bulgular + standart sapma seklinde

gosterilmistir. Kontrol grubu kalsitriol uygulanmayan gruptur.

Tablo 14. Kalsitrioliin 8505C hiicrelerine etkisinin % canlilik bulgular1.

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Kontrol 100,00+3,58 | 100,00+7,03 | 100,00+18,80 | 100,00+8,43
0,01 uM Kalsitriol | 107,20+ 3,27 | 97,894+23,78 | 91,60+£9,20 | 100,99+23,12
0,1 uM Kalsitriol | 103,24+6,82 | 96,41+4,18 | 68,38+10,53 | 102,91+10,53
1 uM Kalsitriol 106,82+4,45 | 94,58+8,03 | 79,00+11,40 | 105,47+14,17
10 uM Kalsitriol | 102,88+10,73 | 89,63+9,19 | 60,62+8,92 77,71£12,61
100 uM Kalsitriol | 21,70+4,94 3,57+0,91 -0,89+1,658 -5,91+0,33

Kalstiroliin DMSO’da ¢6ziinmesi nedeniyle, kalsitroliin dozlarma karsilik gelen DMSO

hacimleri 8505C hiicrelerine uygulanarak, DMSO’nun hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri

degerlendirilmigti. DMSO’nun 8505C hiicrelerinde canlilik iizerindeki meydana getirdigi

degisimlere iliskin Tablo 15°te verilmistir. Her bir kalsitriol dozuna karsilik gelen DMSO

miktar1 v/v cinsinden hesaplanmistir. Bulgular + standart sapma seklinde gdsterilmistir.

Kontrol grubu DMSO uygulanmayan gruptur.
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Tablo 15. DMSO’nun 8505C hiicrelerine etkisinin %canlilik bulgular.

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat

Kontrol 100,00+3,60 | 100,00+7,03 | 100,00+18,79 | 100,00+8,43
% 42*10° DMSO (viv) | 119,71£2,98 | 118,28+4,88 | 102,89+10,36 | 96,814+2,83
% 42*10° DMSO (V/v) | 122,77£5,041 | 121,46+5,93 91,52+7,33 98,07+4,33
% 42*10" DMSO (v/v) | 119,74+7,16 | 125,01+10,10 | 98,30+11,83 | 97,99+5,77
% 42*10° DMSO (V/v) | 125,2449,13 | 120,82+6,37 88,7149,59 | 95,34+1,13
% 42*10“ DMSO (v/v) | 132,06+5,47 | 137,4849,094 | 107,15+13,73 | 96,66+3,390

Tim deney bulgularinda istatistiksel olarak kontrole gére anlamli degisim gosteren
dozlar grafik iizerinde gosterilmistir. * p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. P

degerleri Tablo 16 ve 17°de gosterilmistir.

Tablo 16. Kalsitrioliin 8505C hiicrelerine etksinin kontrole gore "p" degerleri.

Kosullar 24 saat | 48 saat | 72 saat | 96 saat

0,01 uM Kalsitriol | 0027 | 0,861 | 0,331| 0,940
0,1 uM Kalsitriol | 0394 | 0,437 | 0,071 | 0,700
1 uM Kalsitriol | 0005 | 0,130 | 0,053 | 0,554
10 pM Kalsitriol | 0112 | 0,157 | 0,007 | 0,043
100 uM Kalsitriol | 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000

Tablo 17. DMSO’nun 8505C hiicrelerine etksinin kontrole gore "p" degerleri.

Kosullar 24 saat | 48 saat | 72 saat | 96 saat
% 42*10° DMSO (VV) | 0000 | 0,007| 0783| 0,419
% 42*10° DMSO (VV) | 0,001 | 0,004| 0,349| 0,659
% 42*10" DMSO (VV) | 0,003 | 0,005| 0,936| 0,650
% 42*10° DMSO (VV) | 0005 | 0,005| 0,140| 0,199
% 42*10° DMSO (VV) | 0001 | 0,001| 0,537 | 0,066
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8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin 24 saatlik farkli konsantrasyonlarda
kalsitriol ve DMSO igeren hiicre kiiltiirii ortamu ile inkiibasyonu sonucu elde edilen WST-1

testi bulgular1 Sekil 18 ve Sekil 19°da gosterilmistir.

~ 120 -
> *p<0,05
)En 100 -
= ® kontrol
S 80 - .
o m (0,01 pM Kalsitriol
:E 60 - ® 0,1 uM Kalsitriol
® | uM Kalsitriol
40 = 10 uM Kalsitriol
20 - = 100 uM Kalsitriol
O |
8505C 24 Saat Kalsitriol

Sekil 18. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 24 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

5 160 _ *p<0gs
Eﬂ 140 - * x *
% 120 = kontrol
© 100 - = % 0,000042 DMSO (v/v)
E 80 = % 0,00042 DMSO (V/v)
60 - m % 0,0042 DMSO (V/v)
® % 0,042 DMSO (v/v)
40 = % 0,42 DMSO (V/v)
20 -
0 -
8505C 24 Saat DMSO

Sekil 19. DMSO’nun 8505C hiicre hattina 24 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgular1.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin 48 saatlik farkli konsantrasyonlarda
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kalsitriol ve DMSO igeren hiicre kiiltiirii ortamu ile inkiibasyonu sonucu elde edilen WST-1

testi bulgular1 Sekil 20 ve Sekil 21°de gosterilmistir.

[ERY

W

o
]

110 -

(o]
o
1

70 -

Hiicre Canhihg: (%)*

30 -

-10 - 8505C 48 Saat Kalsitriol

*p<0,05

m kontrol

® (0,01 uM Kalsitriol
20,1 uM Kalsitriol
® | uM Kalsitriol

= 10 uM Kalsitriol
= 100 uM Kalsitriol

Sekil 20. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 48 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

160 -

=
D
o

120
100
80
60
40
20

Hiicre Canhihgi (%)

8505C 48 Saat DMSO

*p < 0,05

= kontrol

® % 0,000042 DMSO (v/v)
= % 0,00042 DMSO (v/v)
® % 0,0042 DMSO (v/v)

u 9% 0,042 DMSO (v/v)

= % 0,42 DMSO (v/v)

Sekil 21. DMSO’nun 8505C hiicre hattina 48 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgular1.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin 72 saatlik farkli konsantrasyonlarda

kalsitriol ve DMSO igeren hiicre kiiltiirii ortamu ile inkiibasyonu sonucu elde edilen WST-1
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testi bulgular1 Sekil 22 ve Sekil 23°de gosterilmistir.

~ 140 -

$ *p<0,05

=120 -

>80

=

E 100 - m kontrol

% 80 - m (0,01 uM Kalsitriol

:E 50 - = 0,1 uM Kalsitriol

= ® | uM Kalsitriol
40 - = 10 uM Kalsitriol
20 - = 100 uM Kalsitriol

O 4

20 8505C 72 Saat Kalsitriol

Sekil 22. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 72 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

140 -
Q *p<0,05
< 120 -
)
% 100 - m kontrol
8 60 | = % 0,000042 DMSO (V/v)
5 = % 0,00042 DMSO (v/v)
= 60 = % 0,0042 DMSO (v/v)
40 - u % 0,042 DMSO (v/v)
20 " % 0,42 DMSO (V/v)
0 |
8505C 72 Saat DMSO

Sekil 23. DMSO’nun 8505C hiicre hattina 48 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin 96 saatlik farkli konsantrasyonlarda
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kalsitriol ve DMSO igeren hiicre kiiltiirii ortam1 ile inkiibasyonu sonucu elde edilen WST-

1 testi bulgular1 Sekil 24 ve Sekil 25°te gosterilmistir.

e

N B

o o
1 ]

Hiicre Canhihgi (%)
© O
o o

~r o
o O
1 1

8505C 96 Saat Kalsitriol

*p<0,05

m kontrol

® (0,01 uM Kalsitriol
= 0,1 uM Kalsitriol
= | uM Kalsitriol

= 10 uM Kalsitriol
= 100 uM Kalsitriol

Sekil 24. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 96 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

-

N

o
]

[N

N

o
1

100 -

Hiicre Canhihigi (%)

60 -
40 -

8505C 96 Saat DMSO

*p<0,05

= kontrol

m 9% 0,000042 DMSO (v/v)
= 9% 0,00042 DMSO (v/v)
® % 0,0042 DMSO (v/v)

m 9% 0,042 DMSO (v/v)
% 0,42 DMSO (v/v)

Sekil 25. DMSO’nun 8505C hiicre hattina 96 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgular1.

8505C hiicreleri igin her dort inkiibasyon siiresi i¢in olusturulan dagilim grafigi Sekil

26°da, IC50 degerleri Tablo 18’de gosterilmistir.
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Tablo 18. 8505C hiicreleri igin IC50 degerleri.

IC50 | 8505C
24 saat | < 100 uM
48 saat | <100 uM
72 saat | <100 uM
96 saat | <100 uM

8505C
120 -
100 -
=—24 H
80 - —=-48 H
60 - 72 H
=06 H
40 -
20 -
O T T T T T 1
20 - kontrol 0,01 pM 0,1 pyM 1puM  10puM 100 uM
) kalsitriol kalsitriol kalsitriol kalsitriol kalsitriol

Sekil 26. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 24-48-72-96 saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi
bulgularmin dagilim grafigi.

Hiicre canlilik testleri sonucu 10 ile 100 uM kalsitriol dozlari, hiicre canlilig1 {izerinde
anlamli bir diisiis meydana getirdiginden, bu aralig1 kapsayacak sekilde 20, 60 ve 80 uM
kalsitrioliin uygulandig: farkli bir deney kuruldu. DMSO’nun hiicre canliligini anlamli 6l¢iide
diisiirmedigi icin, bu denemede hiicreler yalnizca farkli dozlarda kalsitriol ile inkiibe edildi.

20-80 uM ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen 8505C hiicrelerinde, kalsitrioliin doza
bagimli olarak hiicre canlilig1 izerinde meydana getirdigi etkilere iliskin bulgular Tablo 17°de
verilmistir. Bulgular + standart sapma seklinde gosterilmistir. Kontrol grubu Kalsitriol

uygulanmayan gruptur.
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Tablo 19. Kalsitrioliin 8505C hiicrelerine etkisine ait %canlilik bulgular.

Kosullar 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol 100,00+4,64 | 100,00+12,34 | 100,00+9,25
20 uM Kalsitriol | 64,71£9,28 | 78,90+13,72 | 70,86+6,22
40 uM Kalsitriol | 69,1748,76 | 68,64+15,09 | 75,37+6,86
60 uM Kalsitriol | 62,05+8,81 | 63,82+7,70 56,14+28,24
80 uM Kalsitriol | 42,07+£5,66 | 33,56+7,89 34,19+18,61

Tim deney bulgularinda istatistiksel olarak kontrole gére anlamli degisim gosteren
dozlar grafik tizerinde gosterilmistir. * p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. P

degerleri Tablo 20°de gosterilmistir.

Tablo 20. Kalsitrioliin 8505C hiicrelerine etksinin kontrole gore "p" degerleri.

Kosullar 24 saat | 48 saat | 72 saat
20 uM Kalsitriol | 0,000 | 0,090 | 0,001
40 uM Kalsitriol | 0,000 | 0,007 | 0,006
60 uM Kalsitriol | 0,000 | 0,003 | 0,000
80 uM Kalsitriol | 0,002 | 0,000 | 0,000

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin, 24 saatlik farkli konsantrasyonlarda
kalsitriol igeren hiicre kiiltiirii ortami ile inkiibasyonu sonucu elde edilen WST-1 testi

bulgular1 Sekil 27°de gdsterilmistir.
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Sekil 27. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 24 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin, 48 saatlik farkli konsantrasyonlarda
kalsitriol igeren hiicre kiiltiirii ortami ile inkiibasyonu sonucu eclde edilen WST-1 testi

bulgular1 Sekil 28°de gdsterilmistir.

~ 120 -
S *p<0,05
8 100 -
=
S 80 - = kontrol
§ 5 ® 20 uM Kalsitriol
= = 40 uM Kalsitriol
40 - 60 uM kalsitriol
= 80 uM Kkalsitriol
20 -
0 |
8505C 48 Saat Kalsitriol

Sekil 28. Kalsitrioliin 8505C hiicre hatta 48 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

8505C anaplastik tiroid kanseri hiicre hattinin, 72 saatlik farkli konsantrasyonlarda
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kalsitriol igeren hiicre kiiltliri ortamu ile inkiibasyonu sonucu elde edilen WST-1 testi

bulgular1 Sekil 29°da gosterilmistir.

~ 120 -
N
< *p<0,05
8 100 -
=
S 80 - = kontrol
5 %20 M kalsitriol
z 60 = 40 uM Kkalsitriol
40 - ® 60 uM kalsitriol
= 80 uM kalsitriol
20 -
0
8505C 72 Saat Kalsitriol

Sekil 29. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 72 saat inkiibasyonu sonucu WST-1 testi bulgulari.

8505C hiicreleri i¢in her tli¢ inkiibasyon siiresi i¢in olusturulan dagilim grafigi Sekil

30°’da, IC50 degerleri Tablo 18’de gosterilmistir.

Tablo 21. 8505C hiicreleri i¢in IC50 degerleri.

IC50 8505C
24 saat | > 60 uM
48 saat | > 60 uM
72 saat | > 60 uM
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Sekil 30. Kalsitrioliin 8505C hiicre hattina 24-48-72saat inkiibasyon sonucu WST-1 testi
bulgularinin dagilim grafigi.

WST-1 denemeleri sonucu, 8505C hiicreleri igin kalsitriol inhibitor dozu 50 degeri 24
saat i¢in 75 puM, 48 saat i¢in 76 uM ve 72 saat i¢in 67,36 uM olarak bulundu. Ancak
denemelerimizde her ii¢ inkiibasyon siiresi i¢in IC50 degerine yakin olan 60uM Kkalsitirol

dozu kullanildi.

4.3 REAL-TIME PCR BULGULARI

4.3.1 RNA orneklerinin %1,2 formaldehit agaroz jelde goriintiilenmesi

izole edilen RNA &rneklerinin intakt olup olmadigmi belirlemek amaciyla denatiire

kosullar altinda agaroz jel elektroforezi uygulandi. Temsili jel goriintiisii Sekil 31°dedir.
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Total RNA izolasyonu sonucu 6rneklerin igerdigi RNA miktar1 Tablo 22°de verilmistir.

DMSO gruplari, ortamlarinda 3,75 pl (%0,25 v/v) DMSO igeren negatif gruplardir.

Tablo 22. Orneklere ait RNA miktarlari.

Ornek ad1 A6onm | A280 nm | A260 nml Azgonm | A*40(ng/ml)
8505C- 24 Saat Kalsitriol 1 5,609 | 2,796 2,01 2243
8505C- 24 Saat Kalsitriol 2 7,979 | 3,836 2,08 319,2
8505C- 24 Saat Kalsitriol 3 7,954 | 3,863 2,06 318,2
8505C- 24 Saat DMSO 1 9,885 | 4,795 2,06 3954
8505C- 24 Saat DMSO 2 11,436 | 5,592 2,05 457,4
8505C- 24 Saat DMSO 3 0,548 | 4,617 2,07 381,9
8505C- 48 Saat Kalsitriol 1 7,935 | 3,947 2,01 317,4
8505C- 48 Saat Kalsitriol 2 6,065 | 3,094 1,96 242.6
8505C- 48 Saat Kalsitriol 3 6,413 | 3,25 1,97 257,5
8505C- 48 Saat DMSO 1 8,729 | 4,264 2,05 349,2
8505C- 48 Saat DMSO 2 8,564 | 4,266 2,01 342,5
8505C- 48 Saat DMSO 3 6,762 | 3,434 1,97 270,5
8505C- 72 Saat Kalsitriol 7,96 | 3,861 2,06 318,5
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8505C- 72 Saat DMSO 1 3,614 | 1,77 2,04 144,6

8505C- 72 Saat DMSO 2 6,025 | 2,994 2,01 241

8505C- 72 Saat DMSO 3 6,948 | 3,397 2,05 277,9
8505C- Kontrol 1 8,081 | 3,928 2,06 323,2
8505C- Kontrol 2 9,197 | 4,487 2,05 367,9
8505C- Kontrol 3 8,887 | 4,301 2,07 355,5
Nthy-ori-3-1 -1 4,721 | 2,411 1,96 188,8
Nthy-ori-3-1 - 2 7,029 | 3,506 2,00 281,1
Nthy-ori-3-1 - 3 12,917 | 6,323 2,04 516,7

4.3.3 Gen Ekspresyon Analizleri

NDRG2 ve NIS gen ekspresyon diizeyleri,

Light Cycler Software 1.05 (Roche

Diagnostic) kullanilarak belirlendi. Housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. Absolute

Quantification analizi ile NDRG2 ve NIS ile GADPH ekspresyonlar1 oranlanarak rolatif

kantitasyon yapild1.

4.3.3.1 NDRG2 Gen Ekspresyon Analizi

Nthy-ori-3-1 hiicreleri ile 8505C hiicrelerinde, NDRG2 gen ekspresyon diizeylerine ait

RT-PCR verileri ile ortalama degerler ve standart sapma degerleri sirasiyla Tablo 23 ve Tablo

24°de gosterilmistir. Ornekler iiclii ¢alisilmustir.
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Tablo 23. Nthy-ori-3-1 ve 8505C hiicrelerinde NDRG2 gen ekspresyon diizeyleri.

Ortalama | Ortalama
. Hedef | Referans AACT
Ornek CP CP ACT | AACT | 27
Gen Gen
(NDRG2) | (GAPDH)
8505C (1) NDRG2 | GAPDH | 33,22 16,97 16,25 | -0,09 1,06
8505C (2) NDRG2 | GAPDH 32,88 16,85 16,04 | -0,305 | 1,24
8505C (3) NDRG2 | GAPDH 32,85 16,51 16,34 0 1,00
Nthy-ori-3-1 (1) | NDRG2 | GAPDH 25,02 15,69 9,33 | -7,01 | 128,89
Nthy-ori-3-1 (2) | NDRG2 | GAPDH 25,62 16,15 9,47 | -6,87 | 116,97
Nthy-ori-3-1 (3) | NDRG2 | GAPDH 24,61 15,38 9,23 | -7,11 | 138,14

Tablo 24. Nthy-ori-3-1 ve 8505C hiicrelerinde ortalama NDRG2 gen ekspresyon diizeyleri ve

standart sapma degerleri.

Srnek Ortalama | Standart
2AacT Sapma

8505C 1,10 0,122
Nthy-ori-3-1 128,00 10,613

Nthy-ori-3-1 hiicreleri ile 8505C hiicrelerinde, NDRG2 gen ekspresyon diizeylerindeki

farka iligkin p degeri Tablo 25’de gosterilmistir. p < 0,05 anlamli kabul edildi.

Tablo 25. Nthy-ori-3-1 hiicreleri ile 8505C hiicrelerinde NDRG2 gen ekspresyon

diizeylerindeki karsilagtirmaya ait p degeri.

Karsilastirilan Gruplar Ortalama Standart _
p degeri
(NDRG2) Deger Sapma
8505C vs. Nthy-ori-3-1 126,300 10,78 0,002




Tablo 20 ve 21°deki veriler sonucu olusturulan grafik sekil 32°de gosterilmistir.

160 - _k

*p < 0,05
140 -

120 -

100 -

m 8505C
® Nthy-ori-3-1

80 -
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40 -

20 -

Rolatif NDRG2 Gen Ekspresyon Degerleri

Sekil 32. Nthy-ori-3-1 ile 8505C hiicrelerine ait NDRG2 rolatif gen ekspresyon degerleri.

RT-PCR analizleri sonucu Nthy-ori-3-1 hiicrelerinde NDRG2 gen ekspresyonu, 8505C
hiicrelerine gére anlamli 6lgiide yiiksek bulundu (p=0,002).

RT-PCR analizleri sonucu, kalsitrioliin 8505C hiicrelerinde NDRG2 gen ekspresyon
diizeyleri bakimindan meydana getirdigi degisimlere ait RT-PCR verileri ile ortalama degerler
ve standart sapma degerleri sirastyla Tablo 26 ve Tablo 27°de gosterilmistir. DMSO gruplari,
ortamlarmnda 3,75 pl (%0,25 v/v) DMSO igeren negatif kontrol gruplaridir. Ornekler iiclii

caligilmustir.
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Tablo 26. Kalsitriol uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerindeki NDRG2 gen ekspresyon
diizeylerindeki degisimler.

N Ortalama | Ortalama
Ornek Hedef Referans 2
CP CP ACT | AACT | ,,
(8505C) Gen Gen
(NDRG2) | (GAPDH)
24 Saat kalsitriol
) NDRG2 | GAPDH 33,73 17,21 16,52 | -0,41 | 1,33
24 Saat kalsitriol
@ NDRG2 | GAPDH 33,47 16,55 16,93 | -0,01 | 1,00
24 Saat kalsitriol
@) NDRG2 | GAPDH 33,75 16,91 16,84 | -0,09 | 1,06
24 Saat DMSO
M NDRG2 | GAPDH 32,27 16,2 16,07 | -0,86 | 1,82
24 Saat DMSO 2 | NDRG2 | GAPDH 321 15,58 16,52 | -0,41 | 1,33
24 Saat DMSO
) NDRG2 | GAPDH 31,29 15,24 16,05| -0,88 | 1,84
48 Saat Kalsitriol
M NDRG2 | GAPDH 33,31 16,89 16,42 | -0,515 | 1,43
48 Saat Kalsitriol
@ NDRG2 | GAPDH 33,37 16,68 16,69 | -0,24 | 1,18
48 Saat Kalsitriol
@) NDRG2 | GAPDH 32,82 16,60 16,22 | -0,71 | 1,64
48 Saat DMSO
M NDRG2 | GAPDH 31,86 16,24 15,62 | -1,31 | 2,48
48 Saat DMSO
@ NDRG2 | GAPDH 31,77 16,54 15,23 | -1,705 | 3,26
48 Saat DMSO
@) NDRG2 | GAPDH 32,42 16,86 1556 | -1,37 | 2,58
72 Saat Kalsitriol -1,03 | 2,04
M NDRG2 | GAPDH 33,08 17,18 15,90
72 Saat DMSO NDRG2 | GAPDH 31,67 16,08 1559 | -1,34 | 2,53
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(1)
72 Saat DMSO
? NDRG2 | GAPDH 32,06 16,18 15,88 | -1,05 | 2,07
72 Saat DMSO
@) NDRG2 | GAPDH 32,72 17,03 15,69 | -1,24 | 2,36
Kontrol
M NDRG2 | GAPDH 33,22 16,97 16,25 | -0,68 | 1,60
Kontrol
@ NDRG2 | GAPDH 32,88 16,85 16,04 | -0,89 | 1,86
Kontrol
) NDRG2 | GAPDH 32,85 16,51 16,34 | -0,59 | 1,51

Tablo 27. 8505C hiicrelerinde ortalama NDRG?2 gen ekspresyon diizeyleri ve standart sapma
degerleri.

Ornek Ortalama | Standart
(8505C) AT Sapma
24 Saat (+Kalsitriol) 1,13 0,173
24 Saat (+DMSO) 1,66 0,288
48 Saat (+Kalsitriol) 1,42 0,228
48 Saat (+DMSO) 2,77 0,424

72 Saat (+Kalsitriol) 2,04

72 Saat (+DMSO) 2,32 0,230
Kontrol 1,66 0,183

8505C hiicrelerinde gruplar arast NDRG2 gen ekspresyon diizeylerindeki farka iliskin p
degerleri Tablo 28°de gosterilmistir. p < 0,05 anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 28. Kalsitriol uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerinde, gruplar arast NDRG2 gen
ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasima iliskin p degerleri.

Karsilastirilan Gruplar Ortalama Standart _
p degeri
(NDRG2) Deger Sapma
8505C (kontrol) vs. 8505C (kalsitriol 24 saat) 0,570 0,267 0,060
8505C (kontrol) vs. 8505C (kalsitriol 48 saat) 0,283 0,524 0,350
8505C (kontrol) vs. 8505C (DMSO 24 saat) 0,037 0,478 0,899
8505C (kontrol) vs. 8505C (DMSO 48 saat) -1,073 0,620 0,029
8505C (kontrol) vs. 8505C (DMSO 72 saat) -0,620 0,359 0,095
8505C (Kkalsitriol 24 saat) vs. 8505C (DMSO 24
-0,533 0,228 0,056
saat)
8505C (Kkalsitriol 48 saat) vs. 8505C (DMSO 48
) -1,357 0,629 0,065
saa

Tablo 27 ve 28’deki veriler sonucu olusturulan grafik sekil 33‘te gosterilmistir.

3,50 -
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2,50 -
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1,50 -
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0,50 -
0,00 -

m Kontrol
m 24 H Kalsitriol

I = 24 H DMSO

m 48 H Kalsitriol

® 48 H DMSO

m 72 H Kalsitriol
72 HDMSO

Rolatif NDRG2 Gen Ekspresyon Degerleri

Sekil 33. 8505C hiicrelerine kalsitriol uygulamasi sonucu NDRG2 gen ekspresyonlarindaki

degisimler. *p < 0,05.
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8505C hiicrelerinin 60 uM kalsitriol ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonucu NDRG2 gen
ekspresyonunda anlamli bir artig saptanmadi (p <0,05). Yetmis iki saat grubu tek Ornek
calisgildig1 icin degerlendirmeye almmadi. DMSO ile 48 saat inkiibe edilen 8505C
hiicrelerinde, NDRG2 gen ekspresyonu bakimindan anlamli bir artis saptandi. (p = 0,029).

4.3.3.2 NIS Gen Ekspresyon Analizleri

Nthy-ori-3-1 hiicreleri ile 8505C hiicrelerinde, NIS gen ekspresyon diizeylerine ait RT-
PCR verileri ile ortalama degerler ve standart sapma degerleri sirasiyla Tablo 29 ve 30’da
gosterilmistir. DMSO gruplari, ortamlarinda 3,75 ul (%0,25 v/v) DMSO igeren negatif
gruplardir. Ornekler tiglii calisilmustir.

Tablo 29. Nthy-ori-3-1 ve 8505C hiicrelerinde NIS gen ekspresyon diizeyleri.

Ortalama | Ortalama
. Hedef Referans AACT
Ornek CP CP ACT | AACT | 2
Gen Gen
(NIS) (GAPDH)
8505C (1) NIS GAPDH 35,71 16,83 18,10 | -0,78 1,72
8505C (2) NIS GAPDH 35,01 16,54 18,88 | 0,00 1,00
8505C (3) NIS GAPDH 36,55 17,36 18,47 | -0,41 1,33
Nthy-ori-3-1
M NIS GAPDH 30,70 16,15 1456 | -4,32 19,97
Nthy-ori-3-1
@ NIS GAPDH 29,62 15,38 1455 | -4,33 20,11
Nthy-ori-3-1
@) NIS GAPDH 35,71 16,83 14,24 | -4,64 24,93
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Tablo 30. Nthy-ori-3-1 ve 8505C hiicrelerinde ortalama NDRG2 gen ekspresyon diizeyleri ve
standart sapma degerleri.

N Standart
Ornek Ortalama 2724¢T
Sapma
8505C 1,35 0,359
Nhy-ori-3-1 21,67 2,824

Nthy-ori-3-1 hiicreleri ile 8505C hiicrelerinde, NIS gen ekspresyon diizeylerindeki farka
iliskin p degeri Tablo 31’de gosterilmistir.

Tablo 31. Nthy-ori-3-1 hiicreleri ile 8505C hiicrelerinde NIS gen ekspresyon diizeylerindeki
karsilagtirmaya ait p degeri.

Karsilastirilan Gruplar Ortalama | Standart .
p degeri
(NIS) Deger Sapma
8505C vs. Nthy-ori-3-1 19,31 2,94 0,008

Tablo 30 ve 31°deki veriler sonucu olusturulan grafik sekil 34‘te gosterilmistir.
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Rolatif NIS Gen Ekspresyon Degerleri

Sekil 34. Nthy-ori-3-1 ile 8505C hiicrelerine ait NIS rolatif gen ekspresyon degerleri.

RT-PCR analizleri sonucu Nthy-ori-3-1 hiicrelerinde NIS gen ekspresyonu, 8505C
hiicrelerine gore anlamli 6l¢giide yliksek bulundu (p=0,008).

RT-PCR analizleri sonucu Kkalsitrioliin 8505C hiicrelerinde NIS gen ekspresyon
diizeyleri bakimimdan meydana getirdigi degisimlere ait RT-PCR verileri ile ortalama degerler
ve standart sapma degerleri swrasiyla Tablo 32 ve 33°de gosterilmisti. DMSO gruplari,
ortamlarinda 3,75 pul (%0,25 v/v) DMSO igeren negatif kontrol gruplaridir. Ornekler iiglii

caligilmustir.
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Tablo 32. Kalsitriol uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerindeki NIS gen ekspresyon
diizeylerindeki degisimler.

N Ortalama | Ortalama
Ornek Hedef | Referans AACT
CP CP ACT | AACT | 2
(8505C) Gen Gen
(NIS) | (GAPDH)
24 Saat kalsitriol
M NIS GAPDH 36,55 17,36 19,19 | -0,50 1,41
24 Saat kalsitriol
@ NIS GAPDH 35,38 16,55 18,83 | -0,86 1,82
24 Saat kalsitriol
@) NIS GAPDH 36,56 16,91 19,65 | -0,04 1,03
24 Saat DMSO (1) NIS GAPDH 34,35 16,38 17,98 | -1,72 3,28
24 Saat DMSO 2 NIS GAPDH 34,82 15,91 18,92 | -0,78 1,71
24 Saat DMSO (3) NIS GAPDH 35,10 15,41 19,69 | 0,00 1,00
48 Saat Kalsitriol
M NIS GAPDH 35,27 17,06 18,21 | -1,48 2,79
48 Saat Kalsitriol
@ NIS GAPDH 33,92 16,56 17,36 | -2,33 5,03
48 Saat Kalsitriol
@) NIS GAPDH 34,26 16,69 17,57 | -2,12 4,35
48 Saat DMSO (1) NIS GAPDH 34,56 16,23 18,33 | -1,36 2,57
48 Saat DMSO (2) NIS GAPDH 34,19 16,09 18,10 | -1,59 3,01
48 Saat DMSO (3) NIS GAPDH 35,80 16,83 18,97 | -0,72 1,65
72 Saat Kalsitriol -2,81 7,01
o NIS GAPDH 34,03 17,15 16,88
72 Saat DMSO (1) NIS GAPDH 34,81 16,08 18,73 | -0,96 1,95
72 Saat DMSO (2) NIS GAPDH 34,27 16,18 18,09 | -1,60 3,03
72 Saat DMSO (3) NIS GAPDH 35,27 17,03 18,24 | -1,45 2,73
Kontrol
M NIS GAPDH 34,83 16,73 18,10 | -1,59 3,01
Kontrol
@ NIS GAPDH 35,71 16,83 18,88 | -0,81 1,75
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Kontrol

@) NIS GAPDH 35,01 16,54 18,47 | -1,22 2,32

Tablo 33. 8505C hiicrelerinde ortalama NIS gen ekspresyon diizeyleri ve standart sapma
degerleri.

Ornek Ortalama Standart
(8505C) AT Sapma
24 Saat (+Kalsitriol) 1,42 0,395
24 Saat (+DMSO) 2,00 1,168
48 Saat (+Kalsitriol) 4,05 1,148
48 Saat (+DMSO) 2,41 0,695

72 Saat (+Kalsitriol) 7,01

72 Saat (+DMSO) 2,57 0,561
Kontrol 2,36 0,630

8505C hiicrelerinde gruplar aras1 NIS gen ekspresyon diizeylerindeki farka iliskin p
degerleri Tablo 34’te gosterilmistir. p < 0,05 anlamli kabul edilmistir.

Tablo 34. Kalsitriol uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerinde, gruplar aras1 NIS gen
ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin karsilastirilmasina iliskin p degerleri.

Karsilastirilan Gruplar Ortalama | Standart _
p degeri
(NIS) Deger Sapma
8505C (kontrol) vs. 8505C (kalsitriol 24 saat) 0,940 0,888 0,208
8505C (kontrol) vs. 8505C (kalsitriol 48 saat) -1,697 1,774 0,239
8505C (kontrol) vs. 8505C (DMSO 24 saat) 0,363 0,843 0,533
8505C (kontrol) vs. 8505C (DMSO 48 saat) -0,050 1,054 0,942
8505C (kontrol) vs. 8505C (DMSO 72 saat) -0,210 1,183 0,788
8505C (Kkalsitriol 24 saat) vs. 8505C (DMSO 24
-0,577 1,121 0,467
saat)
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8505C (Kkalsitriol 48 saat) vs. 8505C (DMSO 48

1,647
saat)

1,281

0,156

Tablo 33 ve 34’teki veriler sonucu olusturulan grafik sekil 35‘te gosterilmistir.
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Rolatif NIS Gen Ekspresyon Degerleri

m Kontrol

m 24 H Kalsitriol

=24 H DMSO

m 48 H Kalsitriol

=48 H DMSO

m 72 H Kalsitriol
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Sekil 35. 8505C hiicrelerine kalsitriol uygulamasi sonucu NIS gen ekspresyonlarindaki

degisimler.

60 puM Kkalsitriol ile 24 ve 48 saat inkiibe edilen 8505C hiicrelerinde NIS gen

ekspresyonunda anlamli bir degisim gozlenmedi (p < 0,05). Yetmis iki saat grubu, tek 6rnek

calisildig1 i¢in degerlendirmeye alimmadi. DMSO’nun NIS gen ekspresyonu {izerindeki

herhangi bir etkisi olmadig1 saptandi (p < 0,05).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, Kkalsitrioliin indiferansiye 8505C insan anaplastik tiroid kanseri
hiicrelerinde, diferansiyasyoda rol olan NDRG2 ve tirot kanserinde diferansiyasyon belirteci
olarak tanimlanan NIS gen ekspresyonlar: iizerindeki etkilerinin incelenmesi hedeflendi. Bu
hedef dogrultusunda ilk olarak Nthy-ori 3-1 normal insan tiroid follikiiler epitelyal hiicreleri
ve 8505C tiroid kanseri hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 incelenmistir.
Calismamizin sonunda Nthy-ori-3-1 normal tiroid hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen
ekspresyonlarinin, 8505C hiicrelerine gore anlamli 6lgiide yiiksek oldugu gozlendi (p=0,002;
p=0,008). Bu durum normal tiroid hiicrelerinde diferansiyasyonla iliski genlerinin
ekspresyonlarmnin, indiferansiye 8505C hiicrelerine gore yiiksek oldugunu gdosterdi. Bu
nedenle, diferansiyasyonu tetiklemek amaciyla 8505C hiicreleri kalsitriol ile muamele edildi
ve 8505C hiicrelerinde kalsitrioliin NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 tizerindeki olasi
etkileri incelendi. WST-1 canlilik testi sonucunda 8505C hiicrelerinde, IC50 degerine yakin
olan 60 uM Kkalsitriol dozu kullanildi. Sonuglar degerlendirildiginde 60 uM Kkalsitriol ile 24 ve
48 saat inkiibe edilen 8505C hiicrelerinde, NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 bakimindan
anlamli bir artis gézlenmedi (p>0,05; p>0,05). Buna karsilik 72 saat 60 uM Kkalsitriol ile
inkiibe edilen 8505C hiicrelerinde NDRG2 gen ekspresyon diizeylerinde belirgin bir fark
gozlenmezken, NIS gen ekspresyon diizeylerinde 2,96 katlik bir artig saptandi ancak ¢aligma
tek tekrarli yapildig1 igin istatistiksel olarak degerlendirmeye alinamadi. DMSO ile 48 saat
inkiibasyon sonucu, 8505C hiicrelerinde NDRG2 gen ekspresyonundaki anlamli artisa karsin
(p=0,029), 72 saat sonunda NDRG2 gen ekspresyonundaki artisin anlamli olmadig1 saptandi
(p>0,05).

Tiroid kanserinde D vitamini metabolizmasi ile vitamin D reseptériiniin rollerinin
arastirildigi in vivo ve in vitro ¢aligmalar bulunmaktadir. Khadzkou ve arkadaslar1 diferansiye
papiller tiroid kanseri (PTK) dokularinda, normal dokulara gére 1-o hidroksilaz ile VDR
protein diizeylerinde anlamli bir artis saptamuslardir. PTK doku o6rneklerinde protein
diizeylerindeki anlamli artis1 papiller tiroid kanserindeki genel iyi prognoz ile agiklamiglardir.
Bu bulgulari, lenf nodu metazi yapan PTK doku oOrneklerinde VDR gen ekspresyon
diizeylerinin primer PTK doku Orneklerine gore anlamli Olgiide azalmasiyla da
desteklemislerdir (168). Clinckspoor ve arkadaglarinin bening folikiiller adenoma (FA),

diferansiye tiroid karsinoma (DTK) (papiller ve folikiiller tiroid kanseri) ve anaplastik tiroid
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kanserinde (ATK) D vitamini metabolizmasini inceledikleri bir ¢alismada, DTK dokularinda,
FA ve normal tiroid dokularina gére VDR gen ve protein ekspresyonlari ile 24-hidroksilaz ve
1-a hidroksilaz protein ekspresyonlarinda anlamli bir artis saptamiglardir. Ayni1 zamanda DTK
grubu igerisinde ile 24-hidroksilaz ve 1-a hidroksilaz protein ekspresyonlari arasinda pozitif
anlamli bir iliski bulundugunu belirterek aktif bir D vitamin metabolizmasinin varligina
dikkati ¢ekmislerdir. Lenf nodu metastaz1 yapan papiller tiroid kanseri ile anaplastik tiroid
kanseri Orneklerinde VDR, 24-hidroksilaz, 1-a hidroksilaz mRNA ve protein
ekspresyonlarinin azaldigini saptamiglardir. Bu bulgular D vitamini metabolizmasinin tiroid
kanserinin erken evrelerinde anti-timor etki gosterdigini agiklamaktadir (169). Stepien ve
arkadaglar1 tiroid kanseri olgularmma ait serum o6rneklerinde, kalsitriol konsantrasyonlarmin
kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide diistiigiinii gozlemlemislerdir. Bunun yani sira serum
kalsitriol konsantrasyonlarindaki diisiis ile hastaligin artan derecesi anlamli bir iliski oldugunu
belirtmislerdir (170). Bu ¢alismalar D vitamini metabolizmasi ile bu metabolizmadaki aktif
form olan kalsitrioliin tiroid kanserinde koruyucu bir etkisi oldugunu ve tiroid kanseri
hastalarinda hastaligin seyri lizerindeki 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Erisilebilir literatiir incelendiginde, kalsitrioliin koruyucu etkilerinin yanisira, tiroid
kanserinde kanser gelisimi ve siirecinde yer alan mekanizmalara etki ettiginin gosterildigi in
vitro c¢alismalar da bulunmaktadir. Okano ve arkadaslari Kalsitriolim NPA papiller tiroid
kanseri hiicre hattinda DNA sentezini ve bir proto-onkogen olan c-Myc mRNA
ekspresyonunu anlamli 6lgiide azalttigini saptamiglardir (161) . Liu ve arkadaslar1 benzer bir
calismada kalstirioliin tiroid kanseri hiicre hatlar1 TPC1, NPA, WRO ve FRO’da
proliferasyonu anlamli 6lgiide azalttigini belirtmislerdir. Kalsitrioliin bu hiicreleri apoptoza
yonlendirmedigini, fakat hiicre dongiisiiniin G1/S fazinda hiicrelerin tutulmasindan sorumlu,
siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p27 proteininin degredasyonunu azaltmasi sayesinde p27
protein diizeylerinin arttirdigimi, ayrica p27’nin niikleusa translokasyonunu saglayarak bu
hiicrelerin G1/S fazinda tutulmasini sagladigint bildirmislerdir (171). Erisilebilir literatiirde
kalsitriol ile D vitamini metabolizmasinin tiorit kanseri gelisimi ve siirecindeki koruyucu/
Onleyici etkilerinin gosterildigi calismalara ragmen, basta anaplastik tiroit kanseri olmak iizere
diger follikiiler kaynakli tiroit kanserlerinde kalsitrioliin diferansiyasyon tizerindeki etkilerinin
incelendigi herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu bosluk, anaplastik tiroit
kanserinde kalsitrioliin NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 iizerindeki etkilerini inceleme

kararimizin temelini olusturmaktadir.
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Sodyum-iyod simpoter (NIS) ekspresyonunda degisimler ve bu degisimlerin sag kalim
ve hastaligm seyri tizerindeki etkisi tiroid kanserinde yaygin olarak arastirilan bir diger
konudur. Normal tiroid dokusunda NIS proteini, bazolateral membranda eksprese edilirken,
tiroid kanserinde cogunlukla sitozolde eksprese edilir (172-174). Tiroid timorleri gibi
epitelyal tiimorlerde doku polaritesinin kaybi karakteristik bir degisim oldugundan (175),
tiroid kanserinde NIS trafigi ve dogru polarite zarar goriir. Kogai ve arkadaslari, primer tiroid
hiicreleri ile yaptiklar1 {ic boyutlu kiiltiir calismasi ile tam bir fonksiyonel NIS ekspresyonu
i¢in hiicre polaritesinin 6nemini belirtmislerdir (149).

Diferansiye tiroid kanserine iliskin NIS gen ve protein ekspresyonlarindaki degisimlere
ait bulgular farklilik gostermektedir. Birtakim arastirmacilar papiller ve follikiiler tiroid
kanserlerinde NIS gen ve protein ekspresyonlarinda azalma saptandigmi bildirirken (21, 176-
180) farkli ¢aligmalar papiller tiroid kanserinde NIS ekspresyonunun arttigini bildirmistir
(172-174). Ancak bu ¢aligmalardaki NIS ekspresyon artisinin, Kogai ve arkadaslar1 tarafindan
belirtildigi gibi tam bir NIS fonksiyonu geri kazanimi anlamina gelmedigi unutulmamalidir.

Anaplastik tiroid kanserinde ise Arturi ve arkadaslari, anaplastik tiroid kanseri
dokularinda NIS mRNA ekspresyonunun normal dokulara gére anlamli 6lglide azaldigini
bildirmislerdir (177). Lee ve arkadaslarinin NIS geni transfeksiyonu ile olusturduklari
anaplastik tiroid kanseri hiicre hatti ARO-N hiicrelerinde iyodiir alimmin 109 kat arttigini
saptamiglardir (181). Pugliese ve arkadaslari, anaplastik tiroid kanseri hiicre hatlar1 ile
tiroidektomi uygulunan anaplastik tiroid kanseri hastalarindan primer kiiltiir ile elde ettikleri
hiicrelerde bir histon deasetilaz inhibitori LBH589’un NIS gen ekspresyonu ile radyoiyodiir
alimmi arttirdigimi gostermislerdir. Cal-62 anaplastik tiroid kanseri hiicrelerini kullanarak
olusturduklar1 tiimér modellerinde, LBH589’un NIS gen ve protein ekspresyonlarini
arttirmasinin yanisira, NIS proteinin membranda lokalize oldugunu bildirmislerdir (182).

Soydum iyod simporterm, rediferansiasyon alaninda bir diferansiasyon belirteci olarak
kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir. Vivaldi ve arkadaslar1 mediiller (TT), follikiiler
(WRO) ve anaplastik (FRO) insan tiroid kanseri hiicre hatlarinda 5-Aza-2’-deoksisidin ve
retinoik asitin rediferansiye edici etkilerini incelemisler, diferansiyasyonda yer alan PAX-8,
TTF-1 ve NIS gen ekspresyonlarinda anlamli bir artis gdzlemislerdir. Iyodiir aliminda
herhangi bir degisim gozlememelerini, hiicre membraninda lokalize olmasi gereken NIS
proteinlerinin sitoplazmada bulunmasiyla agiklamiglardir (183).

Zhao ve arkadaglarinin tiroid adenoma ve karsinoma dokular1 ile yaptiklar1 ¢aligmada,
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karsinoma dokularinda, normal dokulara kiyasla NDRG2 mRNA ve protein ekspresyonunda
anlamli bir diisiis; c-Myc mRNA ve protein ekspresyonlarinda ise anlamli bir artig
saptamiglar, NDRG2 ve c-Myc arasinda negatif bir iliski oldugunu belirtmislerdir (131).
Lorentzen ve arkadaslari tiorit timorlerinde normal tiroid dokularina gére NDRG2 gen
ekspresyonunun anlamli 6lgiide azaldigini géstermisler ancak Zhao ve arkadaslarinin aksine
c-Myc gen ekspresyonunda anlamli bir artis saptamamiglardir (184).

Erisilebilir literatiirde, kalsitriol ile NDRG2 arasindaki iligkinin incelendigi kansere
yonelik herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak kalsitrioliin Wnt/p-katenin sinyal yolu
tizerinden bu sinyal yolunun downstream iiriinlerinden biri olan c-Myc ekspresyonu
tizerindeki etkisinin incelendigi in vivo ve in vitro ¢alismalar mevcuttur. Wnt/B-katenin yolagi
kanser baglangicindaki ve ilerleyisindeki Onemli rolleri nedeniyle yaygin olarak
calisgilmaktadir (185). Bu yolagin kontrolsiiz aktivasyonu ile PB-katenin yikim kompleksi
elemanlarindaki mutasyonlar, niikleer B-katenin birikimine ve c-Myc basta olmak iizere
invazyon ve proliferasyonda yer alan genlerin overekspresyonuna neden olur (186). Kolon
kanserinde kalsitrioliin Wnt/B-katenin sinyal yolu {izerindeki etkilerinin incelendigi in vivo ve
in vitro ¢aligmalar, kalsitrioliin VDR’in niikleusa translokasyonunu uyarmasi ile niikleer -
katenin diizeylerini azaltarak c-Myc gen ve protein ekspresyonlarinda azalmaya yol agtigini
gostermektedir (187-190). NDRG2’nin c¢-Myc tarafindan baskilandiginin gosterilmesine
ragmen (191), bu calismalarda kalsitrioliin NDRG2 gen ve protein ekspresyonu iizerindeki
olas1 etkileri incelenmemistir. Literatiirde Wnt/B-katenin sinyal yolaginin tiorit kanserinde
aktif oldugunun, ayrica Kkalsitrioliin tiroid kanseri hiicrelerinde c-Myc ekspresyonunda
azalmaya yol actiginin gosterildigi ¢alismalar bulunmaktadir (192-195). Bu bilgiler, tiorit
kanserinde, kalsitrioliin Wnt/B-katenin sinyal yolu tizerinden c-Myc ekspresyonunu azaltarak
NDRG?2 ekspresyonunu arttirabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismamizdaki hipotezlerimizden biri kalsitrioliin 8505C hiicre hattinda NDRG2 ve
NIS gen ekspresyonlarini arttiracagi yoniindeydi. Elde ettigimiz sonuglarin bekledigimiz gibi
¢ikmamasinin ti¢ farkli nedeni olabilir:

1. Kalsitriol ile inkiibe 8505C hiicrelerinde NIS gen ekspresyonunun 72. saat sonunda
artmasi, bu hiicre hattinda kalsitrioliin diferansiye indiikleyici etkisinin uzun bir siiregte
oldugu anlamma gelebilir. Ancak tek tekrarli ¢alisilmast bdyle bir yorumun
savunulmasi igin yeterli degildir.

2. 8505C hiicre hattinda D vitamini reseptorii (VDR) polimorfizmleri olabilir. Caligmalar,
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VDR reseptoriiniin ikinci ekzonunda (Fokl), sekizinci intronunda (Bsm | ve Apal) ve
dokuzuncu ekzonunda (Tagl) tanimlanan polimorfizmlerle kolon (196, 197), over (198,
199), meme (200-202) ve prostat kanseri (203-205) arasinda iliski bulundugunu
gostermektedir. Fokl polimorfizmi allellerden en az birinde, 5’-kodlayic1 bolgede
meydana gelen T-C degisimidir; niikleik asit degisimini barindiran allel f,
barindirmayan ise F harfi ile ifade edilir. f alleli tarafindan sentezlenen VDR proteini ile
F alleli tarafindan sentezlenen VDR proteini arasinda ii¢ aminoasitlik bir fark
bulunmaktadir (206). Penna-Martinez ve arkadaslarmimn tiroid kanseri hastalarindan
aldiklar1 kan orneklerinde, ff Fokl polimorfizmi ile follikiiler tiorit kanseri olgular
arasinda bir iliski oldugunu belirtmisler ancak papiller tiroid kanseri i¢in ayni sonuca
ulasamamiglaridir (207). Sharma ve arkadaglari 8505C hiicre hattinda FF FokI
polimorfizmini tanimlayarak bu hiicre hattinin D vitaminine diren¢li olabilecegini
savunmuglardir, ancak bu polimorfizmin VDR’nin niikleusa translokasyonunu
engelledigine dair herhangi bir veri ortaya koymamislardir (208).

3. Gen ekspresyonlarini arttrmak ig¢in uygulanan kalsitriol dozu ve inkiibasyon siiresi

yeterli degildir.

Bizim calismamizla paralel olarak; Clinckspoor ve arkadaslari, 8505C hiicrelerine 1 uM
kalsitriol uygulamasi ile 24 ve 72 saatler sonunda NIS gen ekspresyonu iizerinde herhangi bir
degisim gozlememelerine karsin E2F1 (DNA replikasyonu ile hiicre dongiistinde G; fazindan
S fazina gegiste rol alan genler i¢in bir transkripsiyon faktorii) gen ekSpresyonu iizerinde
anlamli bir azalma saptamalar1 (209), kalsitrioliin bu hiicre hatti lizerindeki etkinligine dikkati
¢cekmektedir. Bahsedilen bu ¢alisma ile bizim ¢alismamiz disinda anaplastik tiroid kanserinde
kalsitriolin NIS gen ekspresyonu iizerindeki etkisinin incelendigi baska bir calisma

bulunmamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmanin hipotezleri; “Nthy-ori 3-1 insan tiroid follikiiler epitelyal hiicreleri ile
8505C insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri arasinda NDRG2 ve NIS gen ekspresyonu
bakimmdan fark vardir” ve “kalsitriol 8505C hiicrelerinde NDRG2 ve NIS gen
ekspresyonunu anlamli dlgiide arttirir” seklinde kurgulandi. Bu amagla, kalsitrioliin hiicre
canlilig1 tzerindeki etkileri WST-1 testi ile belirlendi. Nthy-ori 3-1 ile 8505C hiicre
hatlarindaki NDRG2 ve NIS baslangi¢ gen ekspresyon diizeyleri ve kalsitriol muamelesi ile
NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlarindaki degisimler Real-Time PCR ile analiz edildi.

Calismamizda, NDRG2’nin diferansiyasyonda rol almasi, NIS’in ise bir
diferansiyasyon belirteci olmasi nedeniyle, ayni zamanda bu iki gen arasinda bir iligki
kurulmaya c¢alistik. Tiroid kanserinde NIS disinda tanimlanan diger diferansiyasyon
belirteglerine karsin, ¢alismamizda NIS’in se¢ilmesinin nedeni, anaplastik tiroid kanseri
hastalarinda NIS ekspresyonunun olmamasi nedeniyle, bu hastalarda diferansiye tiroid kanseri
tedavisinde kullanilan radyoiyodiiriin kullanilamamasidir.

Aragtirmanim bulgular1 su sekilde 6zetlenebilir: Nthy-ori 3-1 hiicrelerinde NDRG2 ve
NIS gen ekspresyonlari, 8505C hiicrelerine gore anlamli dlgiide yiiksek bulundu. 8505C
hiicrelerinin 60 uM kalsitriol ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonunun bu hiicrelerde %56’ya
varan canlilik kaybina neden oldugu saptandi. Kalsitriol ile 24 ve 48 saat inkiibe edilen 8505C
hiicrelerinde, NDRG2 ve NIS gen ekspresyonlar1 bakimindan anlamli bir degisim
gbdzlenmedi.

Calismamiz erisilebilir literatiir incelendiginde, tiroid kanserinde kalsitriolin NDRG2
gen ekspresyonunu iizerindeki etksinin incelendigi ilk in vitro ¢alismadir.

Calismamizdaki bulgular 15181nda ileriye yonelik yapilmasi uygun olacak ¢aligmalar1 su
sekilde smiflandirabiliriz:

e Kalsitriolin 8505C hattinda NIS’in yanisira tiroid kanserinde tanimlanmis diger
diferansiyasyon belirteglerinin gen ekspresyonlari iizerindeki etkileri arastirilmalidir.

e Yetmis iki saat deneyleri tekrarlanmali, NIS gen ekspresyonunda anlamli bir artis
gozlendigi takdirde, NDRG2 gen ekspresyonundaki olasi artis1 saptamak amaciyla

daha uzun siireli ana deneyler kurulmalidir.
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Farkl1 tiroid kanseri hiicre hatlarinda kalsitrioliin NDRG2 ve NIS gen ekspresyonu ile
birlikte protein ekspresyonu bakimindan meydana getirebilecegi olast degisimler
incelenmedir.

Kalsitriol ile NIS arasindaki olas1 sinyal yolaklar1 aydnlatilmalidir.

Daha diisiik sitotoksik etki gosteren daha etkin kalsitriol analoglar1 kullanilmalidir.
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