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SELEKTIF RXR LiGANDI BEKSAROTENIN TiROiD KANSERI
HUCRE HATLARI UZERINE ETKIiLERININ INCELENMESI

Pmar DASIYICI, Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dal,
pinarkemanli @hotmail.com, pinarkemanli @ gmail.com

OZET
Tiroid kanseri, diinyada tiim kanser tiplerinin yaklasik olarak %1’ini olusturmakla
birlikte endokrin sistemin en sik goriilen malignitesidir. Son dekatlarda goriilme siklig1 en

hizli artan kanserlerden birisidir ve etkili tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Vitamin A’nin biyolojik tiirevleri olan retinoidler, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
apoptoz gibi hiicre davraniglarint diizenleyici rol oynamaktadirlar. Etkilerini, retinoik asit
reseptorleri (RAR) ve retinoid X reseptorleri (RXR) olarak adlandirilan hiicre ici reseptorlere

baglanarak gosterirler.

Selektif RXR ligandi Beksaroten (LGD1069) ’in, Kutanéz T-hiicre lenfoma
(CTCL)’da tedaviye tepkisiz hastalarin yanitini, minimal toksisite ile %50 artirdigi ve solid
tiimorlerde migrasyon, invazivite ve anjiogenezi azalttigi saptanmis ve FDA tarafindan CTCL

tedavisinde 2000 yilinda onaylanmistir.

Calismamizda; beksarotenin diferansiye ve andiferansiye 6zellikli olan BCPAP (insan
papiller tiroid karsinomu), CGTH-W-1 (insan folikiiler tiroid karsinomu sternal metastaz),
8505C (insan andiferansiye-anaplastik tiroid karsinomu) ve CAL-62 (insan anaplastik tiroid
karsinomu) hiicre hatlarinda, hiicre canliligi, hiicre dongiisii, apoptoz ve nekroz iizerine olasi

etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir.

Hiicre hatlar1 uygun kosullarda Kkiiltiire edildi ve hiicre canlilik testi CCK-8
kullanilarak her hiicrenin beksaroten ajani ile hiicre canliliginin %50°sini inhibe eden doz
(ICsp) belirlendi. ICsy dozlari, BCPAP hiicre hattinda 34 uM, CGTH-W-1 hiicre hattinda 50
uM, 8505C hiicre hattinda 48 uM ve CAL-62 hiicre hattinda 46 uM olarak saptandi.

Hiicrelerin canliliginin %350’sini inhibe eden doz en diisiik olarak papiller tiroid
kanseri hiicre hatt1 olan BCPAP hiicrelerinde, en yiiksek olarak ise metastatik folikiiler tiroid

kanseri hiicre hattt CGTH-W-1 hiicrelerinde saptandi.


mailto:pinarkemanli@hotmail.com
mailto:pinarkemanli@gmail.com

Belirlenen ICsy dozlari ile hiicrelerde akim sitometrik olarak apoptoz ve hiicre
dongiisii analizleri gergeklestirildi. 48 saatlik beksaroten uygulamasindan sonra elde edilen
bulgular, beksarotenin 8505C hiicrelerini hiicre dongiisiiniin sentez fazinda tutulumunu
istatistiksel olarak anlaml1 6l¢iide azalttigini, 8505C ve CAL-62 hiicrelerinin Sub-G1 fazinda
tutulumunu anlamli olarak artirdigini gostermistir (p<0,05). Apoptoz analizleri, beksaroten
bilesiginin, ¢alismada ele alinan hiicre hatlarinda canlilik oranim istatistiksel olarak anlamli

Olciide azalttigini, apoptotik ve nekrotik hiicre 6limi oranlarini artirdigini gostermektedir

(p<0,05).

Sonug olarak in vitro ¢alismamizda, beksaroten ajaninin diferansiye ve andiferansiye
tiroid kanseri hiicre hatlar1 olan BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 hiicreleri iizerine
hiicre canliligin1 azaltici, hiicre dongiisiinii durdurucu, apoptotik ve nekrotik hiicre 6limiinu
artirict yonde etkinligi gosterilmistir. Bulgularimiz esliginde in vitro ¢calismamiz ileri in vivo

calismalara 11k tutacaktir.

Anahtar sozciikler: Tiroid Kanseri Hiicre Hatt1, Kemoprevansiyon, Reksinoid, Beksaroten, Apoptoz,

Hiicre Dongiisti



INVESTIGATION ON THE EFFECTS OF SELECTIVE RXR LIGAND
BEXAROTENE ON THYROID CANCER CELL LINES
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ABSTRACT
Thyroid cancer is the most common malignant tumor of the endocrine system and
accounts for approximately 1% of all newly diagnosed cancer cases. It has been one of the

most rapidly increasing cancer type in recent years. Effective therapies are urgently needed.

Retinoids are biological derivatives of vitamin A and they have regulatory effects on
cell proliferation, differentiation and apoptosis. Retinoids bind to their inner cell receptors,

retinoic acid receptors (RARs) and retinoid X receptors (RXRs).

Selective RXR ligand, Bexarotene (LGD1069) was shown to increase the clinical
responses of cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) patients refractory to treatment by 50%
with minimum toxicity. Bexarotene was also demonstrated to decrease migration, invasion
and metastasis of solid tumors. It was approved by FDA in the treatment of CTCL in January

2000.

In this study, the human papillary thyroid carcinoma (BCPAP), human follicular
thyroid carcinoma originated from sternal metastasis (CGTH-W-1), human undifferentiated-
anaplastic thyroid carcinoma (8505C) and human anaplastic thyroid carcinoma (CAL-62) cell
lines were studied. We aimed to investigate the effects of bexarotene on cell viability, cell
cycle, apoptosis and necrosis on these differentiated and undifferentiated thyroid cancer cell

lines.

The cell lines were cultured and grown as recommended. The cells were treated with
different concentrations of of bexarotene. The concentration of bexarotene inhibiting 50% of
the cell viability (ICsp) was determined by using CCK-8 assay. ICsy values are 34 uM in
BCPAP cell line, 50 uM in CGTH-W-1 cell line, 48 uM in 8505C cell line and 46 pM in
CAL-62 cell line.
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The cells were treated with 1Csy values of bexarotene and the ratio of the cells that
undergo apoptosis and arrested in different phases of cell cycle were analysed by flow

cytometry.

After 48-hour treatment of bexarotene, our results showed that the cell ratio arrested in
S phase was significantly reduced in 8505C cell line while the cell ratio arrested in Sub-G1
phase was considerably increased when compared to the control group in 8505C and CAL-62

cell lines (p<0,05).

The results of apoptosis analysis demonstrated that bexarotene increased the apoptotic

and necrotic cell death significantly in these cell lines (p<0,05).

In conclusion, our in vitro study suggests that bexarotene has the ability to decrease
cell viability, arrest cell cycle in Sub-G1 phase, trigger cells to apoptotic and necrotic cell
death in differentiated and undifferentiated thyroid cancer cell lines. The present work will

provide new insights into the future in vivo studies.

Keywords: Thyroid Cancer Cell Line, Chemoprevention, Rexinoid, Bexarotene, Apoptosis,

Cell Cycle



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Tiroid kanseri, diinyada tiim kanser tiplerinin yaklasik olarak %1’ini olusturmakla
birlikte endokrin sistemin en sik goriilen malignitesidir (1,2). Son dekatlarda goriilme siklig
ABD ve diger iilkelerde en hizli artan kanserlerden birisidir. En sik genc¢ ve orta yash

eriskinlerde goriiliir ve kadinlarda erkeklere oranla 3-4 kat daha siktir (3).

Tiroid bezi, iyodu kullanarak tiroksin ve triiyodotironin sentezleyen folikiil hiicreleri
ve kalsitonin sekrete eden parafolikiiler hiicreler olmak iizere iki degisik epitelyum
icermektedir. Diferansiye tiroid kanserleri (papiller ve folikiiler) yavas biliylime egiliminde ve
prognozlari oldukga iyidir. Andiferansiye (anaplastik) tiroid kanserleri ise daha nadir goriiliir,
ancak kisa stire i¢cinde fatal seyrederler. Tiroid kanserlerinin ¢ogunlugu diferansiye histolojik

ozellikler gostermekte olup en sik goriilen tipi papiller tiroid kanserleri (%80)’dir (4).

Vitamin A’nin biyolojik tiirevleri olan Retinoidler, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
apoptoz gibi hiicre davranislarini diizenleyici rol oynamaktadirlar. Etkilerini, Retinoik Asit
Reseptorleri (RAR) ve Retinoid X Reseptorleri (RXR) olarak adlandirilan hiicre igi

reseptorlere baglanarak gosterirler (5).

Tiroid kanseri ile ilgili in vitro ¢alismalarda, retinoidlerin farklilasma belirteclerinin
ifadesinde diizenleme rolii olmas1 bakimindan etkili oldugu belirtilmistir (6). Tiroid kanser
dokular1 ve hiicre hatlarinda RAR ve RXR gen ifadelerinde farkliliklar oldugu gosterilmesi,
bu reseptorlerin ligandlarinin yanitinin buna baglh olarak degisebilecegini diislindiirmiistiir
(7,8). RXR gen ifadesi ile retinoid yaniti arasindaki iligkinin 6nemi daha sonra, Haugen ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada gosterilmistir (8). Bu calismada, RAR ve RXR gen

ifadelerine gore, hiicre biiylimesi baskilanmasi bakimindan retinoid yanit1 degigsmektedir.

Beksaroten, Spesifik sentetik RXR ligandi olup, hayvan caligmalarinda minimal
toksisite ile meme timor gelisimini RXR’lerini aktive ederek (9); ileri meme ve prostat
kanserleri ve Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri gibi tiimorlerde edinilmis ilag direncini
genomik biitiinliigii koruyarak baskiladigi belirlenmistir (10,11,12). Beksaroten’in, T-hiicre
lenfomada tedaviye tepkisiz hastalarin yanitini, minimal toksisite ile %50 artirdig1 ve solid

tiimorlerde migrasyon, invazivite ve anjiogenezi azaltti§i da saptanmistir (13).



Anaplastik tiroid kanseri Ozellikli ARO, FRO ve DRO hiicre hatlarinda yapilan
calismada Beksaroten, DRO hiicre hattinda hiicre biiyiimesi iizerine baskilayict etki
gosterirken, ARO ve FRO hiicre hatlarinda hiicre biiylimesi {iizerine anlamli etki

gbstermemistir (14).

Tim bu ¢aligmalar, Beksarotenin hiicre dongiisiinii durdurma, apoptotik ve nekrotik
hiicre Oliimiinli artirma, metastaz lzerine inhibe edici etki gostererek umut verici
kemoprevantif bir ajan olduguna isaret etmektedir. Ancak, Beksarotenin diferansiye,
andiferansiye ve anaplastik tiroid kanseri hiicre hatlar1t BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-
62 hiicre hatlarinda arastirildigina dair literatiir mevcut degildir. Calismamizda, ele alinan
hiicre hatlar1 tlizerinde Beksaroten bilesiginin hiicre canliligi, hiicre dongiisii, apoptoz ve

nekroz tizerine olasi etkilerinin incelenmesi hedeflenmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Calismanin amact; RXR selektif ligandi Beksarotenin diferansiye ve andiferansiye
ozellikli folikiiler, papiller ve anaplastik tiroid kanser tiplerinde, hiicre canliligi, hiicre

dongiisii, apoptoz ve nekroz iizerine olasi etkilerinin incelenmesidir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

H 1: Beksaroten, BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 tiroid kanseri hiicrelerinin
canliligint azaltmaktadir.

H 2: Beksaroten, diferansiye ve andiferansiye tiroid kanseri hiicrelerinin hiicre dongiisiinii
durdurucu etki gostermektedir.

H 3: Beksaroten, diferansiye ve andiferansiye tiroid kanseri hiicrelerini apoptotik ya da
nekrotik  hiicre Oliimiine yonlendirerek bu tip kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
engellemektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1.TIROID BEZIiNIN YAPISI

2.1.1.Tiroid Bezinin Anatomisi

Tiroid bezi, en biiyiik endokrin organdir ve C5-T1 vertebralar arasinda, boynun 6n-alt
kisminda, trekeanin On yiiziinde, larinksin altinda ve tiroid 6n grup kaslarinin arkasina
yerlesmistir (15). Yenidoganda yaklasik 1,5 gram olan tiroid, 16 yasina kadar yavas yavas
biiyiir ve erigkin agirligt olan 15-20 grama ulasir (16). Tiroid bezinin anatomisi Sekil 2.1 ‘de

gosterildigi gibidir (17).

Siiperior tiroid arter Tiroid kortilaj

——
ket Krikoid kartilaj

Piramidal lob | Tireid
bezi

Internal juguler ven

Orta firoid veni istmus

Ana karotid arter Paratiroid bez

inferior tiroid ven Trakea

Sekil 2.1. Tiroid bezi anatomisi (17).

2.1.2.Tiroid Bezinin Histolojisi

Embriyonik gelisim sirasinda dilin foramen c¢ekum kismindan gelisip tiroglossal
kanaldan gecerek fetal hayatin yaklasik 7. haftasinda eriskin yerine yerlesen tiroid bezini
cevreleyen fibroz bir kapsiil bulunmaktadir (18). Bu kapsiil, parankim i¢ine septalar gonderen
gevsek bir bag dokusudur ve bezi icerisinde lobiillerin olugmasina yol agar.

Tiroid bezini histolojik olarak 3 bilesen olusturur. Bunlar tirosit olarakta adlandirilan
folikiiler hiicreler, C hiicreleri olarak adlandirilan parafolikiiler hiicreler ve stroma’dir.
Dokuda jelatinimsi bir madde olan kolloid limenini folikiil hiicreleri ¢evreler. Folikiiller
tiroid bezinin en kiigiik birimleri olup 2-40 sayida folikiil, lobiilleri olusturur (19,20). Tiroid
bezinin histolojisi Sekil 2.2 ‘de gosterildigi gibidir (21).



folikiler
epitelyum

kolloid

Sekil 2.2. Tiroid bezinin histolojik goriintiisti (21).

2.1.3.Tiroid Bezinin Fizyolojisi

Tiroid dokusundan sentezlenen hormonlar 2 farkli endokrin sistemi etkilemektedir.
Triiyodotironin (T3) ve Tetraiyodotironin (T4, Tiroksin) hormonlar1 tiroid folikiiler
hiicrelerinden sentezlenir. Kalsiyum metabolizmasinda etkili olan kalsitonin hormonu
parafolikiiler hiicrelerden sentezlenirken, tiroid bezinin posterolateralinde yerlesmis olan
paratiroid bezinden ise parathormon sentezlenir. Kalsitonin ve parathormon, vitamin D ile
birlikte serum kalsiyum seviyesini diizenler (22).

Folikiiler hiicrelerden sentezlenen T3 ve T4 hormonlart genel olarak metabolizmay1
diizenleyen, biliyime, fetal gelisim gibi yasamsal olgulart etkileyen hormonlardir.
Mitokondride oksidasyonu hizlandirir, hiicrenin niikleus reseptorlerine baglanarak protein
ekspresyonunu diizenler, membranda yer alan bazi enzimlerin aktivitelerini kontrol ederler
(23).

Tiroid hormon sentezi ekzojen iyot alimina bagimlidir. Oral yolla alinan iyot sindirim
kanalinda emilir ve gogu bobreklerden hizla atilir. Iyotun yaklasik olarak 5°te 1°i tiroid
hiicreleri tarafindan alinarak tiroid hormon sentezinde kullanilir. Iyotun tiroid hiicresi icine
alinmas1 "iyot yakalama" olarakta adlandirilan enerji bagimli bir mekanizmay1 gerektirir. Bu
mekanizma tiroid folikiiler hiicresi bazolateral membraninda bulunan Sodyum-iyot
kotransport (simport) proteini (NIS) tarafindan gergeklestirilir. Membranda bulunan sodyum-
potasyum ATPaz’lar tarafindan olusturulan bir elektrokimyasal gradient enerjisi diflizyona

karst kullanilir ve bu sekilde NIS proteini dolasimda bulunan iyotun yaklasik olarak 20-40



katim1 tiroid folikiil hiicresi igerisine alabilir. Bu adim, hipofiz bezinden salgilanan TSH

tarafindan kontrol edilir ve tiroid hormon sentezi i¢in kilit basamaktir (24, 25).

Folikiil hiicresi i¢ine alinan iyot hizla tiroid peroksidaz (TPO) enziminin aktivitesi ile
oksidize olur ve hiicrenin apikal membran proteini pendrin kanalindan gecer. TPO enzim
aktivitesi TSH hormonu kontrolii altindadir (26,27). Bir sonraki adimda oksidize iyot,
tiroglobulin proteinine baglanir. Tiroglobulin folikiil hiicresinde endoplazmik retikulumda
sentezi baslayan, golgi aygitinda karbohidratlanip folikiil liimenine salmman 335 kilodalton
agirliginda oldukga biiyiik bir dimerik glikoproteindir ve 70 adet tirozin aminoasiti igerir.
Oksidize iyot yavas ancak direk olarak tiroglobulin molekiiliiniin tirozil rezidiilerine iyodinaz
enzimi aktivitesi ile baglanir. Bu asamaya "organiklesme" asamasi denmektedir ve bu
asamada TSH tarafindan kontrol edilir.

Tirozin aminoasitine 1 adet iyot baglanmasi ile monoiyodotirozin (MIT), 2 adet iyot
baglanmasi ile di-iyodotirozin (DIT) olusur. Daha sonra, yine TPO enzimi katalizi ile
iyodotirozin molekiilleri birbirine kenetlenerek; 2 adet DIT; T4 hormonunu, 1 MIT ve 2 DIT
ise T3 hormonu meydana getirir.

Tiroid hormonlari tiroglobulin’e bagl bir sekilde gerekli zamanlarda kullanilmak
tizere kolloid i¢inde depo edilir. Tiroglobulin molekiilii mikropinositoz yolu ile tirosit i¢cine
alindiktan sonra lizozom tarafindan yikima ugrar ve son {iriin olarak T3 ve T4 hormonlari

aci8a cikar. Tiroid hormon sentezinin sematik goriintiisii Sekil 2.3 ‘de gosterilmistir (28).

TGFB1, TNFa, IFN-y, IL6, IL-1a, IL-1B,
seramid, sfingomiyelinaz, iyot, estradiol,
T3, deksametazon, Tg

kolloid

W Tiroid Folikiil Hiicresi apikal
Sekil 2.3. Tiroid Hormon Sentezinin Fizyolojisi.
Tiroid hiicresinde iyot transport ve tiroid hormon sentezinin anahtar adimlarimin sematik
gosterimi. TSHR=TSH-Reseptorii, NIS = Sodyum iyot Kotransport protein, TPO=Tiroid
Peroksidaz, Tg=Tiroglobulin, T3=Triiyodotironin, T4=Tiroksin (28).



Serbest hormon seklinde dolagima katilan tiroid hormonlariin hemen tamami plazma
proteinlerine baglanir. Tiroksin baglayan globulin (TBG) molekiilii tiroid hormonlarinin
bliyiik kismin1 baglarken diger bir kismida tiroksin baglayan prealbiimin (TBPA) ve Albiimin
molekiileri tarafindan baglanir. TBG molekiiliiniin T4 hormonuna afinitesi T3 hormonuna
gore yas ve cinsiyetle degismekle beraber genellikle oldukca yiiksektir. Tiroid bezinden
salgilanan hormonun %90°1 T4, %10’u ise T3 olmasina ragmen T4 molekiiliiniin 6nemli bir
boliimii kanda T3’e doniistiiriiliir. Bu durum T4’{in T3’e deiyodinasyonu olarak adlandirilir ve
plazmada T3 miktar1 T4 miktarina gore 10-20 kat daha diisiik olsada T4 ten yaklasik olarak 4
kat daha aktif bir hormon oldugundan bu doniisim ¢ok Snemlidir (29). TBG molekiiliiniin
yalniz tiroid hormon baglamasi ve yar1 6mriiniin yaklagik olarak 5 giin olmasi plazma tiroid
hormon seviyelerinin sabit tutulmasi acisindan 6énemlidir. TBPA ve Albiimin molekiillerinin
tiroid hormonlarina afinitesi daha diisiik olmasindan dolay1 daha az miktarda hormon baglama
kapasitesine sahiptirler. T3 ve T4 hormonlar1 bagl olduklar1 tastyici proteinlerden ayrilarak
plazma membranlarindan dogruca difiizyon yolu ile ya da hormon transportunu saglayan
plazma membran reseptorlerine baglanarak ATP (Adenozin Trifosfat) bagiml aktif
transportla doku hiicrelerine alinirlar. Yiiksek plazma hormon seviyeleri ve tasiyici
proteinlerin diisiik afiniteleri, hormon sekresyonunun ya da metabolizmanin degistigi

durumlarda sabit bir tiroid hormon destegi saglamaktadir (30).

Tiroid hormonunun hiicre i¢ine alimi doku spesifiktir ve farkli hiicrelerin plazma
membranlarinda bulunan hormon reseptorleri tarafindan kontrol edilmektedir (31). Soz
konusu transport molekiilleri son yillarda "organik anyon" ya da "amino asit" transport
molekiilleri olarak kategorize edilmistir. Tiroid hormonlarmin hedef hiicrelerdeki kontrol
mekanizmalarindan bir tanesi iyot alim ve kullanim kapasitesi olmakla beraber bir diger
mekanizma ise hedef hiicre i¢i tiroid hormon seviyelerini kontrol eden ve "iyodotironin

deiyodinaz" olarak adlandirilan enzimler tarafindan saglanmaktadir (32,33,34).

Tiroid hormonlar1 etkisini hiicre niikleusundaki tiroid hormon reseptorlerine
baglanarak gosterirler. Tiroid hormon reseptorleri (TR) dimer olusturarak DNA’da hedef
genlerin promotor bdlgelerinde lokalize olan tiroid yanit element (TRE)’e baglanarak

ekspresyonu diizenlerler (32). Boylece hedef hiicre fonksiyonunu etkileyen belirli proteinlerin
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ekspresyonlari baskilanir ya da indiiklenir. Tiroid hormon reseptorlerinin ¢aligsma

mekanizmasi Sekil 2.4.” de gosterilmektedir (35).

Nitoplarren
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Sekil 2.4. Tiroid Hormon Reseptorii calisma mekanizmasi.
Tiroid Hormon Reseptorii (TR) ve Retinoid X Reseptorii (RXR), hedef genlerin promotor
bolgelerindeki Tiroid hormon yanit elementlerine (TRE) spesifik olarak baglanabilmek i¢in
heterodimer olusturur. Hormon yoklugunda, TR, gen ekspresyonunu susturan ko-represor
(CoR) protein baghdir. Numaralar tiroid hormonuna yanit olarak olusan olaylar
belirtmektedir. 1) T4 ve T3 niikleusa girer; 2) T3 baglanmasi ile CoR, TR’den ayrilir; 3)
Koaktivatorler (CoA), T3-baglh reseptorii aktive eder; 4) gen ekspresyonu degisir ve

diizenlenir (35).

Tiroid hormon niikleer reseptorleri steroid ve Vitamin D reseptorlerinide iceren
niikleer hormon reseptdr siiperailesi tiyesinden olmakla beraber olduk¢a korunmus hormon ve
DNA baglanma boélgeleri bulunur (22).

Tiroid bezinde hormon sentezinin uyariminda en etkili faktér TSHdur ve hastalik,
aclik, soguk gibi kosullar altinda tiroid hormon gereksiniminin karsilanmasi amaciyla
hipotalamus-hipofiz-tiroid ekseninden olusan son iriindiir. Bu kontrol dongiisii tirotropin
salgilatic1 faktér (TRH) “lin hipotalamustan salgilanip 6n hipofizi uyarmasi ile baslar ve 6n
hipofiz bezinden bu uyari ile TSH salgilanir. TSH salgis1 sabah erken saatlerde ve aksam ge¢
saatlerde olusur ve tipik olarak pulsatil’dir. Tirositlerin bazal membranlarinda bulunan TSH
reseptoOrlerine baglanip adenilat siklaz’1 aktive ederek tiroid hormon sentezinin ve saliniminin
her adiminin diizenlenmesini saglayan bir kaskat etkisi olusturur.

Artan T3 ve T4 seviyelerinde tiroid hormonlarinin negatif geri besleme yolu ile
hipotalamik hipofizer—tiroid ekseni inhibe edilerek TRH ve TSH salinimi azalir. Tiroid

hormon fiiretimi serum iyot konsantrasyonu ile de artabilir. Membranda lokalize olmus NIS
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proteininin aktivitesinin azalmasi ile hiicre i¢ine iyot alimi azalir ve hormon sentezininde
azalmasi ile hiicrenin yeni plazma iyot seviyesine adaptasyonu saglanmis olur. Bu etki
"Wolff-Chaikoff" etkisi olarak adlandirilmaktadir (36).

Tiroid hormon seviyelerinin diizenlenmesi ile ilgili bir diger mekanizma tiroid disi
dokular tarafindan gergeklestirilir. Tiroid hormonunun transport proteinleri araciligr ile
hiicreye alimi1 ve deiyodinazlar tarafindan inaktif formdan aktif forma doniistimii ile farkli
dokularda tiroid hormon etkisini diizenlenmektedir (37) . Tiroid hormon regiilasyonu Sekil

2.5.°te gosterildigi gibidir (38).

TSH
x|

Tiroid
(Folikiil)

Dolagimdaki T3 ve T4
Serbest (aktif) ya da TBG ve
Albtimine bagli halde

\_J

Periferde T4'iin aktif T3'e Babrek Atilimi
donistimi

ol

Hedef Dokular
(THRa ve TRHP niikleer
reseptorleriile)

Karaciger konjugasyonu/
Atilim

Sekil 2.5. Tiroid Hormon regiilasyonuna genel bakis.
Tirotropin Salgilatict Hormon (TRH) hipotalamusun paraventrikiiler niikleusunda sentezlenir
ve depolanir. TRH 6n hipofiz bezindeki hiicreleri TSH un dolagima salinimi igin uyarir, TSH
tiroid hiicrelerinin reseptorlerine baglanir ve boylelikle tiroid hormonu sentezini uyarir. Hem
T4 hemde T3 hormonu salgilanir. Hipofiz ve Hipotalamus dolasimda tiroid hormon
yetersizligi sinyalini alinca TRH ve TSH salinimini uyarir. Tiroid Hormon fazlasi ise TRH ve
TSH sekresyonunu baskilayict bir etki yaratir. Dolasimdaki T3 ve T4 hormonlar1 birincil
olarak Tiroksin Baglayict Globiilin (TBG), Transtiretin ve Albiimine bagldir. inaktif T4
periferal dokularda iyodotironin deiyodinazlar tarafindan aktif T3 hormonuna doniistiiriiliir ve

bu formda niikleer tiroid hormon reseptorlerine baglanarak aktivite gosterir (38).
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2.2.TIROID KANSERI

2.2.1.Tiroid Kanserinin Insidans1 ve Epidemiyolojisi

Tiroid kanserleri endokrin kanserler arasinda en sik goriileni olmakla beraber tim
kanser tiirlerinin yaklasik olarak %1’ini olusturmaktadir. ABD ve diger iilkelerde goriilme
siklig1 son yillarda artmaktadir ve son 3 dekatta ortalama olarak %350 oraninda artis
goriilmektedir (39, 40, 41, 42). En sik genc ve orta yash yetiskinlerde goriilmekle beraber
kadinlarda erkeklere oranla 2-4 kat daha siktir. Yas artist ile birlikte bu oran azalmakta,
mortalite bakimindan ise erkeklerde daha kotii prognoz goriilmektedir. Pediatrik donemde
nadir goriiliir ve ¢ocukluk donemi malignitelerinin %3’iinii olusturur (43).

Tiroid dokusunda 4 tip hiicre bulunmaktadir. Bu hiicreler, tiroid hormonunun {retilip
salgilandig tiroid folikiiler hiicreleri, kalsitonin salgisindan sorumlu parafolikiiler hiicreler,
bag dokusu ve bagisiklik sistemi hiicreleridir. Primer maligniteye neden olabilecek bu hiicre
tiplerinden folikiiler hiicreler iyi diferansiye, az diferansiye ve andiferansiye tiroid
karsinomlarina, parafolikiiler hiicreler mediiller tiroid karsinomlarina, bagisiklik sistemi
hiicreleri lenfomalara ve bag dokusu hiicreleri sarkomlara yol agmaktadir (44).

Folikiiler hiicrelerden olusan Folikiiler ve Papiller Tiroid karsinomlar1 diferansiye
tiroid tiimérleri olup hiicrenin diferansiye dzelliklerini tasimaktadirlar. Invazyon, metastaz ve
rekiirrens 6zellikleri bakimindan diger tiroid tiimorlerinden ayrilarak "iyi diferansiye" olarak
bahsedilirler. Saglikli tirositlerdeki gibi tiroglobulin molekiiliinii eksprese edebilirler, NIS
proteini barindirarak hiicre igine iyot alimini gerceklestirebilirler. Bu sayede radyoaktif iyot
tedavisine yanit verebilmektedirler. Bu hastalarda sagkalim orani ortalama olarak %90
diizeyinde olmasinin yani sira; hastalarin %5-24’{inde rekiirrens goriilebilmektedir. Rekiirren
ve metastatik hastalik olusan olgularin yaklasik olarak %20-30’unda iyot yakalama yetenegi
kayboldugundan, bu 06zellik temel alinarak gergeklestirilen radyoiyot tedavisi yanit
verememektedir (45).

Anaplastik  tiroid kanserleri ise diferansiye Ozelliklerini  kaybettiklerinden
andiferansiye tiroid tiimorleri olarak adlandirilip agresif seyirleri dolayisi ile kotii prognozla
iliskilendirilmistir.

Major fenotipik 6zellikler bakimindan mediiller tiroid karsinomlarinda néroendokrin
aktivasyonlar, az diferansiye ya da andiferansiye tiroid karsinomlarinda yiiksek mitoz oran1 ve
anaplastik 6zellikler, papiller tiroid kanserlerinde 6zgiin niikleer yapilar, folikiiler kanserlerde

invazyon gibi 6zellikler baskindir (46).
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Tiroid bezine klinik olarak 6nem arz eden metastazlarin primer dokulari; meme,

akciger, larenks, kolon karsinomlart, renal hiicreli karsinom ve malign melanomlardir (44).

2.2.2.Tiroid Kanserinin Etiyolojisi

Tiroid kanserleri etiyopatogenezinde ilk sirada eksternal olarak radyasyona maruziyet
bulunmaktadir. Bu iligki ilk olarak Duff ve Fitzgerald tarafindan 1956 yilinda tanimlanmistir
(47). Radyasyon DNA kiriklarina yol agmakta ve en sik papiller, daha sonrada folikiiler tiroid
timor olusumunda etkili olmaktadir (48). Winship ve Rosvoll yaptiklar1 ¢alismada tiroid
kanserli ¢ocuklarin %76’sinda timik hiperplazi, skalp hemanjiomlar1 ve adenoid vejetasyon
gibi nedenlerle radyasyon Oykiilerinin oldugunu gostermislerdir (49). Radyasyona
maruziyetin tiroid kanser olusumunda etkisinin en Onemli Ornegini Cernobil felaketi
olusturmaktadir. Bu konuda yapilan ¢aligsmalar siklikla ¢ocukluk ¢ag tiroid tiimor olusumuna
neden oldugunu gostermektedir (50).

Tiroid kanserleri etiyopatogenezinde etkili mutasyonlar tanimlanmistir. Mutasyonlar
herediter gecisli ya da sonradan olusan mutasyonlardir. RET onkogeni Takahashi tarafindan
1985 yilinda onkogen olarak tanimlanmig, 10q11.2 bolgesinden elde edilen ve 21 eksonu
bulunan bir gen bolgesidir. Tirozin kinaz (TK) reseptoriinii kodlayan bu gen bolgesi ve
reseptor kinaz protoonkogenlerinin gen diizenlenmeleri papiller histotip icin spesifik olarak
gosterilmektedir. Bu gen bolgelerinde inversiyon ve translokasyon, papiller tip kanserlerde

saptanmaktadir. RET-TK bolgesi genlerinden RET-PTK onkogeni olusur (42). RET-PTK

diizenlemelerin yan1 sira PAX8/PPARY gibi kromozomal yeniden diizenlenmeler ve ras,
BRAF genlerinde nokta mutasyonlarida ozellikle diferansiye tiroid tiimorleri ile
iliskilendirilmistir  (51,52). Tiimor baskilayic1 genlerden genomun gardiyant olarak
adlandirilan p53 gen lriiniiniin her iki allelinde goriilen mutasyon siklikla andiferansiye
Ozellik gosteren anaplastik tiroid kanserleride saptanmistir (53). RB (retinoblastom) tiimor

baskilayic1 geninde mutasyon ya da delesyon tiroid tliimdrlerinde goriilmektedir (54).
PAX8/PPARY yeniden diizenlenmeleri folikiiler tiroid kanser tiplerinde malign fenotiple
iligkili bulunmustur (55).

Diyet, tiroid kanser gelisiminde diger kanser tiirlerinde oldugu gibi 6nemli rol

oynamaktadir. Ozellikle beslenmede iyot yetersizligi, yapilan deneysel hayvan calismalarinda
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baslangicta folikiiler hiperplazi, daha sonra da adenom gelisiminde artis oldugunu ortaya
koymustur (56).

Endemik guatr bolgelerinde papiller tiroid kanseri oraninin daha diistik, folikiiler tiroid
kanserlerinin ise daha yiiksek oldugu bulunmustur (57). Isvigre ve Paraguay’da iyot
yetersizliginden dolay1 yaygin olan endemik guatr i¢in iyodinizasyon programlari yapilmis,
ve bunun sonrasinda folikiiler ve anaplastik kanser goriilme oranlarinda azalis, papiller tiroid
kanser goriilme oranlarinda artis saptanmistir. Bu calismalarin yani sira Norveg, Hawaii ve
kuzey Italyada da yapilan arastirmalar diyetle alman iyot miktarindaki artisin tiroidit ve
papiller tiroid kanser goriilme sikliginda artisa yol actigini gostermektedir (58). Iyot
eksikliginde kronik TSH uyarisinin yol agtigi1 tiroid dokusun hiperplazisinin uzun siire tedavi
alinmadig1 durumlarda olas1 karsinogenez risk faktorii oldugu 6ne siirtilmektedir (59).

Diger hormonlar ve biiyiime faktorleri de TSH gibi tiroid kanser etiyolojisinde 6nemli
rol oynamaktadir. Tiroid kanserlerinin kadinlarda erkeklere gore oOzellikle reprodiiktif
donemde daha sik goriilmesi dikkatleri hormonal faktorlerin iizerine ¢ekmektedir. Gebelik
sayisi, ilk gebelik yasi, abortus, oral kontraseptif kullanimi ve fertilite problemleri olasi
nedenler arasinda goriilmektedir (60). Bununla birlikte, hormon replasman tedavisi ya da
fertilite ilaclarmin risk artirmadigi yapilan bir calismada belirtilmistir (61). Kontraseptif
kullanimu ile de bir iligki saptanmamustir (62).

Tiroid kanserli olgularin %3’linde aile Oykiisii bulundugu ve genetik olarak
aktarimimnin inkomplet otozomal dominant oldugu yapilan bir ¢calismada gosterilmistir (63).
Fokal ya da Diffiiz Tiroiditler, Cowden hastaligi, Pendred Sendromu, Paratiroid Adenomu,
Meme Kanseri, Ailesel Adenomatdz Polipozis, Gardner Sendromu, Papiller Renal Neoplazi
ve Ailesel Mediiller olmayan Tiroid Karsinomu gibi hastaliklar ile birlikte goriilebilir (44).

Molekiiler patogenezinde artmis biiylime faktorleri iiretimi, sinyal adaptasyon
molekiillerinin aktivasyonu, artmis hiicre yiizey reseptorleri iiretimi, DNA metilasyonu,
genomik biitiinliigli kontrol eden niikleer proteinlerin inaktivasyonu, niikleer transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonlarinda artis ve hiicre yiizey adezyon molekiillerinin diisiik ya da
yiiksek seviyelerde {retimleri gibi molekiiler anomaliler tanimlanmistir (64). DNA
metilasyonu hem malign hemde benign tiimdr olusumunda goriiliir (42). Diferansiye tiroid
kanserlerinde insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve transforme edici biiyiime faktorii-
alfa (TGF-a) artmus diizeylerdedir. Ozellikle papiller tiroid kanserlerinde hiicre yiizey
reseptorlerinden RET, TRK, c-erbB ve c-erbB2 diizeyleri yiiksek bulunmustur (65). Ras

15



protein aktivasyonu ise sinyal yolaklarindan Mitojen Aktive Protein kinaz (MAP Kinaz) ‘1
uyararak artmig proliferasyona, fenotipik diferansiyasyonda kayiplara ve kararsiz genomik

yapiya neden olur (64,65).

2.2.3.Tiroid Tiumorlerinin Siniflamasi

Tirositlerden gelisen diferansiye tiroid kanserleri, gdsterdikleri terminal

diferansiyasyona yakinlik derecelerine gore "iyi diferansiye", "az diferansiye" ya da
"andiferansiye" tiimorler olarak tanimlanmaktadir. Parafollikiiler hiicrelerden ise mediiller
karsinom gelismektedir. Tiimoriin patolojik 6zellikleri hastaligin prognozu agisindan énemli
bir gostergedir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ‘ne gore 2004 yilinda diizenlenen tiroid

tiimdrlerinin histolojik siniflandirilmas: Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. WHO Tiroid Tiimoérlerinin Histolojik Siniflamasi (2004) (47).

Tiroid Kanserleri

Diger Tiroid Tiimérleri

Tiroid Adenomlari ve

Mliskili Tiimorler

Papiller karsinom

Teratom

Folikiiler adenom

Folikiler karsinom

Primer lenfoma ve

Hiyelinizan trabekiiler

Plazmasitom Timor
Az diferansiye karsinom Ektopik timoma
Andifransiye (anaplastik) Anjiosarkom

karsinom

Mediiller karsinom

Diiz kas timora

Skuamoz hiicreli

karsinom

Periferik sinir kilifi timort

Mukoepidermoid karsinom

Paraganglioma

Sklerozan epidermoid karsinom ile

eozinofili

Soliter fibroz timorler

Miisingz karsinom

Folikiler dendritik hiicreli

timorler

Mediiller- folikiiler mikst karsinom

Langerhans hiicreli histiyositozis

Igsi hiicreli tiimér ile timus

benzeri diferansiasyon

Sekonder tiimorler (metastaz)

Timus benzeri diferansiasyon

gosteren karsinom
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Bu smiflamada, onkositik (Hiirthle hiicreli ya da oksifilik hiicreli) tiroid kanseri
yerine; onkositik 6zellik tagiyan papiller, folikiiler, mediiller ve az diferansiye tiroid

karsinomlarinin alt tiplerinden bahsedilmektedir (47).

2.2.3.1.Diferansiye Tiroid Kanserleri

2.2.3.1.1.Papiller Tiroid Kanseri

Tiim Tiroid kanserlerinin %70-80’ini olusturmaktadir (66). Genellikle 3. , 4. ve 5.
dekatlarda ortaya ¢ikan papiller tiroid tlimorleri toplumlara gore degiskenlik gostermekle
beraber kadinlarda erkeklere oranla daha sik goriiliir (67). Cocukluk caginda radyasyona
maruziyet sonrasi goriilen baslica tiroid kanser tipidir. Iyot agisindan zengin bélgelerde
yasayan insanlarda siktir. Etiyolojisinde Ret onkogen aktivasyonu bulunmaktadir (68).
Servikal lenf nodu yayilimina egilimi olmasina ragmen diisiik malignite potansiyeline sahiptir
ve 10 yillik sagkalim uygun tedavi uygulandiginda %80-90 oranindadir (50).

Diinya Saglk Orgiitii; ‘papiller ve folikiiler yapilarm yam sira tipik niikleer
degisikliklerin de oldugu, folikiiler hiicre diferansiyasyonu gosteren malign epitelyal
timordiir’  seklinde tanimlamistir.  S6z  konusu niikleer degisiklikler —sitoplazmik
invajinasyonlar seklinde eozinofilik inkliizyon benzeri yapilar, derin, genis ve berrak girintiler
ile birlikte diizensiz siirli ve buzlu cam goriiniimleridir. Niikleer yariklar papiller karsinom
icin tan1 koydurucudur. Niikleuslarda {ist tiste gelme 6zellikleri goriiliir ve Kalin, diizensiz bir
niikleus zari ile cevrilidirler. Niikleus hipokromatiktir ve niikleol icermez. Bu tanimlamada
kapstiler ve vaskiiler invazyon kosulu aranmamis, niikleer degisimler dikkate alinmistir (69).

Makroskopik olarak okiilt, enkapsiile (intratiroidal) ya da masif (ekstratiroidal) olarak
ayrilmaktadir. Diinya Saglhk Orgiitii 1 cm altindaki tiimérler igin ‘okiilt’ yerine ‘mikropapiller kanser’
terimini Onermistir. Klinik 6nem arz eden ve papiller tiroid kanserlerinin yaklasik olarak %70’ini
olusturan intratiroidal kanserlerin ¢ap1 genellikle 1,5 cm ve daha fazladir (66). Lezyonlar, diizensiz
smirlt bir sekilde gri-beyaz-kahverengi renkli bir kitle seklindedir. %10’unda kapsiil bulunur.
Nekrotik alandaki tiimor hiicrelerininin {izerinde kalsiyum birikimi sonucu "Psammoma
cisimcikleri" olarak adlandirilan konsantre kalsifikasyon goriintiileri igerir. Mikroskopik
olarak; azalmis kolloid ¢evreleyen genellikle tek ya da c¢ok sirali kiiboidal algak kolumnar

epitelden olusan fibrovaskiiler septalar bulunmaktadir. Kolloid azalmis olmakla beraber
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folikiiller sik¢a goriilmektedir (68). Folikiiler tiroid karsinomlarinda %18 oraninda goriilen
hyalin fibroz, papiller tiroid kanserleriden %89 oraninda goriilmektedir (69).

Yerlesimi Tiroid dokusunda olabildigi gibi ektopik tiroid dokusunda da olabilir. Tiroid
kapsiiliine ve komsu dokulara invazyon egilimi oldukga yiiksektir. Lenfatik sistem yolu ile
yayilma egilimindedirler (70). Prognoza etkisi tartismali olmakla birlikte olgularin %75’ inde
goriilen lenf nodu infiltrasyonu karakteristiktir (68,71). Santral, lateral ve mediasten lenf
nodlarma metastazi sik goriiliir. Tan1 aninda olgularin yaklasik olarak %50’sinde lenf nod
metastazi goriilmektedir. Noguchi ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, mikroskop altinda
incelenen papiller tiroid kanserli olgulardan alinan 6rneklerde bolgesel lentf nodu metastazi
%84 olarak bulunmustur. Tiimoér boyutu ile lenf nodu metastazi artmakta ve tlimoriin
bulundugu boélge ile invaziv yetenegi kotli prognoz kritelerini olusturmaktadir (72, 73) .

Hematojen yol ile Akciger, Karaciger, Beyin ve Kemik dokularina uzak metastaz
yapabilir ancak ¢ok sik gorilmez (%5-10 oraninda) (51). p53 tiimdr baskilayict gen
mutasyonu ile iligskilendirilmis sekilde anaplastik tiroid tiimdr transformasyonu olusabilir (%1

oraninda) (74).

2.2.3.1.2.Folikiiler Tiroid Kanseri

Tiroid kanserleri arasinda Papiller kanserlerden sonra en yaygin goriilenidir. Tim
tiroid kanserlerinin yaklasik olarak %10-20’sini olusturmaktadir. Endemik iyot eksikligi olan
bolgelerde sikligi Papiller karsinomlarin aksine artmaktadir. Klasik Folikiiler Tiroid
Karsinomu tipi daha sik olarak kadinlarda goriiliir 5. dekatta ortaya ¢ikmaktadir. Cocukluk
caginda ¢ok nadir goriilmektedir. Papiller karsinoma benzer sekilde tiroid dokusunda ya da
ektopik tiroid dokusunda (struma overi) gelisebilir. Hematojen yayilim ve metastazlar
olgularin %20’sinden fazla oranda goriilmektedir ve 6zellikle akciger ve kemik metastazlar
yapar (46).

Makroskopik olarak genellikle kapsiillii, oval-yuvarlak- beyaz-kahverengi ve tiimor
capt 1 cm’den biiylik olarak goriilmektedir. Daha invaziv tiirlerinde kapsiil goriilmeyebilir ya
da tiimér kapsiilii asmistir. Invaziv 6zelligi daha az olan tiirlerinde ise kapsiil kalin ya da

diizensizdir (46).
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Mikroskopik olarak folikiiler yapilar birbirlerine ¢ok yakindir ve solid ya da trabekiiler
seritler halindedir. Hiicre tipleri genellikle kiiboidal ya da al¢ak kolumnar tipte olup

niikleoluslar1 belirsizdir. Papiller kanserlerin niikleus 6zelliklerini gostermez.

2.2.3.1.3.Az Diferansiye Tiroid Kanseri

Diferansiye tiroid karsinomlar1 ile andiferansiye (anaplastik) karsinomlar arasinda
tanimlanan bu tiir tlimorlerde lokal invazyon goriiliir. Nadiren kapsiilleri bulunmaktadir ve
kiigiik, hiperkromatik yapida niikleuslari bulunur. Mitoz orani yiiksektir, nekrotik alanlar

sikca gortiliir (46).

2.2.3.1.4.Anaplastik Tiroid Kanseri

Tiim tiroid kanserlerinin yaklasik olarak %5’inden sorumludur ancak olduk¢a malign
timorlerdir ve mortalite oran1 %100°diir. Tan1 konduktan sonra ortalama yasam siiresi 6
aydir. Kadinlarda daha sik olmakla beraber yashilarda goriilmektedir. Olgularda tiroid
hastaliklar1 ya da 6zellikle papiller olmak iizere diferansiye tiimor hikayesi bulunmaktadir.
Karsinogenez sirasinda tiroid bezinden direk olarak anaplastik timor gelisebilir ya da
diferansiye tiroid tiimdrlerinden, oOzellikle p53 gen mutasyonu ile anaplastik timorler
olusabilir (19). Diferansiye Ozelliklerini kaybetmis olduklar1 i¢in "dediferansiye" tiimor
hiicreleri olarak da bahsedilir. Radyoaktif iyot konsantre etme yetenegi azalmis oldugundan
tedaviye yanmit1 diigiiktiir (74).

Makroskopik olarak oldukca biiyiik bir kitle olup nekroz ve hemorajik alanlar igerir
(46). Tiroid ve ¢evre dokulara invaze oldugu gortiliir.

Mikroskopik olarak igsi/pleomorfik hiicrelerle karakterizedir. Koagiilatif nekrotik

odaklar vardir ve mitotik aktivite artmistir (46).

2.2.3.1.5.Mediiller Tiroid Kanseri

Tiroid dokusunda noral krest’ten kdken alan parafollikiiler (C hiicreleri) hiicrelerden
olusan noroendokrin tiimorlerdir. Solid karsinom, C hiicreli karsinom ya da Hyalin karsinom
olarak da bilinmektedirler. Tiim tiroid tiimdrlerinin %5-10"undan sorumludur. Sporadik ya da
ailesel olarak goriilebilir. %80’1 sporadik, %20’si ailesel olarak goriilmektedir. Ailesel
gortlen tipleri MEN (Multiple Endokrin Neoplazi) 1A ya da IIB’dir. Tan1 konuldugunda

olgwularin %50’sinde lenf nodu, %]15’inde ise, akciger, karaciger, beyin, kemik gibi

19



organlarda uzak metastaz saptanmaktadir. Kalsitonin salgilanir ve serum kalsitonin seviyesi
yiikselir. Serum kalsitonin seviyesi teshis ve operasyon sonrasi izlem siirecinde onemlidir
(75). Baz1 olgularda tiimor hiicreleri tarafindan somatostatin, karsinoembriyojenik antijen
(CEA), serotonin, norotensin, Adrenokortikotropik Hormon (ACTH) ve vazoaktif intestinal
peptid (VIP) gibi hormonlar salgilanabilir. Etiyolojisinde RET protoonkogeninin mutasyonu
vardir. RET onkogen asir1 aktivasyonu hem sporadik hem de ailesel mediiller kanserlerin
gelisiminde rol oynamaktadir (75).

Tiroidin C hiicreleri bakimindan zengin bolgelerinde gelisen tiimorlerdir. Kapsiil
genellikle bulunmaz ve fokal nekrotik odaklar goriiliir. Sinirlart belirgindir. Ailesel olan
timorler genellikle multisentrik ve bilateral, sporadik olanlar genellikle unilateraldir. Timor
boyutu ile birlikte cesitli peptid iirlinler ve aminlerin salgilarinin artist ile klinik tablolar
gelisebilir ve paraneoplastik sendromlar olusabilir (76).

Histopatolojik o6zellikleri degisken olmakla beraber stromada amiloid birikimi sik
goriiliir (%50-80) (77). Tumor infiltrasyon gosteren igsi ya da poligonal hiicrelerin birikimi
karakteristiktir. Yuvarlak ya da poligonal ve eozinofilik hiicre kiimeleri bulunmaktadir (66).

Uniform niikleusda mitotik aktivite sik gézlenmez.

2.2.4.Tiroid Timorlerinde Evreleme Sistemleri

Tiimdr davranigini dngorebilmek, yiiksek ve diisiik riskli hasta gruplarini ayirt ederek
uygun tedavi protokollerini diizenleyebilmek amaci ile prognostik evreleme sistemleri
olusturulmaktadir (78). Bu nedenle tiimdrler; hastanin cinsiyeti, yasi, tiimoriin invaziv ya da
metastatik karakteri, timor boyutu, rezeksiyon biiytikliigii gibi kriterler goz oniine alinarak
siiflandirilmaktadir.

Evreleme sistemlerinden Europian Organization for Research on Treatment of Cancer
(EORTC), 1979 yilinda bir prognostik indeks tanimlamis, evrelemeyi ¢oklu degiskenlik
analizine dayandirmistir. Ancak tiroid tiimor tipleri farkli diferansiasyon ve farkli biyolojik
karakter Ozellikleri gosterdiklerinden; bu degerlendirme yaygin olarak kullanimamistir.
EORTC sisteminde dikkate alinan kriterler tiimoriin histolojik varyantlari, tiroid dis1 yayilim,
metastatik karakter, hastanin yasi ve cinsiyeti olmustur. Mayo Kliniginden Hay ve arkadaslari
1987 yilinda; Yas (Age), Yayginlik (Extension), Evre (Grade) ve Tumor Biiyiikligi (Size) ‘ni
dikkate alarak "AGES" skorlama sistemini 6ne siirmiistiir. Cody ve Rossi 1988 yilinda
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"AMES" sistemini tanimlamis; ancak bu sistemde tiroid disi1 yayilim, metastatik karakter,
timor boyutu ve hastanin yas1 degerlendirilmemistir. Bu sistemlere alternatif olarak "M ACIS"
siniflamas1  olusturulmus ve invazyon, metastaz, hasta yas1 ve timér boyutu
degerlendirilmistir. Bu skorlama sistemlerinde Multisentrisite ve lenf nodu metastazi 6nemsiz
kabul edilmistir (79,80).

Tiroid kanserlerinde yaygin olarak kullanilan skorlama sistemi Tiimdr-Nod-Metastaz
(TNM) simiflamasidir. Bu siniflamada tiimoriin yayilma egilimi ve klinik degerlendirmeler
esastir. Tiimor Patolojiside onemli bir kriter olarak kabul edilmektedir (81). Klinik
degerlendirmede 6zellikle Bilgisayarli Tomografi (BT) ve Manyetik Rezonans Goriintiileme
(MR) daha yararl olarak kullanilmaktadir. PET Scan ise heniiz standardize edilmemistir.

Timor-Nod-Metastaz (TNM) sistemi; The International Union Against Cancer
(IUCC) tarafindan tanitilmis ve American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan
desteklenmistir (46,47). 2010 Yilinda IUCC ve AJCC tarafindan yeniden diizenlenmistir (82).
Tiroid kanserleri TNM siniflamasi Tablo 2.2.’de ve Tablo 2.3.’de gosterilmektedir (82).
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Tablo 2.2. Tiroid kanserleri icin TNM Siniflamasi (82)

Primer Tiimor (T)

Lenf Nodu (N)

Metastaz (M)

T1: Tiimdr 2 cm veya altinda ve
tiroide sinirl
Tla:Timor 1 cm veya altinda,
tiroide sinirl
T1b:Timor 1 cm’in istiinde
fakat 2 cm ve daha altinda,
tiroide sinirli.

NO: Rejyonel lenf nodu
metastazi
yok

MO: Uzak metastaz
Yok

T2: Tiimdr 2 cm’den biiyiik
fakat 4 cm ve altinda, tiroide
sinirli.

N1: Bolgesel lenf nodu
metastazi
Nla: Level VI lenf nodlarina
metastaz (pretretrakeal,
paratrakeal, ve prelaringeal /
Delphian lenf nodlar1)
N1b:Unilateral, bilateral, veya
contralateral servikal (Level I,
IL III, IV, or V) veya
retrofaringeal or superior
mediastinal lenf nodlarina
(Level VII) metastaz.

M1: Uzak metastaz
Var

T3: Tiimdr 4 cm’den biiytik
tiroide sinirli veya herhangi bir
boyutta minimal ektratiroidal
yayilim1 mevcut (sternotiroid
kasa veya peritiroid yumusak
dokulara yayilim)

T4a: Orta derecede ileri
hastalik herhangi boyutta tiimor
tiroid kapsiiliinii agmis subkutan

yumusak doku, larinks, trakea,
Ozafagus veya rekiirren
laringeal sinir tutulumu.
T4b: Cok ileri derecede hastalik
Timor prevertebral fasya,
karotid arter yada mediastinal
damarlar1 tutmus.
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Tablo 2.3. TNM Evrelemesi (82)

Evre (45 yas iistii) T N M
I Tl NO MO
11 T2 NO MO
I T3 NO MO
111 T1 Nla MO
11 T2 Nla MO
111 T3 Nla MO
IVA T4a NO MO
IVA T4a Nla MO
IVA T1 Nlb MO
IVA T2 Nlb MO
IVA T3 N1b MO
IVB T4a N1b MO
IVC T4b Herhangi N MO
IVC Herhangi T Herhangi N M1
Evre (45 yas alt1)
I Herhangi T Herhangi N MO
11 Herhangi T Herhangi N M1

2.2.5.Tiroid Kanserlerinde Hiicre Dongiisii ve Apoptoz ¢calismalari

Bryan ve arkadaglari, tiroid kanseri hiicre hatlar1 iizerinde RAR ligand1 9-cis RA, ve
selektif RXR ligand1 LG346 ile yaptiklar1 ¢alismada her iki bilesiginde anaplastik 6zellikli
DRO hiicrelerinin S fazinda tutulumunu azaltma ve G2+M fazinda tutulumunu artirma etkisi
oldugunu gostermislerdir (8). All Trans Retinoik Asit (ATRA) ile yapilan bir calismada
papiller tiroid kanser hiicre hatti NPA hiicrelerinin S ve G2+M fazinda tutulumu anlamli
Olclide artmis ve GO/G1 asamasinda tutulumlar azalmistir (83). Audrey ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Beksaroten, follikiiler tiroid kanseri hiicre hatt1 olan FTC-
238 hiicre hattinin hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutulumun artirmis, S ve G2+M fazinda
tutulumunu ise azaltmistir (84). Beksaroten, FDA onayli oldugu CTCL hiicre hatlar1 lizerinde
hiicre dongilisiiniin Sub-G1 asamasinda tutulumu artirmis, GO/G1, S ve G2+M asamalarinda

tutulumu azaltmistir (85).

Joshua ve arkadaslari, yaptiklar in vitro ve in vivo ¢alismada, anaplastik tiroid kanseri
hiicre hatlar1 olan DRO, ARO ve FRO hiicreleri {izerinde Beksaroten bilesiginin etkisini
incelenmislerdir. Bu caligmada, DRO hiicre hattinin canliligi Beksaroten uygulamasi ile

anlamli olarak azalmis, bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde DRO hiicreleri ile olusturulan

23




zenograft modelinde ise tiimor boyutu, Beksaroten uygulamasi altinda anlamli dlglide doza

bagli olarak azalmistir. FRO ve ARO hiicre hatlarinda anlaml1 yanit olugsmamaistir (14).

Beksaroten bilesiginin, calismamizda ele aldigimiz hiicre hatlar1 {lizerinde hiicre

dongiistine ve apoptotik/nekrotik hiicre 6liimiine olan etkisi ile ilgili literatiir mevcut degildir.

2.2.6.Tiroid Kanserlerinde Tedavi Stratejileri

Tiroid kanserlerinde tedavi; primer tiimdr tedavisi, yardimer (adjuvan) tedavi ve niiks
ve metastazlarin tedavisi hedeflenerek gerceklestirilir. Yiiksek riskli hastalarda eksik, diisiik
riskli hastalarda ise agresif tedaviden ka¢imilir ve uygun tedavi yontemi se¢imi niiks ve
mortaliteyi azaltmak acisindan olduk¢a 6nemlidir (70). Tiroid kanser tedavilerinde “European
Consensus”, “American Thyriod Cancer” ve “National Comprehensive Cancer Network™ gibi
kilavuzlar kullanilarak tedaviler sekillenmektedir (53,86,87). Primer tedavi olarak cerrahi
miidahale uygulanir.

Cerrahi, radyoaktif iyot ve tiroid replasman tedavilerine ragmen metastatik tiroid
karsinomunun progrese olma ihtimali bulunmaktadir. Doksorubisin ile ilgili yapilan
calismalarda metastatik papiller ve folikiiler tiroid karsinomlu hastalarin Diinya Saglik Orgiitii
kriterlerine gore %5’inde parsiyel yanit saptanmis, 84 kisiden olusan ileri evre tiroid kanserli
hasta grubunda yapilan bir ¢aligmada ise hastalar yalmiz doksorubisin yalniz sisplatin ve
kombine tedavilerinde sadece doksorubisinle tedavi goren hastalardan tam yanit alinamamis
ve sisplatin ile kombine tedavi goren hastalarin %11’inde tam yanit alinabilmistir (88).

Metastatik rekkiiren tiroid karsinomlarinda zamanla dediferansiyasyon goriilmektedir.
Dediferansiye olmus tiroid karsinomlarinda rediferansiye ajanlarin kullanimi1 amaciyla uzun
zamandir caligmalar yapilmaktadir. Rediferansiye edici ajanlarin kullanimi basarili olursa

hem radyoaktif iyot hem de levotiroksin siipresyon tedavisi bagaril1 olacaktir.

2.2.6.1.Retinoidler

Retinoidler vitamin A’nin biyolojik aktif tiirevleridir ve hiicrenin proliferasyon,
diferansiyasyon ve apoptoz davranislarinda diizenleyici rol oynamaktadir. Retinoidler

biyolojik aktivitelerini; Retinoik Asit Reseptorleri (RAR) ve Retinoid X Reseptorleri (RXR)
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olarak adlandirilan hiicre i¢i reseptor ailelerine baglanarak gostermektedirler. RAR ve RXR
reseptorlerinin 3 izotipi bulunmaktadir ve bunlar; RARa, RARB, RARy, RXRa, RXRf ve
RXRy’dir. Bu hiicre i¢i reseptor aileleri ligand baglanmasi ile aktive olan transkripsiyon

faktorleri gibi davranan niikleer steroid reseptor siiperailesi tiyeleridir (89).

RAR’leri RXR’ler ile homodimerize ve heterodimerize olabilir ve bu yolla
diferansiyasyon ve hiicre biiylimesini etkileyebilirler. RXR’ler ise Vitamin D Reseptorleri,
Tiroid Hormon Reseptorleri (TR) ve Peroksizom Proliferator aktive Reseptorler (PPAR) gibi
diger niikleer hormon reseptorleri ile heterodimer olusturur ve DNA’nin Retinoik Asit Yanit
Element (RARE) gen bdlgesi ifadelerini etkileyerek gorev yapmaktadirlar (89). Retinoik

asitlerin etki mekanizmasi Sekil 2.6.’da gosterilmektedir (90).

’ Sitoplazma

| S\
////)( \.

s
A\

Niikleus

Sekil 2.6. Retinoik asitlerin etki mekanizmasi.
All-trans-RA (ATRA) ve 9-cis-RA, sitoplazmik retinoik asit baglayan proteinlere baglanarak
hiicre niikleusuna alinir. Niikleusta, ATRA, RAR’lerine ve 9-cis-RA ise RXR’lerine baglanir.
RAR ve RXR’ler heterodimer olusturur ve kromozomun retinoik asit yanit bolgesine baglanir

ve gen ifadesi diizenlenir (90).

Preklinik, klinik ve epidemiyolojik olarak retinoidlerin kanser kemoprevansiyonunda
ve tedavisinde rol oynadigina dair ¢alismalar bulunmaktadir (91,92,93). Cok merkezli bir
caligmada retinoik asit sonras1 radyoaktif iyot verilen hastalarda radyoaktif iyot

tutulumundaki artis %42 olarak ve olumlu klinik yanit %20 olarak belirtilmistir (94).

RAR ligandlarinin in vitro ve in vivo preklinik calismalarda umut verici 6zelliklerine

dayanarak RAR selektif ligand gelistirme ve klinik uygulamalari ile ilgili cok sayida ¢alisma
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vardir. Yine de; RAR ligandlarinin klinik uygulamalarinda goriilen etkisi sinirlidir. Bunun
olas1 nedenleri, terapdtik etkinlige ulasabilmek i¢in yliksek doz uygulama gereksiniminden
kaynaklanan ¢oklu yan etkileri ya da pek cok kanser tiirlinde RAR ekspresyonu kaybi ya da
azalmasi olabilir (95,96). Buna kars1i, RXR ligandlar1 pek ¢ok kanser tiirinde diisiik toksisite
gostererek umut verici bir kemoprevantif ve kemoterapotik ajan olarak diisiiniilmekte ve RXR
ekspresyon kaybi insan tiimorlerinde daha nadir olarak bulunmaktadir. Pek ¢ok yolagin aktive
olmas1 hedefiyle gelistirilen gesitli reksinoidler preklinik ve klinik ¢alismalarda umut verici

olarak diistiniilmektedir (97).

2.2.6.1.1. Selektif RXR Ligandi Beksaroten

Beksaroten, Spesifik sentetik RXR ligandidir. Etkisini, Sekil 2.7.’de gosterildigi gibi
RXR’ne baglanarak gen ifadesi degisikligine yol agarak gosterirler (98). Yapilan hayvan
calismalarinda minimal toksisite ile meme tiimdr gelisimini RXR ’lerini aktive ederek (9); ileri
meme ve prostat kanserleri ve Kiiclik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri gibi tiimorlerde edinilmis
ilag direncini genomik biitiinliigli koruyarak baskiladigi belirlenmistir  (10,11,12).
Beksaroten’in, T-hiicre lenfomada tedaviye tepkisiz hastalarin yanitini, minimal toksisite ile

%350 artirdigt ve solid tiimdrlerde migrasyon, invazivite ve anjiogenezi azalttigi da

saptanmustir (98).
Beksaroten
»
» P>
S }} Hiicre regilasyonu
e Biyime
> * Proliferasyon
. * Diferansiyasyon
Sltoplazma RXR/NR Transkripsiyon
RXR m mer kompleksi
3 % ->
Kemoterapi

Koaktivatorler

Sekil 2.7. Beksaroten’in etki mekanizmasi (98).



Hiicre dongiisiiniin ¢esitli fazlar1 arasindaki gegislerde pek ¢ok siklin, siklin-bagimli
kinazlar (CDK’lar) ve hiicre dongiisii inhibitorleri tarafindan kontrol edilir. Beksaroten ile
yapilan bir calismada akciger kanseri hiicrelerinin, kritik kontrol noktalari proteinlerinin
diizenlenmeleri yolu ile hiicre dongiisiiniin G1 ve/veya G2/M asamalarinda hapsedildigi,
beraberinde canlilik kaybr ile belirgin proliferasyon inhibisyonu, siklin D1 ekspresyonunda

azalma ve sonug olarak hiicre biiylimesi inhibisyonu ger¢eklesmistir (99).

Beksaroten p53 proteinini Serl5 aminoasitinden fosforilleyerek aktive eder, Serl5
aminoasiti p53’l hiicre dongiisii durmasi i¢in promotor bolgesine baglanmasinda etkilidir.
Bununla birlikte p73 upregulasyonu ile p21, Bax, Survivin ve cdc2 gibi hedef genler
diizenlenir (100). Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri ile ilgili yapilan bir calismada
Beksaroten’in doz bagimli olarak siklin D1, siklin D3, Epidermal Biiylime Faktor Reseptorii
(EGFR) ve fosfo-EGFR ekspresyonunu baskiladigr bulunmustur (101). Buna ek olarak,
Beksaroten, hem 6strojen reseptor negatif hem de pozitif meme kanseri olusumunu preklinik
modellerde inhibe ettigi, ve insiilin benzeri biiyiime faktdr baglayan protein 6 (IGFBP-6),
RAR-f ya da Siklin D1 gibi biiylimeyi diizenleyici biyobelirteclerin ekspresyonlarint kontrol
ettigi belirtilmistir (100). Hiicre Dongiisii Asamalart ve kontrol noktalart Sekil 2.8.°de
gosterilmektedir (102).

Dinlenme - ”

Fazr O & /I 1§ Ipligi Olusum Kontrolii

\ Kromozomlarin ig ipligine
> Tutunmasi Kontroll

DNA replikasyonu ve
hiicre blyuklugi
kontrol noktasi

e
Hicre Buyuklugu, Besin,
Blylime Faktorleri ve DNA
Hasari Kontrol Noktasi

]
\ Dinlenme
|

" Durumu (Go)

Sekil 2.8. Hiicre Donglisti Asamalar1 ve kontrol noktalart (102).

Apoptotik hiicre 6liimii ¢ok adiml1 ve kontroliinde pek ¢ok gen {iriiniiniin katilimi1 olan
bir prosestir. Kaspazlar apoptozda kritik rol oynamaktadir. Kaspazlar baslatic1 (Kaspaz-2, -8. -
9 ve -10) ve sonlandirict (Kaspaz-3, -6, ve -7) olmak flizere 2’ye ayrilmaktadir (103).
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Apoptotik hiicre dliimiinde kaspaz-3 gibi efektor kaspazlarin aktivasyonuna yol agan 2 klasik
yolak vardir. Ik yolak Kaspaz-8’in aktivasyonuna yol acan olum reseptdrii timor nekroz
faktor-iligkili apoptoz indiikleyici ligandin aktivasyonunu kapsar (104). Mitokondriyal hasar
yolu ile baslayan diger yolak kaspaz-9’un aktivasyonu ile sonuglanir. Aktive oldugu zaman
baslatict kaspaz efektor kaspazlari aktive eder ve olarak poli-ADP-riboz polimeraz (PARP)
yikimi ile sonuglanarak apoptosis gerceklesir. PARP molekiiliiniin yikimi ¢esitli antitimdr
ajanlan tarafindan apoptosisin karakterize 0Ozelligi olarak kullanilir. Survivin, hiicreleri,
kaspaz aktivitesini baskilayan ve ¢esitli ajanlar tarafindan indiiklenen apoptosisten koruyan
apoptoz protein inhibitér (IAP) ailesi liyesidir (105). Zhang ve arkadaslari yaptiklari
calismalarinda CTCL hiicre hatlarinda Beksaroten uygulamasinin kaspaz-3 aktivasyonu ve
PARP yikimi ile Survivin ekspresyonunun azaltilmasi ile apoptosise yol actigini rapor
etmislerdir. Akut miyeloid 16semi (AML) hiicre hatt1 KG1a hiicreleri apoptoza direncli olma
ozelligindedir ve Beksaroten kaspaz-8’i aktive etmistir. Apoptoza duyarli AML hiicre hatti
olan ML-1 hiicreleri Bid proteini kesimi ve sitokrom-c salinmasi yolu ile programli hiicre
6limiinii giiclendirmistir (85). Alyaquob ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismalarinda fare akciger
timorlerinde Beksarotenin kaspaz-3 mRNA’sini, Dnmt-3a, EP3 ve Survivin, Siklin El,

Ostrojen reseptor-alfa ve iNOS genlerinin ekspresyonlarini azalttigini gostermislerdir (106).

Bir hiicrenin dogal gelisimi bdliinme, fonksiyonel 6zelliklerine diferansiye olma ve
sonunda hiicre 6liimiine gitmesi siireglerini izler. Kanserdz durumda hiicrenin dogal gelisimi
kesilir ve kontrolsiiz hiicre bdliinmesi olusur. Boylece, hiicre biiylimesi inhibisyonu ve
diferansiyasyon indiiksiyonu malignitelerde tedavi i¢in anahtar olabilir. Beksaroten, kolon
kanseri hiicrelerinde in vitro ve in vivo biiylime inhibisyonu ve diferansiyasyon indiiksiyonu
seklinde etkisini gostermektedir (107). Beksaroten’in, uzun zamandir HL-60 16semi hiicre
hattinda ve AML hastalarmin losemi hiicrelerinde klonal biiylime inhibisyonu ve
diferansiyasyonu indiikleme etkisi bilinmektedir (108).

Beksaroten, preklinik meme, prostat ve Kiigiik Hiicreli Dist Akciger Kanser
modellerinde kemoprevantif ve kemoterapdtik ajan olarak etkili bulunmaktadir (11,109,10).
Yen ve arkadaslari Beksarotenin, Kii¢lik Hiicreli Dis1 Akciger Kanser hiicre hatt1 olan
Calu3’de paklitaksel direng gelisimini engelledigini gostermislerdir (12). Beksaroten, rat
karsinojen indiikli meme tiimor hiicre hatlarinda paklitakselle kombine kullanildiginda
sinerjistik biliylime inhibisyonu etkisi gostermis ve in vivo’'da tek ajan kullanimina gore

tedaviye yaniti 6nemli dl¢lide artirmistir (110).
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Spesifik sentetik reksinoid Beksaroten, tedaviye yanitsiz CTCL’da oral ya da topikal
uygulamalarda inhibitér yanitini minimal toksisite ile %50 oraninda artirmig ve bu klinik
caligmalar sonucunda FDA onay1 almistir (13). Reksinoid indiiklii antitimor etkisi altinda
yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilmis olmamakla birlikte RXR’larin karsinogenezde
olast rollerine dair bulgular artmaya devam etmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar RXR-a artmis
ekspresyonunun, reksinoidlerin hem in vitro’da embriyonik F9 hiicrelerinde morfolojik
farklilagsmada bozulma gibi, hem de in vivo’da RXR-a yoksun fare prostat modelinde kisa
siirede prostat bezinde ¢ok odakli hiperplazi olusmasi gibi hiicresel diferansiyasyon
indiiksiyonu ve kontrolsiiz hiicre biiyiimesi gibi etkilerine karsi tlimorii duyarli hale getirdigi

gosterilmistir (111, 112).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi :

Aragtirma invaziv olmayan deneysel ¢calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Arastirma Kasim 2011- Mart 2013 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Onkoloji Enstitiisii Onkoloji Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.3.Calisma Materyali:

Arastirmada caligma materyali olarak BCPAP (insan papiller tiroid karsinomu),
CGTH-W-1 (insan folikiiler tiroid karsinomu sternal metastaz), 8505C (insan andiferansiye-
anaplastik tiroid karsinomu) ve CAL-62 (insan anaplastik tiroid karsinomu) hiicre hatlar1

kullanildi. Hicre hatlar ticari olarak Mart-2011°’de DSMZ firmasindan temin edildi.

3.3. Arastirmanin Degiskenleri:
Arastirmanin bagimli degiskenleri tiroid kanseri hiicre hatlarinin canliligi, apoptotik
ve nekrotik hiicre 6liimii ve hiicre dongiisiiniin S ve Sub-G1 agamalarinda durdurma oranlart;

bagimsiz degiskeni ise Beksaroten’dir.
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3.4. Veri Toplama Araclar:
3.4.1. Kullamlan Cihazlar

Projede kullanilan makine ve techizat listesi Tablo 3.1.’de gdsterilmektedir.

Tablo 3.1. Projede kullanilan mevcut makine - teghizat listesi

ADI/MODELI

PROJEDE KULLANIM AMACI

Hava Akis kabineti/Kojair

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari i¢in kullanilmistir.

CO, inkiibatorii/Thermo Forma Steri-cycle

Hiicrelerin  belli sicaklik ve CO0, igeren ortamda

saklanmasi amaciyla kullanilmistir.

Inverted mikroskop/Olympus CKX41

Pipet vb. malzemelerin sterilizasyonu amaciyla
Otoklav/Hirayama Hiclave kullanilmustir.

Hiicre canliik testi sonuglarmin almmasi ig¢in
ELISA Plak okuyucu/Thermo Multiskan Ascent kullanilmistir.

Su banyosunda kullannm ve temizlik amaciyla
Distile su cihazi/uv plus ultra pure water system kullanilmustir.

Hiicrelerin  kontrolii ve hiicre sayimi amactyla

kullanilmustir.

Su Banyosu/GFL

Hiicre ortamlar1 ve kimyasallarin 37 °C 1s1ya gelmesi igin

kullanilmustir.

Sogutmal1 Santrifiij/Sigma 3-16K

Hiicre kiltiiri ve Akim sitometrik ¢alismalarda

kullanilmustir.

Etiiv/Thermo Heraeus

Steril edilmig malzemeleri kurutmak i¢in kullanilmistir.

Buzdolabi (-20,+4)/ Siemens

Kimyasallarin saklanmasi i¢in kullanilmistir.

S1vt Azot Depolama Tanki

Hiicre hatlarinin saklanmasi i¢in kullanilmaistir.

Derin dondurucu (-80) / Indesit

Hiicre hatlarinin saklanmasi i¢in kullanilmistir.

Akim Sitometrik analiz Cihazi/BD FACS Calibur

Apoptoz ve Hiicre Dongiisii analizinde kullanilmistir.
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3.4.2.Kullanilan Sarf Malzemeler ve Diger Gerecler
Projede kullanilan sarf malzeme ve diger geregler Tablo 3.2.’de gosterilmektedir.

Tablo 3.2. Projede kullanilan sarf malzemeler ve diger gerecler

Hiicre Kiiltiirii, Hiicre Canlilik Testi, Hiicre Dongiisii Analizi, Apoptoz Tayini i¢cin Kullanilan Malzemeler

Maddenin Ad1 Ozelligi Markasi-Cat No:
DMEMF-12 (1:1) (1X) 500mL, Sivi, L-Glutamin, 15 mM HEPES Invitrogen
RPMI 1640 Ortam (1X) 500mL, S1vi, L-Glutamin Invitrogen

Fetal Sigir Serumu (FBS) 500mL, Is1 ile inaktive edilmis. Invitrogen
Tripsin-EDTA 0.25% (1X) 100mL, S1v1 Invitrogen
Penisilin / streptomisin SmL, liyofilize Biochrom AG

Hiicre canlilik testi (Cell Counting Kit-
8)

3000 testlik

Dojindo Laboratories

96 Kuyucuklu Kiiltiir kab1

Steril

Becton Dickinson

Akim Sitometri tlipii SmL, 125 adet/steril BD Falcon
Akim Sitometrik Apoptoz analiz Kiti
(Annexin V-FITC Apoptosis Detection 40 Testlik BD Pharmingen
KitI)
Akim Sitometrik hiicre dongiisii analiz
Kiti (CycleTEST PLUS DNA Reagent 40 Testlik Cycle TEST PLUS

Kir)

Hiicre ayrimlama sistemi

35um, steril hiicre ayrimlama tiipu

BD Biosciences

1000 pL ‘lik filtreli pipet ucu Steril, DNaz/RNaz yok Expell Plus
200 pL ‘lik filtreli pipet ucu Steril, DNaz/RNaz yok Expell Plus
100 pL ‘lik filtreli pipet ucu Steril, DNase/RNase yok Expell Plus
10 pL “lik filtreli pipet ucu Steril, DNase/RNase yok Expell Plus
Parafilm 4x 125 FT American National Can
Otoklav band1 Beyaz ¢izgili SUSSEX
12mL’lik steril tiip Steril, DNaz/RNaz yok Cell Star
Lateks Eldiven Pudrasiz Beybi
10mL’lik pipet Steril Greiner bio-one
SmL’lik pipet Steril Greiner bio-one

25 cm®’lik steril hiicre kiiltiir kabi

Steril, Filtreli

Greiner bio-one

75 cm>’lik steril hiicre kiiltiir kabi

Steril, Filtreli

Greiner bio-one

50 mL’lik steril santrifiij tlipii Gama 1s1nlart ile steril edilmis Santa Cruz
2 mL’lik hiicre dondurma tiipii Steril, DNaz/RNaz yok Cell Star
Tripan mavisi % 0.4 (v/v) Sigma
DMSO 10x10mL, ¢oklu doz kab1 CryoSure-DMSO
L-Glutamin 100mL Fresenius Kabi
Beksaroten 100 mg %99 saflikta (toz)

LC Laboratories
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3.5. Uygulanan Yontemler
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

3.5.1.1. Hiicre Hatt1 Ozellikleri

Deneyler 4 adet iki boyutlu yiizeye bagimli tiroid kanseri hiicre hatti kullanilarak
gerceklestirildi. BCPAP hiicre hatti insan papiller tiroid kanseri hiicre hattidir (113). Kiiltiir
ortaminda yuvarlak sekilli ya da igsi sekillerde tek tabaka halinde biiyilirler. CGTH-W-1 hiicre
hatti, insan folikiiler sternal metastatik tiroid karsinomu hiicre hatlardir (114). Kiiltiir
ortaminda tek tabaka olup ¢oklu odaklar olusturarak genis epitelyal sekilde uzun siirede
biiyilirler. CAL-62 anaplastik tiroid karsinomu hiicre hatlaridir (115). Kiiltiir ortaminda
epitelyal benzeri tek tabakalar halinde biiyiirler. 8505C andiferansiye ve histolojik olarak igsi
papiller adenokarsinom yapisinda ¢ok biiylik ve poligonal yapida hiicrelerdir (116). Her hiicre

icin hiicre kiiltiiriinde kullanilan ortamlar ve icerikleri Tablo 3.3.’de gdsterilmektedir.

Tablo 3.3. Hiicre hatlar1 ve hiicre kiiltiiriinde kullanilan ortam igerikleri

Ortam ve icerigi (%10 FBS+%]1 penisilin
Hiicre hatt1 streptomisin + %1 L-Glutamin) (v/v)
BCPAP RPMI-1640
CGTH-W-1 RPMI-1640
8505C RPMI-1640
CAL-62 DMEM-F12K

3.5.1.2. Hiicrelerin Kiiltiirde idamesi

BCPAP, CGTH-W-1 ve 8505C hiicre hatlar1 %10 (v/v) oraninda FBS, %1 (v/v) L-
glutamin iceren RPMI-1640 ortaminda kiiltiire edildi. Bakteri kontaminasyonunun énlenmesi
amaciyla 100 IU/mL penisilin ve 100 ug/mL streptomisinden olusan antibiyotik ¢ozeltisinden
%1 (v/v) oraninda kiiltiir ortamina ilave edildi. Hiicreler 25 em?’lik hiicre kiiltiir kaplarina
ekildi ve 37 °C’de 5 % CO, igeren inkiibatorde bekletilerek canliliklarinin devami saglandi.
Kiiltiir kaplarinda iiretilen hiicre hatlar1 %80 yogunluga ulasana kadar iki giinde bir beslendi.
Bu yogunluga gelen kaplardaki hiicrelerin ¢ogaltilmasi amaciyla pasajlama islemi uygulandi.

Pasajlama islemi ile hiicreler 75 cm” kiiltiir kaplarina alinip ¢ogaltildi (117).
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3.5.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum yardimiyla ortam hiicre kiiltiir kabindan
uzaklastirildi. Kiiltiir yiizeyi Tripsin-EDTA muamelesinin etkisini arttirmak igin Ca* ve Mg*
icermeyen steril PBS ile bir kez yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra 75 cm? lik hiicre kiiltiir
kaplart icin 5 mL, 25 cm?® ’lik hiicre kiiltiir kaplari i¢in 2 mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi,
hiicreleri yapistiklar: hiicre kiiltiir kabinin ylizeyinden kaldirmak amaciyla ilave edildi. Hiicre
kiiltiir kaplar1 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatérde 1-2 dakika hiicreler yiizeyden kalkana
kadar bekletildi. Bu siire sonunda hiicrelerin tamamen kap yiizeyinden kalkti§indan emin
olmak amaciyla inverted mikroskop altinda kontrol edildi. Hiicreler hiicre kiiltiir kabi
yiizeyinden ayrildiginda Tripsin-EDTA inhibisyonu amaciyla konulan ve Tripsin-EDTA
hacminin en az 2 kat1 kadar ortam hiicre kiiltiir kabina ilave edildi. Kiiltiir kabi i¢cindeki ortam,
Tripsin-EDTA ve hiicre iceren siispansiyon aspire edilerek 15 mL’lik steril santrifiij tiipline
aktarildt ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra iist faz
(siipernatant) atildi. Ust faz atildiktan sonra steril santrifiij tiipii dibinde gdzlenen hiicre peleti
tizerine 10 mL kiiltiir ortam1 ilave edildi ve pipet ucuyla hiicreler siispanse edildi.
Pasajlamanin 1:3 oraninda olmasi amaciyla her kiiltiir kabina 2 mL siispanse haldeki kiiltiir
ortamindan paylastirilarak tizerelerine 5 mL ortam eklendi ve ¢ogalmasi i¢in 37 °C’de % 5

CO; igeren inkiibatore yerlestirildi (117).

3.5.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler Tripsin-EDTA araciligiyla kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirildiktan sonra hiicre
stispansiyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen pellet
tizerine dondurma ortami konularak resiispanse edildi ve 2mL’lik steril hiicre dondurma
tiiplerine dagitildi. Hiicrelerin dondurma ortami igerisinde kademeli olarak dondurulmasi
amaciyla dnce -20 C°’ de 2 saat, -80 C°’de 1 giin bekletildikten sonra -196 °C’deki siv1 azot
tankina alindi. Her iki hiicre hatt1 icinde dondurma ortami olarak %10 (v/v) DMSO igeren
ortam kullanildi. Steril hiicre dondurma tiipleri iizerine tarih, hiicre hatt1 ismi, pasaj no, kisi

ad1 yazildi (117).
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3.5.1.5. Hiicrelerin Coziilmesi

Hazirlanan ortam 37 °C’de su banyosunda 1sitildi. Kabinette steril ortamda hiicre kiiltiir
kaplar1 lizerine tarih, pasaj no, hiicre hatt1 ismi, kisi ad1 yazildi ve kiiltiir kabi i¢ine 37 °C’ ye
getirilmis kiiltiir ortamindan 10 mL konuldu. Hiicre sivi azot tankindan ¢ikarilarak hizli bir
bicimde 37 °C’ ye getirilmis olan su banyosunda ¢6ziildii. Hiicre dondurma tiipiiniin dig kismi1
steril edildikten sonra kabinete alindi ve i¢indeki hiicre siispansiyonu ¢ekilerek hazirlanmis
olan kiltiir kab1 icine ilave edildi. Kiiltiir kab1, 37 °C’de % 5 CO, igeren inkiibatore
yerlestirilerek idamesi saglandi (117).

3.5.1.6. Hiicrelerin Sayilmasi

Thoma lamu distile su, alkol ve tekrar distile su siralamastyla temizlendi. Mikroskop
altina konulan thoma laminin tizeri hafifge 1slatilarak lamele yapistirildi. Santrifiij sonrasi elde
edilmis olan pellet iizerine istege bagl olarak (2,5-10 mL) ortam ile resiispanse edildi. 1:1
(v/v) oraninda tripan mavisi ile steril ependorf iginde birlestirildi (50 pL:50 pL). Thoma
laminin her iki tarafindaki lam ve lamelin birlestigi ortadaki kapiller bosluklara 10 pL tripan
mavisi ile boyanmig hiicre siispansiyonu verildi. 16 biiylik kareyi barindiran thoma laminin
yiizeyinde tiim hiicreler sayildi.(10x ‘lik biiylitmede) Sayilma esnasinda {ist ve sol dahil sag
ve alt ¢izgi hari¢ olarak sayildi. Thoma laminin her iki tarafindaki karelerde sayilan hiicrelerin
sayisinin ortalamasi alindi. Sayilan ortalama hiicre sayis1 x Diliisyon Faktorii x 10 formiili ile

ImL’deki hiicre sayis1 bulundu (117).

3.5.2. Hiicre Canlihk Testi
3.5.2.1. Yontemin Prensibi

Bu c¢alismada hiicre canlilik testi olarak CCK-8 kullanildi. Suda ¢oziinebilen
tetrazolyum tuzlart (WST) suda ¢oziinebilen formazanlar1 olusturmaktadir. WST-8 oldukga
stabil bir tetrazolyum tuzudur ve CCK-8 testinde kullanilmaktadir. Elektron tasiyicis1 olduk¢a
stabil olan 1-Metoksi-PMS‘dir (118). WST-8, 1-Metoksi-PMS‘nin indirgenmis formuyla
beraber reaksiyona girerek indirgenir. Bu tasiyici hiicre membraninda bulunmaktadir ve
nikotinamid-adenin-dinukleotid indirgenmis formu (NADH) ya da nikotinamid-adenin-
dinukleotid-fosfat indirgenmis formu (NADPH) ile dogrudan reaksiyona girer. NADH ve

NADPH ile laktat dehidrogenaz ve laktik asit gibi dehidrogenaz enzimleri ve substratlarinin
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reaksiyonlar1 ile NAD+ ve NADP+’den olusur. Bu nedenle tetrazolyum tuzu dehidrogenazin
aktivitesinin ya da substratinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Canli hiicrelerde bulunan
dehidrogenazlar tarafindan WST-8’in indirgenip olusturdugu formazan {iriinii 450nm/650nm
dalga boyunda pik absorbans veren gii¢lii bir turuncu renk olusturur ve bu rengin yogunlugu
mikroplak okuyucuda 6l¢iiliir (118). WST-8’in formazana indirgenme mekanizmasi Sekil

3.1.°de gosterilmektedir (118).

= s WST-8 turunce
) N renkli formaran
WST-8 H ook (~max 460 nm)
P i S
’f NI Sy N L NS N
5 %-Metoksi PMS
NADH, NADPH
T dehidrogenaz
NAD, NADP
CanliHucre

Sekil 3.1. WST-8 ¢ in formazana indirgenme mekanizmasi (118).

3.5.2.2. Beksaroten Cozeltisinin hazirlanmasi

e Beksaroten’in molekiiler agirligi 348,48 gram/mol’diir. Coziiclisii DMSO’dur. Toz
halindeki Beksaroten 5 mg tartilip 5 mL DMSO igerisinde ¢oziildiigiinde 2500 uM
stok cozeltisi elde edildi ve bu stok ¢ozeltiden ara stok olarak 1000 uM ¢d6zeltisine
ulasildi. Ara stoktan seri diliisyonlar ile 10 uM, 20 uM, 30uM, 40uM, 50 uM ve 60
UM olmak tizere 6 farkli doz hazirlandi.

e (oziicl olarak DMSO kullanildigindan, hiicre canlilik testi i¢in en yiiksek oranda (60
uM) DMSO igeren diliisyonun igerdigi kadar oranda ortamla diliie edilmis bir kontrol
¢ozeltisi hazirlandi. Akim sitometrik analizler i¢in ise; belirlenen ICso dozlarin icerdigi
ile ayn1 oranda DMSO igeren kontrol grubu hazirlandi.

e Ana ve ara stok ¢ozeltiler, DMSO igeren kontrol ¢ozeltisi her bir deneyden hemen

Once taze olarak hazirlandi.

36



3.5.2.3. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney prosediirii

Hiicre Canlilik testi i¢in; BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 hiicreleri adheren
(ylizeye yapisan) hiicreler olduklarindan dolay: tripsinizasyonla kiiltiir kabindan kaldirildi.
Hiicre silispansiyonu tripan mavisi sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 96 Kuyucuklu
Kiiltiir kabinin her kuyucuguna 200 pl.’de 10.000 ve 15.000’er hiicre ekildi. Sonra hiicrelerin
yapigmast i¢in 37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatdrde 72 saat 6n inkiibasyona birakildi.

96 kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyucuklarindan ortamlar ¢ekilerek, yerine yukarida
belirtildigi gibi (10 uM—60 pM) konsantrasyonlardaki Beksaroten c¢ozeltilerinden her
kuyucuga 200 pL hacimde konuldu. Her grup i¢in bes kuyucuk olacak sekilde gruplar
hazirland. ilag uygulanmayan, sadece hiicre ve ortamdan olusan bir kontrol gurubu yan1 sira
birde ilacin ¢ozilindiigii DMSO igeren hiicre ve ortam kontrol grubu olusturuldu. Hiicre
canlilik testi i¢in Tablo 3.4’de belirtildigi gibi, BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62

hiicrelerine, 96 kuyucuklu steril hiicre kaplarinda Beksaroten dozlar1 uygulandi.

Tablo 3.4. Hiicre Canlilik deneyi i¢cin BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 hiicre
hatlarina verilen Beksaroten’in 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki doz dagilimi

A | Kontrol | Kontrol 10 pM 20 uyM 30 uM 40 uM 50 uM 60 uM

(DMSO’lu) | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten

B | Kontrol | Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 40 uM 50 uM 60 uM

(DMSO’lu) | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten

C | Kontrol | Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 40 uM 50 uM 60 uM

(DMSO’lu) | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten

D | Kontrol | Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 40 uM 50 uM 60 uM

(DMSO’lu) | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten

E | Kontrol | Kontrol 10 uM 20 uM 30 uM 40 uM 50 uM 60 uM

(DMSO’lu) | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten | Beksaroten

Beksaroten ile muamele edilen hiicreler 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca 37 °C’de % 5
CO; igeren inkiibatorde bekletildi. 72 ve 96 saatlik gruplarin 48. saatte ortam degisimleri
yapildi. Ilaca maruziyet sonucunda ila¢ kalmtilarmin CCK-8 ile girisim olasiligii ortadan
kaldirmak i¢in iki kere PBS ile yikandi ve son olarak 100 pL ortam eklendi ve 10 pL CCK-8
verildikten sonra 3 saat 37 ‘C’de % 5 CO, igeren inkiibatorde inkiibe edildi. 450nm (650nm
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referans dalga boyu) dalga boyunda canli hiicrelerin {iriinii olan formazanin olusturdugu
absorbans 6l¢iimleri mikroplak okuyucudan alindi. Elde edilen absorbans degerleri kontrol
grubu ile karsilastirilarak canli hiicre orani belirlendi. Kontrol grubu hiicrelerinin canlilik
orani %100 olarak kabul edilip Beksaroten uygulanan gruplarin canlilik orani buna gore

hesaplandi. Formiil asagidaki gibidir.

absorbans degeri (beksaroten)

0, —
% canlilik absorbans degeri (kontrol)

x 100

Hiicre canlilik testinde her doz grubu 5 kuyucuktan olusturuldu ve birbirinden
bagimsiz deneyler olarak ise ilig-dort farkli zamanda tekrarlandi. Yiizde canlilik oranlari
hesaplandiktan sonra %50 canlilik oranina karsilik gelen Beksaroten konsantrasyonlar1 (uM)

ICso dozlar1 olarak saptandi.

3.5.3. Akim Sitometrik Analizler
3.5.3.1. Apoptoz Analizi (Annexin V yontemi)
3.5.3.1.1. Yontemin Prensibi

Bu ¢alismada apoptoz analizi BD Pharmingen firmasindan temin edilen "AnnexinV-
FITC Apoptosis Detection Kit 1" ile gerceklestirildi. Normal hiicrelerde hiicre zarinin
sitoplazmik yliziinde membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger
hiicre apoptoza giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis
yiiziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran biitlinliigliniin bozulmadigi,
apoptotik hiicre Oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin-V, hiicrenin dis
yiizeyine transloke olan PS’e baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde olan
floresan izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilir. FITC-
Anneksin-V kompleksinin hiicre yiizeyindeki PS’e baglanma orani Akim sitometrik olarak
Olciildii. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci
boya olarak Propidyum iyodiir (PI) eklendi. Annexin V-FITC (yesil floresan) ve 6lii hiicreleri
boyayan boya olan PI ile boyanma farkliligmma gore hiicreler asagidaki gibi birbirinden

ayrimlandi;
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e (Canli hiicreler (FITC-PI-),

e Erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-)
e Geg apoptotik (FITC+PI+)

e Nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+)

3.5.3.1.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 hiicreleri tripsinizasyonla kiiltiir kabindan
kaldirild1. Hiicre siispansiyonu tripan mavisi sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 6
kuyucuklu kiiltiir kabinin her kuyucuguna 160.000 hiicre ekildi. 72 saatlik 6n inkiibasyondan
sonra hiicre canlilik testinde Beksaroten i¢in belirlenen ICsy dozlar kuyucuklara verildi ve 48
saat inkiibe edildi. 48 saatlik ilaca maruziyet sonrasinda 6 kuyucuklu kiiltir kabinin her
kuyucugundaki ortamlar g¢ekilip 17x100 mm’lik tiiplere aktarildi. Kuyucuklara 500 pL
Tripsin-EDTA eklenip hiicreler kaldirildi. 1mL ortamla Tripsin-EDTA inaktivasyonu yapildi
ve cekilip 17x100 mm’lik tiiplere ilave edildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi ve
slipernatant uzaklastirildi. Her tiipe 400 pL baglanma tamponu eklendi ve resiispanse edildi.
Baglanma tamponu; 0,1 M HEPES (pH:7.4), 1.4 M NaCl ve 25 mM CaCl, icermektedir.
Tiiplere 6nce 5 pL. Annexin V, daha sonra 5 pL PI eklendi. Tiipler karanlik ortamda 20
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 400’er pL baglanma tamponu
eklendi ve cihaza verildi. Erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canli hiicre oranlart ¢ift
lazerli akim sitometrisinde degerlendirildi. Apoptoz analizi i¢cin BCPAP, CGTH-W-1, 8505C
ve CAL-62 hiicrelerine, 6 kuyucuklu steril hiicre kaplarinda Beksaroten uygulandi (119).

3.5.3.2. Hiicre Dongiisii Analizi
3.5.3.2.1. Yontemin Prensibi

Bu c¢alismada hiicre dongiisii analizi "Cycle Test Plus DNA Reagent Kit" ile
gerceklestirildi. Bu analiz, hiicrelerin hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda oldugunun
belirlenmesi i¢in yapilan islemdir. PI boyasinin hiicrelerin DNA’sina baglanip 1s1ma vermesi
temeline dayanir. Baglanan boya miktar1 her bir hiicredeki total DNA miktar1 ile orantilidir

(120).
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3.5.3.2.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 hiicreleri tripsinizasyonla kiiltiir kabindan
kaldirildi. Hiicre silispansiyonu tripan mavisi sayim yontemi ile thoma laminda sayilarak 6
kuyucuklu kiiltiir kabinin her kuyucuguna 160.000 hiicre ekildi. 72 saatlik 6n inkiibasyondan
sonra hiicre canlilik testinde Beksaroten i¢in belirlenen ICsy dozlar kuyucuklara verildi ve 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 6 kuyucuklu kiiltiir kabmin her kuyucugundaki
ortamlar ¢ekilip 17x100 mm’lik tiiplere aktarildi. Kuyucuklara 500 pL Tripsin-EDTA eklenip
hiicreler kaldirildi. 1mL ortamla Tripsin-EDTA inaktivasyonu yapildi ve ¢ekilip 17x100
mm’lik tiiplere ilave edildi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi1 ve siipernatant uzaklastirildi.
Pellet iizerine 1 mL tampon ¢ozeltisi (Dimetilsiilfoksit i¢eren siikroz-sitrat tamponu) eklendi
ve hiicreler reslispanse edildi (yikama islemi). 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi ve
slipernatant uzaklastirildi. Yikama islemi {i¢ kez tekrarlandiktan sonra boyama islemine
gecildi ve bu asamadan sonraki iglemler buz iizerinde gergeklestirildi. Yikama islemlerinin
ardindan tampon ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra pellet lizerine 250 pL ¢ozelti A ( Tripsin
iceren sitrat tamponu ) her tiipe eklendi ve el ile hafif¢e calkalandi. Oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edildikten sonra ¢ozelti A uzaklastirilmadan 200 pL ¢ozelti B (Tripsin
inhibitorii ve RNAz igeren sitrat tamponu) tiiplere eklendi ve el ile hafif¢e calkalandi. Oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. +4 °C ‘de muhafaza edilmis olan ¢ozelti C (PI boyama
¢oOzeltisi ) her tiipe 200 pL olacak sekilde eklendi. Buz iizerinde 10 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi. Cozelti C eklendikten sonra ii¢ saat igerisinde Ornekler ¢ift lazerli akim
sitometri cihazinda analiz edildi. GO/G1, sentez fazi ve G2+Mitoz fazina ait hiicreler
ModFitLT3.2 programi kullanilarak yiizde (%) olarak degerlendirildi. Hiicre dongiisii ve
apoptoz analizi i¢in 6 kuyucuklu steril hiicre kaplarinda Tablo 3.4’de belirtilen dagilimda
gruplar halinde uygulandi. Akim Sitometrik hiicre dongiisii ve apoptoz analizlerinde BCPAP,
CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 hiicre hatlar1 icin olusturulan gruplar Tablo 3.5.°de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.5. Akim Sitometrik analizlerde tiim hiicre hatlari i¢in olusturulan gruplar

GRUPLAR (48 saatlik inkiibasyon siiresi)

HUCRE HATLARI
BEKSAROTEN
KONTROL KONTROL-DMSO (ICso DOZU)
BCPAP Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten (34 uM)
CGTH-W-1 Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten (50 uM)
8505C Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten (48 uM)
CAL-62 Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten (46 uM)
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3.6.Arastirma Plani ve Takvimi

Subat 2011 — Kasim 2011

Tez Calismasi i¢in Hazirlik/Gerekli Kimyasallarin alinmasi

Kasim 2011 — Nisan 2012

Hiicre hatlariin in vitro kosullarda optimizasyonlarinin yapilmasi

Nisan 2012 — Temmuz 2012

Beksarotenin Hiicre hatlar1 tizerinde Hicre Canlilik Testi ile ICs,
dozlarmin belirlenmesi

Temmuz 2012 — Eyliil 2012

Akim Sitometrik Apoptoz ve Hiicre Dongiisii analizleri

Eyliil 2012 — Mart 2013

Verilerin Toplanmasi, istatistiksel Analiz ve Tez yazimi
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3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Hiicre canlilik analizlerinde her grup hiicre i¢in 5’er kuyucukta olacak sekilde 6l¢tiim
yapildi. Calismalar farkli zamanlarda 3 kez tekrarlandi. Istatistiksel analizler SPSS 20.0
yazilimi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Post-hoc test olarak
gruplar arasindaki varyans esitligine bakildi. Varyans esitligi varsayimi reddedilen (Leven’s
test p<0.05) gruplarda Games-Howell testi yapildi. Varyans esitligini saglayan gruplarda ise
Tukey testi uygulandi. p degeri 0.05’in altinda olanlar anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama

+ SD olarak verildi.

3.8. Arastirmanin Simirhhiklar

Normal tiroid epiteli hiicre hatt1 hem satin alma hem de kiiltiirde idame edilme maliyeti
yiikksek oldugundan dolayr arastirmaya alinmamistir. Buna karsin her hiicre tipi i¢in etken

maddenin eklenmedigi gruplar ‘kontrol’ olarak degerlendirilmistir.

3.9.Etik Kurul Onay1

Arastirma, 25.02.2011 tarihinde 83-GOA protokol numarali, 2011/05-04 karar

numarasi ile goriisiilmiis ve etik kurul onay1 alinmistir.
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4.BULGULAR
4.1. Hiicre canhlik Testi Bulgular

BCPAP hiicre hatt1 {izerinde 24 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil 4.1.’de
gosterilmektedir. 24 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu BCPAP hiicrelerinin canliliginin

%350 oranda azaldig1 ICsy dozu 42 uM olarak belirlenmistir.

BCPAP - 24h

...

Kontrol  Beksaroten Beksoraten Beksaroten Beksaroten Beksaroten Beksaroten
(10pMm) (20um) (30uMm) (40uM) (50uM) (60uM)

£
=

£
]

[y

o
o

o
=)

Hiicre Canlilig1 (%)
=
-

=
]

o

Sekil 4.1. BCPAP hiicre hatt1 lizerinde farkli dozlarda 24 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.

BCPAP hiicre hatt1i iizerinde 48 saat siiresince Beksarotenin artan
konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.2.°de gosterilmektedir. 48 saatlik Beksaroten uygulamas: sonucu BCPAP

hiicrelerinin canliligmin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 34 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. BCPAP hiicre hatt1 lizerinde farkli dozlarda 48 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliligina etkisi.

BCPAP hiicre hatt1i iizerinde 72 saat siiresince Beksarotenin artan
konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.3.’de gosterilmektedir. 72 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu BCPAP

hiicrelerinin canliliginin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 43 uM olarak belirlenmistir.

BCPAP-72 h
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Kontrol Beksaroten Beksoraten Beksaroten Beksaroten Beksaroten Beksaroten
(10uM)  (20uM)  (30uM)  (40pM) (50pMm) (60pMm)

Hiicre Canlilig1 (%)

Sekil 4.3. BCPAP hiicre hatt: iizerinde farkli dozlarda 72 saatlik Beksaroten uygulamasiin hiicre

canliliina etkisi.

BCPAP hiicre hatt1 iizerinde 96 saat siiresince Beksarotenin artan
konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.4.’de gosterilmektedir. 96 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu BCPAP

hiicrelerinin canliligimin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 39 uM olarak belirlenmistir.
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BCPAP - 96 h
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Sekil 4.4. BCPAP hiicre hatt1 {izerinde farkli dozlarda 96 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.

CGTH-W-1 hiicre hatt1 iizerinde 24 saat siiresince Beksarotenin artan
konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.5.°de gosterilmektedir. 24 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CGTH-W-1

hiicrelerinin canliliginin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu, 60 uM doza kadar belirlenememistir.

CGTH-W-1-24 h
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Sekil 4.5. CGTH-W-1 hiicre hatti iizerinde farkli dozlarda 24 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.

CGTH-W-1 hiicre hatt1i uzerinde 48 saat slresince Beksarotenin artan

konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
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etkisi Sekil 4.6.’da gosterilmektedir. 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CGTH-W-1

hiicrelerinin canliliginin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 50 uM olarak belirlenmistir.

CGTH-W-1-48h
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Sekil 4.6. CGTH-W-1 hiicre hatt1 tizerinde farkli dozlarda 48 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliligina etkisi.

CGTH-W-1 hiicre hatt1 lizerinde 72 saat siiresince Beksarotenin artan
konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.7.’de gosterilmektedir. 72 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CGTH-W-1

hiicrelerinin canliliginin %50 oranda azaldig1 ICso dozu 41 puM olarak belirlenmistir.

CGTH-W-1-72h
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Sekil 4.7. CGTH-W-1 hiicre hatt1 tizerinde farkli dozlarda 72 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.
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CGTH-W-1 hiicre hatt1 iizerinde 96 saat siliresince Beksarotenin artan
konsantrasyonlar1 uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi Sekil 4.8.’de gosterilmektedir. 96 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CGTH-W-1

hiicrelerinin canliliginin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 46 uM olarak belirlenmistir.

CGTH-W-1-96 h
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Sekil 4.8. CGTH-W-1 hiicre hatti iizerinde farkli dozlarda 96 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.

8505C hiicre hatt1 {izerinde 24 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil 4.9.’de
gosterilmektedir. 24 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerinin canliliginin

%50 oranda azaldig1 ICsy dozu 54 uM olarak belirlenmistir.

8505C-24 h
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Sekil 4.9. 8505C hiicre hatt1 {izerinde farkli dozlarda 24 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliligina etkisi.
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8505C hiicre hatt1 lizerinde 48 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil
4.10.°de gosterilmektedir. 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerinin

canliliginin %50 oranda azaldigi ICsyp dozu 48 pM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.10. 8505C hiicre hatti tizerinde farkli dozlarda 48 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.

8505C hiicre hatti lizerinde 72 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil
4.11.°de gosterilmektedir. 72 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerinin

canlilifinin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 50 uM olarak belirlenmistir.
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Kontrol Beksaroten BekSDraten Seksamten Beksaroten Beksamten Beksamten
(10uM) (20uMm) (30uM) (40uMm) (50uM) (60uM)

Sekil 4.11. 8505C hiicre hatti tizerinde farkli dozlarda 72 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliligina etkisi.
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8505C hiicre hatti lizerinde 96 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil
4.12.°de gosterilmektedir. 96 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu 8505C hiicrelerinin

canliliginin %50 oranda azaldig1 ICsg dozu 51 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.12. 8505C hiicre hatt1 tizerinde farkli dozlarda 96 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliligina etkisi.

CAL-62 hiicre hattinda Beksaroten ajaninin 60 uM konsantrasyonda ve 24 saatte
etkisi belirlenememistir. 24 saatlik Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi
Sekil 4.13.°de gosterilmektedir. 24 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CAL-62

hiicrelerinin canliliginin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 60 uM doza kadar belirlenememistir.

CAL-62-24 h
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Sekil 4.13. CAL-62 hiicre hatt1 tizerinde farkli dozlarda 24 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.
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CAL-62 hiicre hatt1 lizerinde 48 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil
4.14.°de gosterilmektedir. 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CAL-62 hiicrelerinin

canliliginin %50 oranda azaldig1 ICsg dozu 46 uM olarak belirlenmistir.

CAL-62-48 h

160%

140%

120%

100%
80%
60%
40%
200 - ﬁ
" R

Kontrol Beksaroten Beksoraten Beksaroten Beksaroten Beksaroten Beksaroten
{10pM) {20pn) (30pM) (A0pM) (50puM) {BOpM)

Hticre Canlilgi (%)

Sekil 4.14. CAL-62 hiicre hatt1 tizerinde farkli dozlarda 48 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.

CAL-62 hiicre hatt1 lizerinde 72 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi Sekil
4.15.°de gosterilmektedir. 72 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CAL-62 hiicrelerinin

canlilifinin %50 oranda azaldig1 ICsy dozu 46 uM olarak belirlenmistir.

CAL-62-72h
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Sekil 4.15. CAL-62 hiicre hatti lizerinde farkli dozlarda 72 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliligina etkisi.
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CAL-62 hiicre hatt1 {izerinde 96 saat siiresince Beksarotenin artan konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen Beksaroten konsantrasyonlarinin hiicre canliligma etkisi Sekil
4.16.°de gosterilmektedir. 96 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu CAL-62 hiicrelerinin

canliliginin %350 oranda azaldig1 ICsy dozu 54 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16. CAL-62 hiicre hatti iizerinde farkli dozlarda 96 saatlik Beksaroten uygulamasinin hiicre

canliliina etkisi.

4.2. Akim Sitometrik Analiz Bulgular:
4.2.1. Apoptoz Analizi Bulgular:

Papiller Tiroid Kanseri hiicre hatt1 olan BCPAP hiicreleri, folikiiler metastatik tiroid
kanseri hiicre hattt CGTH-W-1 hiicreleri, andiferansiye tiroid kanseri hiicre hatt1 olan 8505C
ve anaplastik tiroid kanseri hiicre hatti CAL-62 iizerinde Beksaroten, 24, 48, 72 ve 96 saatlik
uygulamalarin tiimiinde de 30 uM’a kadar etkisiz bulunmustur. Bu dozun iizerinde ise doz
artisina bagimli olarak canlilik oran1 azalmaktadir. Tiim saatlerdeki 6l¢iimlerden elde edilen
ICs0 dozlar arasinda 6nemli 6l¢iide fark olmadigindan; her hiicre hatti igin kisa siireli etkiyi
degerlendirmek amaciyla akim sitometrik analizlerde 48 saatlik doz se¢ilmistir. Bu nedenle
akim sitometrik analizlerde kullanilan ICso dozlar; BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62
hiicreleri i¢in sirasiyla; 34 uM, 50 uM, 48 uM ve 46 uM olarak belirlenmistir.
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4.2.1.1. BCPAP hiicre hatt1 Apoptoz analizi

Papiller Tiroid Kanseri hiicre hattt BCPAP hiicreleri {izerinde 48 saatlik 34 uM (ICs)
Beksaroten uygulamasi ile canli hiicre orani istatistiksel anlamli olarak azalmis, nekrotik

hiicre oran1 anlamli Olgiide artmustir (p<0,05). Apoptoz analizi bulgular1 Sekil 4.17. ve
4.18.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. BCPAP hiicre hatt1 lizerinde belirlenen ICsy doz (34 uM) ile 48 saatlik Beksaroten

uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Apoptoz Analizi bulgulart.
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BCPAP Hiicre Hatti Apoptoz Sonuglari
100%
+
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80% T T
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= T
-::: 30%
e =
0% = ]
Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten
W Canl Hiicre 76.30% 77.43% 12.70%
Total Apoptoz 17.88% 17.88% 22.22%
B Nekroz 5.82% 4.70% 65.10%

Sekil 4.18. BCPAP hiicre hatt1 - Akim Sitometrik Apoptoz Analizi sonuglart.

* Kontrol grubu ve DMSO igeren kontrol grubunun hiicre canlilik orani ile Beksaroten i¢eren grubun
hiicre canlilik oran1 arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

+ Kontrol grubu ve DMSO igeren kontrol grubunun nekrotik hiicre orani ile Beksaroten iceren grubun
nekrotik hiicre oran1 arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
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4.2.1.2. CGTH-W-1 hiicre hatt1 50 pM doz-48 saatlik Beksaroten etkisi

Beksaroten uygulamasi, folikiiler metastatik tiroid kanseri hiicre hatt1 olan CGTH-W-1
hiicrelerinin canliligini istatistiksel olarak anlamli Olglide azaltmistir (p<0,05). Hiicreler
anlamli olarak apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiine yonlenmistir (p<0,05). CGTH-W-1 hiicre
hatt1 lizerinde belirlenen 1Csy doz (50 uM) ile 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu elde
edilen Akim Sitometrik Apoptoz Analizi bulgularnt Sekil 4.19 ve Sekil 4.20.’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.19. CGTH-W-1 hiicre hatt1 iizerinde belirlenen ICsy doz (50 uM) ile 48 saatlik

Beksaroten uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Apoptoz Analizi bulgulari.
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CGTH-W-1 Hiicre Hatti Apoptoz Sonuglari
100%
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i e B N
0% =" e
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Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten
B Canli Hiicre 84.48% 83.03% 48.45%
Total Apoptoz 12.46% 12.76% 33.30%
B Nekroz 3.01% 4.26% 18.26%

Sekil 4.20. CGTH-W-1 hiicre hatt1 - Akim Sitometrik Apoptoz Analizi sonuglari.

* Kontrol grubu ve DMSO igeren kontrol grubunun hiicre canlilik orani ile Beksaroten iceren grubun
hiicre canlilik oran1 arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

& Kontrol grubu ve DMSO igeren kontrol grubunun apoptotik hiicre orani ile Beksaroten igeren grubun
apoptotik hiicre orani arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

+ Kontrol grubu ve DMSO igeren kontrol grubunun nekrotik hiicre orani ile Beksaroten iceren grubun
nekrotik hiicre oran1 arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
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4.2.1.3. 8505C hiicre hatt1 48 nM doz-48 saatlik Beksaroten etkisi

Andiferansiye tiroid kanserini temsil eden hiicre hatt1 §505C’de Beksaroten uygulamasi, hiicre
canlilik oranini, anlamli oranda azaltmistir (p<0,05). Apoptotik hiicre oranini istatistiksel olarak
anlaml olgtide artirmustir (p<0,05). 8505C hiicre hatt1 tizerinde belirlenen 1Cs50 doz (48 uM) ile 48
saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Apoptoz Analizi bulgular1 Sekil

4.21. ve Sekil 4.22.°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.21. 8505C hiicre hatt1 iizerinde belirlenen ICsy doz (48 uM) ile 48 saatlik Beksaroten

uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Apoptoz Analizi bulgulari.
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8505C Hiicre Hatti Apoptoz Sonuglari
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Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten
B Canli Hiicre 92.13% 88.23% 79.06%
Total Apoptoz 5.94% 9.65% 12.70%
B Nekroz 1.96% 2.11% 8.18%

Sekil 4.22. 8505C hiicre hatt1 - Akim Sitometrik Apoptoz Analizi sonuglari.

#* Kontrol grubu ve DMSO igeren kontrol grubunun hiicre canlilik orani ile Beksaroten igeren grubun
hiicre canlilik oran1 arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

& Kontrol grubunun apoptotik hiicre orani ile Beksaroten igeren grubun apoptotik hiicre orani arasinda
anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
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4.2.1.4. CAL-62 hiicre hatt1 46 pM doz-48 saatlik Beksaroten etkisi

Beksaroten uygulamasi ile anaplastik tiroid kanserini temsil eden CAL-62 hiicre hatt1
hiicre canliligi kontrol grubunda %95,75 oranindan %51,78 oranina azalmistir. Apoptotik
hiicre oran1 kontrol grubunda %3, Beksaroten uygulanan grupta %37,58 oranina artmistir.
Nekrotik hiicre orani ise kontrol grubunda %1,28 oranindan Beksaroten uygulamasi ile
%10,63 oranina ylikselmistir. CAL-62 hiicre hatt1 {izerinde belirlenen ICsy doz (46 uM) ile 48
saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Apoptoz Analizi bulgulari

Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.23. CAL-62 hiicre hatt1 lizerinde belirlenen ICsy doz (46 uM) ile 48 saatlik Beksaroten

uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Apoptoz Analizi bulgulart.
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CAL-62 Hiicre Hatti1 Apoptoz Sonuglari

120.00%
— 100.00%
S
- 80.00%
c
2
5 60.00%
L]
S 40.00%
3
T 20.00%
0.00%
Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten
W Canli Hiicre 95.75% 96.40% 51.78%
i Total Apoptoz 3.00% 2.65% 37.58%
B Nekroz 1.28% 0.90% 10.63%

Sekil 4.24. CAL-62 hiicre hatt1 - Akim Sitometrik Apoptoz Analizi sonuglari.
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4.2.2. Hiicre Dongiisii Analizi Bulgular:

4.2.2.1. BCPAP hiicre hatt1 34 pM doz-48 saatlik Beksaroten etkisi

Hiicre canlilik testinde belirlenen 48 saatlik siire ve 34 puM’lik ICsy dozunda
Beksaroten uygulamasi ile papiller tiroid kanseri 6zellikli BCPAP hiicrelerinin, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda hiicre dongiisiiniin herhangi bir fazinda tutulum orani istatistiksel
olarak anlamli dl¢iide degismemistir. BCPAP hiicre hatti lizerinde belirlenen ICsy doz (34
uM) ile 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Hiicre

Dongiisii Analizi bulgular Sekil 4.25. ve Sekil 4.26.’de gosterilmektedir.

BCPAP (contral}P1 BCPAP (control DMS0)Singls Calls BCPAP (LGD 1088} Single Calls
B G0
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<] 0| = [eliick =] Gy
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Sekil 4.25. BCPAP hiicre hatti iizerinde belirlenen ICsy doz (34 uM) ile 48 saatlik Beksaroten

uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Hiicre Dongilisti Analizi bulgulari.
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BCPAP Hiicre Hatti Hiicre Dongiisii Analizi Sonuclari
80%
- 70%
o
= 60%
c 50%
M
5 40%
o 30%
S 20%
T 10%
0%
Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten
B GO/G1 70.62% 71.07% 58.52%
S Fazl 20.53% 18.40% 8.50%
B G2+M Fazi 5.04% 5.88% 3.01%
B Sub-G1 3.82% 4.66% 29.48%

Sekil 4.26. BCPAP hiicre hatt1 - Akim Sitometrik Hiicre Dongiisti Analizi sonuglari.

4.2.2.2. CGTH-W-1 hiicre hatt1 50 pM doz-48 saatlik Beksaroten etkisi

Hiicre canlilik testinde belirlenen 48 saatlik siire ve 50 uM’lik ICsy dozunda
Beksaroten uygulamasi ile folikiiler metastatik tiroid kanseri oOzellikli CGTH-W-1
hiicrelerinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre dongiisliniin herhangi bir fazinda
tutulum orani istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide degismemistir. CGTH-W-1 hiicre hatti
tizerinde belirlenen ICsy doz (50 uM) ile 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu elde edilen
Akim Sitometrik Hiicre Donglisi Analizi bulgulart  Sekil 4.27. ve Sekil 4.28.°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.27.
Beksaroten

bulgulart.

CGTH-W-1 hiicre hatt1 iizerinde belirlenen ICsy doz (50 uM) ile 48 saatlik

uygulamas1 sonucu elde edilen Akim Sitometrik Hiicre Donglisii Analizi

CGTH-W-1 Hiicre Hatti Hiicre Dongiisii Analizi Sonuclari
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60%
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0%

Hiicre orani (%)

T
I - 1
Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten

mGO0/G1

75.48%

75.64%

72.43%

S Fazi

16.50%

10.69%

8.34%

mG2+M Fazi

5.86%

8.88%

7.58%

B Sub-G1

1.89%

4.32%

10.83%

Sekil 4.28. CGTH-W-1 hiicre hatt1 -Akim Sitometrik Hiicre Dongilisti Analizi sonuglari.
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4.2.2.3. 8505C hiicre hatt1 48 nM doz-48 saatlik Beksaroten etkisi

Hiicre canlilik testinde belirlenen 48 saatlik siire ve 48 uM’lik ICsy dozunda
Beksaroten uygulamasi ile andiferansiye-anaplastik tiroid kanseri oOzellikli 8505C
hiicrelerinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre dongiisliniin herhangi bir fazinda
tutulum orani istatistiksel olarak anlamli dlgiide degismemistir. 8505C hiicre hatt1 {izerinde
belirlenen ICsy doz (48 uM) ile 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu elde edilen Akim
Sitometrik Hiicre Dongiisti Analizi bulgular Sekil 4.29. ve Sekil 4.30.’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.29. 8505C hiicre hatt1 iizerinde belirlenen ICsy doz (48 uM) ile 48 saatlik Beksaroten

uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Hiicre Donglisti Analizi bulgulari.
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8505C Hiicre Hatti Hiicre Dongiisii Analizi Sonuglari
90%
80%
9 70%
‘g 60%
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° 40%
5 30%
2 20%
10%
0%
Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten

B GO/G1 55.48% 73.12% 66.95%

S Fazl 22.22% 11.16% 9.30%

B G2+M Fazi 20.99% 11.36% 17.18%

B Sub-G1 1.26% 4.34% 6.56%

Sekil 4.30. 8505C hiicre hatt1 -Akim Sitometrik Hiicre Dongiisti Analizi sonuglari

& Kontrol grubu ile DMSO igeren kontrol grubu arasinda, ve Kontrol grubu ile Beksaroten i¢eren grup
arasinda sentez fazinda tutulan hiicre oran1 bakimindan anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
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4.2.2.4. CAL-62 hiicre hatt1 46 pM doz-48 saatlik Beksaroten etkisi

Hiicre canlilik testinde belirlenen 48 saatlik siire ve 46 puM’lik ICsy dozunda
Beksaroten uygulamasi ile anaplastik tiroid kanseri 6zellikli CAL-62 hiicrelerinin, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda hiicre dongiisiiniin GO\G1,S ve G2+M asamalarindaki hiicre
orani istatistiksel olarak anlamli Olgiide degismemis, Sub-G1 asamasindaki hiicre orani
Beksaroten uygulamasi ile istatistiksel anlamli olarak artmistir (p<0,05). CAL-62 hiicre hatti
tizerinde belirlenen ICsy doz (46 pM) ile 48 saatlik Beksaroten uygulamasi sonucu elde edilen
Akim Sitometrik Hiicre Donglisi Analizi bulgulart  Sekil 4.31. ve Sekil 4.32.°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.31. CAL-62 hiicre hatti {izerinde belirlenen ICsy doz (46 pM) ile 48 saatlik Beksaroten

uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Hiicre Dongiisli Analizi bulgulart.
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CAL-62 Hiicre Hatti Hiicre Dongiisii Analizi Sonuclari
90%
80%
T 70%
E’ 60%
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=]
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5 30%
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10%
0%
Kontrol Kontrol-DMSO Beksaroten
B G0/G1 57.35% 69.43% 56.96%
u 'S Fazi 28.55% 16.96% 19.50%
E G2+M Fazi 11.62% 9.03% 15.00%
W Sub-G1 2.47% 4.57% 8.53%

Sekil 4.32. CAL-62 hiicre hatt1 -Akim Sitometrik Hiicre Dongiisii Analizi sonuglari

+ Kontrol grubu ile Beksaroten igeren grup arasinda Sub-Gl fazinda tutulan hiicre oran1 bakimindan
anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
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4. TARTISMA

Calismamizda Beksaroten’in diferansiye ve andiferansiye 6zellikli olan BCPAP (insan
papiller tiroid karsinomu), CGTH-W-1 (insan folikiiler tiroid karsinomu sternal metastaz),
8505C (insan andiferansiye-anaplastik tiroid karsinomu) ve CAL-62 (insan anaplastik tiroid
karsinomu) hiicre hatlarinda, hiicre canliligina etki, hiicre dongiisii, apoptoz ve nekroz iizerine
olas1 etkileri incelenmistir. Hiicre hatlar1 uygun kosullarda kiiltiire edildikten sonra hiicre
canlilik testi CCK-8 kullanilarak her hiicrenin Beksaroten ajani ile hiicre canliliginin %50’sini
inhibe eden doz (ICs) belirlenmistir. ICsy dozlar, BCPAP hiicre hattinda 34 uM, CGTH-W-1
hiicre hattinda 50 uM, 8505C hiicre hattinda 48 uM ve CAL-62 hiicre hattinda 46 pM olarak
saptanmistir. Belirlenen ICsy dozlari ile hiicreler akim sitometrik olarak apoptoz ve hiicre
dongiisii analizleri gergeklestirilmistir. 48 saatlik Beksaroten uygulamasindan sonra elde
edilen bulgular, Beksarotenin 8505C hiicre hattinda hiicreleri hiicre donglisiiniin sentez
fazinda tutulumunu istatistiksel olarak anlamli olgiide azalttigini, CAL-62 hiicre hatti
hiicrelerinin Sub-G1 fazinda tutulumunu anlamli olarak artirdigini gostermistir. Apoptoz
analizleri, Beksaroten bilesiginin, calismada ele alinan hiicre hatlarinda canlilik oranini
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalttigini, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimii oranlarinm

artirdigini géstermektedir.

Bir hiicrenin dogal gelisimi bdliinme, fonksiyonel 6zelliklerine diferansiye olma ve
sonunda hiicre 0liimiine gitmesi siireglerini icermektedir. Kanser6z durumda hiicrenin dogal
gelisim siireci degisime ugrar ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi olusur. Béylece, hiicre biiyiimesi

inhibisyonu ve diferansiyasyon indiiksiyonu malignitelerde tedavi i¢in anahtar olabilir.

Vitamin A’nin biyolojik aktif tiirevleri olan retinoidler pek ¢ok kanser tiiriinde
calisilmis ve hiicrenin proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptoz davranislarinda diizenleyici
rol oynadiklar1 gosterilmistir. Etkilerini hiicre ici RAR ve RXR reseptorlerine baglanarak
gostermektedirler (92). Liganda bagiml olarak ilgili ¢coklu yolaklarin es zamanli uyarilmasi,

neoplastik hastaliklarin hedefe yonelik tedavi stratejileri a¢isindan ilgi uyandirmaktadir.

Retinoidlerin tiroid kanseri ile ilgili in vitro ¢aligmalarda da farklilagsma belirteglerinin
ifadesinde diizenleme rolii olmas1 bakimindan etkili oldugu belirtilmistir (6). Tiroid kanser
dokular1 ve hiicre hatlarinda RAR ve RXR gen ifadelerinde farkliliklar oldugu gosterilmesi,
bu reseptorlerin ligandlarinin yanitinin buna bagli olarak degisebilecegini diistindiirmiistiir

(7,8). Haugen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada RXR gen ifadesi ile retinoid
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yanit arasindaki iligkiye dikkat ¢ekilerek RAR ve RXR gen ifadelerine gore, hiicre biiyiimesi

PR

baskilanmasi bakimindan retinoid yanitinin degistigi bildirilmektedir (8).

Literatiir incelendiginde, Beksarotenin calismamizda odaklandigimiz tiroid kanseri
hiicre hatlar1 tizerinde etkinliginin incelenmesi ile ilgili bir ¢alisma henliz bulunmamaktadir.
Yapilan bir calismada Beksaroten uygulamasinda akciger kanseri hiicrelerinin, kritik kontrol
noktalar1 proteinlerinin diizenlenmeleri yolu ile hiicre dongiisiiniin G1 ve G2\M asamalarinda
hapsedildigi ve beraberinde canlilik kaybi ile belirgin proliferasyon inhibisyonu, siklin D1
ekspresyonunda azalma ve sonug¢ olarak hiicre biiyiimesi inhibisyonuna neden oldugu
bildirilmektedir (98). Dragnew ve arkadaslar1 Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri ile ilgili
yaptiklar1 klinik ¢aligmada Beksaroten’in siklin D1, siklin D3 ve Epidermal Biiyiime Faktor
Reseptorii (EGFR) gibi biyobelirteclerin regresyonunu gostermislerdir (101). Buna ek olarak,
Beksarotenin, hem Ostrojen reseptor negatif meme kanseri olusumunu preklinik modellerde
inhibe ettigi ve siklin D1 gibi biiyiimeyi diizenleyici biyobelirteglerin ekspresyonlarini
kontrol ettigi belirtilmistir (109). CTCL hiicre hatlarinda Beksaroten, hiicrelerin hiicre
dongiisiiniin Gl fazinda tutulumunu artirmistir (121). Ayrica Beksarotenin, hayvan
caligmalarinda minimal toksisite ile meme timor gelisimini RXR’lerini aktive ederek (9); ileri
meme ve prostat kanserleri ve Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri gibi timorlerde edinilmis
ilag direncini genomik biitiinliigli koruyarak baskiladigi belirlenmistir (10,11,12).
Beksaroten’in, T-hiicre lenfomada tedaviye tepkisiz hastalarin yanitini, minimal toksisite ile
%50 artirdigt ve solid tiimorlerde migrasyon, invazivite ve anjiogenezi azalttigi da
saptanmustir (13). Beksarotenin oral ya da topikal yolla tedavi edildiginde, ¢ok diisiik yan etki
ile, tedaviye yanit vermeyen CTCL’l1 hastalarin %50’sinde inhibitor etkiyi uyarmistir (13).
Bu klinik yanitlarla FDA tarafindan onaylanmistir. Faz 2 ve faz 3 calismalar1 Beksaroten’in
1yi tolere edildigini ve giivenilir oldugunu gostermektedir (122). Liu ve arkadaslar: tarafindan
12 metastatik diferansiye tiroid kanserli hastada yapilan bir ¢alismada iyot alimi1 yetersiz
hastalara 6 hafta boyunca Beksaroten tedavisi uygulanmig, 11 hastanin 8’inde iyot alimi

indiiklenmistir (123).

Bugiine kadar yapilan caligmalar incelendiginde, Beksarotenin tiroid kanser hiicreleri
lizerine olast etkilerini inceleyen sadece bir c¢alisma ile karsilasilmaktadir. Joshua ve
arkadaslarinin gergeklestirdigi bu calismada, Beksaroten, anaplastik tiroid kanseri 6zelligi
gosteren DRO hiicre hattinda hiicre biiylimesi iizerine baskilayici etki gosterirken, ARO ve

FRO hiicre hatlarinda hiicre biiylimesi iizerine anlaml1 etki gostermemistir (14). Calismada,
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DRO hiicre hattinin, ARO ve FRO hiicre hatlarindan farkli olarak RXRy eksprese ettigi
vurgulanmig, ayrica mikroarray analiz bulgularinda Beksarotenin kisa siireli (24 saat)
uygulamasinda DRO hiicrelerinin, aralarinda hiicre biiylimesi ile ilgili genler de bulunan 109
adet gen ifadesinde anlamli fark gozlendigini belirtmislerdir. Gergeklestirdigimiz bu
calismada, 48 saat Beksaroten uygulamasi sonucunda hiicre canliliginin %50’sini inhibe eden
doz en diisiik olarak papiller tiroid kanseri hiicre hatt1 olan BCPAP hiicrelerinde, en yiiksek
olarak ise metastatik folikiiler tiroid kanseri hiicre hattt CGTH-W-1 hiicrelerinde belirlendi.
Beksarotenin hiicre canliligl iizerine olan bu azaltic1 etkisi, Joshua ve arkadaglarinin
gerceklestirdikleri ¢alismada da (14), Beksarotenin anaplastik tiroid kanseri 6zellikli hiicre

hatlarindan DRO hiicrelerinde saptadiklart hiicre canliligini azaltici etkisi ile uyumludur.

Calismamizda dort adet tiroid kanseri hiicre hattinda Beksarotenin 48 saat uygulamasi
sonucu elde edilen ICsy dozlarinin GO/G1, S ve G2+M fazinda anlamli etkisi gézlenmemesine
ragmen, anaplastik tiroid kanseri hiicre hatti CAL-62 hiicrelerinin Sub-G1 fazinda
tutulumunda anlamli artis gozlendi. Zhang ve arkadaslart CTCL hiicre hatlar ile yaptiklar
calismada, ¢alismamizda anaplastik tiroid karsinomu hiicre hatti olan CAL-62 ile ilgili
bulgularimiz1 destekler sekilde Beksarotenin, kullandiklar: hiicre hatlarinda hiicrelerin Sub-
G1 fazinda hapsedilmesini tetikledigini bildirmektedirler (85). Ayn1 zamanda, hiicre dongiisii
G0/G1, S ve G2+M fazlarinda hiicre azalisina eslik eden Sub-G1 fazinda istatistiksel anlamli
hiicre artis1 oldugunu gostermislerdir ve bdylece hiicrelerin apoptotik hiicre 6liimiine girdigini
bildirmektedirler (85). Nicoletti ve arkadaslar1 da elde ettikleri bulgularin bu profile benzer
sekilde oldugunu bildirmislerdir (124). Gergeklestirdigimiz bu calisma, kullandigimiz
"papiller tiroid kanseri hiicre hatti-BCPAP", "folikiiler tiroid karsinomu sternal metastaz hticre
hatti-CGTH-W-1", "andiferansiye Ozellikli tiroid kanseri hiicre hatt1-8505C" ve "anaplastik
tiroid kanseri hiicre hatt1 olan-CAL-62" hiicreleri lizerine Beksarotenin olasi etkilerinin ilk kez
incelenmesi bakimindan 6zgiindiir ve bu nedenle mevcut caligmalarla birebir karsilastirma
olanagi bulunmamaktadir. Bu alanda yapilan 6zgiin bir ¢aligma olarak literatiire katki

saglanacagini disinmekteyiz.

Apoptotik hiicre 6liimii ¢ok adimli ve kontroliinde pek ¢ok gen {iriiniiniin katilimi1 olan
bir siiregtir. Zhang ve arkadaglar1 yaptiklari ¢aligmalarinda CTCL hiicre hatlarinda Beksaroten
uygulamasinin kaspaz-3 aktivasyonu ve PARP yikimi1 ile Survivin ekspresyonunun
azaltilmasi ile apoptoza yol actigini rapor etmislerdir (85). Akut miyeloid 16semi (AML)

hiicre hatt1 KGla hiicreleri apoptoza direngli olma 6zelligindedir ve Beksaroten kaspaz-8’1
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aktive ederek apoptozu tetiklemistir. Apoptoza duyarlt AML hiicre hatt1 olan ML-1 hiicreleri
Bid proteini kesimi ve sitokrom-c salinmast yolu ile programli hiicre 6liimiinii gii¢lendirmistir
(85). Alyaquob ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismalarinda fare akciger tiimdrlerinde
Beksarotenin kaspaz-3 mRNA’sin1, Dnmt-3a, EP3 ve Survivin, Siklin E1, dstrojen reseptor-

alfa ve iNOS genlerinin ekspresyonlarini azalttigini gostermislerdir (106).

Bizim calismamizda, Beksaroten’in belirlenen ICsy dozlarinda 48 saat uygulanmasi
sonucu hiicrelerin apoptoza ya da nekrotik hiicre 6liimiine girme oranlar1 hiicre karakterine
gore farkli bulunmustur. Kiiltiirde ikilenme zamani diisiik ve agresif 6zellikleri, diger hiicre
hatlarina gore en diisiik olan hiicre hatt1 papiller tiroid kanserini temsil eden BCPAP tir. Bu
hiicre hattinda hiicre canliliginin %50’sini inhibe eden doz en diisiik olarak belirlenmistir (34
uM). Akim sitometrik apoptoz analizi de bu bulguyu dogrular niteliktedir. Hiicre canliligi
daha agresif ozellikli diger hiicre hatlarina gére daha yiiksek oranda etkilenmis, hiicre canlilik
orant %77’den %13’e diismiistiir. Bu hiicre hattinda apoptotik hiicre 6liimii anlamli 6l¢iide

tetiklenmemekle birlikte nekrotik hiicre 6liimii istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide artmustir.

Calismamizda dort hiicre hattindan tek metastatik 6zellikli olan folikiiler metastatik
hiicre hattinda (CGTH-W-1) hiicre canliliginin %50’sini inhibe eden Beksaroten dozu diger
hiicre hatlarindan daha yiiksek olarak belirlenmistir (50 pM). Akim sitometrik analizler
sonucu Beksaroten uygulanmayan kontrol grubu canliligi %84 iken Beksaroten uygulanmasi
sonrasi bu oran %48’e diismiistiir. Canl1 hiicre oran1 anlamh 6l¢iide azalmis, apoptotik ve
nekrotik hiicre oranlart istatistiksel olarak anlaml 6l¢lide artmistir. Andiferansiye-anaplastik
tiroid kanseri 6zellikli 8505C hiicreleri lizerinde Beksaroten ajaninin ICsy dozu 48 pM olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu ile Beksaroten gruplar1 karsilagtirildiginda, canli hiicre oram
anlaml 6l¢iide azalmis ve apoptotik hiicre oran1 anlamli 6l¢lide artmistir. Nekroza giren hiicre
oraninda anlamli olarak fark belirlenmemistir. Beksaroten, belirlenen doz ve siirede bu hiicre
hattinda hiicreleri nekrotik hiicre 6liimiine degil, apoptotik hiicre 6liimiine yonlendirmistir.
Anaplastik tiroid kanseri hiicre hattt CAL-62 hiicrelerinin hiicre canlilik testinde Beksaroten
uygulamasina verdigi yanit ile belirlenen doz 46 uM olarak saptanmistir. Bu doz ile akim
sitometrik apoptoz analizi gerceklestirilmis ve hiicre canliligit %95,75’den %51,78’ye
diismiistiir. Akim sitometrik apoptoz analizi sonucu hiicre canliliginin azalmasi bakimindan,
hiicre canlilig1 testi sonucu ile de paraleldir. Apoptotik hiicre orani kontrol grubunda %3 iken,

Beksaroten uygulamasi ile bu oran %37,58’e ulasmistir. Nekrotik hucre oran1 da Beksaroten
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uygulandiginda, %1,28 oranindan %10,63’e artmigtir. Bu hiicre hattinda Beksaroten,

apoptotik ve nekrotik hiicre 6limiinii belirgin dl¢giide tetiklemistir.

Sonug olarak in vitro ¢alismamizda, Beksarotenin diferansiye ve andiferansiye tiroid
kanseri hiicre hatlar1 olan BCPAP, CGTH-W-1, 8505C ve CAL-62 hiicreleri tizerine hiicre
canliligini azaltici, hiicre dongiisiinii durdurucu, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiinii artirict
yonde etkinligi literatiirde ilk kez gosterilmistir. Bulgularimiz esliginde in vitro calismamiz

ileri in vivo ¢alismalara 151k tutacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calismada; Beksaroten (LGD1069) ajaninin biiylime inhibe edici
ozelliklerine dayanarak diferansiye ve andiferansiye tiroid kanserlerine potansiyel antikanser
etkinlik 6zelligi tasimakta oldugunu gdosterdik. Bulgularimiz esliginde, in vitro ¢alismamiz

ileri in vivo galigmalara 151k tutacaktir.
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