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OZET

Asetil-11-Keto-Beta-Bosvelik Asitin (AKBA) in Vitro Kosullarda Kemik iligi Kaynakh
Mezenkimal Kok Hiicre ile Ortak Kiiltiire Edilen Anaplastik Tiroid Kanser Hiicreleri

Uzerine Kanser Karsit1 Ve Sitoprotektif Etkilerinin incelenmesi

AMAC: Sunulan tez ¢alismasinda anaplastik tiroid kanser hiicreleri 1IATKH) ve insan
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (iKi-MKH) ile birlikte Asetil-11-Keto-Beta-

Bosvelik Asitin (AKBA) kanser karsit1 etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir.

YONTEM: Anaplastik tiroid kanser hiicreleri ve Mezenkimal kok hiicreler steril kosullarda
kiiltiir kaplarinda uygun besiyerlerinde ¢ogaltilmistir. Cogaltilan hiicrelerin analizi i¢in pasaj
3’e gelindiginde hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilip akim  sitometrik

analizleri gerceklestirilmistir. Karakterizasyon calismalarinin son asamasinda elde edilen
Mezenkimal kok hiicreler in vitro kosullarda farklilastirma kiiltiir ortamina alinarak
adipojenik ve osteojenik yonde farklilastirmak {izere 4 hafta kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin
ortak kiiltiirii ve etkilesimlerinin incelenmesi i¢in toplam 2 kontrol grubu (CAL62, iKi-
MKH) ve 6 deney grubu (iKI-MKH+AKBA, IKI-MKH+CAL62, iKi-
MKH+CAL62+AKBA; CAL62+AKBA CAL62+iKi-MKH, CAL62+iKi-MKH+AKBA)
olmak {izere hiicreler 7 giin boyunca ortak kiiltiire alinmistir. Hiicreler arasinda dogrudan
olmayan (indirekt) ortak kiiltiir gerceklestirilmistir. Ortak kiiltiire alindiktan sonra hiicre
canliligi, apoptoz, proliferasyon ve gen ekspresyonlarindaki degisimleri karsilagtiriimistir.
Ortak kiiltiir sonras1 0,1,4 ve 7. giinlin sonunda CALG62 hiicrelerinin apopoz diizeyleri, hiicre

canliligi, gen expresyonlarindaki degisimleri ve Karakterizasyonu belirlenmistir.

BULGULAR: Elde edilen sonuglar Asetil-11-Keto-Beta-Bosvelik Asitin (AKBA) kanser
karsit1 etkilerini gostermektedir. Yapilan deneylerde AKBA ‘nin kemik iligi koékenli
Mezenkimal kok hiicre ile birlikte anaplastik tiroid kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
engelledigini, canli hiicre sayisinda azalmaya, apoptatik hiicre sayisinda ise artisa neden
oldugunu gostermistir. AKBA’ nin insan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerinin

tizerinde apoptotik etkisi saptanmamustir.



SONUC: AKBA’ nin insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerinde apoptotik etkisi
oldugu gosterilmistir. Insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kék hiicrelerin apoptozunu

arttirmadigr gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, Anaplastik tiroid kanseri, Asetil-11-Keto-
Beta-Bosvelik Asit (AKBA)
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ABSTRACT

The Investigation Into The Anticancer and Cytoprotective Effects of Acetyl-11-Keto-
Beta-Boswellic Acid (AKBA) on Anaplastic Thyroid Cancer Cells Co-Cultured with
Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells in Vitro Conditions

Objective: In the proposed thesis study, it is aimed to investigate into the anticancer effects
of Acetyl-11-keto-beta-boswellic acid (AKBA) in combination with anaplastic thyroid
cancer cells (hATCC) and human bone marrow-derived mesenchymal stem cells (hBM-
MSC).

Method: Anaplastic thyroid cancer cells and mesenchymal stem cells were grown under
sterile conditions with proper media in culture dishes. For analysis of proliferated cells
within passage 3, cells were removed by trypsinization and flow cytometric analysis was
performed. Mesenchymal stem cells at the final stage of characterization studies were
cultured for 4 weeks in vitro conditions to adipogenic and osteogenic differentiation. Cells
were incubated 7 days in co-culture with 2 control groups (CAL62, hBM-MSC) and 6
experimental groups (hBM-MSC+AKBA, hBM-MSC+CALG62, hBM-MSC
+CAL62+AKBA; CAL62+AKBA CAL62+ hBM-MSC, CAL62+ hBM-MSC +AKBA) for
the investigation into interactions of co-culture cells. Indirect co-culture was performed
between cells. After co-culture expression for variation of cell viability, apoptosis,

proliferation and gene expressions were compared.

Results: The results obtained show the anticancer effects of Acetyl-11-keto-beta-boswellic
acid (AKBA). Studies have shown that AKBA inhibits the proliferation of anaplastic thyroid
cancer cells with bone marrow-derived mesenchymal stem cells, leading to a decrease in the
number of viable cells and an increase in the number of apoptotic cells. Apoptotic effects of

AKBA on human bone marrow-derived mesenchymal stem cells were not detected.

Conclusions: It was demonstrated that AKBA has been shown to be an apoptotic effect on
human anaplastic thyroid cancer cells. AKBA also has not been shown to increase apoptosis

of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Anaplastic thyroid cancer, Acetyl-11-keto-beta-
boswellic acid (AKBA)
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um: mikrometre

AHB: Kok hiicreler asimetrik boliinme
AKBA: Acetyl-11-keto-B-bosvelik asit
ALS: Amiyotrofik lateral skleroz

AML: akut myleloi 16semi

AR: androjen reseptorii

ATCC: Biyolojik Materyal Kaynak Merkezi
B.Serrata: Boswellia serrata

BMP: Kemik morfogenetik protein

BMP4: Kemik morfogenetik protein 4

BT: Bilgisayarli Tomografi

CALG62: insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri
CRC: Kolorektal kanser

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

EGF: Epidermis biiylime faktorti

EKH: embriyonik kok hiicreleri

EMT: Epitelial Mezenkimal gecis

ESM: Ektstraseliiler matriks molekiilleri
FBS: Fetal bovine serum

FGF2: fibroblast biiytime faktorii 2
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FGF4: fibroblast biiytime faktorii 4

FITC: fluoresan izotiyosiyonat

HE: Hematoksilen ve Eozin

HGF: hepatosit bliylime faktrorii

HKH: Hematopetik kok hiicreler

IKI-MKH: insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicre
IKi-MKH: insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre
LIF: Losemi inhibitor faktori

LPS: lipopolisakkarit

MKH: Mezenkimal kok hiicreler

mL: Mililitre

MM: multiple myeloma
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NGEF: sinir biiyiime faktorti
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PMNL: insan polimorfoniikleer 16kositler

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute medium
SHH: sonic hedgehog

T3: Triiodotironin

T4: Tiroksin

TG : Tiroglobulin

TGFp: Transforming growth factor beta

TRH: Tirotropin salgilayict hormon
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TSH: Tiroid bezini uyarict hormon
TTF1: tiroid transkiripsiyon faktori 1
TTF2: tiroid transkiripsiyon faktorii 2

VEGEF: Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii
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1. GIRIS

1.1 Genel bilgiler

Kanser giinlimiizde en énemli saglik sorunlarinin arasinda ilk sirada yer almaktadir. Cok
stk goriilmesi ve yiiksek oranda Oliimlere yol actigindan kanser bir halk sagligi sorunu
olmastyla birlikte diinyanin en &nemli saglik sorunu haline gelmistir. Oliim oranlarmin fazla
olmas1 konunun 6nemini oldukca arttirmaktadir. Kanser bir hiicre hastaligidir ve hiicrelerin
kontrolstiz bir sekilde ¢ogalmasi olarak kisaca tanimlanabilmektedir. Hiicresel temelli
tedaviler kanser hastalarinin tedavisinde biiytik umut 15181 olmustur. Kanser hastalarin yagam
kalitesini oldukc¢a olumsuz yonde etkileyen en oliimciil hastaliktir. Kanserin ortaya ¢ikma
nedenlerine baktigimiz zaman ilk olarak yasa, cinsiyete, aile dykiisiine ve yasam sekline gore
degismektedir. En 6dnemli nedeni genetik yatkinliktir. Glinlimiizde ¢esitli kanser tiirlerine
standart tedavi yaklasimlar1 gelistirilmis olsa da insanlarin Deoksiribo Niikleik Asit

(DNA)’s1 farkli oldugundan tedavilerden farkli cevaplar alinmasi kaginilmazdir.

Kanser konusunda hastalara yardimci olmak, kanser ger¢egi hakkinda bilgilendirmek igin
18 Subat 1947°de Ankara’da 6nemli bilim adamlari tarafindan ¢ Kanser Arastirma ve Savas
Kurumu’ adi altida bir yardim dernegi kurulmustur. Kanser arastirma ve savas kurumunun
temel amaci kanserden korunma, erken tani ve tedavi i¢in konferanslar diizenleyerek
hastalar1 ve toplumu bilgilendirmektir. Kanserler koken aldiklari dokulara gore
isimlendirilmektedir. Epitel dokusunan kaynaklanan kanserler karsinom adini alirken, kas
ve bag dokusundan kaynaklanan kanserler sarkom adini almaktadir. Belirti ve tedavi

sekilleri de kanserin cinsine gore degismektedir.

Bas boyun kanserleri diinyadaki en yaygin 8. Kanser tipidir ve tiim kanserlerin yaklasik
%6 ‘sin1 olusturmaktadir. Diinyada yilda yaklasik 650.000 yeni bas boyun kanser vakasi
teshis edilmekte ve her yil bu vakalarin yaklasik yarisi 6lmektedir (Grandis ve dig 2004,
Shah ve dig 2003).Bas boyun kanserleri ge¢ semptom verdiginden biiyiik boyutlara kolayca
ulagabilmektedirler. Tanis1 ve evresi bilgisayarli tomografi(BT), manyetik rezonans(MR),
ultrasonogafi ve skopik incelemeler ile yapilmaktadir. Tiroid kanseri bas boyun kanserleri
icerisinde ¢ok belirgin farkliliklara sahip olan ve en sik goriilen endokrin tiimdrdiir. Tiroid
organi insanlarin yasamlarmi saglikli olarak siirdiirebilmesi i¢in hayati dneme sahip

hormonlar salgilayan ve metabolizmay1 diizenleyen endokrin bezlerdir.



Kanser tiirleri igerisinde ¢ok sik goriilmemesine ve mortalite oraninin diisiik olmasina
ragmen tiroid kanseri bireylerin hayati fonksiyonlarinin siirdiiriilebilmesi agisindan énemli
bir klinik problem olma 6zelligini korumaktadir. Kanser tedavisinde gelinen diger bir 6nemli
asama olan hiicresel temelli tedavilerde kok hiicre 6nemli bir yer almaktadir. Kok hiicreler
kendi kendini yenileme yetenegine sahip olan, yiiksek bdliinme kapasiteleri olan ve

farklilagsma 6zelligine sahip 6zellesmis hiicre grubudur.

Kok hiireler otolog (hastanin kendi viicudundan elde edilen) olarak elde edilebildiginden
hiicreler immiin sistem tarafindan red edilmemektedir. Immiinolojik olarak red
edilemeyecegi icin hiicresel temelli tedavilerde kok hiicreler hastalara biiyiikk umut 15181
olmaktadir. Kok hiicrelerin kanser hiicrelerine dogru gosterdikleri migrasyon kapasitesi, kok

hiicrelerin kanser tedavilerine kars1 uygulamasinda bilim insanlarini heyecanlandirmaktadir.

Boswellia serrata (B.Serrata) anti-kanser 6zellik sergiledigi gozlemlenmis Burseraceae
familyasina ait olan bir bitki tiiriidiir. B.serrata orta biiyiikliikte dallanma gdsteren Hindistan,
Kuzey Afrika ve Orta Dogu'nun kuru daglik boélgelerinde bulunan 17 cins ve 600 tiiriinden
en Onemlileri arasinda yer alan bitki ¢esididir. Boswellia serrata bagisiklik sistemini
baskilayici etkisi, kanser hiicresinin bilylimesini engelleyici, sitotoksik etkileri ve kanser

karsit1 etkileri insanlar {izerinde gergeklestirilen ¢aligmalarda dogrulanmistir.

Onerdigimiz ¢alismamizda B.serrata’mn AKBA (acetyl-11-keto-B-bosvelik asit)
formunun kullanilmasin 6ngoriilmesi arasinda anti-kanserojnik, modiilasyonda molekiiler
diizeyde kinazlar, transkripsiyon faktorleri, enzimler, reseptorler, biiyiime faktorleri ve hiicre

proliferasyonu iizerine olan etkileri yer almaktadir.

Bu ¢alismada boswellia serrata’dan elde edilen AKBA formu bosvelik asit ile kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin tiroid kanseri tiirleri icerisinde en agressif seyreden
anaplastik tiroid kanser hiicreleri iizerinde birlikte gosterecekleri hiicresel tedavi edici

etkilerini incelenmistir.

1.2 Kok Hicreler

Kanser tedavisi tibbin en yogun tedavi uygulanmasi gereken alanidir. Gliniimiizde
teknolojinin 1ilerlemesi ile birlikte giincel tedavi yaklasimlari hizla ilerlemektedir.
Rejeneratif tip hasar gormiis olan dokularin ve organlarin eski islevselligini kazandirmak

amaci ile kullanilan kok hiicreleri ve hiicresel tedaviyi kapsamaktadir.
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Giintimiizde kok hiicre tedavileri deneysel asamada olup ve bazi alanlarda ise klinik
olarak uygulanan tedavi yontemlerinden biridir. Kanser bir hiicre hastaligi oldugundan
hiicresel tedaviye yonelim oldukga artmaktadir. Viicudumuz hiicrelerden olugsmaktadir ve

kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde hizla boliinerek yayilmaktadir.

Kok hiicreler boliinebilme ve kendini yenileyebilme yetenegine sahip farklilagmamis
fakat Ozellesmis hiicrelere farklilasabilme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Heniiz
farklilasmamis olan kok hiicreler sinirsiz boliinme ve kendini yenileme 6zelliginden dolayi
dokulara ve organlara doniisebilme kapasitesine sahiptir. Farklilasma 6zellikleri sayesinde
Ozellesmis bir hiicreye kaynaklik edebilirler. Normal kok hiicrelerimiz ve kanser
hiicrelerimiz ¢ogalma ve farklilagma kapasitesine sahiptir. Normal kok hiicrelerimiz
kontrollii bir sekilde ¢ogalip farklilasirken kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilasmasi

kontrolsiiz bir sekilde olmaktadir.

Yiiksek boliinebilme potansiyelleri sayesinde migrasyon 6zellikleriyle hasarli bir dokuda
onarim gerceklestirebilirler. Kok hiicreler sinirsiz boliinebilme sonucunda 6zelliklerini halen
daha korumaktadir. Kok hiicreler, 6karyotik kromozomlarin uglarinda yer alan telomer
olarak isimlendirilen binlerce kez tekrar edilen kisa DNA dizileri (TTAGGG) igermesinden

stirekli ve sinirsiz boliinebilme 6zelligine sahiptir.

Telomer her bir DNA yapisinin u¢ kisminda bulunan heterokromatin yapilaridir ve
kromozomlarin yapisini korur. Telomer kok hiicrelerin boliinmesinde olduk¢a 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bir hiicrenin telomer yapisi ne kadar uzun ise o kadar hizli ve ¢ok
boliinebilme kapasitesine sahip olur. Hiicrelerin boliinmesi sonucunda 50-150 baz cifti

telomer uzunlugu azalmaktadir (Reddel 2003).

Telomeraz riboniikleoprotein yapida 6zel bir DNA polimerazdir. Kok hiicreler sinirsiz
boliiniirken telomeraz enzimi sayesinde telomerlerini uzatarak gergeklestirirler. Kok
hiicrelerin disindaki hiicrelerin belli bir boliinme kapasitesi vardir. Kok hiicrelerde, kanser
hiicrelerinde ve insan germ hiicrelerinde hTERT geni ¢ok aktif oldugundan telomeraz

aktivitesi oldukca ytiksektir.

Insan germ hiicrelerinin telomeraz aktivitesi ¢ok yiiksek oldugundan bu hiicreler asla
yaslanmazlar. Somatik hiicrelerin embriyonik donemde hTERT geninin transkripsiyonu
baskilandigindan telomeraz aktivitesi oldukca diisiiktiir ve ¢ok fazla boliinme kapasitesine
sahip degildir. Somatik hiicreler boliinmeleri sonucunda yaslanmaya giden hiicrelerdir.

Progeria hizl1 yaslanma hastaligidir ve ciddi yiiksek telomer kisalmasi olmaktadir.
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Insanoglunun yasamimin kisitli olmasinin nedeni somatik hiicrelerin béliinmelerinin kisitlt

olmas1 ve boliinme sonucunda yaglanmaya gitmesi altinda yatmaktadir.

Hiicreler boliiniirken genlerini iki katina ¢ikarmak zorunda ve genetik bilgisini aktarmak
zorundadir. Béliinme sirasinda kromozom yapisinin u¢ kisimlarinda kayiplar olugsmaktadir.
Telomer yapisinin tam olarak 6zelligi bu bolinme esnasinda olusan gen kayiplarini

Onleyerek yerlerine koruyucu diziler yerlestirmektir.

Kanser hiicrelerinin, germ hiicrelerinin ve kok hiicrelerin siirekli boliinme kapasiteleri,
boliinme esnasinda telomeraz aktivitelerinin yliksek olmasindan kaynaklanmaktadir.
Telomeraz; telomerin boyunu yonettiginden telomeraz aktivitesi yliksek olan kok hiicrelerin

telomer uzunluguda uzun oldugundan bdliinme kapasiteleri sinirsiz olabilmektedir.

te

Cizim 1.1. Kromozom iizerinde telomer yapisinin gostermi (Sevkan  Uzel
https://bilimfili.com/telomer-nedir- Genome Research Limited)

Kok hiicreler pluripotensi yetenegine sahip olmasinda en etkili faktor fibroblast biiyiime
faktorti 4(FGF4) diir. FGF4 ve FGF2 olmayan embriyolarda ¢ogalma olmaz. FGF4 ve FGF2
kok hiicrelerin cogalmasinda 6nemli rol oynar. Diger bir faktor olan Losemi inhibitor faktori
(LIF) kok hiicrelerinin pluripotent diizeylerini koruyarak kendilerini yenilemesinden
sorumlu faktordiir. Kemik morfogenetik protein 4 (BMP4) ve LIF birlikte calisarak
pluripotensi diizeyini ortaklasa korurlar(Ying ve dig.2003).

TGFp ailesi tiyesinden olan activin kok hiicrelerin pluripotensilerinin korunmasida etkili
olan diger bir faktordiir(Ogawa ve dig.2007). Activin hiicrede otokrin etkiyle pluripotensiye
katkida bulunur. Pluripotensinin korunmasinda WNT sinyal yolagi olduk¢a 6nemlidir. Bu
yolagin en belirgin etkisi noroektodermin farklilasmasini baskilar ve dolayisiyla organ
gelisimini baslamasinda etkili olur( Berge ve dig. 2011). OCT4, SOX2, Nanog kok

hiicrelerin pluripotensi 6zelliklerinin korunmasinda 6nemli belirteglerdir.



1.2.1 Kok Hiicre Tarihgesi

Kok hiicre ¢alismalar1 1960’1 yillarin baglarinda hemapoetik kok hiicrelerin kesfi ile
baslamistir. Daha sonrasinda ¢alismalar ¢esitli bilim adamlar1 tarafindan gelistirilerek
giinimiize kadar gelmistir. Prof. Dr Siireyya Tahsin Aygiin kok hiicre ¢alismalarma 1s1k
tutarak Onciiliik etmistir. 1950-1960°’1 yillarda hayvanlarda fotal greftler ve kordon kani
greftleriyle bazi hastaliklarin tedavisinde arastirmalara onciiliik etmistir. ilk olarak 1967
yilinda embriyonal karsinoma farelerdeki teratokarsinomalarin embriyonik germ
hiicrelerinden koken aldig1 ve kiiltiir ortaminda ¢ogaltilabilmesi kok hiicre ¢alismalarinda
onemli bir adim olmustur. Ayn1 donemde Ernest McCulloch ve James Till tarafindan fare
kemik iligi hiicrelerinin kendi kendini yenileme 6zelligi nakil sonrasinda kesfedilmistir.
Kemik iligi kok hiicreleri o donemde hastaliklarin kok hiicre ile tedavi olmasi agisindan
biiyiik umut olmustur.1968 yilinda ilk insan yumurtasi in vitro olarak fertilize edilmistir.
1978 yilinda ise ilk IVF bebegi (tiip bebek) olan Louise Brown, ingiltere’de dogmustur
(Evans ve ark.1981). 1981 yilinda Evans, Kaufman ve Martin isimli bilim adamlari
blastosistlerin i¢ hiicre Kitlelerinden fare embriyonik kok hiicreleri(EKH) elde etmislerdir.
In vitro ortamda pluripotent fare EKH’lerini ¢ogaltmak igin, gerekli kiiltiir sartlarini
olusturmuslardir. Rhesus isimli bilim adaminin yaptig1 bir ¢calismada maymunlardan EKH
hiicreleri elde etmistir. Rhesus’un yaptig1 bu ¢alisma insan EKH’lerinin de elde edilip in
vitro ortamda cogaltilabileceginin diisiincesini olusturmustur. Wisconsin iiniversitesinde
James Thomson ve ekibinin IVF laboratuvarinda 36 tane embriyodan insan EKH’ elde
etmislerdir(Thomson ve ark.1998).Embriyonik kok hiicrelerin gelecekte hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilme ihtimallerinin yiiksek olmasi, bilim insanlarinda heyecan
olustururken, heniiz ¢6ziimlenememis etik sorunlar kok hiicre ¢alismalari igin ciddi bir
problem yaratmistir (Giines, 2005). Etik problermler dolayisiyla kok hiicre ¢alismalart yerini
yetigskin tip kok hiicrelere birakmistir. Giiniimiizde kok hiicre c¢alismalar1 halen devam
etmekte olup hastaliklarin tedavisinde giincel yaklasimlar olusturulmasinda onemli yer

tutmaktadir.



1.2.2 Kok Hiicrelerin Farklllagsma Kapasitesine Gore Siniflandirilmasi

Kok hiicreler asimetrik boliinme(AHB) 6zelligine sahip hiicre grubudur. Kendilerini
yenileme ve farklilagsma o6zelliklerinin temelinde asimetrik hiicre boliinmesi yatmaktadir.
Asimetrik boliinme sonucunda kok hiicreler kendilerini yenileyerek ayni zamanda da
farklilasma 6zelligini yerine getirmek amacli yeni bir yavru hiicre elde etmis olmaktadir.
AHB sonucunda kok hiicre havuzundaki hiicre sayisi sabit kalmaktadir. AHB sonucunda

hemaostazi dengesi korunmus olmaktadir (Lanza R ve dig.2009).

Kok hicrelerin farkhlagsma siireci

Progenitor

1 —simetrik kok hiicre bolinmesi
2 - simetrik kok hiicre bolinmesi
3 - progenitor bolinme;

4 - terminal farklilasma

Farklilagmis hiicre

Cizim1.2. Kok hiicrelerin asimetrik boliinme ile farklilagsmis hiicre olusmasi (Prof.Dr.

Goniil Kanigiir)

Kok hiicrelerin diger hiicrelere farklilagabilme 6zelligi potensi olarak tanimlanir. Kok
hiicreler sahip olduklar1 potensisine gore totipotent, pluripotent ve multipotent yonde

farklilasma gergeklestirirler (Slack 2018).

1.2.2.1 Totipotent Kok Hiicreler

Tek bir hiicrenin boliinmesiyle ait oldugu organizmadaki tiim hiicre tiplerine farklilagarak
organi ve dokular1 olusturabilecek en yiiksek farklilasma kapasitesine sahip kok hiicrelerdir.
Sperm ile yumurta hiicresinin bir araya gelerek gergeklestirmis oldugu déllenme asamasi ile
ortaya ¢ikan zigot farklilasma kapasitesi en yiiksek oldugundan totipotent kok hiicre grubu
icerisinde yer almaktadir. Totipotent kok hiicreler zigotun 8 asamali hiicre grubu dahil

oldugu asamaya kadar var olan hiicrelerdir. (Elgin 2009).
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1.2.2.2 Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicreler karaciger, beyin, kan ve Kkalp gibi her {i¢ germ
tabakasini(ektoderm, endoderm ve mezoderm) hiicrelerini olusturabilme kapasitesine sahip
hiicre grubudur. Embriyonun 4-5 giinlilk asamasina blastokist olarak bilinir. Blastokistin i¢
hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler pluripotent karakterdeki hiicrelerdir. Blastokistin i¢
hiicre kitlesindeki bu hiicreler ektodermal, endodemal ve mezodermal yonde farklilasabilen
hiicrelerdir(Elgin 2010). Tek baslarina bir organizmay1 olusturabilecek kapasitede olmayan

hiicre grubudur(Ozcan 2010).

1.2.2.3 Multipotent Kok Hiicreler

Eriskinlerin viicudunda var olan birkag farkl hiicre grubuna farklilagabilme kapasitesine
sahip hiicrelerdir (Gardner 2002). Multipotent karakterdeki hiicreler gébek kordon
kaninda(Covas ve dig,2003) ve adipoz dokusunda (Tallone ve dig. 2011) ve daha birgok
dokuda bulunabilmektedir. Multipotent karakterdeki hiicreler pluripotent karakterdeki
hiicrelere oranla daha siirli sayida farklilagsma kapasitesine sahip olmakta ve 6zellesmis
hiicre gruplarini olusturabilme yetenegine sahip hiicrelerdir. Multipotent hiicreler
bulunduklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretirler. Ornegin multipotent karakterde bir hiicre olan
hematopoetik kok hiicreler noétrofil, monosit gibi daha o6zellesmis hiicre tiplerini

olusturmaktadir(Kara6z ve dig,2009).

1.2.3 Kok Hiicrelerin Cesitleri

Kok hiicreler embriyonik ve eriskin donemde bulunan farkli bir hiicreye farklilagma
kapasitesine sahip hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kok
hiicreler olmak iizere temelde iki sinifa ayrilirlar(Karaéz ve Erclimet 2004).Embriyonik kok
hiicreler {izerindeki ¢aligmalar 1970’li yillarda baslamistir. Farelerde gelisen
teratokarsinomadan embriyo karsinoma hiicrelerinin elde edilmesi embriyonik kok

hiicrelerin varliginin ortaya konmasinda 6nemli adim olmustur(Kahan ve ark.1970).

Embriyonik kok hiicreler blastokistin 4-5 giinliik i¢ hiicre kitlesinden elde edilen kendi

kendini yenileme yetegine sahip ve her li¢ germ yapragina(endoderm, ektoderm ve



mezoderm) farklilagabilme kapasitesine sahip pluripotent hiicrelerdir. Losemi inhibitor
faktor (LIF) sayesinde fibroblast tabakaya yerlestirildiklerinde prolife olarak sonsuz
pluripotent kalirlar(Evans MJ,1981). Embriyonik kok hiicrelerin telomeraz aktivitesi ¢ok
yiiksektir.

Embriyonik kok hiicreler viicuttaki farklilasmis herhangi bir hiicreyi olusturabilme
yetenegine sahiptir (Amabile ve ark. 2009). Ektoderm, endoderm ve mezoderm yonde
farklilasma kapasitesine sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler kalp, kas, kemik, pankreas, karaciger,
akciger, bobrek, kemik ve beyin hiicrelerine doniisebilecek kapasiteye sahip yiiksek
farklilasma yetenegine sahiptirler. Ornegin; GATA4 embriyonik kok hiicrelerin endoderm
farklilasmasindaki en 6nemli belirtecidir. Hiicre farklilasmasi gerc¢eklestirmeden sinirsiz
sayida simetrik boliiniirler. Gelisim esnasinda ilgili hiicrelere doniismesi en karakteristik
ozelligidir.

Embriyonik kok hiicrelerin ektoderm, endoderm ve mezoderm farklilasmasinda bazi
onemli faktorler vardir. Retinoik asit, BMP4, FGF2 ve Epidermis biiyiime faktorii (EGF)
ektoderm ve mezoderm farklilasmasinda rol aldigi; activin A, hepatosit biiyiime
faktrori(HGF),sinir  bliylime faktori(NGF) ve TGFB’nin, mezoderm farklilasmasini
uyardig gosterilmistir(Wobus ve ark. 2005). insan embriyonik kék hiicrelerinin néroepitel
hiicrelerine farklilastig1 1998 yilinda yapilan ¢alismada gosterilmistir. Bu ¢aligma sonucunda

noéropaminerjik noronlarin farklilastirilmasi gergeklestirebilmistir(Thomson ve ark 1998).
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Cizim1.3. Embriyonik kok hiicrelerin eldesi ve farklilagma kapasitesi



Insan embiriyonik kok hiicreleri kendi kendilerini yenilemesinde ve pluripotensi
Ozelliklerinin ortaya konmasinda rol alan FGF2 ve Activin A ifadelerine sahiptir. Kendilerini
yenileme 6zelliklerinin korunmasinda FGF2 6nemli rol oynarken BMP’nin baskilanmasi da
diger 6nemli faktérdiir. Embriyonik olmayan kok hiicreler kadavradan veya eriskinlerden

elde edilen kok hiicrelerdir.

Yetiskin tip kok hiicrelerin elde edildikleri kaynaklar kemik iligi, gobek kordon kani,
plasenta ve ¢esitli dokulardir. Yetiskin haldeki kok hiicrelerin elde edildikleri dokular beyin,
deri, kalp, goz, karaciger, pankreas, meme, ovaryum, testis ve gastro-intestinal sistem olarak

yapilan ¢alismada gosterilmistir (Blau, 2001).

Yetiskin haldeki kok hiicrelerin sayilart embriyonik kok hiicrelere oranla daha sinirhdir.
Yaralanma ve hasar sonucunda, hasara ugrayan hiicreleri tamir etmek en 6nemli 6zelligidir.
Yetiskin kok hiicreler multipotent 6zellikteki kok hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicreler
embriyonun blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen yani pluripotent karakterdeki
hiicreler ile ayn1 benzer diferansiyasyon 6zelligine sahip oldugu ve kemik iligi kokenli kok
hiicrelerin iskelet kasi hiicrelerine farklilasmasi cesitli bilim adamlar1 tarafindan 6rnek
gosterilmistir. Yetiskin kok hiicrelerinin (multipotent) doku kaynagi olarak, tedavi amaciyla
kullanilabilmesi i¢in, bu hiicrelerin plastisite ve viicut disinda proliferasyon 6zelliklerinin

arttirilmasi yoniinde ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (Coulombel,2003).
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Cizim 1.4. Multipotent kok hiicrelerin kaynaklar1 ve farklilagma kapasitesi (Multipotent
stem cells was last modified: March 21st, 2017 by Regen Center)



Eriskin haldeki kok hiicrelerde kendi arasinda;
1. Hematopoetik kok hiicreler
1.1 Kemik iligi kok hiicreleri
1.2 Periferik kan kok hiicreleri
1.3 Kordon kani kok hiicreleri
2. Stromal kok hiicreler

3. Organlardaki erigkin kok hiicreler olarak siiflandirilmaktadir (Karaéz ve Ovali, 2004).

1.2.3.1 Hematopoetik Kok Hiicreler

1870 yilinda Alman patolog Julius Cohnheim bilim adami tarafindan 6nciil hematopoetik
kok hiicreleri tanimlamistir. Daha sonra ilerleyen siiregte 1906 yilinda Alexander Maximov
bilim adami tarafindan hematopoetik kok hiicrelerden progetitor hiicrelerinin farklilastig ve
gelistigini gostermis buna ek olarak kemik iligi stromasinda bu farklilasma ve gelisme igin
bazi onemli faktorler olabilecegini ileri slirmiistiir. 1971 yilinda Alexander Friedenstein
tarafindan hematopoetik kok hiicre stroma iligkisine yonelik Onemli c¢aligmalar

yapmistir(Friedenstein A,1989).

Hematopoetik kok hiicreler kemik iliginde ‘nis’ ad1 verilen mikrogevrede bulunmaktadir.
Bu kok hiicrelerin yagam boyu fonksiyonlarini devam ettirebilmeleri kemik iligindeki ‘nis’
ad1 verilen mikrogevreye yerlesmeleriyle olmaktadir. Hiicre siklusunun GO evresinde kok
hiicre havuzunda hiicre sayisii sabit tutmaya ¢alisirlar. Ihtiyag halinde hiicre siklusuna
girerler. Bu hiicrelerin cogunlugu normal sartlar altinda hiicre siklusuna girmeyip endosteal
nis bolegesinde beklemekte ve gerektiginde hiicre siklusuna girmektedir (Nilsson ve ark.
2004).

Hematpoetik kok hiicreler embriyoda hemanjiyoblastlardan ve hemojenik epitel
hiicrelerinden kokenlenir. Ilk olarak kisa siirede fetiisiin karacigerinde goriiliirler.
Karacigerde cogaldiktan sonra myeloid ve lenfoid serilerine farklilagarak karacigerden
cikarak kemik iligine gelirler.(Wilson ve dig.2006). CXCL12 ve CXCL4 hematapoetik kok
hiicrelerin gelisimde en 6nemli reseptdriidiir(Shiozawa ve dig.2008). CXCL4 reseptoriiniin

baskilanmas1 hematapoetik kok hiicrelerin kemik iligine yerlesmesini engellemektedir.
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Hematopoetik kok hiicreler etkinlik kazanarak kanin ve immiin sistemin myeloid ve
lenfoid hiicrelerini olusturmada gorevlidirler. Kan hiicreleri oldukga kisa 6miirlii hiicrelerdir.
Hematopoetik kok hiicrelerin en 6nemli gérevleri kisa dmiirlii olan kan hiicrelerinin yenisini
olusturmak ve yenilemektir. Hematopoetik kok hiicreler yetiskin tipteki kok hiicreler
olmakla birlikte biitiin kan hiicrelerine farklilasabilme ve kendini yenileyebilme kapasitesine
sahiptirler. Hematopoez embriyonik donemde yolk kesesinde baglamaktadir. Embriyonik

donemden sonra timiis, dalak, kemik iligi olmak {izere devam etmektedir(Durand ve

ark.2005).

Hematopoez yalnizca bir kok hiicreden ¢ok sayida farkli kan hiicrelerinin olugmasi ve
farklilasmasi siirecini igermektedir. Hematopetik kok hiicreler (HKH) yasam boyu
hematopoezin devamlilig1 icin gerekli olan hiicrelerdir. Hematopoezin devamliligi igin
kemik iligindeki mikrocevrenin 6nemi oldukca biiyiiktiir. Hematpoetik kok hiicrelerin
migrasyonu, kendini yenilemesi, farklanmasi ya da diger biyolojik aktivileri kemik iliginde
ki nis tarafindan belli olmaktadir. Kemik iliginde olusan ¢esitli sinyaller dogrultusunda kendi
kendini yenilemesi, sessiz kalmasi veya ‘nis’ ten cikarak farklilasmaya gitmesi belli
olmaktadir. Hematopoetik kok hiicrelerin nise yerlesmesi ve burada sessiz fazda kalmasinda
adezyon 6nemli rol oynar. Hematopoetik kok hiicrelerin kemik iligindeki nis ortamindan
cikmas1 ve migrate olmasit kemik iligi stromasinda bulunan ektstraseliiler matriks
molekiilleri (ESM), reseptor-ligand etkilesimleri, kemokinler-sitokinler ve hiicre-matriks

iliskiyle olmaktadir (Heazlewood ve ark. 2014).

1.2.3.1.1 Kemik Iligi Kok Hiicreleri

Kemik iligi sternum ve kalga kemikleri gibi uzun ve diiz olan kemiklerin igerisinde
bulunan siingerimsi dokudur. Kemik iligi hiicrelerinin gorevi kanda dolasan kan hiicrelerini
ve olusan enfeksiyonlara karst bagisiklik hiicrelerini tiretmektir. Pelvis adi verilen legen
kemigi en fazla kemik iligini icermekte ve bu kemikte oldukca yiliksek oranda kok hiicre

bulunmaktadir.

Viicudumuzdaki her doku kok hiicre ad1 verilen ana hiicreden iiretilmektedir. Tiim kan
hiicrelerimizde kok hiicrelerden iiretilmektedir ve bu kan kok hiicrelerinin de ana kaynagi
kemik iligidir. Kan hiicreleri lenfosit, eritrosit, trombosit, 16kosit olmak tizere birgok farkli

cesitte kan hiicreleri bulunmaktadir. Kan hiicrelerinin yabanci etkenlere karsi viicudun
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savunma sistemini olusturma ve dokulara oksijen tasima gibi hayati 6nem tasiyan gesitli

gorevleri vardir.

Kemik iliginde hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler olmak tizere iki
cesit kok hiicre grubu yer almaktadir. Mezenkimal kok hiicreler ve hematopoetik kok

hiicreler kemik iligi mikro ¢evresinin gelisiminde 6nemli rol oynar.

1.2.3.1.2 Periferik Kan Kok Hiicreleri

Kan kok hiicreleri yiiksek oranda kemik iliginde bulunmakla birlikte az miktarda da olsa
periferik kanda bulunmaktadir. Diger kok hiicre kaynaklarina baktigimiz zaman kanda
bulunan kok hiicrelerin sayilar1 ¢ok azdir. Kemik iligi kok hiicrelerine oranla sayilarinin
olduke¢a az olmasina ragmen ¢ogalma kapasiteleri oldukea ytiksektir. Periferik kan kok hiicre

transplantasyonu onkolojik ve hematolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.

1.2.3.1.3 Kordon Kani K6k Hiicreleri

Gobek kordonu wharton jeli olarak olarak isimlendirlen iki arter ve bir ven igeren 3
damardan olusan miik6z bag dokusu ile ¢evrilmis yapidir. Wharton jeli gobek kordonu
jelatindz bag doku ve myofibroblast benzeri stromal hiicrelerden, kollajen liflerden ve

proteoglikanlardan meydana gelmistir(Mitchell ve dig.2003).

Dokuya 6zgii kok hiicrelerinin yeni bir kaynagi oldugunu Mitchell et al, tarafindan gobek
kordonu stromasinda var oldugu gosterilmistir. Kordon kani gobek kordonu igerisinde
dogumdan sonra kalan kandir. Dogum gerceklestikten ilk ii¢ dakika igerisinde damardan kan
akis1 devam etmekte ve bu kan kok hiicre agisindan ¢ok zengindir. Yapilan aragtirmalar
kordon kani kok hiicrelerinin hastaliklarda tedavi amagh kullaniminda 6nemli bir goreve
sahip oldugunu gostermistir. 1972’de bilim adamlar1 tarafindan lenfoblastik 16seminin
tedavisinde olumlu sonuglari olgu gosterilmistir(Ende ve dig.1972). Diger kok hiicre
kaynaklarina oranla eldesinin kolay olmasi, saklanmasi sirasinda daha az risk tagimasi ve

farklilagsma 6zelliginin daha yiiksek olmas1 hastaliklarda biiyiik umut olmaktadir.

Kordon kaninda hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler bulunmaktadir.

Kordon kani kok hiicrelerinin kemik iligi kokenli kok hiicrelere oranla tireme hiz1 daha
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fazladir fakat daha narin hiicrelerdir(Mayani,2010). Kordon kani1 kok hiicreleri hematopoetik
kok hiicreler tarafindan olduk¢a zengindir(Kurtzberg J,1996).Gobek kordon kani
hematopoetik kok hiicre tarafindan oldukg¢a zengin olmasindan dolayr hematopoetik kok
hiicre transplantasyonu i¢in aslinda kemik iligine ek olarak alternatif bir

yontemdir(Broxmeyer ve dig.2011).

Kordon kaninda bulunan mezenkimal kok hiicreler kemik iliginde bulunan mezenkimal
kok hiicrelere oranla daha fazla ¢ogalma kapasitesine sahiptir(Bieback ve dig.2004). ilk
olarak 1988 yilinda Fanconi gobek kordon kani naklini gergeklestirmistir(Gluckman ve
dig.1989). Kordon kan1 kok hiicre nakillerinin tedavi amagli hastaya verilmesinde olumlu

sonuglar alindig1 yapilan ¢aligmalarda kanitlanmistir(Laughlin ve dig.2004).

1.2.3.2 Stromal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler(MKH) ilk kez Fridenstein tarafindan tanimlanmis bag
dokunun ana hiicresi olan eriskin haldeki kok hiicrelerdir. Friedenstein yaptigi ¢alismada
fotal buzagi serumu kullanarak kemik iligi kiiltiirtindeki hiicrelerin yag ve kemik hiicrelerine
farklilagabildigini gostermistir(Friedenstein ve dig,1970). Sonraki yapilan g¢alismalarda
pluripotent kok hiicreler oldugu tanimlanip mezenkimal kk hiicre adini almisti( TUBA Kok
Hiicre Calisma Grubu,2009).Bu hiicreler mezenkimal stromal kok hiicreler olarak da
isimlendirilebilmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin en ¢ok bulundugu yer kemik iligi
olmakla birlikte bir¢ok dokudan elde edilebilirler. Mezenkimal kok hiicreler mezodermal
kokenli (Ogawa 2006) noral kristadan kdken alan 6zel hiicrelerdir(Takashima ve dig. 2006).
Tedavilerde en ¢ok kullanilan superior iliaktan alinan kemik iligi kaynaklt mezenkimal kok
hiicrelerdir. Kemik iligi disinda; amniyon sivisi, periferik kan, kordon kani, dis pulpasi,
plasenta, karaciger ve yag dokusu gibi dokulardan elde edilebilir. Mezenkimal kok hiicreler
yag, kas, kemik, kikirdak, tendon ve noron hiicrelerine farklilasabilen hiicre
grubudur(Andrades ve dig. 2011).

Mezenkimal kok hiicrelerin sayisi yasla birlikte azalma gostermektedir. Ergenlik
yillarinda kemik iliginde bulunan mezenkimal kok hiicre sayisi, yeni doganda bulunan
mezenkimal kok hiicre sayisinin 1:1000.000, 50°1i yaslarda bu say11:400.000 oldugu
varsayilip hiicre sayisinin yasla birlikte azaldigi varsayilmaktadir(Caplan 1994).

Mezenkimal kok hiicrelerin yapilan caligmalarda adipojenenik, osteojenik, kondrojenik
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yonde mezenkimal kdkenli dokulara farklilagabildigi ayn1 zamanda mezenkimal kokenli

olmayan kardiyomiyojenik ve nérojenik farklandigida ortaya konmustur.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik yonde farklilasma kapasitesi Ornegin kemik
onariminda hastalara biiylikk umut 15181 olmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler kiiltiir
ortaminda plastik yiizeye yapismalar1 en karakteristik 6zelligidir. Uzun ince fibroblast

benzeri bir morfolojiye sahiptir(Goetzke ve dig, 2018).

Mezenkimal kok hiicreler hiicresel tedavilerde ve deneysel ¢alismalarda en ¢ok kullanilan
kok hiicre tipidir. Mezenkimal kok hiicreler 1995 yilindan itibaren klinik ¢alismalarda
oldukga yer almaktadir. Graft versus host hastaligi, kemik, kalp hastaliklari, diyabet, kanser,
omurilik zedelenmeleri, kikirdak hasarlar1 gibi birgok hastalikta tedavi amagli mezenkimal

kok hiicre ¢alismalar1 yer almaktadir(Wang S,2012).

Mezenkimal kok hiicreler hasarli bir dokunun onariminda 6nemli rol oynarlar. Bulundugu
dokudan ayrilip hasarli dokuya dogru migrasyon yetenekleri vardir. Kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin fareler iizerinde yapilan deneylerde hasarli fare pankreasi
tizerindeki etkisi arastirilmis ve pankreatik rejenerasyonu saglayarak insiilin salinimin
arttirdig1 gézlemlenmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin kanser hiicrelerinin lizerinde ki anti-
timorojenik etkisi yapilan bir¢ok deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (Shah,2012).
Mezenkimal kok hiicreler viicuda damar yoluyla verilerek dolasima katildiginda tiimor
dokularma goc¢ ettikleri ve dokuda bir savunma sistemi olusturdugu, onarim sagladig:
caligmalarda gosterilmistir(Heldring,2015). Hiicrede gergeklesen parakrin etki nedeniyle
mezenkimal kok hiicrelerin tiimor segici 6zelligi oldugu bilinmektedir. Hiicreden salinan

sitokinlerin salinimiyla gergeklestirdigi yapilan ¢aligmalarda kanitlanmistir(Liu,2011).

Mezenkimal kok hiicrelerin anjiyogenez olan bolgelere go¢ etmeleri kanser tedavisinde
onemli bir hiicre olmasini saglamistir. Immiinsiipresif/non-immiinojenik dzellikte olmalart
ve anjiyojenik, antiapoptotik, antiinflamatuvar etki gostermeleri hiicresel tedaviler iginde
Mezenkimal kok hiicrelerin 6ne ¢ikmasini saglamaktadir (Utku Ates,2016). Akut ve kronik
16semi gibi ciddi kan hastaliklarinin tedavisinde kemik iligi nakillerine gére in vitro hiicre
kiiltiirli ortaminda elde edilen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin tedavi amacl

kullanilmasi yayginlagmistir(Yokus O0,2012).

Cesitli kanser tiirlerinde mezenkimal kok hiicre tedavisinin klinik etkinligi arastirilmaya
devam etmektedir(Jocham D,2004).Giinlimiizde tiimérlerin tedavisinde ciddi oranda

kemoteropi ve radyoterapi uygulanmaktadir. Bu tedavi sonrasinda ve tedavi esnasinda
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hastalarin yagam kalitesi olduk¢a diismektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin kanser hiicresine
ve dokusuna dogru gostermis oldugu migrasyon ve onarim mekanizmasi hastalarin yagam

kalitesi diigmeden tedavi olmalarinda biiyiik 15181 olmaktadir.

1.2.3.3 Organlardaki Eriskin Kok Hiicreler

Organlarda bulunan kok hiicrelerin esas gorevleri olusan doku hasarini tamir etmektir.
Organlarda bulunan kok hiicreler organa spesifik olmaktadir. Kalpte bulunan kalp kok
hiicreleri, bir tiimdr hiicresinde bulunan kanser kok hiicresi, beyinde yer alan ndral kok
hiicreler veya gozde bulunan limbal kok hiicreleri her biri bulundugu organa ait kok
hiicrelerdir. Organlarda bulunan kok hiicreler kalp kasi, endotelyal, epidermal, adiposit,

néronal, kil kokii, korneal ve meme bezi olarak siniflandiriimaktadir(Inan ve dig.2009).

1.3 Tiroid Histolojisi

Tiroid boynun 6n kisminda yer alan, hayati 6neme sahip hormonlar salgilayan isthmus
araciligiyla birlesmis iki lateral lobdan olusan kelebek goriiniimlii organimizdir. Loblar

steernotiroid ve sternohyoid adi verilen kaslarla ¢evrilidir.

Tiroid bezi embriyoda olusan ilk endokrin bezdir. Foramen cecum’dan kokenlenir. Tiroid
1 ve 2. Faringeal poslar arasindaki primitif farinksin tabanindan baglar, asagiya dogru inerek
gelisimini tamamlar. Tiroid follikiiler ve parafollikiiler (C hiicreleri) ile bag dokudan olusan
yapiy1 tamamlarlar (Shaha AR, 1998). Tiroid organi gebeligin 9.haftasinda lateral ve median
tiroidin birbiri ile birlesmesiyle tam olusur. Histolojik gelisiminin tamamlanmasi gebeligin
16.haftasina kadar devam eder. Tiroid yaklasgik 5 cm boyunda ve yetiskinde 20-30 gr
agirhiginda bir organdir. Tiroid tiim yasam boyu viicudun metabolizmasmi diizenlemede

gorevli oldugundan viicudumuzda ki tiim hiicreler trioid organindan etkilenmektedir.
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Cizim1.5. Tiroid bezinin anatomik goriintiisti(https://evdesifa.com/tiroid-bezinin-fazla-
calismasinin-sebepleri)

Tiroid organi bir i¢ salgi bezidir. Metabolizmay1 diizenlemede gorevli olmakla birlikte en
onemli fonsiyonlarindan biridir. Tiroid bezini uyarici hormon (TSH) beyindeki hipofiz
bezinden salgilanan hormondur. Kalp atis hizin1 diizenlemek gibi bir¢ok hayati 6neme sahip
gorevi olan hormondur. Tiroid de bulunan; C hiicreleri kalsitonin horonunun {iiretiminde

gorev alirken, follikiiler tiroid hormonlarini (T3 ve T4) iiretir.

TSH hormonu beyindeki hipofizden kan yolu ile tiroid organina gelerek hayati 6neme
sahip hormonlar yapilir. Depolanmis olan tiroid hormonlarinin kana salinmasini saglar. En
onemli islevi T3(Triiodotironin) ve T4(tiroksin) adi verilen hormonlarin salgilanmasi ve
salgilanan hormonlarin kana verilmesidir. Tiroid hiicreleri Tiroglobulin (TG) adinda bir
glikoprotein sentezler. Bu sentezlenen tiroglobulin folikiil i¢ine dogru salgilanir. TG

molekiilii tirozin ad1 verilen aminoasitleri igerir.

T3 ve T4 hormonu aminoasit yapilidir. Tirozin aminoasidi T3 ve T4 olusumu i¢in ana
maddedir ve yapilarinda tirozin adi verilen aminoasit bulunur. Tirozine {i¢ tane iyot yapisi
eklenerek T3, dort tane iyot yapisi eklenerek T4 hormonu olugsmaktadir. T4 hormonu(%80),
T3 hormonuna(%?20) oranla viicutta daha fazla salgilanmasina ragmen T3 hormonu, T4

hormonuna gore hiicrelere girmede daha etkilidir. T4 hormonu hiicrelere girememektedir.

T4 hormonu karacigerde deiyodinaz enzimi sayesinde hedef dokularda T3 hormonuna

doniismektedir. Bu doniisiim sonucunda hiicrelere T3 hormonu girmektedir.

T4 hormonu kanda fazla bulunurken T3 hormonu bu doniisiim sonucunda kanda fazla

bulunmamaktadir. T4 hormonunun T3 hormonuna olan doniisiimiin bozulmasiyla yeterince
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T3 olusamaz ve trioid organ1 gorevini yeterince yerine getiremez. T3 ve T4 hormonu biitiin
viicut hiicrelerine ulasabildiginden, T3 ve T4 hormonlarinin normal sinirin istiinde ya da
altinda olmas1 tiroid bezinin iyi c¢aligmadiginin gostergesi olmakta ve rahatsizliklarin
olusmasinda kaginilmaz olmaktadir. Tiroid hormonlarinin yiiksek olmasi ile ortaya ¢ikan
tiroid hormon yiiksekligi tip alaninda hipertiroidi olarak isimlendirilir. Hipofizden fazla
miktarda TSH salinimi ile normalden ¢ok fazla hormon {iretilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.
Ayni sekilde tiroid hormonlarinin az ¢alismasi da rahatsizliklarin temelini olusturur. Tiroid

bezinin gereginden az ¢alismasi hipotiroidi olarak isimlendirilir.

TIROID HORMONLARI

MPOTALAMTS

e &

TIROID BEZI

Cizim1.6. Tiroid bezinden salgilanan hormonlar(https://serkanteksoz.com/tag/tiroid-
bezi-nasil-calisir)

TRH hormonu tirotropin salgilayici hormon olarak isimlendirilir. Beyinde hipotalamus
tarafinda ki median eminence adi verilen sinir uclarindan salinir ve kontrol edilir. TRH
hormonu paraventrikiiler ¢ekirdekte sentezlenir. ilk olarak prohormon olarak sentezlenen
TRH paraventrikiiler ¢ekirdekte proTRH seklindedir. Posttranskripsiyonel islemden sonra
aktif hormon haline doniistimii gerceklesir. Tirotropin salgilayicit hormon (TRH), hipofizden
salgilanacak olan tiroid bezini uyarict hormon (TSH) un kontroliinii saglar. TRH hormonu
hipofizin tirotrop hiicrelerinde aktive olarak TSH’in salimmini gergeklestirir. Gestasyonel
yasin 11-12 haftalarinda fetal TSH uyarisi ile tiroid hormonu sentezlenir. Kalsitonin
hormonun gorevi kanda kalsiyum diizeyini diisiirerek kemikte kalsiyum ve fosfat diizeyini

arttirir. Kalsitonin bu gorevi sayesinde kemik erime siirecinde oldukga biiyiik rol oynar.
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Cizim1.7. Tiroidin temel yapisi(https://www.dromerbender.com/tiroid-bezinin-yeri-yapisi-
ve-islevi)

Tiroide 6zgiin fenotipin ortaya ¢ikmasi ve tiroidin asagiya dogru inmesinde tiroid
transkiripsiyon faktorii 1 (TTF1), tiroid transkripsiyon faktorti 2 (TTF2), PAXS ile kalp ve
tiroidin gelisiminde exprese edilen NKX2.5’in rolii oldugu belirtilmektedir. Tiroidin iki lob
haline gelmesinde ‘sonic hedgehog(SHH)’ geni 6nemli rol oynamaktadir. Kadherin ana
kan damarlar1 dahil yandas dokularin gelismesi ve tiroidin kaudale dogru yer

degistirmesinde rol oynar.

| [}
O HO I
HO ‘ I . ‘

I OH
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Cizim1.8. T4 ve T3 molekiiler yapisi (Prof. Dr. Arif ALTINTAS Tiroid Fonksiyon Testleri

ve Fizyopatolojisi)

1.3.1 Tiroid Kanseri Olusumu Ve Gelisimi

Tiroid kanseri en sik goriilen endokrin tlimordiir. Hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasiyla olusmaktadir. Her yil kanser olgularimin %1°nde tiroid kanseri ile
karsilasilmaktadir ve kanser sebebiyle gerceklesen oOliimlerin %0.5’1 bu hastaliga
baghidir(Tyler DS,2000).
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Giliniimiizde tiroid kanseri her iki cinsiyette goriilmesiyle birlikte kadinlarda goriilme
orani daha fazla olmakta 40 yasin altindaki kadinlarda 6. Sirada yer almaktadir(Randolph ve
dig.2007). Cok sik goriilmemesine ve mortalite oraninin diisiik olmasina ragmen tiroid
kanseri bireylerin hayati fonksiyonlariin siirdiiriilebilmesi agisindan 6nemli bir klinik
problem olma 6zelligini korumaktadir. Tirod kanser olgularinda karsilagilan en 6nemli sorun
tiroid kanseri ile daha yaygin goriilen benign tiroid nodiilii veya guatrin ayriminin giic
olmasidir. Bu ayrimin kisa siirede yapilabilmesi kisinin yasam siiresi ve kalitesi ile dogru
orant1 saglar. Soliter tiroid nodiillerinde bildirilen malignite insidans1 %10 ile %30 arasinda
degismektedir(Tyler ve dig.2000). Malignite riskinden dolay1 bu kadar sik goriilen tiroid
nodiillerinin tamaminin dikkatli bir sekilde incelenmesi gerekir. Bu amagla yeni ve daha

basitlestirilmis tan1 ve tedavi yaklasimlarinin arastirilmasi zorunlu olmaktadir.

Tiroid kanseri ile ilgili diger dikkat edilmesi gereken bir diger nokta ise genellikle benign
bir klinik seyreden tiroid kanserinin bazi durumlarda agressif olabilmesidir. Hastalarda

agressif ve rekiirrent hastalik gelisecegini belirlemek her zaman miimkiin degildir(Callender

ve dig.1996).

Tiroid kitlesi ile gelen hastanin klinik degerlendirmesi ayrintili anamnez alinmasi ve fizik
muayene ile baslar. Bening tiroid nodiilii insidans1 20-40 yas arasindaki kadinlarda daha
yiiksektir ve bu gruptaki hastalarda kanser riski yaklasik %35-10 olarak bildirilmektedir.
Bununla birlikte erkek hastalarda, 20 yas altinda ve 40 yas iistiinde kanser insidansi ¢cok daha
yiiksek olarak bildirilmektedir. Bu nedenle tiroid kanserinde yas ve cinsiyet ¢cok onemli

faktorleri olusturmaktadir(Myers EN,1997).

Tiroid kanserinin nedenleri arasinda radyasyon onemli yer almaktadir. Alfa, beta, gama
ve X ad1 verilen 1sinlar tiroid kanserine neden olmaktadir. Tiroid dokusunun karsilastigi bu
1sinlar ile kanserin gelisme arasinda dogrududan bir iligski oldugu tespit edilmistir. Gidalarla
yetersiz iyot aliminda T3 ve T4 hormon {iretimi normal olmas1 gereken miktardan daha az
tiretilir ve TSH salgis1 artar. TSH salgisinin artmastyla tiroid hiicreleri ¢ogalir ve kontrolsiiz
cogalma ortaya gikabilir. Iyot eksikligi sonucunda tiroid kanserleri igerisinden follikiiler
tiroid kanseri ortaya ¢ikmaktadir. Gidalarla fazla iyot alimi ile papiller tiroid kanseri arasinda

iliski vardir.

Tiroid tiimorlerinin 6nemli bir béliimiinii primer epitelyal neoplazmlar olusturur. Tiroid
dokusunda bulunan baslica iki tip epitelyal hiicre-folikiil epitel hiicresi ve C hiicreleri-

tiroidin primer epitelyal tiimorlerine kaynak teskil ederler. Tiroid kanseri genel olarak
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diferansiye(papiller ve follikiiler) ve indiferansiye (mediiller ve anaplastik)olmak tizere iki
gruuba ayrilmaktadir. Folikiil hiicrelerinden koken alan tiimorler 6ncelikle benign ve malign
olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Benign tiimorler genel olarak follikiiler adenom adini alirlar.
Malign tiimorlerden iyi diferansiye olanlar yapisal 6zellikleri g6z onunda bulundurularak
follikiiler ve papiller; daha az diferansiye olanlar indiferansiye veya anaplastik karsinom
olarak siniflandirilirlar. C hiicre diferansiyasyonu gosteren malign tiroid tiimdrii ise mediiller

karsinom adin1 alir(Kayihan ve dig.2003).

1.3.1.1 Papiller Tiroid Kanseri

Tiroid kanser grubu icerisinde diferansiye kanserler icerisinde yer almaktadir. Tiroid
kanserlerinin goriilme oraninin % 90’ini olusturmaktadir(Tuttle ve dig.2007). Tiroid kanseri
cesitleri icerisinde cografi bolgelere gore degisiklik gostermesiyle birlikte en sik goriilen
kanser tliriidiir. Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerde goriilme sikligindan daha yiiksektir.

Kadinlarda 40-60 yas arasindaki bireylerde daha sik goriilmektedir(Altekruse ve dig. 2007).

Genellikle tiroid organmin tek lobunda ortaya ¢ikmaktadir. Goriilme yas araligir 40-60
olmasimna ragmen basg-boyun bolgesinde radyasyona maruz kalmis her yas grubunda
goriilebilmektedir(DeGroot ve dig. 1973). Timor baskilayict genlerdeki(siipresor)
mutasyonlar sonucundada olusabilmektedir. Yapilan calismalarda RET veya NTRKI adi
verilen Tirozin kinaz reseptorleri basta olmak iizere RAS ve BRAF yolaklarinda ki mutasyon
sonucu olustugu gosterilmistir(Jung ve dig.2012). Agrisiz, ve siskinlikle belirti vermektedir.
Lenf bezlerine %50 oraninda metastaz1 goriilmektedir(ito ve dig,2006). Yetiskinlerde bu
oran %36 iken, ¢cocuklar da %80 dir(Mazzaferri ve dig.2005). Lenf bezine metastazi kanserin
tiroidde ki yerlesimiyle dogru orantilidir(Qubain ve dig.2002). Lenf diigiimii metastazi sag

kalim oranini diisiirmektedir(Podnos ve dig.2005).

Papiller tiroid kanseri hiicreleri beyin, akciger ve kemik gibi uzak dokulara da metastaz
yapabilirler(ito ve dig.2012). beyin ve kemikte gelisen uzak metastaz akcigerde gelisen
metastaza gore prognozu daha kotiidiir(Nixon ve dig,2012). Yapilan ¢alismalarda papiller
tiroid kanseri hastalarinda 5- 10 yillik sag kalim sonrasinda akcigere olan metastaz oranm
%78-49 olarak saptanirken akciger dis1 uzak metastaz orani1 %60- %37 olarak saptanmis ve
aralarinda anlamli fark bulunmustur (ito ve dig,2010). Papiller tiroid kanserinin tedavisinde

cerrahi miidahale yapilmaktadir. Buna ek olarak radyoaktif iyot tedavisi uygulanmaktadir.
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Genellikle cerrahi miidahale sonrasinda iyot tedavisi ile desteklenmektedir. Cerrahi islem
sonras1 metastazdaki kanser hiicreleri ve tiroid de kalan kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak

amaciyla yapilmaktadir(Mazzaferri ve dig.2001).

Tiroglobulin tiroid bezi hiicreleri tarafindan salgilanan bir proteindir. Tiroid
hormonlarinin sentezlenmesinde Onemli rol oynar. Saglikli kisilerin kaninda yiiksek
bulunmaz. Papiller tirod kanserinde Kkanserin tedavi sonrasinda niilks etmesi

degerlendirilmesi a¢isindan 6nemli bir belirtegtir.

1.3.1.2 Follikiiler Tiroid Kanseri

Tiroid kanser tiirleri i¢erisinde papiller tiroid kanserinden sonra ikinci en sik goriilen tiroid
kanser tlrtidiir. Follikiiler tiroid kanseri papiller tiroid kanseri kadar iyi seyretmemektedir.
Iyot eksikligi genellikle endemik bolgelerde olmaktadir ve endemik bélgelerde yasayan
insanlarin follikiiler tiroid kanseri goriilme orani diger bolgelere oranla daha yiiksek
olmaktadir(Sabino de Matos P,2008). Kadinlarda ve yapilan ¢alismalarda follikiiler tiroid

kanserinin olusumunda iyot eksikliginin 6nemli oldugu kanitlanmistir(Alevizaki M,2009).

Olgularm ¢ogunda yapilan incelemeler dogrultusunda RAS onkogen ailesi (KRAS,
NRAS, HRAS)’inde ve PAX8 geninde mutasyon saptanmistir (Caron ve dig.2004).
Genellikle agrisiz ve tek tiroidde bilateral kanserlesme goriilmektedir(McHenry ve
dig.2011). Hematojen yolla yayilmaktadir. Genellikle kemik ve akcigere metastazi

vardir(Niepomniszcze ve dig. 2006).

Follikiiler tiroid kanseri tedavi asamasinda cerrahi islem gerektirmektedir. Ileri yas,
timor biiyiikligii, uzak metastaz gibi durumlarda total trioidektomi onerilmektedir(Ban ve
dig.2012). Cerrahi islem sonrasinda radyoaktif iyot tedavisi uygulanabilmektedir.
Radyoaktif iyot tedavisinin uygulanmasi uzak metastazlari olan hastalarda yasam

beklentisini artirmaktadir(Sawka ve dig.2004).

1.3.1.3 Mediiller Tiroid Kanseri

Tiroid bezinde yer alan parafollikiiler C hiicrelerinden kaynaklanan kanser olarak

bilinmektedir(From ve dig.2000). Tiroidin C hiicreleri noral krista kokenli néroendokrin
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hiicreler olmakla birlikte C hiicreleri en yogun tiroid loblarinin santral-posterolateralinde
bulunurlar(isgéor A,2000). Mediiller tiroid kanseri tiim tiroid kanserlerinin %7’sini

olusturmaktadir. 10 y1llik sagkalim oran1 ise %75 dir(Moley 2010).

Mediiller tiroid kanseri ilk defa 1959 yilinda solid trioid tiimorlii bir hastada
saptanmistir(Hazard  JB, 1959). Tiroid kanserlerinin ~ %5-10 ‘luk  kismini
olusturmaktadir(Graze K,1978). Yirminci yiizyilda Papiller tiroid kanseri hizla artmasina
ragmen mediiller tiroid kanseri oraninda belirgin bir degisme goriilmemistir(Daviesve
dig.2006). Cografi bolgelerle kiyaslandiginda farkli bolgelerdeki iyot fazlaligi veya eksikligi
mediiller tiroid kanserini etkilememektedir(Clayman ve dig.2003).

Lenf bezine metastaz1 papiller tiroid kanseri ile karsilastirildigindan olasiligi daha
yiiksektir(Machens 2008). Uzak doku metastazlarinde beyin, kemik, akciger ve karaciger
organlan yer almaktadir. Karaciger mediiller tiroid kanserinin uzak metastaz yaptig1 en sik
organdir. Olusumunda genetik faktorler rol oynamaktadir otozomal dominant kalitimla

geecmektedir(Kloos ve dig.2009).

RET protoonkogenine ait ilk ¢calismalar 1987 yilinda yapildi. Mediiller tiroid kanseri tanisi
konan hastalarin hepsinde RET mutasyonu saptanmistir. RET protoonkogenin de nokta
mutasyonlart goriilmektedir (Roman ve dig.2009). MEN2 gen haritasinin belirlenmesi ve
Tirozin kinaz reseptorii olan RET protoonkogeni mutasyonunun bulunmasi mediiller tiroid
kanserinde ¢cok 6nemli bir yol olmustur (Mulligan ve dig. 1993). RET sisteminin anlasiimasi
mediiller tiroid kanserinde molekiiler tedavi gelisiminde biiyiik umut olmustur(Jimenez ve
dig.2008).

Mediiller tiroid kanserinin tedavi segeneginde kemoterapi simrhdir. RET
protoonkoneninin saptanmasi gerekmekte ve hedefe yonelik molekiiler tedavi daha basaril
olacagi ortadadir. Mediiller tiroid kanserine sahip olan hastalarin kanlarinda kalsitonin

hormonu yiiksektir.

Kadinlarda ve erkeklerde goriilme sikligi benzerdir. Tedavisinde cerrahi iglem
gerekmekte ve cerrahi miidahale sonrasinda radyoterapi uygulanmaktadir(Machens
A,2010). C hiicreleri radyoaktif iyodu tutmazlar ve radyoaktif iyot tedavisi mediiller tiroid
kanseri i¢in bir secenek degildir(Brauckhoff ve dig. 2004). Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda
radyoaktif iyot tedavisinin mediiller tiroid kanserine yararl etkileri gosterilememistir(Moo-

Young ve dig.2009).
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1.3.1.4 Anaplastik Tiroid Kanseri

Anaplastik tiroid kanseri, follikiil epitelyal hiicrelerden kaynaklanan farklilagsmamis
kanser tiiriidiir. Tiroid kanser tiirleri icerisinde en agressif seyreden malignitesidir. Goriilme
siklig1 son derece ender olan diger tiroid kanser tiirlerine oranla daha az olmakla birlikte
Olim oran1 daha yiiksek olmaktadir(Tan ve dig.1995). Ulusal kanser enstitiisii’niin
SEER(Surveillance, Edpidemiology, and Results) verilerine goére 1973 ve2000 yillari
arasinda yapilan c¢alismalarda 516 anaplastik tiroid kanseri hasta sayisina

ulagilmigtir(Kebebew ve dig.2005).

Anaplastik tiroid kanseri genellikle ileri yasta(ortalama 65) ortaya ¢ikmaktadir. tiroid
kanserlerinin de %5-1’ini olusturmaktadir. Ortalama sag kalim siiresi 6 ay olmakta ve
canlilik oram1 %90 dir(Mclver ve dig.2001).Kadinlarda goriilme sikligi daha yiiksek
olmasina ragmen her iki cinsiyette de goriilmektedir. Endemik guatr bolgelerinde daha ¢ok

rastlanmaktadir. Dolayisiyla iyot eksikligi 6nemli bir faktordiir(Williams 1980).

Anaplastik tiroid kanseri daha 6nce var olan 6zellikle follikiiler tiimor yada diferansiye tiroid
karsinomlarindan gelismektedir. P16 gen kaybi diferansiye tiroid karsinomlarindan
anaplastik tiroid kanserinin olusumundaki doniisiimii agiklamaktadir(Giuffrida ve dig.2000).
Transforme edici biiylime faktorii B (TGFp) tiimoriin agressifligiyle dogrudan iliskilidir.
Transforme edici biiytime faktorii p (TGFp) ek olarak beta-katenin mutasyona ugrayarak

timoriin agressif olmasina katkida bulunur(Garcia ve dig.1999).

Anaplastik tiroid kanseri olgularinda P53 geni mutasyonu saptanmistir(Smallridge ve
dig.2009). P53 geni hiicrelerin ¢ogalmasi kontrol eden gendir. Mutasyon ile hiicrede ki
kontroliin bozulmasiyla diferansiye tiroid karsinomu anaplastik tiroid karsinomuna
doniisebilmektedir (Soares ve dig.1994).Ayrica H-ras, C-myc, Nm23, PTEN, APC,
PIK3CA, TP53, BRAF ve RAS genlerindeki mutasyonla anaplastik tiroid kanseri arasinda
iligki saptanmistir. Anaplastik tiroid kanseri dogrudan ¢evre dokulara yayilmasina ek olarak
akciger metastazi yaygin olmakla birlikte hematojen veya lenfatik yollarla metastaz
yapabilmektedir. Lenf diigiimii metastazi %40 iken uzak metastaz orani ise 15-50
olmaktadir. Akciger metastazi ise %90 oranindadir. Adrenal bez, deri, kalp, ince bagirsak,

pankreas, mide metastazlarida yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur(Chiu ve dig.1997).

Makroskobik incelmede tliimdor genellikle tiroid bezinin tamamini tutmus, kapsiil disina

tagsarak ¢evre yumusak dokulara invaze olabildigi gézlemlenmistir. Nekroz ve hemoraji
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alanlar1 vardir. Mikroskobik goriiniim her olguda ve hatta ayni tiimoriin farkli alanlarinda
degisiklikler gosterebilmektedir. Tiimor hiicreleri skuamoid, igsi veya dev hiicre seklinde

olabilirler.

Tiimor hiicreleri iri ve ileri derecede pleomorfik niikleuslu veya multiple niikleuslu
olabilirler. Bu ii¢ tip anaplastik karsinomlarda ortak ozellikler arasinda sik mitoz gegirme,
genis nekroz alanlar1 ve bez icinde veya cevresindeki dokularda olusturdugu yaygin
invazyon yer almaktadir(Wiseman ve dig.2003). Cerrahi tedavi tek basina yeterli

olmamaktadir ve sag kalim oranini etkilememektedir(Are ve dig.2006).

Anaplastik tiroid kanseri hiicreleri kemoterapiye direncli hiicrelerdir. Tedavinin
baslangicinda kemoterapiye yanit veren kanser tiirii olmasina ragmen bir sonraki kemoterapi
uygulanmasindan Once tekrar hizla eski boyutuna doniisebilmektedir. Cok ¢esitli
kemoterapik ajanlar Ornegin etoposide, sisplatin, bleomisin denenmis fakat faydali
olmamistir(Woyach ve dig.2009). 2012 yilinda Amerikan Tiroid birligi tarafindan anaplastik
tiroid kanseri ile ilgili bir tedaviyi igeren klavuz yaymlanmistir. Bu klavuzda kemoterapi
uygulamasi i¢in bazi kombinasyon ilaglarin (doksurobicin, paclitaxel, docetaxel vb.)

metastazi olmayan hastalarda uygulanabilecegi yayinlanistir(Smallridge ve dig.2012).

Calismamizda anaplastik tiroid kanseri tiiriinii segmemizin en 6nemli nedeni tiroid
kanseri tiirleri igerisinde en agressif seyretmesidir. Anaplastik tiroid kanseri tedavisinde
kemoterapi yeterli basariyr saglamadigindan ¢aligmamizda kemoterapiye ek olarak daha
yeterli hiicresel temelli tedavi gelistirilmesi ve kanser hiicrelerinin apoptozunu indiiklemek

hedeflenmistir.

1.4 Tedavilerde Mezenkimal Kok Hiicrenin Rolii

Kanser tedavisinde gelinen en 6nemli asamalardan biri hiicresel temelli tedavilerde kok
hiicre yer almaktadir. Mezenkimal kok hiicre grubu kok hiicre grubu icerisinde en ¢ok
calisilan hiicre grubu olmakla birlikte salgiladiklari sitokinler sayesinde hedef bulma,
bulundugu dokuda hasar onarimi ve bagisiklik sistemi iizerine diizenleyici etkiye sahiptir.
Gilinlimiizde mezenkimal kok hiicreler birgok hastaligin tedavisinde umut 15181 olmakta ve
calismalar yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda mezenkimal kok hiicrelerin tiimdriin mikro
cevresinde immiin reaksiyonlar1 engelleyerek tiimdriin progresyonunu engelledigi

gosterilmistir. Sarkoma modeli fare deneyinde mezenkimal kok hiicrelerin  tlimor
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biiylimesini azaltici etkiye sahip oldugu gosterilmektedir(Khakoo ve dig.,2006).
Mezenkimal kok hiicreler meme kanseri hiicre hattt olan MCF7’nin hiicre biiyiimesini
engelleyici etkiye sahip oldugu bilim adamlar1 tarafindan yapilan g¢alismada ortaya
konmustur(Ryu H,2014). Omurililik yaralanmalarinda kemik iligi kaynakli mezenkimal kok

hiicreler yapilan bir ¢calismada basari elde edildigi bilim adamlari tarafindan gosterilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerinin - gostermis oldugu immiin diizenleyici etkisi,
antiinflamatuvar ve salgiladig1 nérotrofin omurilik hasarlarinda umut 15181 olmustur( Park
ve dig. 2012). Serebral arter tikanmasiyla olusan iskemik inme gegiren farelerde yapilan
calismada kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler intravendz yolla verilmis ve inme
semptomlarinin azaldig1 goriilmiistiir(Onda ve dig.2008).Amiyotrofik lateral skleroz (ALS)
omurilik, beyinde ve serebral kortekste islev kaybina neden olan ayrica motor néronlarda
dejenerasyon olusumu gerceklesen kas zayifligina neden olan hastaliktir. 9 ALS hastasina
otolog olarak kemik iligi kdkenli mezenkimal kok hiicre verilen ¢alismada motor néron

kaybinda azalma saptanmistir(Vercelli ve dig.2008).

1.5 Kanser Kok Hiicresi

Kanser kok hiicreleri normal kok hiicreler gibi kendi kendini yenileyebilen, ¢ok yonde
farklilagabilen ve yiiksek telomeraz aktivitesine sahip hiicrelerdir. Kanser kok hiicreleri

tiimoriin baslangicindan sorumlu ana hiicrelerdir.

Kanserin agressif olma 6zelligi kok hiicre ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Kanser
kok hiicrelerini normal kok hiicrelerden ayiran en énemli 6zelligi kanser kok hiicrelerinin
metastaz ozelligidir. Asimetrik hiicre boliinmesi, kendini yenilemesi i¢in kullanildig: sinyal
yolaklar1 (Wnt, Hedgehog, Shh, Notch), anjiyojenik faktorlerle anjiyogenezi uyarma, uzun
telomere sahip olma gibi diger 6zellikleri normal kok hiicreler ile kanser kok hiicrelerinin
ortak Ozellikleridir. Kanser kok hiicreleri var olan kok hiicrelerin diizenleyici yolaklarini
(Wnt, Hedgehog, Shh, Notch ) kendisini yenilemek i¢in kullanir. Notch sinyal yolaginin hem
tiimor olusumunu ve hem de hiicre yenilenmesini etkiledigi bilinmektedir. Notch yolaginin

etkilesmesi gliyoma oranini artirmaktadir. (Hambardzumyan ve dig. 2008).

Tlimor hiicrelerinde kanser kok hiicrelerinin varligindan ilk kez 1983 yilinda Mackillop
tarafindan ortaya atilmistir. Tiimoriin doku igindeki baska diger hiicrelerden koken aldigin

ileri sirmiistiir(Yang ve dig.2008). Kanser kok hiicresi onkogenlerdeki ve tamir genlerindeki
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genetik degisimlerden ortaya ¢ikmaktadir. Genetik degisimler kadar epigenetik degisimler
histon modifikasyonu, anormal metilasyonda kanser kok hiicresinin var olusunda

etkilidir(Gil ve dig. 2008).

Kanser kok hiicreleri bulundugu dokuya ilaveten diger dokularda koloni olusturabilen
hiicrelerdir. Kimyasal uyaranlara ve radyasyona direnclidirler. Kemoterapi sonrasinda
kanserin tekrar ortaya ¢ikmasi ya da metastaz yapmasi bulundugu doku disinda koloni
olusturmasina ve kimyasal uyaranlara son derece diren¢li olmasindan kaynakliyor olmasidir.
Bilim adamlarinin yaptig1 bir ¢alismada meme kanseri olgularinda tedaviden 10 yil sonra

bile metastaz ortaya ¢ikabilecegini kanitlamislardir(Aguirre ve dig.2007).

Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina yol agan metabolik ve davranissal
degisiklikler gegiren siirectir. Bu degisiklikler hiicre ¢ogalmasimni ve Omriinii, komsu
hiicrelerle iliskileri ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol eden modifikasyonlar
sonucu ortaya ¢ikar. Kanserin gelisimi, kendini gostermesi ve sonuglar1 bir hastadan diger
bir hastaya gore cok degisiklik gosteren bir hastaliktir. Ayni1 heterojenlik ve ¢esitlilik

hiicresel ve molekiiler diizeyde de kendini gosterir.

Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin gozetiminden
ka¢malarina ve nihai olarak da uzaktaki dokular1 da istila ederek metastazlar olusturmalarina
yol acan metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirdikleri, cok basamakli bir siirectir. Bu
degisiklikler hiicre cogalmasini ve dmriinii, komsu hiicrelerle iligkileri ve immiin sistemden
kagma kapasitesini kontrol eden genetik programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle
ortaya cikar. Bu siireg, regiilasyonu bozulmus, normal hiicre biiylimesini ve davranisini
denetleyen kurallara uymadiklari i¢in “asi” olarak nitelendirilebilecek hiicrelerden olusan
bir kitlenin olusumuna neden olur. Boylesi bir kitle uzun bir siire asemptomatik olabilir.
Bununla birlikte, sonunda biiyliyerek, fizyolojik islevleri altiist edecek, kitlenin yerine ve
biiyiikliigiine bagl olarak ¢ok sayida semptoma ve kanser hiicrelerinin organizma iginde

yayilmasina yol acgacaktir.

Timoériin - barindirdigr  kanser hiicreleri  giliniimiizde kullanilan kanser tedavi
secenekleriyle bozulabilir olsada timér igerisinde bulunan ve kanserlesmis hiicreyi
olusturan, kanser kok hiicresini tiimorden arindiramadigimiz siirece kanser varligim
korumaya devam edecektir. Kanser kitlesinin i¢inde yeni kanser hiicrelerinin olusumunu
saglayan, kendini yenileme, siirekli ¢ogalma ve metastazlara neden olma yetenegine sahip

tek hiicre grubu  kanser kok hiiresidir. Kanser kok hiicrelerinin yenilemeyen timor
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olusturma yetenegi vardir. Apoptoza karsi1 direnclidirler. Giiniimiizde kanser tedavilerinde
kemoterapi ajanlar1 timor kitlesini hedef almaktadir. Fakat kanser kok hiicresi antiapoptatik

proteinleri sayesinde kimyasal uyaranlara direng gostermektedirler.

Tiimor Kanser
Hiicreleri Kok Hiicre

B v g
L £3 )%emoterapl .

& Radyoterapi

Tiimor Kanser
Hucreleri Kok Hucre

oo ¢ -

Hed fe Yonelik
edavi

Cizim1.9 Timor hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapi sonunda niiks etmesi (http://www.
erzurum.edu.tr /Omer Faruk KARATAS)

Timorler morfoloji, yiizey isaretleyicileri, genetik bozukluklar ve tedaviye cevap
agisindan farkliliklar gostermektedir. Bir timor kitlesindeki tiim kanser hiicreleri homojen
ve esit degildir. Kendi i¢inde dahi ¢ok farkli genetik ve epigenetik bozukluklar, degisik

biiylime ve farklilagma kapasitesi gosterirler.

Kanser kok hiicreleri 6ncii hiicreler, kok hiicreler ve farklilagmis hiicrelerden kdken aldigi
diisiiniilen 3 varsayim yer almaktadir. Kanser kok hiicreleri normal yetiskinde bulunan kok
hiicrelerden kaynaklanir. Lésemiye neden olan kanser hiicrelerinin normal kok hiicrelerden
kaynaklandig1 yapilan calismalarda gosterilmistir. Hematopoetik kok hiicrelerden kanser
kok hiicresinin olustugunu gostermek amagli yapilan bir ¢alismada akut myleloi 16semi
(AML) hastadan elde edilen kanser kok hiicreleri farelere farkli dozlarda verildiginde

farelerde 16semi olusumu gozlemlenmistir (Hope ve dig. 2004).

Oncii hiicreler dokularin igerisinde kok hiicreye oranla daha ¢ok bulunurlar. Oncii
hiicreler olgun hiicreleri olusturmak iizere béliiniirler. Oncii hiicrelerde kok hiicreler gibi
kendini yenileme 6zelligine sahiptir. Kok hiicrelere oranla dokularda daha fazla bulunmasi
kanser kok hiicrelerinin kokeni olabilecegini diisiindlirmiis ve bunun iizerine cesitli

calismalar yapilmistir(Kucia ve dig. 2006).
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Onkogenlerde olusan mutasyonlar farklilagmis hiicrelerin yeniden diizenlenmesiyle
(dedifeeransiyasyon), telomeraz aktivesi kazanarak yasam siliresi uzun hiicrelere
dontismektedir. Bu doniisiim kanser kok hiicrelerinin farklilagsmis hiicrelerden kéken aldigi

varsayimi ortaya ¢ikarmaktadir(Takahashi ve dig. 2007).

Kanser kok hiicrelerinin olusumunda ve metastazinda nis 6nemli rol oynamaktadir. Nig
kok hiicrelerin ¢ogalmasinda, kendini yenilemesinde ve kok hiire 0Ozelliklerinin
devamliliginda 6nemlidir. Kanser kok hiicresinin kemoterapiye olan diren¢ mekanizmasini
kazanmasinda nisten gelen sinyaller dogrultusunda gergeklestirirler(Lane ve ark 2009).
Kanser kok hiicresinin bir dokuya yerlesmesinde nigin 6nemli oldugu yapilan bir diger

caligmada gosterilmistir(Ishikawa ve dig.2007).

Periostin bir hiicre dis1 matriks proteini olmakta ve kanser kok hiicrelerinin kokliiliigiinde
rol oynar. Kanserin metastaz yapmasinda gorev alan proteindir. Kanser kok hiicresiyle nis
arasinda metastaz i¢in Onemli zemin olusturmaktadir. Kolon kanseri hiicrelerinde ve
karaciger metastazinda periostin seviyesinin yiiksek oldugu yapilan c¢alismada

gosterilmistir( Bao ve dig. 2004).

Kemokinler hiicreler ve dokular tarafindan iiretilen, bagisiklik sisteminde 6nemli gorev
alan en temel gorevi migrasyondan sorumlu olan proteindir. CXCL12 ve CXCR4 kok
hiicrelerin go¢ etmesinde onemli gorev alirlar. Hiicrenin mortalitesinin artmasinda ve
metastazinda yardimei olan protein olarak gosterilmistir( Ratajczak ve dig.2006). Kanser
hiicreleri hipoksik ortamlarda daha agressif olmaktadir. Kanserin hipoksi bolgelerindede

CXCL12 ve CXCR4 ifadelerinde artis gorilmektedir(Smith ve dig.2004).

Kanser kok hiicrelerinin belirlenmesinde akim sitometri, manyetik hiicre ayrigtirma ve
FACS gibi cesitli tekniklerden yararlanilmaktadir. Her kanser tiiriinii kendine 6zgii
belirteglere sahiptir. Bas—boyun kanserlerinde CD44 pozitif exprese olurken, l6semide
CD44 negatif CD34 pozitiftir.
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1.6 Boswellia Serrata

Boswellia serrata (B.Serrata) anti-kanser 6zellik sergiledigi gozlemlenmis Burseraceae
familyasina ait olan bir bitki tiiriidiir. B.serrata orta biiyiikliikte dallanma gosteren Hindistan,
Kuzey Afrika ve Orta Dogu'nun kuru daglik bolgelerinde bulunan 17 cins ve 600 tiiriinden
en onemlileri arasinda yer alan bitki ¢esididir(M.Z. Siddiqui,2011).
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Cizim1.10. Boswellia serrata gesitli kimyasal formlar1 (N.K Roy et al./cancer Letters 377
(2016) 74-86)
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B.Serrata, giincel literatiir bilgilerine bakildiginda farkli kanser hiicreleri ile ortak
kiiltirinde tek tip kimyasal form yerine sakiz recinesi pentasiklik triterpenik asitleri,
bosvelik asit (o,B,y BA), acetyl-p bosvelik asit, 11-keto-p-bosvelik asit, acetyl-11-keto-p-
bosvelik asit (AKBA) gibi ¢esitli kimyasal formlarda kullanildigi gézlemlenmistir( Buchele
ve dig.2003).

Onerdigimiz c¢alismamizda B.serratann AKBA (acetyl-11-keto-p-bosvelik asit)
formunun kullanilmasin 6ngoriilmesi arasinda anti-kanserojnik, modiilasyonda molekiiler
diizeyde kinazlar, transkripsiyon faktorleri, enzimler, reseptorler, biiyiime faktorleri ve hiicre

proliferasyonu iizerine etkileri nedenleri yer almaktadir.
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Cizim1.11. Boswellia serrata (AKBA)’nin molekiiler hedefleri (N.K Roy et al./cancer
Letters 377 (2016) 74-86)

B.Serrata bagisiklik sistemini diizenleyici etkileri uzun yillardan beri c¢alismalarda
gosterilmektedir. Bagisiklik sistemini baskilamanin yani sira kanser hiicre biiyiimesini
engelleyici ve sitotoksik etkileri rapor edilmis ve kanser karsiti etkileri insanlar tizerinde
gerceklestirilen ¢aligmalarda dogrulanmistir(Hoernlein ve dig.1999). Hiicre biiylimesini

engelleyen etkileri kanser modellerinde gozlemlenmis, Boswellia Serrata ekstrelerinin sigan
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gliyoma biliylimesi ve fare tiimor promosyonunda gosterilmistir(Winking ve dig.
2000).B.Serrata hiicre biiytimesini engelleyici etkisinin yaninda baskalasimi destekleyici

etkiside vardir. Hiicre baskalasimina apoptotik hiicre 6liimii eslik etmistir.

B.Serrata mast hiicresi degraniilasyonunun inhibisyonu (Pungle ve dig.2003) ve sican
peritoneal makrofajlarinda LPS(lipopolisakkarit) ile indiiklenmis NO iiretiminin
baskilanmasi (Pandey, 2005) gibi anafilaksi riskini azaltan etkiler ile ¢ok sayida faydali

bagisiklik sistemini diizenleyici sonucu belgelenmistir.

AKBA molekiiller diizeyde apoptotik islemi diizenlemektedir. Yapilan ¢alismalarda;
AKBA c¢esitli gliyoblastom hiicre dizilerinde(Glaser ve dig.1999), HL-60 hiicrelerinde (Xia
ve dig.2005) ve ¢esitli diger insan 16semi hiicre dizilerinde (K562,U937,MOLT-4,THP-
1,(Hostanska K,2002), CCRF-CRM, NB4,SKNO-1,ML-1 (Xia ve dig.2005) beyin timor
hiicre dizilerinde(LN-18,LN-229) (Hostanska ve dig.2002), karaciger kanseri HepG2
hiicrelerinde(Liu ve dig.2002),kolon kanseri HT-29 (Liu ve dig.2006) prostat kanseri PC-3
hiicrelerinde (Syrovets ve dig.2005), insan fibrosarkoma HT-1080 ve fare melanom B1610
hiicrelerinde(Zhao ve dig.2003) apoptozu indiiklemistir.

Asetil-11-keto-beta-bosvelik asitin (AKBA), insan polimorfoniikleer 16kositler (PMNL)
i¢in hiicre i¢i mobilizasyonda 6nemli olan Ca+2 aktive edereck MAPK sitimiile ettigini
gostermislerdir(Altmann ve dig. 2002,2004). Asetil-11-keto-beta-bosvelik asitin (AKBA)
meningioma hiicrelerinde sitotoksik etkisi iizerine yapilan bir baska calismada, AKBA'nin
hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz-1 ve -2'nin (Erk-1/2) fosforilasyonunu baskiladig

bulunmustur(Buchele ve dig.2003).

Kolon kanserinde HCT-116 hiicrelerinde AKBA tedavisi, siklin D, siklin E, CDK2 ve
CDK4 gibi Siklin bagimli kinazlarda bir azalmaya neden olmustur (Liu ve dig.2006).
AKBA'nin malign fenotip ile iligkili bir transkripsiyon faktorii olan NF-xB'ye olan etkisini
cesitli kanser tiirleri {izerinde gostermis ve monositlerde TNF-‘alfanin LPS ile baglatilan
IKK aktivitesine ve IkappaB kinaz (IKK) lizerindeki dogrudan inhibe edici etkilerine bagh
oldugunu gostermistir. alfaBA ve AKbetaBA ‘nin NF-kappaB'nin inhibisyonunu sagladigini
ve aktive edilmis insan monositlerinde TNFalfa ekspresyonunu indirgedigini

gostermislerdir(T. Syrovets ve dig. 2005) .

Asetil-beta bosvelik asit ve AKBA'nin, kemoterapotik androjenden bagimsiz PC-3
prostat kanseri hiicrelerinde in vitro ve in vivo’da IkappaB kinaz (IKK) aktivitesini

durdurarak, aktiflestirilmis NF-kappaB sinyalini inhibe ederek proliferasyonu azaltmakta ve
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hiicreyi oliime gotiirmektedir(Syrovets ve dig.2005). AKBA; TNF ve kemoterapotik
ajanlarin indiikledigi apoptozu daha ekin hale getirmekte ve TNF ye bagh invazyonu

bastirmaktadir.

AKBA'nin dogrudan NF-kappaB'nin DNA'ya baglanmasini etkilemedigi, ancak TNF'nin
indiikledigi IKK, TkappaBalpha fosforilasyonu, IkappaBalpha ubikitinasyon, IkappaBalpha
degradasyonu, p65 fosforilasyonu ve p65 niikleer translokasyonunun sirali olarak inhibe

ettigi de bilinmektedir(Takada ve dig.2006).

AKBA; NF-kB'nin inhibisyonu ve MCP-1, MCP-3, IL-lalpha, MIP-2, TF VEGF'nin
inhibisyonuyla LPS'ye maruz kalan ApoE - / - farelerinde antiinflamatuar ve anti-aterojenik

etkiler sergilemektedir(Cuaz ve dig.2008).

Pankreas kanseri hiicre dizilerinde, AKBA, NF-kB'nin exspresyonunu inhibe ederek
COX-2, MMP-9, CXCR4, genlerinin baskilanmasina neden olmustur. AKBA ve aspirin
arasindaki APCMin / + farelerde bagirsak adenomatdz polipozisin dnlenmesini kontrol eden
karsilastirmali bir ¢aligma, AKBA'nin adenomat6z poliplerde Wnt / B-katenin yolaginin ve
NF-kB / COX-2 yolaginin modiilasyonu yoluyla daha yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu
ortaya koymustur(Wang ve dig.2014).

Son zamanlarda, boswellia iceren bir ekstre, NF-kB Inhibe ederck ve ardindan VEGF,
TNF-o ve MCP-1 ekspresyonunda azalma gostererek fare karaciger graniilomasini ve
fibrozisini iyilestirdigi bulunmustur(Liu ve dig.2014). AKBA ayn1 zamanda olgun
adipositlerdeki doz ve zamana bagl olarak PPAR-y ve C / EBP-a'nin inhibisyonundan
sorumludur ve sonugta lipoliz olusturur(Liu ve dig.2013). BA'nin yar1 sentetik bir analogu
olan 3-a-Butyryloxy-B-bosvelik asit (BOBA) ile tedavi, kanser hiicresi apoptozunu
indiikledigi ve NF-xkB'nin indirgenmesi ve PARP bdliinme indiiksiyonu ile tlimor

regresyonuna neden oldugu gosterildi(Qurishi ve dig.2013).

STAT-3 transkripsiyon faktdriiniin sinyal transdiiserleri ve aktivatorlerinin aktivasyonu,
insan multiple myeloma (MM) dahil olmak iizere tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi,
proliferasyonu, kemore direnci ve anjiyogeneziyle iligkilidir. Kunnumakkara ve arkadaslari
tarafindan kapsamli bir caligma yapilmistir. Insan MM hiicrelerinde STAT-3'{in temel olarak
aktivasyonunun STAT-3'in defosforilasyonundan sorumlu olan Src homoloji bdlgesi
alanin1 iceren fosfataz 1'in (SHP-1) indiiksiyonu ile AKBA tarafindan inhibe edilebilecegini
ortaya koymustur. Ek olarak, AKBA tarafindan STAT3 aktivasyonunun inhibisyonu, hiicre
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cogalmasi, hayatta kalma ve anjiyogenezde rol oynayan genlerin bastirilmasina neden

olmustur(Kunnumakkara ve dig.2009).

AKBA'nin NF-kB ve STAT'lerin giiglii inhibitorleri olarak islev gériir ve HT-29 kolonu,
SW-620, Colo-205 Hep-2 larenks, DU-145 ve prostat PC-3 de dahil olmak iizere gesitli insan

kanser hiicre dizilerine kars1 genis sitotoksisite etkisi goriilmektedir( Kumar ve dig.2012).

AKBA ‘nin tiirevleri; AKBA, bosvelik asit asetat ve bir propiyoniloksi tiirevi olan 11-
keto-B-boswellik asit (PKBA, 11-keto-B-bosvellik asitin yar1 sentetik bir analogu)
Topoizomeraz I ve II'nin aktivitesini etkilemekte ve boylece farkli kanser hiicre dizilerinde
apoptozun indiiklenmesine yol agar(Chashoo ve dig.2011). Lipooksigenazlar (5-LO)
Aragsidonik asit ve insan 16kosit elastazi (HLE) 'dan l6kotrien sentezinin katalizorliiglinden

sorumludur(H.Safayhi ve dig. 1997).

Karaciger hasaria bagli hepatik stellat hiicrelerin (HSC) mitojenik tepkisini tesvik eden
sinyaller, plateletderif biliylime faktorii (PDGF) ile baglandiginda trombositik biiyiime
faktorii reseptoriiniin (PDGFR) dimerizasyonu ve oto-transfosforilasyonu ile aktive edildigi
iyi bilinmektedir ve Boylece hepatik fibroz gelisimine katkida bulunur. BA, daha sonra
PDGFR-B'nin  defosforilasyonu ve PDGF uyarimindan sonra PDGFb bagimh
sinyalizasyonun inhibe ederek bdylece HSC'ler lizerinde bir antiproliferatif etki meydana
getirmektedir( Tibaldi ve dig.2014).

Prostat kanserinde, AKBA, androjen reseptorii (AR), 6liim reseptor 5 (DRS) ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktori reseptor 2 (VEGFR2) iceren farkli reseptorleri hedef alir ve
prostat kanseri hiicrelerinin apoptoz yoluyla ¢ogalmasini inhibe eder. VEGFR2 baskilayarak

anjiyogenezin indiiksiyonu ve bastirilmasi saglar (Pang ve dig.2009).

Kolorektal kanser (CRC) en sik goriilen kanserlerden biridir. HT-29 insan kolon kanseri
hiicrelerinde, Boswellia serrata'nin (B. serrata) kanser karsit1 aktivitesi vardir. B. serrata ile
tedavi edilen HT-29da anlamli  kontrol grubuna oranla anlamli  fark

goriilmiistiir(Ranjbarnejad ve dig.2017).
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2. AMAC

Bu c¢alismada, boswellia serrata’dan elde edilen asetil-11-keto-beta-bosvelik asitin
(AKBA) formu ile in vitro kosullarda kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile ortak
kiiltire edilen anaplastik tiroid kanser hiicreleri {izerinde birlikte gosterecekleri tedavi edici
etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. indirekt kurulan ko kiiltiir sistemi ve sonrasinda
yapilan testler sayesinde bu tez ¢alismasinda mezenkimal kok hiicrelerin boswellia serrata
ile birlikte anaplastik tiroid kanserine karsi gosterecekleri kanser karsiti ve sitoprotektif
etkilerinin incelenmesi amacglanmaktadir. AKBA’nin kanser hiicrelerinin apoptozunu

saglarken Mezenkimal kok hiicrelerininde destekleyicisi olmas1 beklenmektedir.

Giliniimiizde kanser tedavilerinde kullanilan yontem kemoterapi ve radyoterapidir.
Kematorepi ve radyoterapiden basarili sonuglar elde edilse de hastanin tedavi sirasinda
yasam kalitesi diigmektedir. Kanser hiicrelerini 6liime gétiirlirken kanserle savasmaya hazir
olan saglikl hiicrelerinde &liimiine sebep olmaktadir. Ote yandan kanser bir hiicre hastalig
oldugundan hiicresel temelli tedaviler umut verici olmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin
hedef bulma 6zelligi ve hasarli dokuya olan migrasyonu kanser hastaliginda hiicresel temelli
tedavilerde heyecan yaratmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin tek basina kanser
hiicrelerine kars1 olan kanser karsit1 etkisinin ve immiin sistem diizenleyicisi etkisi olan, ayni
zamanda molekiiler diizeyde apoptatik etkisi kanitlanmis olan boswellia serrata ile birlikte

gosterecekleri etki yeni fikirlerin olusumuna yol agmasi ¢alismanin en 6nemli hedefidir.
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3. Yontem

3.1 Hiicreler Ve Kiiltiir Kosullari

Bu calismada kullanilan saglikli insan kemik iligi kaynakli mezenkimal k&k hiicre (iKi-
MKH) ve insan anaplastik tiroid kanser hiicre dizileri( CAL62), ATCC (Biological
Resource Center / Biyolojik Materyal Kaynak Merkezi) hiicre koleksiyonundan elde

edilmistir.

3.1.1 insan Anaplastik Tiroid Kanseri Hiicre Dizisinin Cogaltim

Bu hiicreler; FBS %10(Fetal bovine serum), Penisilin-streptomisin %1 igeren RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute medium) besi ortaminda kiiltiire edildi. Hiicreler %5 CO2
iceren 37°C’lik ortamda inkiibe edilerek 3 giinde bir besi ortami degistirildi. Hiicreler
literatlir dogrultusunda %70-80 konfluent olunca pasaj islemi gergeklestirilmek {izere
tripsin-EDTA (%0,25) ile kiiltiir kabindan kaldirilip yeni kiiltiir kaplarina uygun yogunlukta
ekildi.

3.1.2 insan Kemik iligi Kaynakh MKH (iki-MKH) Hiicre Dizisi Cogaltimi

Insan kemik iligi kaynakli MKH (iKI-MKH) hiicre dizisinin kiiltiirii i¢in FBS%10(Fetal
bovine serum), Penisilin-streptomisin %1, 10 mM FGF-b, 200 mM L-glutamin igeren L-
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) besi ortaminda kiiltiire edildi. Giinliik
mikroskop incelemeleri ile 3 giinde bir besiyeri degistirildi. Hiicreler %70-80 konfluent
olunca pasaj islemini gerceklestirmek iizere tripsin-EDTA (%0,25) ile kiiltir kabindan
kaldirilip yeni kiiltiir kaplarina uygun yogunlukta ekildi.

3.2 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

(Calismada esas olarak insan anaplastik tiroid kanser hiicreleri(CAL62) iizerinde insan
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin(iKi-MKH) etkisinin incelenmesi
(¢izelge3.1, grup3),insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri {izerinde mezenkimal kok
hiicrelerin AKBA (Cizelge3.1 grup 7) ile birlikte etkilerinin incelenmesi ve insan anaplastik
tiroid kanseri hiicrelerin sadece AKBA (cizelge3.1 grup 5) ile olan etkilesimlerinin

incelenmesi hedeflenmistir. Ayn1 zamanda insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
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hiicrelerin AKBA (Cizelge3.1, grup 6) ile etkilesime bakilmistir. ko kiiltiir kurularak insan
kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicrelerin iizerinde insan anaplastik tiroid kanser
hiicrelerinin etkisin bakilmistir(Cizelge3.1, grup 4). insan Kemik Iligi Kaynakli Mezenkimal
K&k Hiicrelerinin iizerinde Insan Anaplastik Tiroid Kanser Hiicrelerinin AKBA ile birlikte
etkisine bakilmistir (Cizelge3.1, grup 8). Deney gruplarina ek olarak insan anaplastik tiroid
kanseri hiicreleri (Cizelge3.1, grup 1) ve insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicre
(Cizelge3.1, grup 2) kontrol gruplar1 kurulmustur. Hiicreler arasi oran insan kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri arasi oran iKI-

MKH / CAL62 1:1 ve iKi-MKH / CAL62 1:3 olarak yapilmustir.

Cizelge 3.1 Deney gruplarinin belirlenmesi

DENEY
GRUPLARI EKiM YAPILAN HUCRELER BESI ORTAMI
GRUP 1 Insan Anaplastik Tiroid Kanser Hiicreleri (CAL62) RPMI 1640
GRUP 2 nsan Kemik ligi Kaynakli Mezenkimal K&k
Hiicreleri
Insan Anaplastik Tiroid Kanser Hiicreleri Ile Insan
GRUP 3 Kemik Tligi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreleri RPMI 1640
insan Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok
GRUP 4 Hiicreleri ile fnsan Anaplastik Tiroid Kanser
Hiicreleri
GRUP 5 Insan Anaplastik Tiroid Kanser Hiicreleri (CAL62)
ile AKBA RPMI 1640
GRUP6 insan Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok
Hiicreleri ile AKBA
Insan Anaplastik Tiroid Kanser Hiicreleri le Insan
GRUP7 Kemik Tligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreleri RPMI 1640
+AKBA
nsan Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok
GRUP8 Hiicreleri ile Insan Anaplastik Tiroid Kanser RPMI 1640
Hiicreleri + AKBA
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3.3 Asetil-11-Keto-Beta-Bosvelik Asitin (AKBA) Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Asetil-11-Keto-Beta-Bosvelik Asit (AKBA) maddesi Santa Cruz’dan (SC-221208) temin
edilmistir. Literatiirler dogrultusunda AKBA nin insan anaplastik kanser hiicreleri tizerinde
letal dozunun belirlenmesi amaciyla 1.25uM,2.5uM, 5uM, 10uM, 20uM, 40uM, 60uM,
80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlar1 i¢in optimizasyon deneyleri gerceklestirildi.
C32H4805 molekiiler formiile sahip olan AKBA 512,7205 gr/molariteye sahiptir. Stok
halinde gelen 5mg AKBA DMSO igerisinde ¢oziilerek iizerine distile su eklenerek alikotlara
boliinmiistiir. Konsantrasyonu belirlemek amacityla AKBA’nin insan kemik iligi kaynakli
Mezenkimal kok hiicreler i¢in toksik olmayan, insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri

icinde letal dozunun belirlenmesi amaciyla WST ve Annexin Pl testleri gerceklestirildi.

3.3.1 WST Testi

Hiicre proliferasyonunu saptamak amaciyla 1.25uM, 2.5uM, S5uM, 10uM, 20uM, 40uM,
60uM, 80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlari i¢in insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri
ve insan kemik iligi kaynaklt mezenkimal kok hiicreler her bir oran 3 tekrar olacak sekilde
kiiltir kaplarina ekilerek 1,4 ve 7 giin sonunda WST(Water soluble tetrazolium-1) testi
gergeklestirildi. 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bilyiitiilen hiicreler, WST-1 deneyi
gergeklestirmek igin kiiltiir ortamindan tamamen uzaklastirilip %10 WST-1 reaktifi ile 4 saat
karanlikta inkiibe edildi. Bu inkiibasyon siiresinden sonra, 96 kuyucuklu kiiltiir kabi

spektrofotometre (ELISA okuyucu)de 460nM o6l¢iimii gergeklestirildi.

3.3.2 Annexin Pl Testi

Hiicrede apoptozu saptamak amaciyla 1.25uM, 2.5uM, 5uM, 10uM, 20uM, 40uM,
60uM, 80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlari i¢in insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri
ve insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler her bir oran 3 tekrar olacak sekilde
kiiltir kaplarina ekilerek 1,4 ve 7 giin sonunda AnnexinV-PI kiti (BD Biosciences) testi
gerceklestirildi. Hiicreler enzimatik olarak kaldirilip; 15 ml’lik steril falkon tiipte toplanip,
2 kez soguk PBS ile yikandiktan sonra 1X binding buffer ile sayis1 1x10° ml olacak sekilde
stispanse edildi. Akabinde 5 pl Annexin V, 5 pl PI eklenerek ve oda 1sisinda karanlikta 15

dakika inkiibe edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akim sitometri
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cihazinda okutularak BD Cell QuestTM programi kullanilarak apoptotik hiicre analizi

gerceklestirilmistir.

Bu sekilde deney sonrasi canli, erken-geg¢ apoptotik ve 6lii hiicre oranlar1 sayisal olarak

belirlenip uygun doz belirlenmistir.

3.4 Akim Sitometrik Analiz

Insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicrelerin ve insan anaplastik tiroid kanseri
hiicrelerinin morfolojilerini incelemek amaciyla hiicre kiiltiirii esnasinda Olympus IX71
mikroskobunda gdzlemlenmistir. iKI-MKH kok hiicre zelligini tasidigii ve CAL62

hiicrelerinin karakterterizasyonlarinin gosterilmesi amaciyla gesitli testler yapilmstir.

3.4.1 1insan Anaplastik Tiroid Kanseri Hiicrelerinin Akim Sitometrik Analizi

Insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin karakterizasyon analizi icin pasaj 3'e
gelindiginde hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirdi. 4x10° CAL62 PBS icinde
homojenize edildi. Belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel, fluoresan izotiyosiyonat
(FITC)- ve fikoeritrin (PE) konjuge monoklonal antikorlar (CD18, CD24, CD31, CD34,
CD38, CD44, CD133, CD166, CD309, CD324, CD325, CD338, Ki-67, PCNA) ve uygun
izotip kontrollerinden 10ul eklenerek oda 1sisinda ,karanlikta 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu eklenip santrifiij edilerek (5dk. 1800 rpm) 400ul
hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu BD FACS
Calibur cihazinda okutularak ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile

gerceklestirildi.
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Cizelge3.2. CALG62 hiicrelerinin pozitif ve negatif belirtecleri

BELIRTEC POZITIF/NEGATIF
CD18 +
CD24
CD31
CD38
CD44 +

CD133
CD166 +
CD309
CD324 +
CD325
CD338
Ki-67 +
PCNA +

3.4.2 Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok hiicrelerin Akim Sitometrik Analizi

Insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicreler karakterizasyon analizi icin Pasaj 3’e
gelindigin de hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirildi. 4x10° iKi-MKH PBS icinde
homojenize edildi. Belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel, fluoresan izotiyosiyonat
(FITC)- ve fikoeritrin (PE) konjuge monoklonal antikorlar CD13,CD15, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105 ve HLA A,B,C CD14, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR igin uygun
izotip kontrollerinden 10ul eklenerek oda isisinda, karanlikta 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu eklenip santrifiij edilerek (5dk. 1800 rpm) 400ul
hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu BD FACS
Calibur cihazinda okutularak ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile

gerceklestirildi.
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Cizelge3.3. insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometride pozitif
/ negatif belirtecleri

BELIRTEC POZITIF/NEGATIF
CD13 +
CD14
CD15
CD29 +
CD34
CD44 +
CD45
HLABC
CD73
CD90
CD105
CD117
HLA-DR

+ o+ o+

+

3.5 Insan Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlastirma
Analizi

Insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicrelerin kok hiicre karakterinde oldugunu
gostermek i¢in in-vitro ortamda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik yonde farklilastirma

analizleri gergeklestirilmistir.

3.5.1 Adipojenik Farkhlastirma

Kiiltiir kabma 3000 adet/cm? hiicre olacak sekilde ekilen iKi-MKH’leri i¢inde %10 FBS,
0,5 mM isobutyl-methylxanthine, 10-6 M dexamethasone, 10 pg/ml insulin, 200 uM
indomethacin ve 1% penisilin-streptomisin bulunan MEM Kkiiltir medyumunda dort hafta
stireyle kiiltiire edilmistir. Kiiltlir sonras1 hiicre i¢i biriken yag olusumlari, Oil Red O
histolojik boyamasi1 yapilarak pozitifligi mikroskobik incelemelerle gosterilmistir. Hiicreler
%4 paraformaldehit (PFA) (Merck) ile 15 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Oncelikle PBS
sonrasinda distile su ile yikamasi gerceklestirilen hiicreler %60 2-propanol (Sigma-Aldrich)
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ile 5 dk oda 1sisinda bekletilerek fiksasyon islemi tamamlanmistir. Oil Red O (Sigma-
Aldrich) isopropanol ile 0,3gr/100 ml olacak sekilde soliisyon hazirlanmistir. Soliisyon 1
saat 37 C° inkiibe edilmistir. Boyamasi gerceklestirilen iKi-MKH’lerinin hiicre i¢i lipidler
Olympus 1X71 mikroskobunda gosterilmistir.

3.5.2 Osteojenik Farkhlagtirma

Kiiltiir kabinin 3000 adet/cm? hiicre olacak sekilde ekilen iKi- MKH’leri; 100 nM
dexamethasone, 0.05 pM ascorbate-2phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, %1 penisilin-
streptomisin ve %10 FBS iceren MEM kiiltiir medyumunda 4 hafta boyunca kiiltiire edildi.
4 hafta sonunda Alizarin Red-S (Fluka) ile histolojik boyamasi yapilmistir. Hiicreler %70’lik
alkol ile 5 dk oda 1s1sinda fikse edilmistir. %2°lik 4,0-4,3 pH degeri aralifinda hazirlanan
Alizarin Red-S (Fluka) ile boyandi. Histolojik boyamanin pozitifligi mikroskobik
incelemelerle hiicre i¢i kalsiyum nodiilleri Olympus 1X71 mikroskobunda gosterildi.

3.6 Hiicrelerin Ortak Kiiltiirii ve Etkilesimlerinin incelenmesi

Hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla indirekt ko kiiltiir
sistemi kullanilmistir. Hiicreler deney gruplarina bagl kalinarak her grup ii¢ tekrar olacak
sekilde 1:1 ve 1:3 oraninda 7 giin boyunca %5 CO: igeren 37°C’lik ortamda birbirleriyle
direk temas etmeden ayni1 besiyeri ortaminda 6 well kiiltiir kaplarinda insertler araciligiyla
ortak kiiltiire alindilar. 7 giin boyunca hiicreler Olympus IX71 mikroskobunda gézlemlendi.
1,4 ve 7. giin sonunda hiicrelerin canliligi, ¢ogalimi, apoptozu ve gen ekspresyonlarindaki

degisimleri karsilagtirtlmigtir.
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Cizelge3.4. Hiicrelerin ko-kiiltiir sistemi plani

1 2 3
A . . . AL62 +AKBA|[CAL62 +AKBA| [CAL62 +AKBA
. . . i

CALe2 CAL62 IKi-MKH iKI-MKH iKI-MKH
iKI-MKH iKi-MKH CALE2 CALE2 CALB2
CALG2 CALG2 iKi-MKH IKi-MKH iKi-MKH
iKi-MKH iKi-MKH CALG2 CALB2 CAL62
+AKBA +AKBA +AKBA +AKBA +AKBA

Yukaridaki ¢izelgede yer alan plan 1,4 ve 7.glin olmak iizere , Annexin V-PI kapasite

CAL62

iKI-MKH

CALG2

iKi-MKH
+AKBA

IDARNE
o
OO .
Epep:

tayini, Hiicre Canliligi ve Gen Ekspresyonlarindaki Degisimlerin Belirlenmesi — Real Time
PCR deneylerinin her biri i¢in ayrica kurulmustur. Ko kiiltiir sistemi sonucunda hiicrelerin

birbirleriyle olan etkilesimleri ve AKBA ile olan etkilesimleri incelenmistir.

3.6.1 Annexin V-PI kapasite tayini

Ortak kiiltiir sonras1 0, 1, 4 ve 7.glinlin sonunda insan anaplastik tiroid kanseri (CAL62)
hiicrelerinde apoptoz diizeylerini saptamak amaciyla AnnexinV-Pl kiti (BD Biosciences)
kullanildi. 7 giin boyunca %5 CO: igeren 37°C’lik inkiibatérde muhafaza edilen hiicreler
enzimatik olarak tiripsinle kaldirilip; 15 ml’lik steril falkon tiipte toplanarak, 2 kez soguk
PBS ile yikandiktan sonra 1X binding buffer ile sayis1 1x10° ml olacak sekilde siispanse
edilmistir. Akabinde 5 pul Annexin V, 5 ul PI eklenerek ve oda 1sisinda karanlikta 15 dakika
inkiibe edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akim sitometri cihazinda
okutularak BD Cell QuestTM programi kullanilarak apoptotik hiizre analizi
gergeklestirilmistir. Bu sekilde deney sonrasi canli, erken-geg apoptotik ve 6lii hiicre oranlari

sayisal olarak belirlenmistir.
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3.6.2 Hiicre Canlhihg:

Ortak kiiltiire alinan hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kaplarina yerlestirilmeden 6nce hiicre
kaplarinin tabakasina hiicre kiiltlirii lamlar1 yerlestirilmistir. Bu lamlarin iizerine ortak
kiiltiire alinan hiicreler ve uygun besi ortamlart konularak 7 giin boyunca %5 CO: igeren
37°C’lik inkiibatorde muhafaza edilmistir. 1, 4 ve 7. giiniin sonunda LIVE/DEAD
Viability/Cytotoxicity Kiti (ThermoFisher Scientific) kullanilarak kit prosediiriine gore
hiicreler calcein ve etidyum bromiir (EtBr) ile boyanarak oda 1sisinda karanlikta 40 dk
inkiibe edildi. Boyamasi ger¢eklesen hiicrelerin floresan mikroskopta hiicre canlilik

oranlarini saptanmustir.

3.6.3 Gen Ekspresyonlarindaki Degisimlerin Belirlenmesi — Real Time PCR

Ortak kiiltiirler sonrasi hiicrelerin gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin saptanabilmesi
icin kanser hiicrelerine yonelik “Cancer PathwayFinder PCR Array (SABioscience)” paneli
kullanilmistir. Oncelikle hiicrelerin RNA ‘lar1, RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation
Kit; Roche, Mannheim, Germany) ile saflastirildi. Izolasyondan sonra RNA konsantrasyonu
spektrofotometre ile Olgiilerek ve lug total RNA olacak sekilde cDNA sentez Kkiti
(Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit; Roche, Mannheim, Germany) ile cDNA
’ya ¢evrilmistir. Hedef genlerin amplifikasyonu SYBR green boyasi ile LightCycler 480-11
(Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) gergek-zamanli kantitatif PCR) cihazinda
gergeklestirilmistir. Hedef gen ve ona uygun secilmis olan referans genler ayni panelde
cogaltildi. PCR kosullari; 95°C’de 10 dakika inkiibasyon, takibinde 45 dongii 95°C *de 15 s
denatiirasyon, 60°C’de 1 dak baglanma ve uzama seklinde uygulandi. Sonuclar Light Cycler
yazilimiyla (version 4) Cp degerlerinin hesaplanmasiyla analiz gerceklestirilmistir.

Cizelge3.5. Cancer PathwayFinder PCR Array analizinde 96well plate referans ve negatif
genlerin yerlesimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 mn 12
A ACLY ACSLA ADM AMGPTT AMGPTZ APAF] ARNT ATPSAT ALRA BCL2LN BIRC3 EmI1
B CAZ CASPZ CASP7 CASFD CCL2 CCHD2 CCHD3 CDC20 CDH2 CFLAR COH5A CPT2
C DDB2 DDIT3 DKC1 DsP E2F4 EFPC ERCC3 ERCCS ETS2 FASLG FGF2 ATl
D FOXC2 GEPD CADDASG GPD2 G5C HMOXT IGFePa IGFBPS IGFBPT KDR KRT14 LDHA
E LG4 LPL MAPZK1 MAFZK3 MAPKT 4 MCMZ MEKIET MOL3 OCLM PFEL FGF FINXT
F POLB PPP1RTSA SERFIMNB2 SERPINFI 5KF2 SLC2A1 SHAIN SMAIZ SMAIZ 5001 S0K10 STMHNT
G TBX2 TEK TEP1 TERF1 TERF2IP TINF2 THKS THESZ UQCRF51 VEGFC WEET KIAP
H ACTB B2M GAFDH HPRT1 RPLFO HGDC RTC RTC RTC PPC FPC FPC
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Cizelge3.6. Cancer PathwayFinder PCR Array analizinde bakilan genlerin listesi (https://
WWW.qiagen.com)

Position UniGene GenBank Symbol Description

AQ1 Hs.387567 NM_001096 ACLY ATP citrate lyase

AD2 Hs.268785 NM_004458 ACSL4 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4

A3 Hs.441047 NM_001124 ADM Adrenomedullin

AD4 Hs.369675 NM_001146 ANGPT1 Angiopoietin 1

ADS Hs.583870 NM_001147 ANGPT2 Angiopoietin 2

ADS Hs.728891 NM_001160 APAF1 Apoptotic peptidase activating factor 1

AO7 Hs.632446 NM_001668 ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

AOB He.298280 NM 004046 ATPSAT ATP synthase, H+ transporting, mifthondrial F1 complex, alpha subunit 1,
bR cardiac muscle

AD9 Hs.250822 NM_003600 AURKA Aurora kinase A

Al0 Hs. 469658 NM_006538 BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

All Hs. 127799 NM_001165 BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3

Al2 Hs.380403 NM_005180 BMI BMIT polycomb ring finger oncogene

BO1 Hs.63287 NM_001216 CAZ9 Carbonic anhydrase X

BO2 Hs.368982 NM_032982 CASP2 Caspase 2, opopiosis-related cysteine peptidase

BO3 Hs.9216 NM_001227 CASP7 Caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase

BO4 Hs.329502 NM_001229 CASP? Caspase 9, opoptosis-related cysteine peptidase

BOS Hs.303649 NM_002982 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2

B06 Hs.376071 NM_001759 CCND2 Cyclin D2

BO7 Hs.534307 NM_001760 CCND3 Cyclin D3

B08 Hs.524947 NM_001255 CDC20 Cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)

BO9 Hs.464829 NM_001792 CDH2 Cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal)

B10 Hs.390736 NM_003879 CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

B11 Hs.401903 NM_004255 COX5A Cytochrome c oxidase subunit Va

B12 Hs.705379 NM_000098 CPT2 Camitine palmitoyltransferase 2

Co1 Hs.700338 NM_000107 DDB2 Damage-specific DNA binding protein 2, 48kDa

co2 Hs.728989 NM_004083 DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3

Co3 Hs.4747 NM_001363 DKC1 Dyskeratosis congenita 1, dyskerin

co4 Hs.519873 NM_004415 DsP Desmoplakin

C05 Hs.108371 NM_001950 E2F4 E2F transcripfion factor 4, p107/p130-binding

C06 Hs.2303 NM_000799 EPO Erythropoietin

co7 He 469872 NM 000122 ERCC3 Excision repair cross-complemerfﬁ’ng rodent repair deficiency, com‘plementuﬁon
= group 3 [xeroderma pigmentosum group B complementing)

cos He.258429 NM 000123 ERCCS Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation
= group 5

C09 Hs.644231 NM_005239 ETS2 V-Ets enythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian)

C10 Hs.2007 NM_000639 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

C1 Hs.284244 NM_002006 FGF2 Fibroblast growth factor 2 {basic)

c12 He 654360 NM 002019 am Fms-related tyrosine kinase 1 (v<.:-scu|cr endothelial growth factor/vascular
e permeability factor receptor)

D01 Hs.436448 NM_005251 FOXC2 Forkhead box C2 (MFH-1, mesenchyme forkhead 1)

D02 Hs. 461047 NM_000402 G6PD Glucose-6-phosphate dehydrogenase

D03 Hs.9701 NM_006705 GADDA45G Growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma

D04 Hs.512382 NM_000408 GPD2 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 (mitochondrial)

D05 Hs.440438 NM_173849 GSC Goosecoid homeobox
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Posifion UniGene GenBank Symbol Descripfion
D0& Hs.517581 NMm_002133 HMOX1 Heme oxygenaze (decycling) 1
DO7 Hz.450230 NM_000598 IGFBP3 Inzulin-hike growth foctor binding protein 3
Do8 Hz.607212 NM_000599 IGFBPS Inzulin-like growth foctor binding protein 5
DO¢ H:.479808 NM_001553 IGFBP7 Inzulin-like growth foctor binding protein 7
D10 Hz.479756 NM_002253 KDR Kinaze inzert domain receptor (a #fype Il ptor fyrozine kinoze)
bn Hz.654380 NM_000526 KRT14 Keratin 14
D12 Hs.2795 NM_005566 LDHA Lactote dehydrogenaze A
EO1 Hz.166091 NM_002312 LG4 Ligaze [V, DNA, ATP-depandant
E02 H:.180878 Nm_000237 LPL Lipoprotein lipaze
EO3 Hz.145442 NM_002755 MAP2K1 Milogen-achivated protein kinaze kinaze 1
E04 H:z.514012 NM_002756 MAP2K3 Mitogen-activated protein kinoze kinaze 3
EOS H:.485233 NM_001315 MAPK14 Mitogen-activated protein kinaze 14
EQ0S H:.477481 NM_004526 MCM2 Minichromozome mainienance complex component 2
EQ7 H:.689823 NM_002417 MKI67 Antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
E08 Hs.513467 NM_0039446 NOL3 Nucleolar protein 3 {apopiosiz represzor wath CARD domain)
E09 Hz.592605 Nm_002538 OCLN Occludin
E10 H=.255093 NM_002626 PFKL Phosphofruciolanaze, liver
El Hz.252820 NM_002632 PGF Placental growth factor
E12 Hz.4909097 NM_017884 PINXT FIN2/TERF1 inferaciing, felomeraze inhibitor 1
FO1 Hz.654484 NM_002490 POLB Polymeraze (DNA direcied), beto
FO2 H:.631593 NM_014330 PPP1R15A Profein phosphatoze 1, regulatory {inhibior) zubunit 15A
FO3 Hz.504481 NM_002575 SERPINB2 Serpin pepiidaze inhibitor, clode B [ovalbumin), member 2
£04 H:.532768 NM 002415 SERPINET Serpin pephdaze inhibdor, d.ﬂde F {alpho-2 antiplazmin, pigment epihelivm
o denved factor), member 1
FO5 H:.23348 NM_005983 SKP2 S-phaze kinaze-azzociated protein 2 (p45)
FO& Hs.473721 NM_0046516 SLC2A1 Solute carrier family 2 {focilitated glucose transporter), member 1
FO7 Hz.48029 NM_005985 SNAIT Snail homolog 1 (Drozophila)
FO8 Hz.360174 NM_003068 SNAI2 Snail homolog 2 (Drozophila)
FO9 Hz.253790 NM_178310 SNAI3 Snail homolog 3 (Drozophila)
F10 H:.443914 NM_000454 SOD1 Superoxide dizmutaze 1, zoluble
F11 H:.376984 NM_006941 SOX10 SRY (zex determining region Y}-box 10
F12 Hz.209983 NM_005563 STMN1 Stathmin 1
GOl H=.531085 NM_005994 TBX2 T-box 2
G02 H:.89440 NMm_000459 TEK TEK #yrozine kinaze, endothelial
G03 Hz.508835 NM_007110 TEP1 Telomeraze-ozzoaated protein 1
Go4 H=.442707 Nm_017489 TERF1 Telomeric repeat binding factor (NIMA-interaciing) 1
GOS H:.301419 NM_018975 TERF2IP Telomeric repeat binding foctor 2, inferaciing profein
G0é H:.496191 NM_012461 TINF2 TERF1 (TRF1)-interaching nuclear factor 2
Go7 H:=.370267 NM_003747 TNKS Tankyraze, TRF1-interachng ankyrin-related ADP-nboze polymeraze
Go8 Hs=.329327 NM_025235 TNKS2 Tankyraze, TRF1 -interacting ankynin-related ADP-niboze polymeraze 2
G09 Hz.170107 Nm_006003 UQCRFS1 Ubiquinol-cylochrome ¢ reduciaze, Riezke iron-zulfur polypeptide 1
G10 H:.435215 NM_005429 VEGFC Vazcular endothelial growth facior C
Gn Hz.249441 NM_0033%0 WEE1 WEET homolog (5. pombe)
G12 Hz.356076 NM_001167 XIAP X-linked inhibitor of apopioziz
HO1 Hs.520640 NM_001101 ACTB Actin, beta
HO2 Hz.534255 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin
HO3 Hz.592355 NM_002044 GAPDH Glyceraldehyde-3-phozphate dehydrogenaze
HO4 H:.412707 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phozphonbosyifranzferaze 1
HO5 Hs.546285 Nm_001002 RPLPO Ribozomal protein, large, PO
HOé /A S5A_00105 HGDC Human Genomic DNA Condamination
HO7 N/A SA_00104 RTC Reverze Tranzcrniption Condrol
Ho8 N/A SA_00104 RTC Reverze Tranzenption Control
H09 N/A SA_00104 RTC Reverze Tranzcrniption Control
H10 N/A SA_00103 PPC Pozitive PCR Control
H11 N/A SA_00103 FPC Pozitive PCR Conirol
Hi12 N/A SA_00103 FPC Pozitive PCR Conirol
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Cizelge3.7. Cancer PathwayFinder PCR Array analizinde genlerin hedef etkileri(https://
www.giagen.com)

Angiogenesis
ANGPT1, ANGPT2, CCL2 (MCP-1), FGF2 (BFGF), FLT1 (VEGFR1), KDR (VEGFR3), PGF, SERPINF1,
TEK (TIE-2, TIE2), VEGFC.

Apoptosis
APAF1, BCL2L11, BIRC3 (c-IAP2), CASP2, CASP7, CASP9, CFLAR (Casper), FASLG (TNFSF6), NOL3,
XIAP (BIRCA4).

Cell Cycle
AURKA, CCND2, CCND3, CDC20, E2F4, MCM2, MKI67, SKP2, STMN1, WEE1.

Cellular Senescence
BMI1 (PCGF4), ETS2, IGFBP3, IGFBPS, IGFBP7, MAP2K1 (MEK1), MAP2K3 (MEK3), MAPK14
(p38ALPHA), SERPINB2 (PAI-2), SOD1, TBX2.

DNA Damage & Repair
DDB2, DDIT3 (GADD153, CHOP), ERCC3 (XPB), ERCCS5, GADD45G, LIG4, POLB, PPP1R15A
(GADD34).

Epithelial-to-Mesenchymal Transition (EMT)
CDH2 (N-Cadherin), DSP, FOXC2, GSC, KRT14, OCLN, SNAI1 (SNAIL), SNAI2, SNAI3, SOX10.

Hypoxia Signaling
ADM, ARNT, CA9, EPO, HMOX1, LDHA, SLC2A1.

Metabolism
ACLY, ACSL4, ATP5A1, COX5A, CPT2, G6PD, GPD2, LPL, PFKL, UQCRFS1.

Telomeres & Telomerase
DKC1, PINX1, TEP1, TERF1, TERF2IP, TINF2, TNKS (TIN1), TNKS2.

3.6.4 Real Time PCR

RNA izolasyon kiti (ROCHE) kullanirak CAL62 hiicrelerinden total RNA izole edildi.
RNA konsantrasyonu spektrofotometre ile 6l¢iilerek ve 1ug total RNA olacak sekilde cDNA
sentez kiti ile komplementer DNA ya ¢evrildi. IL6 ve BCL2 Genlerine uygun sekilde
tasarlanan primerlerle PCR reaksiyonu kuruldu. PCR master ¢ozeltisi (ROCHE)
icerisindeki SYBR green ile ¢ogalan genlerin miktar1 Real- Time PCR &lgiimleri ile
belirlendi.
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3.6.5 Akim Sitometrik Analiz

Ortak hiicre kiiltiiriin 0, 1, 4 ve 7.giin sonunda insan anaplastik tiroid kanseri (CAL62)
hiicreleri i¢in; CD18 , CD24, CD31, CD34, CD38, CD44, CD133, CD166, CD309, CD324,
CD325, CD338, Ki-67, PCNA ve insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicreleri (iKI-
MKH) i¢in CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve HLA-ABC CD14, CD34, CD45,
CD117 ve HLA-DR olasi degisikliklerin tayini i¢in uygun izotip kontrollerinden 10ul
eklenerek oda 1sisinda, karanlikta 45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi yikama
soliisyonu eklenip santrifiij edilerek (5dk. 1800 rpm) 400ul hiicre yikama soliisyonu ile
resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre stispansiyonu BD FACS Calibur cihazinda okutularak

ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile gergeklestirildi.

Cizelge3.8. Ortak kiiltiir sonras1 CAL 62 ve iKI-MKH pozitif ve negatif belirtecleri
BELIRTEC IKI-MKH CALG62
CD13 +
CD14
CD15 -
CD18 +
CD24
CD29 +
CD31 +
CD34
CD38
CD44 + +
CD45 -
CD73 +
CD90 +
CD105 +
CD117 =
CD133
CD166 +
CD309
CD324 +
CD325
CD338
Ki-67 +
HLA-ABC +
HLA-DR

PCNA +
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3.7 Istatiksel Analiz

Sonuglarn istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programu ile yapildi.
Veriler eGli t-testi ve ¢oklu analizler icin Newman—Keuls metodu ile test edildiler. Her
deneyen az li¢ kez tekrar edildi. Deney ve kontrol gruplar1 arasindaki fark p<0,05 oldugunda

anlamli ve p<0,01 oldugunda ileri derece anlamli olarak ifade edildi.
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4 BULGULAR

4.1 insan Anaplastik Tiroid Kanseri Hiicre Dizisinin Cogaltim

-150 C’de dondurularak saklanan ATCC (Biological Resource Center / Biyolojik
Materyal Kaynak Merkezi) hiicre koleksiyonundan elde edilen insan anaplastik tiroid
kanseri hiicreleri 37 C° su banyosunda ¢oziildiikten sonra FBS %10(Fetal bovine serum),
Penisilin-streptomisin %1 igeren RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium)
besi ortaminda ¢ogaltildi. Hiicreler %5 CO: igeren 37°C’lik ortamda inkiibe edilerek 3
giinde bir besi ortami degistirildi. Kiiltir kabinda % 70-80 yogunluga ulastiklarinda
pasajlama iglemi tripsin kullanilarak yapildi. Hiicrelerin morfolojileri Olympus IX71

mikroskonunda gozlemlendi (Cizim4.1).

Cizimd4.1. insan anaplastik tiroid kanseri hiicre kiiltiiri. (a-f) 6lgek gubugu: 500um
(a-b), 200pm (c-d) ve 100 um (e-f)
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4.2 Insan Anaplastik Tiroid Kanseri Hiicre Dizisinin Karakterizasyonu

Hiicrelerinin karakterizasyon analizi i¢in pasaj 3'e gelindiginde tripsinizasyon iglemi ile
kaldirdi. Hiicreler tasidiklari yilizey belirteclerine gore karakterize edildi. CD18 , CD24,
CD31, CD34, CD38, CD44, CD133, CD166, CD309, CD324, CD325, CD338, Ki-67,
PCNA hiicre yiizey belirtegleri sirastyla %99,53, %1,03, %0,42, %1,20, %0,87, %99,71,
%0,76, %99,84, %255, %70,59, %6,16, %155 %91,74, %99,82 olarak
bulunmustur(Cizim4.2).

Data002
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! '!'gu;a‘lcpah‘IEE ! 1 humar o PE CoizzPE CrEtaPE
= Data 002 = = E
&
E = 70.59% g 6.16% 4 1.55%
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Cizim4.2. Insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin akim sitometrisi (hiicre sayar) ile
yiizey belirteclerinin belirlenmesi.

Flow sitometrik analiz sonrasinda CD18, CD44, CD166, CD324, Ki67 ve PCNA igin
pozitif CD24, CD31, CD34, CD38, CD133, CD309, CD325 ve CD338 i¢in negatifligi akim
sitometri cihazinda saptanarak insan anaplastik tiroid kanseri hiicre ylizey belirtecleri

gosterildi.

4.3 Insan Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cogaltim

-150 C’de dondurularak saklanan ATCC (Biological Resource Center / Biyolojik Materyal

Kaynak Merkezi) hiicre koleksiyonundan elde edilen insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal
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kok hiicreleri 37 C° su banyosunda ¢oziildiikten sonra FBS %10(Fetal bovine serum),
Penisilin-streptomisin %1 iceren L- DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) besi
ortaminda ¢ogaltildi. Hiicreler %5 CO: igeren 37°C’lik ortamda inkiibe edilerek 3 giinde bir
besi ortam1 degistirildi. Kiiltiir kabinda % 70-80 yogunluga ulastiklarinda pasajlama iglemi
tripsin  kullanilarak yapildi. Hiicrelerin morfolojileri Olympus IX71 mikroskonunda
gozlemlendi (Cizim4.3).

Cizim4.3. Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre kiiltiirii. (a-d) dl¢ek cubugu:
500um (a-b), 200pm (c-d)

4.4 insan Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal K6k Hiicrelerin Karakterizasyonu

Hiicrelerinin karakterizasyon analizi i¢in pasaj 3"e gelindiginde tripsinizasyon iglemi ile
kaldirdi. Tasidiklar1 yiizen belirteclerine, kok hiicre belirteclerine ve farklilagsma yetenegine
gore karakterize edildi. Tasidiklart yiizey belirtegleri CD13, CD15, CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105 ve HLA A,B,C, CD14, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR ekspresyonlarina
bakilarak sirasiyla %92,41, %1,07, %92,03, %98,77, %91,56 %98,60 %36,27 %10,07
%0,84 ,%0,62, %1,37 %0,58, %1,43 olarak bulunmustur(Cizim4.4).
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Cizim4.4. insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin akim sitometrisi (hiicre
sayar) ile ylizey belirteglerinin belirlenmesi.

Flow sitometrik analiz sonrasinda CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve HLA
A,B,C i¢in pozitif ve CD14, CD15, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR ig¢in negatifligi
akim sitometri cihazinda saptanarak insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicrelerin

kok hiicre karaterine sahip oldugu gosterildi.

4.5 Farkhlastirma Analizi

Insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicrelerin kok hiicre &zelliklerinin ortaya
konmasinda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicre hatlarina farklilagabilme

kapasiteleri incelendi.

4.5.1 Adipojenik Farkhilastirma

Insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicreler adipojenik farklilastirma besi
ortamina almarak kok hiicre karakterini tasidigigimi gostermek amaciyla hiicrelerin
morfolojileri Olympus IX71 mikroskonunda incelendi. Dort hafta siiren farklilastirma

sonrasinda hiicrelerin sitoplazmasinda gozlemlenen yag tanecikleri Oil-Red-O ile boyandi.
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Hiicrelerin  basarili  bir sekilde adipojenik farklilagtirmast  gergeklestirilmis  ve

karakterizasyonu tamamlanmistir (Cizim4.5).

Cizim4.5. insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik farklilagtirma in
vitro goriintiileri (a-f) Adipojenik farkllastirma hiicrelerin sitoplazmasinda olusan yag
taneciklerinin in vitro gériintiisii (a-c) Hiicrelerin Oil-Red-O boyamasi ile yag taneciklerinin
boyanmasi (d-1) 6l¢iim gubugu; 100um (a-b), 200 um (c) 100um (d-1)

4.5.2 Osteojenik Farkhlastirma

Osteojenik farklilagtirma ile hiicrelerin Mezenkimal kok hiicre karakteri tasidigi
gosterildi. Hiicrelerin morfolojileri Olympus 1X71 mikroskonunda 4 hafta boyunca
incelendi. Olusan kalsiyum nodiilleri Alizerin Red-S ile boyandi. Pozitif boyama ile insan
kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik hiicre hatlarina farklilagabilme
kapasitesine sahip oldugu gosterildi(Cizim4.6).
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Cizim4.6. insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilastirma
in vitro goriintiileri (a-d ) Osteojenik farkllagtirma sonrasinda olusan kalsiyum
nodiillerinin in vitro goriintiisti (a-b) Hiicrelerin Alizerin Red-S boyamasi ile kalsiyum
nodiillerinin boyanmasi (c-d ) 6l¢iim ¢ubugu; 100um (a-b), 200um (c-d)

4.6 Asetil-11-Keto-Beta-Bosvelik Asitin (AKBA) Konsantrasyonunun Belirlenmesi

AKBA’nin insan anaplastik kanser hiicreleri iizerinde letal dozunun belirlenmesi ve insan
kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicreler i¢in toksik olmayan dozu belirlemek amaciyla
1.25uM, 2.5uM, S5uM, 10uM, 20uM, 40uM, 60uM, 80uM, 100uM AKBA
konsantrasyonlar1 denenerek WST ve annexin PI testleri gergeklestirildi. Yapilan testler
sonucunda literatiir dogrultusunda konsantrasyon 80uM olarak belirlendi. Tez ¢aligmasi

boyunca tiim deneylerde AKBA konsantrasyonu 80uM olacak sekilde kullanildi.

4.6.1 WST testi

Insan anaplastik tiroid kanseri(CAL62) ve insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok
hiicrelerde(IKI-MKH) AKBA konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla WST testi
gergeklestirildi. WST testi sonrasinda 1.25uM, 2,5uM, S5uM, 10uM, 20uM, 40uM, 60uM,
80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlarinda hiicrelerin canlilik oranlar1 saptandi. CAL62 ve
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IKI-MKH’leri igin 1,4 ve 7.giinlere bakilarak WST testi analiz sonuglarina gére 80 pM
AKBA konsantrasyonu belirlendi.

A CAL62 1.gln B CAL 62 4.Glin

Owm 125m 25pm 5pm  10pm  20um 40um  60um  80pm  100um

Oum 125um 2,5pum S5pm  10um 20um  40um 60um  8Oum 100pum

C Cal62 7.Gin

pm 1,25um 2,5pm 5um  10um  20um  40um  60um  80um 100um

Cizim4.7 Insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin 1.25uM, 2,5uM, 5uM, 10uM, 20pM,
40uM, 60uM, 80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlarinda WST testi grafik analizi (a-c)
CALG62 1.giinWST degerlerinin grafik gorintisii (@) CAL62 4.giin WST degerlerinin grafik
goriintiisii (b) CAL62 7.giin WST degerlerinin grafik goriintiisii (C)

A
0 pm 1,25um 2,5 um S5um 10um 20pm 40pm 60pum 80um 100um BLANK
0,2 0,09 0,119 0,214 0,126 0,104 0,388 0,119 0,381 0,208 0,012

0,255 0,143 0,097 0,087 0,298 0,187 0,383 0,022 0,222 0,17 '-0,004
0,213 0,134 0,07 0,345 0,181 0,341 0,216 0,073 0,096 0,076 '—0,001
0,084 0,062 0,034 0,113 0,189 0,165 0,167 0,33 0,083 0,156 '0,007

B

0 pum 1.25pm 2.5 um S5um 10pum 20pm 40pm 60pum 80um 100pm BLANK

0.272 0.385 0.573 0.453 0.609 0.480 0.535 0.634 2.122 0.342 -0.003

0.409 0.383 0.451 0.372 0.568 0.535 1.057 0.741 1.482 1.377 0.012

0.464 0.431 0.450 0.414 0.629 0.736 0.408 3.303 0.561 0.386 -0.008

0.385 0.251 0.554 0.479 0.339 0.435 0.583 2.223 0.809 0.285 -0.001
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C

0 um
0.165
0.221
0.380
0.409

1.25um
0.285
0.403
0.302
0.485

2.5 um
0.396
0.464
0.532
0.348

S5um

0.202
0.456
0.275
0.424

10pum
0.353
0.254
0.579
0.610

20pm
0.453
0.504
0.531
0.022

40um
0.008
0.005
0.028
0.480

60um
0.366
0.421
0.389
0.452

80um
0.422
0.350
0.321
0.388

100pm
0.375
0.459
0.279
0.238

BLANK
-0.004
0.003
-0.000
0.001

Cizim4.8 Insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin 1.25uM, 2,5uM, 5uM, 10uM, 20uM,
40uM, 60uM, 80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlarinda WST testi degerleri (a-c)
CALG62 1.gtinWST degerlerinin sonuglar1 (2) CAL62 4.giin WST degerlerinin sonuglar (b)
CALG62 7.giin WST degerlerinin sonuglari (C)

iKi-MKH 1. Giin

A0uM  B0UM  BOUM

100uM

iKi-MKH 7. gtin

KI-MKH 4.Gln

M 10uM 20uM  40uM

oM 1

250M 25uM  SpM

10uM  20uM  40uM  6OUM  BOpM  100pM

60UM  BOuM 100y

M

Cizim4.19 Insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicrelerinin 1.25uM, 2,5uM, 5uM,
10uM, 20pM, 40puM, 60uM, 80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlarinda WST testi grafik
analizleri (a-c) IKI-MKH 1.giinWST degerlerinin grafik goriintiisii (a) IKI-MKH 4.giin
WST degerlerinin grafik goriintiisii (b) IKI-MKH 7.giin WST degerlerinin grafik goriintiisii

(©)

A
OouM
0.161
0.188
0.142
0.087

ouM
0,075
0,021
0,056
0,061

1.25uM
0.131
0.233
0.216
0.091

1.25uM
0,072
0,08
0,075
0,101

2.5uM
0.133
0.383
0.170
0.260

2.5uM
0,074
0,065
0,079
0,069

5uM

0.120
0.234
0.283
0.278

5uM
0,068
0,089
0,085
0,114

10uM
0.202
0.248
0.214
0.215

10uM
0,068
0,095
0,09
0,094

20uM
0.151
2.170
0.214
0.157

20uM
0,094
0,115
0,099
0,103
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40pM
0.095
0.157
0.207
0.105

40pM
0,088
0,07
0,077
0,101

60uM
0.076
0.259
0.090
0.214

60uM
0,09

0,12
0,099
0,128

80pM
0.133
0.122
0.411
0.254

80pM
0,074
0,099
0,121
0,115

100uM
0.106
0.220
0.055
0.084

100uM
0,102
0,08
0,092
0,142

BLANK
-0.001
0.001
-0.002
0.003

BLANK

”0,008
0,004

"0,001
0,005



C

oum 1.25uM  2.5uM 5uM 10uM 20puM 40uM 60puM 80uM 100pM BLANK
0.056 0.088 0.114 0.161 0.114 0.086 0.117 0.110 0.143 0.140 0.002
0.084 0.140 0.139 0.150 0.065 0.120 0.163 0.119 0.169 0.145 0.006
0.123 0.082 0.174 0.210 0.074 0.054 0.146 0.083 0.150 0.159 -0.006
0.060 0.147 0.137 0.130 0.165 0.087 0.177 0.122 0.127 0.204 -0.003

Cizim4.10 Insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok hiicrelerinin 1.25uM, 2,5uM, 5uM,
10uM, 20uM, 40uM, 60uM, 80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlarinda WST testi
degerleri (a-c) IKi-MKH 1.giinWST degerlerinin sonuglar1 (a) IKI-MKH 4.giin WST
degerlerinin sonuglar1 (b) IKI-MKH 7.giin WST degerlerinin sonuglar1 (c)

WST testi sonucunda CAL62 hiicrelerinde 4 ve 7. Gilinlerde 80 uM konsantrasyon
oraninda canlilikta azalma tespit edildi. IKI-MKH hiicrelerinde ise 4 ve 7. Giinlerde 80 uM

konsantrasyon oraninda canlilikta artis tespit edildi.

4.6.2 Annexin PI Testi

Insan anaplastik tiroid kanseri(CAL62) ve insan kemik iligi kokenli Mezenkimal kok
hiicrelerde(IKi-MKH) AKBA konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla Annexin PI testi
gerceklestirildi. Annexin Pl testi sonucunda 1.25uM, 2,5uM, 5uM, 10uM, 20uM, 40uM,
60uM, 80uM, 100uM AKBA konsantrasyonlarinda canli, 6lii, erken apoptotik ve geg
apoptotik sonuglarina bakilarak yapilan analizlerde her iki hiicre grubu i¢in uygun doz 80ul

olarak belirlendi
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Cizim 4.11 IKI-MKH VE CAL62 AKBA konsantrasyonunun Annexin Pl Testi ile
belirlenmesi (a-f) IKI-MKH 80ul AKBA 1.giin (a) iIKI-MKH 80ul AKBA 4.giin (b) IKi-
MKH 80ul AKBA 7.giin (c) CAL62 80ul AKBA 1.giin (d) CAL62 80ul AKBA 4.giin (€)
CAL62 80pl AKBA 7.giin ()
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Cizim 4.12 1.4 ve 7. Giinlerde IKI-MKH AKBA konsantrasyonunun Annexin Pl testi ile
belirlenmesi(a-b) IKI-MKH hiicrelerinin 100ul AKBA konsantrasyonunda 6lii, canli ve
apoptoz Annexin Pl grafikleri (a) IKI-MKH hiicrelerinin 80ul AKBA konsantrasyonunda
olii, canli ve apoptoz Annexin PI grafikleri (b)

CAL62BOMLAKBA 1G  CAL6280ul AKBA 4G CAL62BOULAKBA 76

CAL6280uLAKBA 1G  CAL6280ul AKBA 4G CAL62 80pL AKBA 7G
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0 1 e—t— _ emmmm 000 e 0tl—— et IS— ey o = ——— |
CAL62 20pL AKBA 16 CAL62 20uL AKBA 4G CAL62 20uL AKBA 7G CAL62 20uL AKBA 1G CAL62 20pL AKBA 4G CAL62 20l AKBA 7G CAL62 20ulL AKBA 1G CAL62 20uL AKBA 4G CAL62 20uL AKBA 7G
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Cizim 4.13 1.4 ve 7. Giinlerde CAL62 AKBA konsantrasyonunun Annexin Pl testi ile
belirlenmesi(a-b) CAL62 hiicrelerinin 20ul AKBA konsantrasyonunda 6lii, canli ve apoptoz
Annexin PI grafikleri (a) CAL62 hiicrelerinin 80ul AKBA konsantrasyonunda olii, canli ve
apoptoz Annexin PI grafikleri (b)

Yapilan Annexin PI testi sonucunda IKi-MKH hiicreleri icin 100ul AKBA

konsantrasyonunun, 80ul AKBA konsantrasyonuna oranla 6liim oraninin ve apoptoz

oranmnin fazla oldugu canlilik oranmin ise diisilk oldugu saptandi.

80ul AKBA

konsantrasyonunda IKI-MKH hiicrelerinin canlilik oranin yiiksek oldugu apoptoz ve 6liim
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oranlarinin ¢ok diisilk olmasi hiicrenin proliferasyonunda olumlu etkisi oldugunu
gostermektedir. CAL 62 hiicrelerinde ise 80 pl oraninda apoptoz oraninin fazla oldugu
gorildii. 20 pl AKBA konsantrasyonunda hiicrelerin 80ul kadar apoptoz oranini

etkilemedigi saptandi.

4.7 Hiicrelerin Ortak Kiiltiirii ve Etkilesimlerinin incelenmesi

Cogaltilan ve karakterizasyon islemleri tamamlanan IKi-MKH ve CAL62 hiicrelerinin
birbirleriyle ve ayn1 zamanda AKBA ile etkilesimlerine bakmak iizere insertler araciligiyla
ortak kiiltiire alindilar. 7 gilin siiren ortak kiiltiir sonrasinda analizler gergeklestirildi.

Hiicrelerin birbiriyle olan etkisi ortaya kondu.

4.7.1 Ortak Kiiltiir Sonras1 Annexin V-Pl Kapasite Tayini
Ortak kiiltiir sonrasinda 1, 4 ve 7.glinlerde 1:1 ve 1:3 oranlarinda hiicrelerin birbirleriyle

etkisine bakilarak ve AKBA’nin hiicrelerin tizerindeki etkisi incelenerek canli, erken-geg

apoptotik ve 6lii hiicre oranlar1 saptandi.

4.7.1.1 Ortak Kiiltiir Sonrasi 1:1 Oraninda CAL62 Hiicrelerinin Annexin V-PI
Kapasite Tayini

‘. % ‘ . A_‘fr 71 v Ly

Cizim4.14. CAL62 1:1 oraninda kontol grubu 1,4 ve 7. giinlerde Annexin V-PI analizi(a-c)
1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (C)
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Cizim4.15 CAL62 1:1 oraninda 80 pul AKBA ile ortak kiiltiir sonras1 1,4 ve 7. giinlerde
Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.gilin (C)
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Cizim4.16 CAL62 1:1 oraninda IKi-MKH ile birlikte ortak kiiltiir sonras1 1,4 ve 7. giinlerde
Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Cizim4.17 CAL62 1:1 oraninda 80 pl AKBA+ IKi-MKH ile birlikte ortak kiiltiir sonras1 1,4
ve 7. giinlerde Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Olii 1:1

OR NWRUON®

Cizim4.18 Ortak kiiltiir sonras1 CAL62 hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda
1,4 ve 7. Glinlerde 1:1 oraninda ko kiiltiir testitinin 6liim grafigi.

Ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda CAL62 hiicrelerinin 80ul
AKBA’l1 olan kiiltiirde 6lim oraninin diger gruplara oranla daha fazla oldugu saptandi.
CAL62+AKBA grubunda 7 giindeki 6liim oraninin 1 ve 4 giine oranla arttig1 gozlemlendi.
Cal62 ko kiiltiir +AKBA grubunda ki 6liim oranininda cal62 ve cal 62 kokiiltiir grubuna
oranla daha yliksek oldugu bulgularda goriilmektedir.
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Cizim4.19 Ortak kiiltiir sonras1 CAL62 hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4 ve
7. Giinlerde 1:1 oraninda ko kiiltiir testitinin canlilik grafigi.

Ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda CAL62 hiicrelerinin 80ul
AKBA’l1 olan kiiltiirde canlilik oranmin diger gruplara oranla daha az oldugu saptandi.
CAL62+AKBA grubundaki canlilik oraninin 1 giine oranla 4 ve 7. Giinlerde azaldigi

gozlemlendi.

Apoptotik 1:1

Cizim4.20 Ortak kiiltiir sonrast CAL62 hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4 ve
7. Glinlerde 1:1 oraninda ko kiiltiir testitinin apoptoz grafigi.

Ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda CAL62 hiicrelerinin 80ul
AKBA’l1 olan kiiltiirde apoptoz oraniin cal62 ve cal62 ko kiiltiir gruplarina oranla daha
fazla oldugu goriildi. CAL62 + AKBA I grupta 1,4 ve 7 giinlerde apoptoz oraninda artis
izlendi. Cal 62 ko kiiltir AKBA grubunda CAL62 +AKBA grubuna benzer apoptotik

oraninda artis izlendi.
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4.7.1.2 Ortak Kiiltiir Sonrasi1 IKi-MKH 1:1 Oraminda Annexin V-P1 Kapasite Tayini
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Cizim4.21 IKi-MKH 1:1 oraninda kontol grubu Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin
(b) 7.giin (c)
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Cizim4.22 IKI-MKH 1:1 oraninda 80 ul AKBA ile ortak kiiltiir sonrasi 1,4 ve 7. giinlerde
Annexin V-PI analizi(a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (C)

A B

<
T
{
{
'Z‘vi 2 Y
i = :
{
£ 5% %4
{ x
1 i e i i
1 3 i P
=1 1 T T ; -
e
i 533 ’t?‘ 2
b ] -
{ y y 1
- w mz‘;:)w g wt ¢ o' w &} V' ° o
AMNE XN Y FITC MR ON v R

Cizim4.23 IKI-MKH 1:1 oraninda IKi-MKH ile birlikte ortak kiiltiir sonras1 1,4 ve 7.
giinlerde Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Cizim4.24 IKi-MKH 1:1 oraninda 80 pl AKBA+ IKi-MKH ile birlikte ortak kiiltiir sonrasi
1,4 ve 7. giinlerde Annexin v-Pl analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (C)

Olii 1:1
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Cizim4.25 Ortak kiiltiir sonras1 IKI-MKH hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4
ve 7. Glinlerde 1:1 oraninda ko kiiltiir testitinin 6liim grafigi.

Ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda IKi-MKH hiicrelerinin 80ul
AKBA konsantrasyonundaki 6liim oranmin IKI-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH + AKBA
kokdiltiir gruplarinda oranla daha az oldugu gézlemlendi.
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Cizim4.26 Ortak kiiltiir sonras1 IKI-MKH hiicrelerin 80 ul AKBA konsantrasyonunda 1,4
ve 7. Glinlerde 1:1 oraninda ko kiiltiir testitinin canlilik grafigi.

Ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda IKI-MKH hiicrelerinin 80ul
AKBA konsantrasyonundaki canlilik oraninin IKi-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH + AKBA

kokiiltiir gruplarinda oranla daha fazla oldugu gézlemlendi.

Apoptotik 1:1

oD RPN W R U N X

Cizim4.27 Ortak kiiltiir sonras1 IKI-MKH hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4
ve 7. Glinlerde 1:1 oraninda ko kiiltiir testitinin apoptoz grafigi.
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Ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda IKi-MKH hiicrelerinin 80p1
AKBA konsantrasyonundaki apoptoz oraninin IKi-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH + AKBA

kokiiltiir gruplarinda oranla daha az oldugu gozlemlendi.

Yapilan Annexin PI testi sonucunda 80 pl AKBA konsantrasyonunun IKi-MKH
hiicreleri i¢in IKI-MKH ko kiiltiir grubu ve IKI-MKH ko kiiltiir AKBA grubuna gore

apoptozunu azalttig1, canlilik oraninin ise arttirdig1 gézlemlendi.
4.7.1.3 Ortak Kiiltiir Sonrasi 1:3 Oraninda CAL62 Hiicrelerinin Annexin V-PI
Kapasite Tayini
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Cizim4.28. CAL62 1:3 oraninda kontol grubu 1,4 ve 7. Giin Annexin V-PI analizi (a-c)
1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Cizim4.29 CAL62 1:3 oraninda 80 pul AKBA ile ortak kiiltiir sonrasi 1,4 ve 7. giinlerde
Annexin V-Pl analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Cizim4.30 CAL62 1:3 oraninda IKi-MKH ile birlikte ortak kiiltiir sonrast 1,4 ve 7. giinlerde
Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (C)
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Cizim4.31 CAL62 1:3 oraninda 80 pl AKBA+ IKi-MKH ile birlikte ortak kiiltiir sonras1 1,4
ve 7. glinlerde Annexin V-PI analizi (a-c) 1.gilin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Cizim4.32 Ortak kiiltiir sonrast CAL62 hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4 ve 7.
Giinlerde 1:3 oraninda ko kiiltiir testitinin 6liim grafigi.

67



1:3 oraninda ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda CAL62
hiicrelerinin 80ul AKBA’l1 olan kiiltiirde 6liim oraninin diger gruplara oranla daha fazla
oldugu saptandi. CAL62+AKBA grubunda 7 giindeki 6liim oraninin 1 ve 4 giine oranla
arttig1 gozlemlendi. Cal62 ko kiiltiiriin ve CAL62 kokiiltir +AKBA grubunda ki 4ve 7.
giindeki 6liim oranininda CAL62 +AKBA gurubuna oranla anlamli fark goriildii.

Canh 1:3

140
120

Cizim4.33 Ortak kiiltiir sonras1t CAL62 hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4 ve 7.
Giinlerde 1:3 oraninda ko kiiltiir testitinin canlilik grafigi.

1:3 oraninda ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda CAL62
hiicrelerinin 80ul AKBA’I1 olan kiiltiirde canlilik oraninin diger gruplara oranla daha az
oldugu saptandi. CAL62+AKBA grubundaki canlilik oranimin 1 giine oranla 4 ve 7.

Giinlerde azaldig1 gozlemlendi.

68



Apoptotik 1:3
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Cizim4.34 Ortak kiiltiir sonrast CAL62 hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4 ve 7.
Giinlerde 1:3 oraninda ko kiiltiir testitinin apoptoz grafigi.

1:3 oraninda ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda CALG62
hiicrelerinin 80ul AKBA’li olan kiiltlirde apoptoz oranmnin cal62 ve cal62 ko kiiltiir
gruplarina oranla daha fazla oldugu goriildii. CAL62 + AKBA 11 grupta 1,4 ve 7 giinlerde
apoptoz oraninda artig izlendi. Cal 62 ko kiiltir AKBA grubunda CAL62 +AKBA grubuna

benzer apoptotik oraninda artis izlendi.

1:3 oraninda ko kiiltiir sonrasindaki yapilan Annexin PI testi sonucunda CALG62
hiicrelerinde AKBA’l1 grubta diger gruplara oranla hiicrenlerin apoptozunu arttirdigi

saptanmig canlilik oraninda diisiis gézlemlenmistir.
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4.7.1.4 Ortak Kiiltiir Sonrasi 1:3 Oraminda iKi-MKH Hiicrelerinin Annexin V-PI
Kapasite Tayini
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Cizim4.35 IKI-MKH 1:3 oraninda kontol grubu Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin
(b) 7.giin (c)
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Cizim4.36 IKI-MKH 1:3 oraninda 80 pul AKBA ile ortak kiiltiir sonras1 1,4 ve 7. giinlerde
Annexin V-PI analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Cizim4.37 IKi-MKH 1:3 oraninda CALG62 ile birlikte ortak kiiltiir sonras1 1,4 ve 7. giinlerde
Annexin V-Pl analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin (c)
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Cizim4.38 IKi-MKH 1:3 oraninda 80 ul AKBA+ CAL 62 ile birlikte ortak kiiltiir sonras1
1,4 ve 7. giinlerde Annexin v-Pl analizi (a-c) 1.giin (a) 4.giin (b) 7.giin ()
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Cizim4.39 Ortak kiiltiir sonras1 IKi-MKH hiicrelerin 80 ul AKBA konsantrasyonunda 1,4
ve 7. Giinlerde 1:3 oraninda ko kiiltiir testitinin 6liim grafigi.

1:3 oranminda ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda IKI-MKH
hiicrelerinin 80ul AKBA konsantrasyonundaki 1. Giindeki 6liim oraninm IKi-MKH ko
kiiltiir grubuna oranla daha diisiik oldugu izlenmis, IKI-MKH AKBA grubuna oranlada daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Cizim4.40 Ortak kiiltiir sonras1 IKI-MKH hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4
ve 7. Glinlerde 1:3 oraninda ko kiiltiir testitinin canlilik grafigi.

1:3 oraninda ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda IKi-MKH
hiicrelerinin 80ul AKBA konsantrasyonundaki canlilik orani diger gruplara yakin oldugu

gbzlemlendi.

Apoptotik 1:3
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Cizim4.41 Ortak kiiltiir sonras1 IKI-MKH hiicrelerin 80ul AKBA konsantrasyonunda 1,4
ve 7. Glinlerde 1:3 oraninda ko kiiltiir testitinin apoptoz grafigi.
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1:3 oraninda ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Annexin PI testi sonucunda IKi-MKH
hiicrelerinin 80ul AKBA konsantrasyonundaki apoptoz oraninm IKI-MKH ko kiiltiir ve
IKi-MKH + AKBA kokiiltiir gruplarinda oranla daha az oldugu gdzlemlendi.

4.7.2 Ortak Kiiltiir Sonrasi Hiicre Canhihig: Tayini

Ortak kiiltiire alman IKi-MKH VE CALG62 hiicrelerinin 1, 4 ve 7. giiniin sonunda 1:1 ve
1:3 oraninda LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kiti (ThermoFisher Scientific)
kullanilarak boyamasi yapildi. Hiicrelerin floresan mikroskopta canlilik ve 6liim oranlarini

saptandi.

4.7.2.1 Ortak Kiiltiir Sonrasi 1:1 Oraninda CAL62 Hiicrelerinin Canlih@inin Tayini

CANLI oL MERGED

CAL62 KONTROL

CAL62 + AKBA

CAL62 KO KULTUR

CAL62 KO KULTUR
+AKBA

Cizim4.42 CALG62 hiicrelerinin 1:1 ko kiiltiir oraninda 1.giin calcein ve EtBr boyamasi ile
floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:1 ortak kiiltiir sonrasinda 1. Glinde CAL62 + AKBA 11 kiiltiirlerde CAL62 ve CAL62
ko kiiltiir grubuna gore 6l1ii hiicre sayist arttig1 calcein ve EtBr boyasiyla izlenmistir. CAL62
ko kiiltir +AKBA grubundada CAL62 + AKBA grubuna benzer bir sekilde 6li hiicre

sayisinda artis olmustur.
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CANLI MERGED

CAL62 KONTROL
CAL62 + AKBA

- o

CAL62 KO KULTUR
+ AKBA

Cizim4.43 CALG62 hiicrelerinin 1:1 ko kiiltiir oraninda 4.giin calcein ve EtBr boyamasi ile
floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:1 ortak kiiltiir sonrasinda 4. glinde 1. Giine oranla CAL62 + AKBA h kiiltiirlerde
CALG62 ve CALG62 ko kiiltiir grubuna gore olii hiicre sayist arttigi calcein ve EtBr boyasiyla
izlenmistir. CAL62 ko kiiltiir +AKBA grubundada CAL62 + AKBA grubuna benzer bir

sekilde 6li hiicre sayisinda artig olmustur.

CANLI 6Lo MERGED

CAL62 KONTROL

CAL62 + AKBA

CAL62 KO KULTUR

CAL62 KO KULTUR
+AKBA
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Cizim4.44 CAL62 hiicrelerinin 1:1 ko kiiltiir oraninda 7.giin calcein ve EtBr boyamasi ile
floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:1 ortak kiiltiir sonrasinda 7. giinde 4. Giine oranla CAL62 + AKBA 1 kiiltiirlerde
CALG62 ve CAL62 ko kiiltiir grubuna gore 6lii hiicre sayisi arttig1 calcein ve EtBr boyasiyla
izlenmistir. CAL62 ko kiiltir +AKBA grubundada CAL62 + AKBA grubuna benzer bir

sekilde 6li hiicre sayisinda artig olmustur.

1:1 oraninda kurulan ko kiiltiir sonrasinda yapilan hiicre canlilik testinde 1,4 ve 7
giinlerde CAL62 +AKBA ‘l1 hiicre gruplarinda 6lii hiicre sayis1 diger gruplara oranla daha

fazla oldugu floresan mikroskobunda izlenmistir.
4.7.2.2 Ortak Kiiltiir Sonrasi 1:1 Oraninda iIKi-MKH Hiicrelerinin Canhhginin
Tayini

iKi-MKH

iKi-MKH + AKBA

iKi-MKH KO KULTUR

iKi-MKH KO KULTUR
+ AKBA

Cizim4.45 IKI-MKH hiicrelerinin 1:1 ko-kiiltiir oraninda 1.giin calcein ve EtBr boyamasi
ile floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:1 ortak kiiltiir sonrasinda IKI-MKH hiicrelerinin 1.giinde canlilik oranlarmin her

grupta benzer oldugu izlendi.
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CANLI o MERGED

iKi-MKH

iKi-MKH + AKBA

iKi-MKH KO KULTUR

B iKi-MKH KO KULTUR
l +AKBA

Cizim4.46 IKI-MKH hiicrelerinin 1:1 ko-kiiltiir oraninda 4.giin calcein ve EtBr boyamasi
ile floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:1 ortak kiiltiir sonrasinda IKi-MKH hiicrelerinin]l. Giine oranla 4.giinde 6lii hiicre
sayis1 IKi-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH +AKBA Ko kiiltiir gruplarinda daha fazla oldugu

izlenmistir.

MERGED

iKi-MKH

iKi-MKH + AKBA

iKi-MKH KO KULTUR

iKi-MKH KO KULTUR
H +AKBA
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Cizim4.47 IKi-MKH hiicrelerinin 1:1 ko-kiiltiir oraninda 7.giin calcein ve EtBr boyamasi
ile floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:1 ortak kiiltiir sonrasinda IKi-MKH hiicrelerinin 4. Giine oranla 7.giinde 6lii hiicre
say1s1 1IKI-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH +AKBA ko kiiltiir gruplarinda daha fazla oldugu

izlenmistir.

4.7.2.3 Ortak Kiiltiir Sonrasi 1:3 Oraninda CAL62 Hiicrelerinin Canhiliginin Tayini

CANLI MERGED

CAL62 KONTROL

CAL62 + AKBA

CAL62 KO KULTUR

CAL62 KO KULTUR
+ AKBA

Cizim4.48 CAL62 hiicrelerinin 1:3 ko kiiltiir oraninda 1.giin calcein ve EtBr boyamasi
ile floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:3 ortak kiiltiir sonrasinda 1. Giinde CAL62 + AKBA 11 kiiltiirlerde CAL62 ve CAL62
ko kiiltiir grubuna gore 611 hiicre sayisi arttigi calcein ve EtBr boyasiyla izlenmistir. CAL62
ko kiiltiir +AKBA grubundada CAL62 + AKBA grubuna benzer bir sekilde 6li hiicre

sayisinda artis olmustur.
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CANLI [o]1V] MERGED

CAL62 KONTROL

.

Bl CAL62 + AKBA

Bl cAL62 KO KULTUR

CAL62 KO KULTUR
+AKBA

Cizim4.49 CALG62 hiicrelerinin 1:3 ko kiiltiir oraninda 4.giin calcein ve EtBr boyamasi ile

floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:3 ortak kiiltiir sonrasinda 4. giinde CAL62 + AKBA ko kiiltiir grubunda o6lii hiicre

sayisinda diger gruplara oranda daha fazla artig goriilmistiir.

CANLI OLU MERGED

CAL62 KONTROL

CAL62 + AKBA

CAL62 KO KULTUR

| CAL62 KO KULTUR
+ AKBA

Cizim4.50 CAL62 hiicrelerinin 1:3 ko kiiltiir oraninda 7.giin calcein ve EtBr boyamasi ile
floresan mikroskopta canliliklarinin tayini
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1:3 ortak kiiltiir sonrasinda 7. giinde CAL62 + AKBA ko kiiltiir grubunda 6lii hiicre

sayisinda diger gruplara oranda daha fazla artig goriilmiistiir.

4.7.2.2 Ortak Kiiltiir Sonrasi 1:3 Oraninda iIKi-MKH Hiicrelerinin Canlihginin
Tayini

CANLI MERGED

iKi-MKH

iKI-MKH + AKBA

iKi-MKH KO KULTUR

iKi-MKH KO KULTUR
+AKBA

Cizim4.51 IKI-MKH hiicrelerinin 1:3 ko-kiiltiir oraninda 1.giin calcein ve EtBr boyamasi

ile floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:3 ortak kiiltiir sonrasinda IKI-MKH hiicrelerinin 1.giinde canlilik oranlar1 IKI-MKH ,
IKI-MKH+AKBA ve IKI-MKH ko kiiltiir grubunda benzer oldugu IKi-MKH ko kiiltiir
AKBA grubunda ise 6lii hiicre sayisinin diger gruplara oranla daha fazla oldugu

1zlenmistir.
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CANLI (o]1] MERGED

{ iKi-MKH

iKi-MKH + AKBA

iKi-MKH KO KULTUR

) iKi-MKH KO KULTUR
NN+ AKBA

Cizim4.52 IKi-MKH hiicrelerinin 1:3 ko-kiiltiir oraninda 4.giin calcein ve EtBr boyamasi

ile floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:3 ortak kiiltiir sonrasinda IKI-MKH hiicrelerininl. Giine oranla 4.giinde 6lii hiicre
sayis1 IKI-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH +AKBA ko kiiltiir gruplarinda benzer sonuglar

izlenmistir.
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CANLI oLu MERGED

iKi-MKH

iKi-MKH + AKBA

B iKi-MKH KO KULTUR

iKi-MKH KO KULTUR
+ AKBA

Cizim4.53 IKi-MKH hiicrelerinin 1:3 ko-kiiltiir oraninda 7.giin calcein ve EtBr boyamasi
ile floresan mikroskopta canliliklarinin tayini

1:3 ortak kiiltiir sonrasinda IKI-MKH hiicrelerinin 4. Giine oranla 7.giinde 6lii hiicre
sayis1 IKI-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH +AKBA ko kiiltiir gruplarinda daha fazla oldugu
izlenmistir.

1:1 ve 1:3 ko Kkiiltiir sonrasinda yapilan hiicre canlilik testinde AKBA’nm [Ki-
MKH’lerinin canliligini etkilemedigi gozlemlenerek IKI-MKH ko kiiltiir ve IKI-MKH

+AKBA gruplarinda 6lii hiicre sayisinin daha fazla oldugu izlenmistir.

4.7.3 Ortak Kiiltiir Sonras1 Gen Ekspresyonlarindaki Degisimlerin Belirlenmesi —
Real Time PCR

Ortak kiiltiirler sonrast “Cancer PathwayFinder PCR Array (SABioscience)” paneli
kullanilarak kanser hiicrelerine yonelik (CAL62) 1,4 ve 7.glindeki gen ekspresyonlarindaki
degisimler saptandi. Kirmizi renk yogunlugu ilgili genin ifadesinin arttig1 anlamina gelirken
yesil rengin yogunlugu ise gen ifadesinin azaldigini isaret etmektedir. Gen expresyonu

analizi sonucunda C yazanlarin ekspresyonlar1 35 iistli olmakta ve analize katimayacaktir.
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Treated Group Control Group
Group | Conlrol Group

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

7777777

Layout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 [ 12
ADM APAF1 ARNT BCL2L11
ACLY ACSLA ANGPTY ANGPT2 ATPSAY AURKA BIRC3 Bl
-1.73 -1.99 -2.59 -239
-1.59 -1.65 2 -2.95 -6.03 -2.47 1.42 2 1.55 il
CASPZ CASP7 CASPS ccL2 CCND2 CDH2 CFLAR cP12
CA9 CCNDI CDC20 COX5A
B 156 163 209 2346 2346 -1.52 164 2.69
126 2,03 -1.78 -2.85
A A A C c A A A
3D 2F4 ERCC 2 FLTI
DOE2 DOM3  DKCI Dse £2r £PO BT mees 2 FASLG  FGF2 .
c -1.04 : 1.80 -1.71 -2.24 : -23.46
105 371 -1.60 -17.65 -1 2129 -4 =
A A A A C
G&rPD GADD4S  GPDZ HMOX1 IGFRP3
FOXC2 G5C IGFBPS IGFBP7 KoR KRT14 LDHA
D -1.14 G -2.87 -1.16 -1.60
-4m -22.50 198 209 .493 136 .35
a 901 A A A
LG4 MAPZKT - NOL3 PFKL PINKY
E 1.40 LPL 50 MAP2KT MAPK14 MCnZ MKI&T 1.02 OCIN 162 PGF 120
) -2.43 ! -1.92 -1.81 113 -2.07 : -1.58 -10.72 =
A A A A A
POLE PEPIRISA SLC2A SNAIZ  SNAI3 SOXI0
: o o T SERPING2 SERPINFI  SKPZ 5 SNall o 25 soD| aig  STNI
; i 521 -4.09 143 : 2,06 Wz e -2 : 8
A A A A A c
TEK TERF1 TINF2 TNKS TNK52 VEGFC XIAP
™2 TEP1 TERFZIP UQCRFSY WEET
G -20.44 13z -1243707 -1.10 -1.72 55
-257 -1.20 -1.02 i 1.46
C A 430.45 A Ly

Cizim 4.54 CAL62 + AKBA 1.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin real time
PCR ile belirlenmesi

ACLY, ACSL, ADM, ANGPT1, ANGPT2, APAF1, ARNT, ATP5A1, AURKA, BCL2L11,
BIRC3, BMI1, CASP2, CASP7, CASP9, CCL2, CCND2, CCND3, CDC20, CDH2, CFLAR
,COX5A, DDB2, DKC1, DSP, EPO, ERCC3, ERCC5, ETS2, FASLG, FGF2, FLT1,
FOXC2, G6PD, GADD45G, GPD2, GSC, HMOX1, IGFBP3, IGFBP5, IGFBP7, KDR,
KRT14, LDHA, LIG4, LPL, MAP2K3, MAPK14, MKI67, NOL3, OCLN, PFKL, PGF,
POLB, PPP1R15A, SERPINB2, SERPINF1, SKP2, SNAIL1, SNAI2, SNAI3, SOD1,
SOX10, STMN1, TBX2, TEK, TP1, TERF2IP, TINF2, TNKS, TNKS2, VEGFC, VEE]1,
XIAP, genlerinin ekspresyonu azalirken;CA9, CPT2, DDIT3, E2F4, MAP2K1, MCM2,
PINX1, SLC2A1, TERF1, UQCRFS1 genlerinde ekspresyonu artmuistir.
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Troated Group Control Group |
Group 1 Control Group. |

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

8118 0 e.118
Layout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ACLY ADM ANGPT? APAFT ARNT BCL20T  BIRCA
aCSLA ANGPT2 ATPSAT  AURKA Al
A 27 1.33 537 3.27 218 453 3.70
408 15.22 55.25 502 851
A A A A A ~ )
cA9 CASPZ  CASPT ccL2 CDH2 cp12
CASPS CCND2  COND3  CDC20 CFLAR  COXSA
B 139 an 2.60 2 277.62 2.22 .36
35.95 124.33 7.30 12.74 710 9.30
A A A c A A
DDB2 E2F4 ERCC3 ETS2 FLTI
¢ i DoIT3 DKC| Ds? a5l PO 5 ERCCS ; FASLG  FGF2 S
2 3.34 12.05 4 & 27.63 2 21.08 4246 69.45
A A A A c
FOXC2  G&PD GADD4S HIAOX1  IGFAP3 KDR KRT14
GPD? GSC IGFBPS  IGFBP7 LDHA
[} 653 1.06 G 1.64 1.06 ERES 271
15.12 40.45 23.23 102.39 124
IS S 1480 A A s A
LPL MAP2K MMz NOL3 PRKL PGF PINKT
LG4 MAPZKD  MAAPKT4 MKIET ocN
E i 3.53 A7 J -2.55 3.65 1.06 .46 2
9.37 20.94 275 17.12 16.09
A A A A A A A
POLB PEPIR1SA SERPINF1  SKP2 SLC2A) SNAIL SNAIZ SOX10
SERPINB2 SNAI2Z SO0 STMNI
F 247 118 545 1.728 -5.41 3.63 226 277.82
nes 32.40 88.52 13.25
A A A A A A A c
Tax2 TEK TER TERFY TINF2 TNKS2 VEGFC
TERFZIP TNKS UQCRFS? WEET XIAP
G 22.60 27782 128 547 1.74 158 50.49
5 512 109 12.60 3.86
A (= A A A A A

Cizim 4.55 CAL62 +AKBA 4.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin real time
PCR ile belirlenmesi

CDH2, CPT2,E2F4, MCM2, SLC2Al1, TERF1, UQCRFS1 genlerinin 4. Giinde
ekspresyonu azalirken ; ACLY, ACSL, ADM, ANGPT1, ANGPT2, APAF1, ARNT,
ATP5A1, AURKA, BCL2L11 BIRC3, BMI1, CA9, CASP2, CASP7, CASP9, CCL2,
CCND2, CCND3, CDC20, CFLAR, COX5A, DDB2, DDIT3, DKC1, DSP, EPO, ERCC3,
ERCCS5, ETS2, FASLG, FGF2, FLT, FOXC2, G6PD, GADD45G, GPD2, GSC, HMOX1,
IGFBP3, IGFBP5, IGFBP7, KDR, KRT14, LDHA, LIG4, LPL, MAP2K1, MAP2K3,
MAPK14, MKI67, NOL3, OCLN, PFKL, PGF, PINX1, POLB, PPP1R15A, SERPINB2,
SERPINF1, SKP2, SNAIL, SNAI2, SNAI3, SOD1, SOX10, STMN1, TBX2, TEK, TP1,
TERF2IP, TINF2, TNKS, TNKS2, VEGFC, VEE1, XIAP genlerinde ekspresyonu artmistir.
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Trooted Group Control Group |
Group 1 Control Graup |

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2(Fold Change)

-10.13¢ 0 10132
Layout 01 02 03 0a (5 06 07 08 09 0 [ 12
ACLY  ACSA  ADM ANGPT APAEI ARNT AUR 201 BIRC
08 3 ADh GPT a2 Aresa; -AUBA; - eda 5w
A 2168 6663 520 3.72 a7 247 2880 3350 450
196.45 74.96 21.98
A A A A A A A A A
cao CAS2  CASP/ ce2 CCND3 COH2  CFLAR cPi2
g CASPY cenp2 cocae COXsA
3 3.0 63.97 940 90264 57.60 8.44 8.62 443
126,94 72810 25.40 RS9
A A ” c A A A A
posz  DOm F2F4 ERCCA  FRCCS fTI
DKC1 Ds? PO ETSZ FASLG FGF2
C 140 1.69 19.40 13.25 735 202.64
4A7.07 162.92 184,57 4310 mnias nae
IS A~ A A A C
GePD  GADDAS  GROZ HMOXI  ICFEP3 (GRS KOR KRT14
i PONCZ e G - o2 O 1130 482 28 I}IJ IGFBF7 356 1a20 PHA
92.93 5 S 245.23 : -3 ; n2679 e 104
A 50.84 A A A A A A
G4 PAAP2K] MAPKIZ MCM2 NOL = PEKL PGF FINK
TS > PMAPZKS S MKIe? OCLN 3
E 263 75 4519 25 1.69 9.57 s40 1344
17583 26.69 86,10 105.27
n A A A A A 3 A
POLA PPPIRISA SERPINF1  5KPZ SLCIAM SNAIZ SNAI3 50X10
SERPING?2 SNAN 50D STMNT
F 213 506 2578 1430 1054 11205 1543 902 64
31.96 261.02 22410 4544
A A A A A A A c
TEx2 TEK Tepl TERS TERFZIP TINF2Z TNKS TNGS2  UQCRFS VEGFC XAP
G 7268 90264 710 6.63 292 589 2288 1271 157 7291 G 26.69
A C A A A A A A A A 5 A

Cizim 4.56 CAL62 +AKBA 7.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin real time
PCR ile belirlenmesi

LDHA, MCM2, UQCRFSL1 genlerinin 7. Giinde ekspresyon azalirken; ACLY, ACSL,
ADM, ANGPT1, ANGPT2, APAF1, ARNT, ATP5A1, AURKA, BCL2L11 BIRC3, BMI1,
CA9, CASP2, CASP7, CASP9, CCL2, CCND2, CCND3, CDC20, CDH2, CFLAR,
COX5A, CPT2, DDB2, DDIT3, DKC1, DSP, E2F4, EPO, ERCC3, ERCC5, ETS2, FASLG,
FGF2, FLT1, FOXC2, G6PD, GADD45G, GPD2, GSC, HMOX1, IGFBP3, IGFBP5,
IGFBP7, KDR, KRT14, LIG4, LPL, MAP2K1, MAP2K3, MAPK14, MKI67, NOL3,
OCLN, PFKL, PGF, PINX1, POLB, PPP1R15A, SERPINB2, SERPINF1, SKP2, SLC2A1,
SNAIL, SNAI2, SNAI3, SOD1, SOX10, STMNL1, TBX2, TEK, TP1, TERF1, TERF2IP,
TINF2, TNKS, TNKS2, VEGFC, VEEL, XIAP genlerinde ekspresyonu artmistir.
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Treated Group Control Group
Group 2 Control Group

03 04 05 06 07 03 09 10 11 12

Magnitude of log2(Fold Change)

-30.3 1] 30.3

Layout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADM APAF1 ARNT BCL2LY |
MOl ACSA X2 ANGPTI  ANGPTZ e ATPSAl AURKA o BIRCZ  BMIL
-1.64 -2.23 -2.33 E1s X -2.04 2 >
-1.47 -1.56 -1.83 -4.72 % -2.01 -1.39 -1.39 -1.59
A A A A
cAse? CASPY  CCL2 COND2 COH2  CFLAR P12
cav CASP? & COND3  CDC20 COXBA
B -1.49 166 -20.68 -20.68 -1.27 -1.65 2.4
-1.10 -1.59 -2.07 -1.3% -1.53
A A C C A A N
DCDB2 E2F4 ERCCA ETSZ FLT1
Doma DKC1 ns® EPO ERCCA FASLG FGF2
C -1.32 1.28 -1.83 -72.00 -20.68
1.10 417 -1.40 1601 -1.53 -11.88 2.2
M A A I C
G6FD  GADDAS  GFO2 1GFEP
5 P T LSS TS e mmox1 7 IGFBPS  IGFBP?  KDR KKTI4  LDHA
236 ) : 984 201 : 800 211 329 54 116
A 894 A A
LG4 MAFZK | NOL3 PEKL FINK
LPL MAP2K] MAPK14 MCMZ MKI&G? OCIN PGF
E 1.1 1.30 1.14 =144 .21
-1.42 -1.52 -1.88 -1.13 -1.467 -1.35 -4.92
A A A A A
POLR PPPIRISA SLCIA SNAIZ SNAIZ S0K10
SERPING?  SERPINF1 SKP2 SNAIN 50D STMNT
F 114 -1.80 1.22 -1.73 1.59 -20.68
-1.97 -5.06 -1.26 -3.27 -3.34 -1.73
A A A A A 0%
TEK TERF TINF2 TNKS TNKS2 VEGFC HAP
Tax2 TERI TEREZP ? 2 uackest o WEE
G T -20.68 7 06 r -1321931 -1.00 -1.89 : -1.80 s -1.40
-2.23 q -1.13 -1.00 Foe sl 1.35 -1.43
C A 247.99 A A A A

Cizim 4.57 CAL62 + IKi-MKH 1.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin real time
PCR ile belirlenmesi

ACLY, ACSL, ADM, ANGPT1, ANGPT2, APAF1, ARNT, ATP5A1, AURKA,
BCL2L11, BIRC3, BMI1, CA9, CASP2, CASP7, CASP9, CCL2,CCND2, CCND3,
CDC20, CDH2, CFLAR, COX5A, CPT2, DDB2, DDIT3, DKC1, DSP, E2F4, EPO,
ERCC3, ERCC5, ETS2, FASLG, FGF2, FLT1, FOXC2, G6PD, GADD45G, GPD2, GSC,
HMOX1, IGFBP5, IGFBP7, KDR, LDHA, LIG4, LPL, MAP2K3, MAPK14, MCM2,
MKI167, OCLN, PFKL, PGF, POLB, PPP1R15A, SERPINB2, SERPINF1, SKP2, SNAI1,
SNAI2, SNAI3, SOD1, SOX10, STMN1,TBX2, TEK, TP1, TERF2IP, TINF2, TNKS,
TNKS2, VEGFC, VEEL1, XIAP genlerinin 1.giinde ekspresyonu azalirken IGFBP3, KRT14,
MAP2K1, NOL3, PINX1, SLC2A1, TERF1, UQCRFSL1 genlerinin ekspresyonu artmistir.
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Treated Group Conlrol Group
Group 2 Control Group

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2(Fold Change)

10.792 o 10.792
Loyout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12
ACLY ACSA ADM ANGPT . APAFI ARNT AURKA  BCL2LII  BIRCS gl
g ANGPT2 ATPSAL > : :
A 337 149 A5 33.64 2.62 5.00 189 8.18 6.37 2.82
97.14 63.21
A A A A A A A A A A
cA9 CASP2Z  CASP? cc2 CCND3 CDH2 CFLAR CPT2
cASP? CCND2 CDC20 COX5A
B 7.58 1.28 4.70 1773.03 am 1.04 480 2.50
68.27 793.45 13.57 n.7e
A A A C A A A A
CDBZ Ds? E2F4 ERCCA ERCCS ETSZ FLT1
Dom DKC1 EPO FASLG FGF2
C 1.3 6,729 1.9 1.50 11.25 in 1773.03
11.98 232.65 176.31 270.97 22472
A E A A I A C
FOXC2  G6PD GADDA5  GPD2 HMOXI  IGFBP3 IGFEF?  KDR KRT14
2 GSC IGFBRS i LDHA
D 41.70 -1.26 G 2.40 3 1050 674 22163 2000 20.7
258.14 148.26 -2.03
A A 94.48 A A A A A A
LG4 LPL MAFZK] MAPK1A MCn2 NCL3 FFKL PGF FINE
MAP2KD NEKIGT OCIN
E N 22.50 -2.38 1.56 -2.88 637 2.03 6H4.3R 319
32.95 3.6 12.92
A s A A A A A
POLA PPPIRISA SERPINF1  5KPZ SLC2M SNAI SNAIZ SNAIZ S0X10
SERPING2 SO0 STMNT
F 1.22 1.97 51.34 -2.41 -1.32 7313 14.05 42.58 1773.03
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A A A A A A A A c
T8x2 TEK TEF] TERF TERF2IP TINF2 TNKS TNKS2  UQCRFS! VEGFC  WEE HAP
G 70,13 177303 384 17 299 -1.05 3.92 -1.30 17 0504 5.78 .60
A C A A A A A A A A A A

Cizim 4.58 CAL62 + IKi-MKH 4.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin real time
PCR ile belirlenmesi

AURKA, G6PD, MAP2K1, MCM2, SKP2, SLC2A1, TINF2, TNKS2, UQCRFS1
genlerinin 4. Giinde ekspresyon azalirken; ACLY, ACSL, ADM, ANGPT1, ANGPT2,
APAF1, ARNT, ATP5A1, BCL2L11, BIRC3, BMI1, CA9, CASP2, CASP7, CASP9,
CCL2, CCND2, CCND3, CDC20, CDH2, CFLAR, COX5A, CPT2, DDB2, DDIT3, DKCL1,
DSP, E2F4, EPO, ERCC3, ERCC5, ETS2, FASLG, FGF2, FLT1, FOXC2, GADDA45G,
GPD2, GSC, HMOX1, IGFBP3, IGFBP5, IGFBP7, KDR, KRT14, LDHA, LIG4, LPL,
MAP2K3, MAPK14, MKI67, NOL3, OCLN, PFKL, PGF, PINX1, POLB, PPP1R15A,
SERPINB2, SERPINF1, SNAI1, SNAI2, SNAI3, SOD1, SOX10, STMN1, TBX2, TEK,
TP1, TERF1, TERF2IP, TNKS, VEGFC, VEEL, XIAP genlerinde ekspresyonu artmistir.
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01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

A
B
C
D
E
F
G

Magnitude of log2{Fold Change)

-8.13 0 213
Layout 01 02 03 04 05 06 o7 08 07 10 n 12
ACLY ADM ANGPTY APAF1 ARNT BCL2L1T BIRC3
ACSLA ANGPT2 ATPSAT ALRKA BT
A 985 2.47 3.27 70,39 2.23 598 3.46
230 46,85 4%9.18 211 B.78
h A A A A I A
cA9 CASPZ  CASPT coiz conDa COH2  CFLAR P12
B 1.39 2924 7.67 e A T I e P e 2) SN %
=1 /- A L8 2. 39 o, >
47.18 173.65 25.63 10.13
A A A c A A A A
CoB2 £2F4 ERCC3 FLTI
0OM3  DKCI Dse O ERCCS  ETS2 FASLG  FGF2
C 144 S : 4.63 . 11.08 : > z 215.27
2.75 96.72 79.89 44.02 11.08 27.47 27.10 280.14 =
A A A c
GA&PD GADDAS HMOX1 IGFAP3 |GFBPS KDR KRT14
FOXC?2 GPD2 GSC IGFRP7 LDHA
D 466 G 72.69 -1.3% &.68 562 -1.15
2214 61.52 SR.4%9 14%.09 -1.40
A 1213 A A n A A
LG4 MAP2K] 2 MAPK1 4 MCNZ NOL3 G PFKL PGF PINKY
LeL MAPIKZ ; vKI6? OCIN %
E 951 . 56 5087] 12.82 -1.97 i 227 s 1.29 7.84 5.28
4193 22.94 A7.50 38585
A A A A A A A A
POLB PRPIRISA SERPINFI  SKP2 SLC2A! SNAIZ  SNAI3 SOX10
F 201 121 s 615 1970 251 SNAIL 3506 64 el e il
3 s 7.62 22 : 3 6225 i S 65.34 & 25.11
A A A A A A A C
T2 TEK TER TERFY TINF2 TNKS TNKS2 VEGFC XIAP
TERF2IP UQCRFS? =, WEEY
G 23192 215.27 1.32 1.83 2.35 17.63 &.63 2175 16.22
zn -1.28 16.22
A (= N M A A A I A

Cizim 4.59 CAL62 + IKi-MKH 7.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin real time
PCR ile belirlenmesi

CA9, IGFBP3, KRT14, LDHA, MCM2, UQCRFS1 genlerinin 7. Giinde ekspresyonu
azalirken; ACLY, ACSL, ADM, ANGPT1, ANGPT2, APAF1, ARNT, ATP5A1, AURKA,
BCL2L11, BIRC3, BMI1, CASP2, CASP7, CASP9, CCL2, CCND2, CCND3, CDC20,
CDH2, CFLAR, COX5A, CPT2, DDB2, DDIT3, DKC1, DSP, E2F4, EPO, ERCC3,
ERCC5, ETS2, FASLG, FGF2, FLT1, FOXC2, G6PD, GADD45G, GPD2, GSC, HMOX1,
IGFBP5, IGFBP7, KDR, LIG4, LPL, MAP2K1, MAP2K3, MAPK14, MKI67, NOL3,
OCLN, PFKL, PGF, PINX1, POLB, PPP1R15A, SERPINB2, SERPINF1, SKP2, SLC2AL1,
SNAIL, SNAI2, SNAI3, SOD1, SOX10, STMN1, TBX2, TEK, TP1, TERF1, TERF2IP,
TINF2, TNKS, TNKS2, VEGFC, VEE1, XIAP genlerinin ekspresyonu artmustir.
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Treated Group Contral Graup
Group 3 Conlrol Group

01 02 03 04 05 06 07 03 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)
-30.518 ] 30,518
Loyout 01 0z 03 04 [H 06 o7 08 L] 0 n 12
AL APAF]
R ACLY ACELA 2l AMGET AMGFT2 248 ARNT ATPSAD ALRKS BCLZL11  BIRCS Erall
= -1.80 -1 o -l08 237 A' EAL -la? 1463 243 : .52
CASPZ CASPS CoL2 CCND2 CDH2 CFLAR
AR CASPY CCND3 CDC20 COX5A CPT2
b B 147 334 1334 149 135
-1.58 -1.93 204 -1.35 116 .71
" a C [ n "
LCOBEZ E?F4 ERCCA ETSZ FLT1
nom oKC1 ose EPCY ERCCS FASLG FGF2
C BRI RE 124 196 1234
137 268 147 705 117 -4.59 AR
“ A n n C
Gé&PD GADD4S  GFDE GEC IGFBR3
o FOxC2 160 . N 298 13.34 HrCH | ;2, IGFERS IGFEFY (=L KET14 LOHA
-4.78 : ’ i -2.34 = 280 -1.12 S2F 1.36 -1.39
A -3.50 A c A
LiGA MAPZK] ML FREL Firdx
LFL MAPTKD  MAPKTd  MACHAT MEIET LN PG
E BRF 1.1 116 -1.30 105
E:RL] 147 ] 47 197 17 .3.20
# A A n A
POLE PRFIR1SA SLEIAT ShAIE ShAI SOX10
SERPIMAZ  SERPIMF1 - SKPE ShAI 5001 STHINT
F BRT 193 A7 B a07 1234
255 250 138 -394 -2.56 -1.31
A A A & & c
o Tek TERI TERF TERE2IP TINF2 MRS THEE2 UGCRES WEGFC WEE HAP
] 1354 A0 -1537564 102 1.7 B -85 -1.50
-1.71 -1.0z 107 , 134 Rl
C A FEROP A & A

Cizim 4.60 CAL62 + IKI-MKH+ AKBA 1.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin
real time PCR ile belirlenmesi

ACLY, ACSL, ADM, ANGPT1, ANGPT2, APAF1, ARNT, ATP5A1, AURKA,
BCL2L11, BIRC3, BMI1, CA9, CASP2, CASP7, CASP9, CCL2, CCND2, CCND3,
CDC20, CDH2, CFLAR, COX5A, DDB2, DKC1, DSP, E2F4, EPO, ERCC5, ETS2,
FASLG, FGF2, FLT1, FOXC2, G6PD, GADD45G, GPD2, GSC, HMOX1, IGFBP5,
IGFBP7, KDR, LDHA, LIG4, LPL, MAP2K3, MAPK14, MCM2, MKI67, OCLN, PFKL,
PGF, PINX1, POLB, PPP1R15A, SERPINB2, SERPINF1, SKP2, SLC2A1, SNAIL,
SNAI2, SOD1, SOX10, STMN1, TBX2, TEK, TP1, TINF2, TNKS2, VEGFC, VEE1, XIAP
genlerinin 1. Giinde ekspresyonu azalirken CPT2, DDIT3, ERCC3, IGFBP3, KRT14,
MAP2K1, NOL3, SNAI3, TERF1, TERF2IP, TNKS, UQCRFS1 genlerinin ekspresyonu

artmigtir.
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Treated Group Control Group
Group 3 Conlrol Group

01 02 03 04 05 06 07 058 09 10 11 12

de of log2{Fold Ch;

-10.204 [] 10.294
Loyout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12
ACLY ) “NGFT APAFL ARNT BCL2LI1  BIRC3
X 3“;' ACSLA : % ;3 2 ANGPTZ S ATPSAL AURKA ;:;L - 1; gl
" - 647 -~ ’ 8.78 ; - 76.32 296 i ’ 17.56
A A A A A A A
cA? CASZ  CASP7 cce CCND3 CDHZ  CFLAR cP12
CASPY CCND2 CDC20 COX5A
B 537 433 3.33 1255.46 10.44 -1.33 B3 1.77
B1.23 561.83 13.49 B.36
A A A = A A A A
CDBRZ E2F4 ERCCA ETSZ FLT1
poml DKC1 ns? EPO ERCCSA FASLG FGF2
. a5 1.35 227 1593 125546
H.38 267 .61 39.7R 124.85 1a.a2 19187 26576
A A A A C
FOXC2  G6PD  GADD45 GFD2 HMOXI  IGFBP3 KDR KRT14
0 > asc IGFBPS  IGFER? LDHA
i 2953 107 G 21.62 L 477 N ke 2.24 2t
A A 6690 A ; A A ’ i A A i
LG4 LPL MAFZK] MAPKIA MCHM2 NOL2 PFKL PGE PINK
MAPZKT NKI&? OCIN
E 1n.a9 1593 3.77 7.8 -4.52 5714 1.5 200.02 5.48
35.36 22.22 6%.26
A I o A A I IS A A
POLR PPPIRISA SERPINF1  5KP2 SLC2AT SNAN SNAIZ 50X10
SERPING2 SNAIZ 5001 STMNT
F 342 1.35 24.66 -1.20 -1.86 1638 2017 1255 44
53.97 70.72 258.50 22.38
A A A A A A A ¢
T8 TEK TER) TERE TINE TNKS TNKS2  UQCRFS! VEGF XAP
2 E S 2 (52 UQCRFSI VEGFC
G 11174 1255.46 4.58 -1.2 1.62 7.23 1.87 -2.26 115.68 A 4.70
170 23.49
A c A A A A A A A A

Cizim 4.61 CAL62 + IKI-MKH+ AKBA 4.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin
real time PCR ile belirlenmesi

CDH2, G6PD, MCM2, SKP2, SLC2A1, TERF1, UQCRFS1genlerinin 4.giinde
ekspresyonu azalirken; ACLY, ACSL, ADM, ANGPT1, ANGPT2, APAF1l, ARNT,
ATP5A1, AURKA, BCL2L11 BIRC3, BMI1, CA9, CASP2, CASP7, CASPY, CCL2,
CCND2, CCND3, CDC20, CFLAR, COX5A, CPT2, DDB2, DDIT3, DKC1, DSP, E2F4,
EPO, ERCC3, ERCCS5, ETS2, FASLG, FGF2, FLT1, FOXC2, GADD45G, GPD2, GSC,
HMOX1, IGFBP3, IGFBP5, IGFBP7, KDR, KRT14, LDHA, LIG4, LPL, MAP2K1,
MAP2K3, MAPK14, MKI67, NOL3, OCLN, PFKL, PGF, PINX1, POLB, PPP1R15A,
SERPINB2, SERPINF1, SNAI1, SNAI2, SNAI3, SOD1, SOX10, STMN1, TBX2, TEK,
TEP1, TERF2IP, TINF2, TNKS, TNKS2, EGFC, VEE1, XIAP genlerinin ekspresyonu

artmistir.
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Treoted Group Control Group |

Graup 3 Cantral Graup |

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-12.732 0 12.732
Layout 01 02 03 04 05 06 o7 08 09 10 n 12
ANGPTY APAF1 BCLZL1Y
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A A I
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- ; : 10.94 - 2520 am 4.90 : 3.98 518 :
A A A A A A A
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D G -1.71 -3.8% 428.1& -4.62 -30.65
&607 58.57 11.25 2.25 7.a7 -1.23
-2.14 A A A ' A
) B i . PEKL PGF PINKC
LICA LPL MAPZK] MAPZKS MAPK1 4 MCNZ MKI&7 NCL3 OCLN " 33
£ 7 ! : 77 -1.03 -3.09 1.89
9.40 1.62 -1.61 95 4.44 -5.89 1537 1.42 23.62
A A A
SLC2A SNAI3 SOX10
: POLB POPIRISA SERPINB2 SERPINFI  SKP2 spy  SNAL sNaz s sopl o STHNI
X =J. &
-2.48 1.79 341 1694 369 2 2.40 15.05 8.07 6.37
A A C
™2 TEK TEP1 TERFY
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G -1.53 R.29 -1.26 -1.85
c : -1.06 1.0 474 a.77 -1.51 R3.75 6.74 17.65

Cizim 4.62 CAL62 + IKI-MKH+ AKBA 7.giindeki gen ekspresyonlarindaki degisimlerinin
real time PCR ile belirlenmesi

ANGPT1, ARNT, CA9, CPT2, DDB2, E2F4, GADD45G, IGFBP3, IGFBP5, KDR,
KRT14, LDHA, MAP2K1, MCM2, PFKL, PGF, POLB, SERPINB2, SLC2A1, SNAI3,
TBX2, TEP1, UQCRFS1, TERF2IP, TERF1;genlerinin 7.Giinde ekspresyonu azalirken;
ACLY, ACSL, ADM, ANGPT2, APAF1, ATP5A1, AURKA, BCL2L11, BIRC3, BMI1,
CASP2, CASP7, CASP9, CCL2, CCND2, CCND3, CDC20, CDH2, CFLAR, COX5A,
DDIT3, DKC1, DSP, EPO, ERCC3, ERCC5, ETS2, FASLG, FGF2, FLT1, FOXC2, G6PD,
GPD2, GSC, HMOX1, IGFBP7, LIG4, LPL, MAP2K3, MAPK14, MKI67, NOL3, OCLN,
PINX1, PPP1R15A, SERPINF1, SKP2, SNAI1, SNAI2, SOD1, SOX10, STMN1, TEK,
TINF2, TNKS, TNKS2, VEGFC, VEEL, XIAP genlerinin ekspresyonu artmustir.
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4.7.4 Real Time PCR

IL6

o m N W s U

04
03
02
-1 =
I EE— o = -

CAL621day  CALG62-AKBA 1day CAL62-coculture CAL62-coculture CALG24day  CALG2-AKBA dday CALG2-coculture  CALS2-coculture CAL627day  CAL62-AKBA 7day CAL62-coculture CALE2-coculture
1day AKBA 1day aday AKBA dday 7day AKBA 7day
BCL2 BCL2 BCL2
18 a a5
16 35 4
18 s z,:
12 4
1 2': 25
08 2
06 15 15
o : : .
02 05 05
il |- = o] — — o] -
CAL621day  CAl 1day cA fture  CA It cAl62aday  CAl aday CA lture CA It CAL627day  CAL62-AKBA 7day CAL62-coculture CAL62-coculture
1day AKBA 1day aday AKBA 4day 7day AKBA 7day

Cizim4.63 CAL62’nin Real Time PCR ile IL6 ve BCL2 geninin ekspresyon grafigi

CAL62+AKBA’l1 gruplarda CAL62 grubuna kiyasla 1,4 ve 7. glinlerde sirasiyla IL6
geninin ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. IL6 geninin ekspresyonunun azalmasi hiicre
proliferasyonunun azaldigini géstermektedir. CAL62 grubuna kiyasla diger gruplarda hiicre

proliferasyonunda azalma goriilmiistiir.

CALG62 grubuna kiyasla 1,4 ve 7. Giinlerde CAL62+AKBA grubunda BCL2 geninin
ekspresyonunda azalma goriilmiistir. BCL2 antiapoptatik bir gen oldugundan

ekspresyonunun azalmasi1 CAL62 hiicrelerinin apoptoza gittigini ifade etmektedir.
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4.7.5 Ortak Kiiltiir Sonras1 Akim Sitometrik Analizi
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Cizim4.64 Insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin ortak kiiltiir sonras1 akim sitometrisi
(hiicre sayar) ile ylizey belirteglerinin belirlenmesi

15 MKH-P4-E4

g & 8
8 8 1.45% 8 1.67% 8 1.28%
8 gg = §§ = E’—a ]
8 83 8 8
E 8 g
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g8 g8 (e B = 28 (e e I ]
3s 3= 3s ds 3s 3s
g 2 @ 2 $ ¢
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1 3 1 4 0 30! pr .
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Mouse igG2a PE COmPE HLA ABC PE COBPE CD105 PE anti-human CD%0

Cizim 4.65 insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicrelerinin ortak kiiltiir sonrasi
akim sitometrisi (hiicre sayar) ile yiizey belirteglerinin belirlenmesi

Ortak kiiltiir sonrasinda CAL62 ve IKI-MKH’lerinin belirtegleri incelendi. Yapilan
inceleme sonrasinda ortak kiiltiir ncesine gore hiicrelerin belirteglerinin ekspresyonlarinda
azalma gozlemledi. Dolayisiyla sadece kanser hiicre hatt1 degil kok hiicrelerinde ortak kiiltiir

sornasinda etkilendigini gormekteyiz.
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5

TARTISMA

Giliniimiizde kanser hastaliginin tedavisinin yetersiz olmasi ve 6liim oraninin yiiksek
olmasi bilim insanlarmin bu konuya Onem vermesine ve iizerinde ¢aligmalarin
yogunlagsmasina yol agmistir. Gilinlimiizdeki caligmalar kanseri tedavi etmeye yonelik
caligmalar haricinde kanserden korunma ve erken taniy1 da kapsamaktadir. Cerrahi
tedaviler radyoterapi, kemoterapi haricinde hedefe yonelik tedavi ve gen tedavileri
caligmalar1 hiz kazanmistir. Son zamanlarda kok hiicrenin kesfi ile kanser ¢aligmalari hiz

kazanmis hiicresel temelli tedaviler gelistirilmeye ve 6nem kazanmaya baslamistir.

Kok hiicreler hasarli dokuya migrasyon yetenekleri olan ve bulundugu dokunun
yenilenmesinde gorevli olan ¢ok ozel hiicrelerdir. Ote yandan kanser hastalarinin
kemoterapi ve radyoterapi sonrasinda yasam kalitesi olduk¢a diismektedir. Hastanin yagam
kalitesini arttirmak amaciyla da kok hiicreler biiyiik dnem saglamaktadir. Allojenik kemik
iligi nakli ile hastanm yasam kalitesinin artt1ig1 yapilan galismalarda goriilmiistiir.(Berk O,

1986).

Kok hiicrenin klinikte uygulama alaninin genislemesi i¢in molekiiler mekanizmasinin
tam olarak ¢oziilmesi gerekmektedir. Gilinlimiizde yapilan ¢aligmalar molekiiler diizeyde
hizla artmaktadir. Yolaklarin tam olarak tanimlanabilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Kanseri olusturan kanser kok hiicrelerinin normal kok hiicreler ile olan benzerlikleri
kendilerini yenilemesi i¢in kullandig: sinyal yolaklari( Notch, SHH,WNT) , asmetrik hiicre
boliinmesi ve tasidiklar: benzer transkripsiyon faktorleri ( SOX2, Nanog, Kif4 ,OCT 4)
kanseri olusturan hiicrelerin normal kok hiicrelerden kaynaklandigini diigiindiirmektedir

(Wend P,2010).

Mezenkimal kok hiicreler ¢alismalarda en c¢ok kullanilan hiicre grubudur. Hasarli
dokuya olan migrasyon yetenegi ve orada dokunun onarimini saglamasi, kanser
hiicrelerinin iizerinde anti tiimorojenik etkisi calismamizda Mezenkimal kok hiicre
grubunu se¢gmemize neden olmustur. Antiinflamatuvar 6zellige sahip olmasi diger kok
hiicreler arasinda hiicresel temelli tedavilerde Mezenkimal kok hiicrelerin daha ¢ok

caligilan hiicre grubu olmasini saglamaktadir.

Calismamizda mezenkimal kok hiicrelerin tiroidin en agressif seyreden kanser tipi olan
anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerinde etkisinin izlenmesi haricinde, molekiiler

diizeyde etkisi tanimlanmis olan antitiimorojenik ve antikanserojenik olan kanser
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hiicresinin biiytimesini engelleyici etkiye sahip olan AKBA (acetyl-11-keto-p-bosvelik
asit)’nin anaplastik tiroid kanseri {izerinde hem tek basina hem de Mezenkimal kok hiicre

ile birlikte gosterecekleri etkisi incelenmistir.

Calismanin amaci1 dikkate alindiginda AKBA’nin kanser hiicreleri haricinde
mezenkimal kok hiicrelerinin tizerinde gosterecek oldugu etki biiyiikk 6nem igermektedir.
AKBA’nin Mezenkimal kok hiicrelerinin canlilifina ve proliferasyonuna olan etkisinin
incelenmesi giiniimiizde yapilan ¢alismalardan ayricalik kazanmasina neden olmustur. Bu
calismada AKBA’nin anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerinde apoptozu arttirmasi
yoniinde yogunlagilmistir. Apoptozu arttirict etkiye sahip olan AKBA’nin Mezenkimal

kok hiicre ile olan birlikte etkiside en 6nemli hedeftir.

Yapilan kanser ¢alismalarinda Mezenkimal kok hiicreler 6nemli yer tutmaktadir. Ancak
tek basina kanseri eradike edebilecek bir tedavi olusturulamamistir. Mezekimal kok
hiicrelerin kanserli bir dokuya verildiginde kanser dokusunun oldugu yere yerlesip
savunma sistemi olusturdugu yapilan ¢alismalarda izlenmistir(Heldring 2015). AKBA’nin
kanser hiicrelerinin apoptozunu arttrici etkiye sahip olmasi mezekimal kok hiicrelerininde
kanser hiicreleri lizerinde gosterdigi etkiler birlikte incelenerek hiicresel temelli tedavilerde
yeni fikirlerin olusumun yol agmak en biiylik hedef olmustur. Dolayisiyla bu calisma
sadece Mezenkimal kok hiicrelerin kanser hiicreleri lizerinde etkisinin incelenmesinin yant
sira Mezenkimal kok hiicreleri destekleyici etkilere sahip olan eklentiler ile ¢alismalara

devam edilebilecegini gostermektedir.

AKBA’nin CAL62 ve IKI-MKH hiicreleri iizerinde uygun dozu bulmak amagh
konsantrasyon deney yapilmistir. Kanser hiicreleri iizerinde uygun AKBA konsantrasyonu
80 ul olarak belirtilmistir(Xia ve ark. 2016)). Yapilan konsantrasyon deneyi sonucunda
CAL62 ve IKI-MKH hiicreleri i¢in kurulacak olan ortak kiiltiir i¢in IKI-MKH igin
sitotoksik olmayan hiicrenin proliferasyonunu azaltict olmayan ve en Onemlisi kanser
hiicreleri {izerinde gosterecek oldugu gibi apoptatik etkiye sahip olmayan doz WST ve
Annexin Pl testi ile belirlendi. Wst testi sonucuna gore CAL62 hiicrelerinde 80 ul doz
AKBA konsantrasyonunda canliliginda diisme oldugunu gordiik. IKI-MKH hiicrelerinde
4 ve 7. Giinde hiicre canlilifinda artma oldugunu izledik. Bu verilerin iizerine canli, 6li,
erken ve ge¢ apoptatik seviyelerini géormek iizere Annexin PI analizi gergeklestirildi. 100
ul AKBA’nin IKi-MKH’larin apoptozunu arttirdigim1 80ul AKBA konsantrasyonunda

IKi-MKH hiicrelerinin canlilik oranim yiiksek oldugu apoptoz ve 6liim oranlarmin gok
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diisiik olmas1 hiicrenin proliferasyonunda olumlu etkisi oldugunu gosterdiginden uygun
konsatrasyon veriler sonucunda 80 pl olarak belirlendikten sonra hiicreler ortak kiiltiire

alindilar(Cizim4.12).

Yapilan ¢alismalarda Annexin PI analizi ile hiicrelerin canli, 6lii, erken ve ge¢ apototik
seviyeleri belirlenmektedir(Zhang ve ark.2014). Ortak kiiltiir sonrasinda AKBA’nin
CAL62 ve IKI-MKH hiicreleri iizerinde canlilik, 6liim ve apoptoz seviyelerini analiz
etmek amaciyla Annexin PI analizi gergeklestirilmistir. CAL62 kontrol grubuna oranla

CAL62+AKBA grubunda apoptoz seviyesinin anlamli bir sekilde yiikseldigini gordiik.

Hiicrede apoptozun diizenlenmesinde BCL2 geni oldukga biiyiik rol oyanamaktadir.
Hiicrenin apoptoza egiliminin olup olmadigin1 BCL2 geninin homodimer ve heterodimer
formuna baglidir(Adams ve ark. 2001). BCL2 geninin hiicreleri apoptozdan korudugu
bilinmektedir(Garcia ve ark. 1992). BCL2 geninin ifadesindeki artis ¢esitli kanserlerde
yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur(Gobé ve ark. 2002).

Yapilan ko kiiltiir sonrasindaki Real time analizinde BCL2 geninin AKBA olan kiiltiir
gruplarinda kontrol grubu CAL62 orayanla azalmasit AKBA’nmn insan anaplastik tiroid
kanseri hiicrelerinin apoptozunu diizeledigini gdstermektedir. CAL62+IKI-MKH ko kiiltiir
grubunda BCL2 gen ekspresyonu CAL62 kontrol grubuna yakin ¢ikmast AKBA’nin tek

basina kanser hiicresinin apoptozunda rol oynadigin1 gostermektedir.

Kanser hiicreleri oldukca aktif olan ve siirekli kontrolsiiz ¢cogalan hiicrelere oldugundan
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyici ya da azaltic1 etkiler kanserin tedavisinde
biiyilk umut olacaktir. IL6 hiicre ¢ogalmasini diizenleyen ¢ok onemli bir sitokindir. T
hiicreleri, makrofajlar tarafindan salinan kanserin progresyonuyla dogrudan iligkilidir.
Yapilan caligmalarda kanser hastalarinda IL6 seviyesinin yiiksek oldugu
belirlenmistir(Oka ve ark.1996). Ortak kiiltiir sonrasinda yapilan Real time PCR analizinde
IL6 gen ekspresyon seviyesi CAL62+ AKBA grubunda kontrol grubu CAL62’ye gore 4
ve 7 giinde belirgin bir sekilde diislis gostermistir. Bu veride bize AKBA’nin insan
anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu azaltic1 etkiye sahip oldugunu
gotermektedir. Yapilan bir ¢alismada karaciger metastazli kolon kanseri hastalarda serum
IL6 seviyesinin, metastazi olmayan hastalara oranla ¢ok yiiksek bulunmustur(Ozgiir ve
ark,2010). AKBA’nin IL6 seviyesi diislirmesi bize metastazinin diizenlenmesinde rol

olabilecegi hipotezini diisiindliirmiistiir.
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Kanser hiicreleri siirekli ve kontrolsiiz bdliindiigiinden canliliklar1 ¢ok yiiksek
hiicrelerdir. Hiicre canliligin1 belirlemek amaciyla LIVE/DEAD analizi gergeklestirdik.
AKBA’nin CAL62 ve IKI-MKH iizerinde olan hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Yapilan
analiz sonucunda AKBA’nin CAL62 olan hiicre grubunda 6lii hiicre sayisinda artis
gozlemlenirken IKI-MKH+AKBA grubunda belirgin bir &lii hiicre goriintiisii elde
edilememistir. CAL62 kontrol grubuna oranla CAL62+AKBA hiicre grubunda 1,4 ve 7
giinlerde 1:1 ve 1:3 oraninda Oli hiicreler gozlemlenmistir. Ayni1 benzer durum

CAL62+IKI-MKH+AKBA grubunda da izlenmistir.

Viicutta mevcut olan damarlardan yeni kan damarlarinin olugsmasi anjiyogenez olarak
tanimlanmaktadir. Timoér gelisimlerinde anjiyogenez oldukca biiyiikk 6nem
tasimaktadir(Fotsis ve ark.1994). Hipoksik ortam ve heniiz tam olarak ortaya konmamais
baz1 uyaranlar anjiyogenez 0zelligi tastyan bazi VEGF gibi faktorleri ortaya ¢ikarirlar.
Tiimor hiicresi biiyiidiikce vaskiilarizasyon artmaktadir. Kanser hastaliginin tedavisinin
glic olmasinin en 6nemli nedenleri arasinda metastaz yatmaktadir. Kanserin metastaz
yapmasinda anjiyogenez biiyiik role sahiptir(Folkman ve ark.2002). Anjiyogenez
ihibitorlerinin nasil etki ettigi mekanizmasi heniiz tam olarak agiga kavusamamistir.
Kanser hiicrelerinin metastazinin engellenmesinde ve yeni tedavi stratejilerinin

olusumunda tiimor damarlarinin hedeflenmesi oldukg¢a 6nemlidir.

Calismamizda CALG62 hiicrelerinin anjiyogenez oOzelligini tanimlamak amagh
ANGPT2, VEGF2 ve KDR genlerinin ekspresyonlar1 incelenmistir. AKB tek basina
kullanildiginda 7 giin boyunca anjiyogenezi arttirmaktadir. CAL62-IKi-MKH grubunda
ilk 4 gilin boyunca artis gézlemledik. 7.gilin olan kiiltiirde ise diisiis goriilmektedir. CAL62-
IKI-MKH + AKBA grubunda 4.giinde ciddi bir etki gdzlemlerken 7.giinde ¢ok ciddi diisiis
goziikmektedir. Bu ekpresyon diismesini AKBA’dan kaynaklanan ve anjiyogenezi
destekleyen etkisizlestirmeyle agiklanabilir. Ozellikle CAL62-IKI-MKH+AKBA beraber
oldugu gruplarda ANGTP2 ve KDR geninin ekspresyonu iizerinde sinerjik etki yaratarak
ekspresyonu diistirmiistiir. Yapilan bir ¢alismada Asetil-11-keto-beta-boswellik asit,
VEGF2 anjiogenezi baskilayarak prostat biiylimesini inhibe ettigini gostermistir(Pang ve

ark,2009).

Oksidatif stres basta kanser olmak iizere birgok hastaligin patogenezinde rol
oyamaktadir(Berlett ve ark. 1997). Oksdatif stresin CAL62 hiicreleri iizerinde AKBA’nin

yaptig1 etkiyi saptamak amaciyla HMOXI1 geninin ekspresyonu incelenmistir. Yapilan
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inceleme sonrasinda AKBA eklenen gruplarda HMOX1 geninin ekspresyonunda artis
gozlemlenmistir. 4. Giinde CAL62 + AKBA olan gruplarda yaklasik 2.5 kat artig
gozlemlenirken bu artik 7.giinde ise yaklasik 11 kat artmaktadir. AKBA CAL62 hiicrelerinin
lizerinde oksidatif stres yarattigin1 gdzlemlemekteyiz. CAL62 +IKi-MKH olan grupta ise
benzer durum s6z konusudur. 4.giine kadar oksidatif stresin artugini gormektekteyiz fakat
7.giinde bu stresin azaldigi gozlemlenmektedir. CAL62+ AKBA grubunda ve
CAL62+MKH hiicre grubunda oksidatif strese sebep oldugunu gozlemlemekteyiz ancak
CAL62 + IKiI-MKH hiicre grubunda dliime sebep olacak bir oksidatif stres goriilmezken
CAL62 +AKBA grubunda oksidatif stres 1,4 ve 7 giinde devamli artig goriildiigiinden

oksidatif stres agisindan daha iyi oldugnu gozlemlemekteyiz.

AKBA’nin CAL62 hiicreleri ilizerinde apoptotik etkisini saptamak amaciyla CASP2,
CASP7, CASP9, CFLAR(CASS8), MAP2K1, MAP2K3, MAP2K14 genlerinin
ekspresyonlarina bakilmistir. CASP genlerinin artmasi hiicrede apoptoza neden oldugunu
ifade etmektedir. CAL62 +AKBA olan gruplarda CASP2,7,9 gen ekspresyonlarindaki artis
AKBA’nin CAL62 hiicrelerinin apoptozuna neden oldunugu gostermektedir. CASP kendi
igerisinde kiyasladigimiz zaman CAL62 +AKBA da CAS7 geninin ekspresyonu daha
yiiksek oldugundan hiicrelerin apoptoza gittigini sdyleyebiliriz. CAL62 +iKi-MKH olan
gruba baktigimiz zaman 4. Giinde CAS7 geninin ekspresyonu artmakta ancak CAS2 ve
CAS7 7.giinde dahada artmisken CAS9 da gen ifadesi diismiistiir. CAL62+IK-
MKH+AKBA olan grupta CASP gruplar1 4. Giinde artarken CAS7 ve CAS9 gen ifadesi
7.giinde distigi gorilmektedir. CFLAR(CASS8) geninin ifadesi CAL62+ AKBA olan
grupta artis gdzlemlenirken, CAL62+IKI-MKH +AKBA olan grupta 7.giinde apoptoz
ifadesinde diisme saptanmistir. CAL62 +AKBA olan grupta CFLAR geninin ekspresyonu
bize AKBA’nin CAL62 hiicreler iizerinde apoptatik etkiye neden oldugunu gostermektedir.
Genel olarak MAP2K genlerinin ekspresyonunu inceledigimizde 4 ve 7. Giinlerde
ekspresyonunun arttigt goriilmiistiir. Bu bulgu hiicrelerin stres altina girdigini
gostermektedir. Bu stres kaynagi HMOXI1 geninin ekspresyonu artisinda gosterdigi gibi

oksidatif stresten kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

AKBA’nin hiicre ¢cogalmasi ve proliferasyonu iizerine olan etkisini anlamak amaciyla
MKI67(Ki67),E2F4,G6PD,GPD2 ve LDHA genlerinin ekspresyonlart incelenmistir.
MKI67 ve E2F4 geninin ekspresyonu dogrudan hiicre proliferasyonunu ifade eden baglica
proteinlerdir. MKI67 hiicrenin S1 fazininin disindakii biitiin hiicre siklusu asamalarinda

ifade edilmektedir. Calismamizin CAL62+AKBA olan gruplarinda MKI67 geninin
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ekspresyonu 4 ve 7. Giinde 17 ve 86 kat artmistir. CAL62 +IKi-MKH 4 ve 7.giinde CAL62
+AKBA grubu kadar olmasada MKI67 geninin ekspresyonunda artis gozlemlenmistir. Bu
bulgu CAL62+AKBA olan grupta hiicre siklusunu arttirict bir etki oldugunu ancak
CAL62+IKI-MKH olan grupta artisin daha az oldugunu gostermektedir. Ilging olarak
CAL62+ IKi-MKH+AKBA grubunda 4. Giinde 3.6 kat, 7.giinde ise 15.3 kat artis
goriilmektedir. Bu artis AKBA’nin ve IKI-MKH CAL62’ye karsi tek baslarina
kullanildiginda belirgin bir diisiis oldugunu gostermektedir. Bu durumu AKBA ve IKi-MKH
birlikte kullaniminin sinerjik etki yarattiini ve hiicre ¢ogalmasii yavaslattigini

gostermektedir.

E2F4 geninin ekspresyonuna baktigimiz zaman CAL62+AKBA olan gruptaki gen ifadesi
4.giin diisme goriilsede 7.giinde yaklasik 2 kat artma goriilmektedir. CAL62 +IKi-MKH
grubunda7.giinde gen ekspresyonu 4.6 kat artmis ancak CAL62+IKI-MKH+AKBA olan
grupta gen ekspresyonu 5 kat diismiistiir. Bu bulgu hiicrenin G1 fazinda S fazina gegiste
ihtiya¢ duydugu E2F4geninin ekspresyonunu saglayamadigini ve bunun diisiik ¢ikan hiicre
proliferasyonunun sebebi olabilecegini diisiindiirmektedir. MKI67 geninin ifadesi Gl
fazindan gegen hiicrelerde goriildiigiinden dogrudan hiicre ¢ogalma hiziyla iligkilendirilir.
Ancak S1 fazina geg¢mis hiicrelerin hiicre déngiisii hizin1 CAL62+IKi-MKH+AKBA
grubunda ¢ok yavas gerceklestigi hesaplandi.

G6PD geninin ekspresyonu glikoliz asamasiyla iligkilendirilir. Elde ettigimiz bulgular
incelendiginde 1 ve 4. Glinlerde belirgin degisme olmaz iken CAL62+AKBA olan grupta 7.
Giinde 6.3 kat CAL62+IKi-MKH olan grupta 4.7 kat ve CAL62+IKi-MKH +AKBA olan
grupta yaklasik 58.6 kat artis oldugu goézlemlendi.

Laktik asit tiretiminden sorumlu olan LDHA geni ifadesinde belirgin degisim olmamustir.
Bu durum CAL62+KI-MKH+AKBA grubunun glikolizi destekledigi y®oniinde

diistindiirmektedir.

Ote yandan GPD2 geni oksidatif fosforilasyon belirteg proteinidir. CAL62+AKBA
grubunda 4.glinde 15 kat 7.glinde 146 kat artis oldugu hesaplanmistir. Bu durum AKBA
kullaniminin CAL62 hiicreleri lizerinde glikolizden oksidatif fosforilasyon siirecine dogru
siiriikledigi seklinde yorumlanmaktadir. Benzer durum CAL62+IKI-MKH grubunda
gozlemlenmemistir. CAL62+IKI-MKH+AKBA grubunda 4.giinde GPD2 geninin
ekspresyonu yaklasik 21.6 kat artmigsken 7.giinde artis 11.3 olarak diisiis gostermistir. Bu
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verilerden hiicre pluripotensi 6zelliklerini kaybettigini kanser kok hiicresi popiilasyonun da

azalma olduguna isaret etmektedir.

CAL62+IKI-MKH+AKBA grubunda GPD2 geninin ekspresyonu 11.25 kat G6PD
geninin ekspresyonu 58.6 kat artmis olmasi hiicrelerin ATP {iretiminin kaynaginin
glikolizmi yoksa oksidatif fosforilasyondan mi kaynaklaniyor konusunda yorumlari

giiclestirmektedir.

Epitelial Mezenkimal gecis(EMT) hiicrede uyarilar sonucunda epitelial 6zelliklerini
kaybederek mezenkimal 6zellik kazanmasidir. EMT metastatik hiicrenin en karakteristik
Ozelliklerinden biridir. Yapilan ¢alismada kanserin ilerlemesinde EMT temel rol oynadigi

gosterilmistir(Font-Clos ve ark. 2018).

KRT14 epitelial marker1 olarak tanimlanmistir. KRT14 geninin ekspresyonunun
azalmas1t EMT gecisini ifade eder. CAL62+AKBA olan grupta KRT14 geninin ifadesinde
artma goriilmektedir. CAL62+IKI-MKH grubunda 4. Giinde KRT14 geninin ekspresyonu
artarken 7. Giinde azalma goriilmektedir. Benzer durum CAL62 +IKi-MKH+AKBA
grubundada gozlemlenmektedir. KRT14 geninin ekspresyonu CAL62+IKi-MKH+AKBA
grubunda 7. Gilinde 30 kat dismistir. Bu durum EMT gostergesi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak IKi-MKH’de bir Mezenkimal kok hiicre oldugu igin yapmis
oldugu salgilarda CAL62’y1 EMT siirecine sokmus mezenkim karakteri kazandirmis

olabilmektedir

SNAI1,SNAI2,SNA3 genlerinin ekspresyonlarina bakildiginda CAL62+AKBA 7 giin
boyunca gen ekspresyonu diismeyerek devamli artis gostererek EMT siirecini destekledigini
gostermigtir. CAL62+IKI-MKH+AKBA grubun da bu siireg 4.giinde artis gdsterirken

7.giinde ¢ok ciddi gen ifadesinde diisme goriilmiistir.

5.4 Smrhhiklar

Ko Kkiiltiiriin yer aldigi bu ¢aligmada 7 giinden daha fazla siiregte AKBA’nin etkisine
bakilarak apoptoz hakkinda daha derin bilgilere ulasilabilir. Caligmanin In-vivo kismi

yapilarak hayvanlar iizerindeki etkisine bakilarak daha etkili sonucglar gézlemlenebilir.
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6 SONUC VE ONERILER

Yapilan tez calismasinda AKBA ile insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin
apoptozunu engellemesi amaglanmistir. Bu sayede diinyada bir ilk niteligi saglayan soz
konusu ¢alisamada AKBA’ ’nin insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerindeki apoptatik
etkiye sahip olacagi diisliniilmektedir. Elde edilen bulgular AKBA’nin insan anaplastik
tiroid kanseri hiicreleri iizerinde etkili apoptatik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Bunun yaninda AKBA’nin insan kemik iligi kaynakli Mezenkimal kok hiicrelerin

proliferasyonunu arttirict apotozunu azaltici etkisi olduguda goriilmektedir.

AKBA’nin insan anaplastik tiroid kanseri hiicreleri iizerindeki apoptatik etkisi hiicre
canlilik testleriyle floresan teknikle ve FACS Calibur akim sitometri cihazinda gosterilerek;

gen diizeyindeki ekspresyon degisimleriyle desteklenmistir.

AKBA’nm gen ifadesindeki degisimlerle insan anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu azalttig1, apoptozunu destekledigi, EMT siirecindeki ve kanserin metastaz
yapmasinda ¢ok O6nemli faktor olan damarlasmada rol oynayan genlerde meydana gelen

ekspresyonlarla ortaya konmustur.

Yine bu calisma ile AKBA’nin, daha Once tiimdr hiicresininin biiylimeyi engelleyici
etkisi bilinen ve bagisiklik sistemi tizerine diizenleyici etkisi ile birlikte Mezenkimal kok

hiicrelerlere tedavilere destek saglayabilecegine yeni bir yaklagim sunmustur.

Calismada gozlemlenen AKBA’nin Insan anaplastik kanseri hiicreleri iizerine
gbzlemlenen apoptatik etkilerini daha kapsamli incelemek i¢in yeni caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. AKBA’nin apoptozunun tayini i¢in TUNEL yontemi, Kaspaz-3 yontemi,
Western blotting yontemleri kullanilmali ayrica in vivo yontemle hayvanlarda apoptozu
engelledigi gosterilmelidir. Bu sayede sonuglar daha AKBA ‘nin insan anaplastik tiroid

kanserini apoptoza gotiirdiigiinii daha gozlemsel olarak belirlenmis olacaktir.
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