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GIRIS ve AMAC: Tiirkiye de sikligi %3.7 olarak
tanimlanan tiroid kanserleri en sik goriilen endokrin
neoplazilerdir. Mitojen aktive protein kinaz (MAPK)
yolagindaki proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyon ve
yeniden diizenlemeler, diferansiye tiroid kanseri geligimi ve
ilerlemesi i¢in giderek daha fazla 6nem kazanmaktadirlar.
Bifosfonatlar invitro olarak; tiimér hiicre proliferasyonunu
azaltir, hiicre viabilitesini azaltir, tiimor hiicre
apopitosisini uyarir, hiicre adezyonu inhibisyonu yapar,
anjiyogenezde inhibisyon ve metastatik potansiyelde
azalma yaparlar. Calismamizda zoledronik asit
monohidratin tiroid papiller karsinomu hiicre hattinda
sitotoksisite ve apoptozis iizerine etkileri arastirilmistir.

YONTEM ve GERECLER: Insan kékenli bir papiller tiroid
karsinomu hiicre hattinda (BCPAP) bifosfonat olarak

zoledronik asid monohidratin 10-100 uM seklinde artan
dozlart kullanildh.

BULGULAR: BCPAP hiicre hattinda zoledronik asid
monohidratin IC50 degeri 1. deneyde 48. saatte 55 uM olarak
saptandi. Ancak 2, 3 ve 4. deneylerde sonu¢ alimamadi. Bu
nedenle apopitozis deneyleri kurulmad.

TARTISMA ve SONUC: Zoledronik asit, ¢alistigimiz doz
araliginda tiroid papiller karsinomu hiicre hattinda etkisiz
bulunmustur..

Anahtar Kelimeler: papiller tiroid karsinomu, BCPAP hiicre
hatti, zoledronik asit
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Thyroid cancer is the most common
endocrine neoplasm with an incidence of 3.7% in Turkey.
Mutations and re-arrangements in genes encoding proteins
of the the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway for the development and progression of
differentiated thyroid cancer, gain more and more
importance. Bisphosphonates decrease tumor cell
proliferation, reduce cell viability, stimulate apopitosis in
tumor cell, inhibit cell adhesion and angiogenesis, and
decrease metastatic potential in vitro. In our study, the
effects of zoledronic acid monohydrate on cytotoxicity and
apoptosis in thyroid papillary carcinoma cell line were
investigated.

METHODS: Zoledronic acid monohydrate with increasing
doses of 10 to 100 uM was used on a papillary thyroid
carcinoma cell line of human origin named BCPAP.

RESULTS: IC50 value with zoledronic acid monohydrate was
found in first experiment at 48th hour to be 55 uM, but 2nd, 3rd
and 4th experiments were failed. Therefore, apoptosis assays
were not to be established.

DISCUSSION and CONCLUSION: Zoledronic acid was
found to be ineffective in the thyroid papillary carcinoma cell
line at the dose range we were working with
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GIRIS

Tiroid kanserleri en sik goriilen endokrin
malignitelerdir. Tiirkiye’de yapilan bir otopsi
serisinde siklig1 %3.7 olarak bulunmustur (1). Tiroid
kanserlerinin prevalanst bolgede iyot eksikligi olup
olmamasina, guatr sikligina, yasa ve cinsiyete gore
degismektedir (2). Tiroid kanserli hastalarin klinik
basvuru bulgusu tiroid nodiilii seklinde olur ve tiim
nodiillerin ortalama %4-6.5"1 kanserdir (3-6). Papiller
tiroid kanseri patolojik tanisi alan vakalarda total
tiroidektomi segilecek tedavi yontemidir.

Bifosfonatlar, invitro olarak tiimor hiicre
proliferasyonunu ve viabilitesini azaltir, tiimor
hiicrelerinde apoptozisi uyarir, adezyon inhibisyonu
yapar, metastatik potansiyelde azalma saglar ve
anjiyogenezde inhibisyon yaparlar. Hem osteoporoz
tedavisinde hem de profilaksisinde en ¢ok
kullanilan ajan, bifosfonatlardir. Ayrica multipl
myelom, meme karsinomu, prostat karsinomu,
pankreas karsinomu, akciger karsinomu ve
osteosarkom {izerine etkileri gosterilmistir. Amin
icerikli bifosfonatlar HMG-CoA rediiktaz yolagi
enzimi olan farnesyl pirofosfat (FPP) sentazi
baglayip bloke ederek FPP ve metaboliti olan
geranilgeranil pirofosfat (GGPP) olusumu engeller,
boylece kemik metabolizmasi {izerine etki eder.
FPP ve GGPP, kiigiik GTP-baglayici proteinlerin
izoprenilasyonu icin gereklidirler. izoprenilasyon,
proteinlerin hidrofobik izopren gruplar ile hiicre
zarinda sabitlenmesi iglemidir. GTP-baglayici
proteinler; ras, rho, rab, rap, rad, ran, rheb, rit ve arf
olarak siniflandirilmislardir (7).

Diferansiye tiroid karsinomlu hastalarin tedavisi
cerrahi, radyoaktif iyot ve tiroid hormon tedavisini
icerir. Metastatik hastalik olustugunda radyoaktif
iyot daha kiigiik bir hasta grubunda tedavi edici
olabilir ve tiroid stimiilan hormon (TSH) supresif
tiroid hormon tedavisi hastaligin ilerleyisini
yavaslatabilir. Baz1 hastalarda eksternal radyoterapi
faydali olabilir. Radyoiyot ve TSH supresif tiroid
hormon tedavisine ragmen ilerleyen metastatik
diferansiye tiroid karsinomlu hastalarda tedavi
segenekleri sinirlidir. Pek ¢ok tedavi hala arastirma
sathasinda  olmasina ragmen kemoterapiler,
progresif hastalik i¢in etkili bir alternatif olabilir.
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Metastatik iyi diferansiye tiroid kanseri olan
hastalar i¢in en iyi tedavi olan radyoiyot, kemik
metastazi olan hastalarda daha az etkilidir. Kemik
metastazi olan hastalarda radyoiyot tedavisinin bu
umut kirict sonuclar1 g0z Oniinde
bulunduruldugunda, agresif bir cerrahi yaklasim
tavsiye edilir (8). Ama ne yazik ki, tim kemik
metastazlari cerrahi rezeksiyona uygun olmayabilir.
Bu yiizden, rezeke edilemeyen kemik metastazlar
ya da multip] kemik metastazi olan hastalarda
radyoiyot tedavisine ek olarak RT Onerilmektedir.
Agrli kemik metastazi olan tiim hastalar agr
kontroliine  yardimct  olmasi  icin RT’ye
yonlendirilmelidir (8).

Diger malignitelerle kiyaslandiginda oldukga iyi
prognostik  Ozellikleri olan diferansiye tiroid
kanserleri dediferansiye olduklarinda ve/veya iyot
tutmayan  metastatik  durumlarda  tedavileri
zorlagmaktadir. Bu durumda ya da kotii prognostik
alt gruplarmin tedavileri igin yan etki potansiyeli az
olan ajanlara ihtiya¢ vardir. Bu diislinceden
hareketle olusturulan hipotezle yan etki potansiyeli
olduk¢a az ve kabul edilebilir zoledronik asit
monohidratin tiroid papiller karsinomu hiicre
hattinda sitotoksisite ve apoptozis lizerine etkileri
arastirilmstir.

GEREC VE YONTEM

Insan kokenli papiller tiroid karsinomu hiicre
hattinda (BCPAP) bifosfonat olarak etki giicii
etidronata gore en yiiksek olan zoledronik asid
monohidratin 10-100 pM seklinde artan dozlar ile
sitotoksisite ve apoptozis degerlendirilmistir.

BCPAP Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

BCPAP hiicre hatti; 76 yasinda, metastatik
papiller tiroid karsinomlu bir bayanin timdr
dokusundan 1992 yilinda iiretilmistir. Insan kokenli
bir tiroid karsinoma hiicre hattidir. igsi veya
yuvarlak sekillidir ve tek katmanli olarak tutunarak
cogalirlar. BCPAP hiicreleri, BRAF V600E
mutasyonunu homozigot olarak tasir (9), sodyum
iyot simporter1 (NIS) endojen olarak eksprese
etmektedirler (10). BCPAP hiicreleri TSH reseptorii
ve tiroglobulin (Tg) negatiftir.

Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi
destegi (proje takip no 2.100.2012.0175, proje no
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13-TIP-002) ile BCPAP hiicre hatlan DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen)’den satin alinmustir.

Hiicre kiiltiirlerinde hem deney kurarken gerekse
hem de zoledronik asidin sitotoksik etkilerini
belirlerken hiicreye ait canlilik parametreleri
olgtildi.

Sitotoksisite Degerlendirilmesi

Zoledronik asid monohidratin 24-48 ve 72.
saatlerdeki sitotoksik etkilerini degerlendirmek igin
Water Soluble Tetrazolium (WST)-1 hiicre canlilik
kiti kullanildi. Zoledronik asit monohidrat ile
muamele edilen hiicreler 96 kuyucuklu plaklara
pipetlendi. Her kuyucukta 100 pl hiicre olacak
sekilde pipetleme yapildiktan sonra her kuyucuga
10pul WST-1 hiicre canlilik kiti eklendi. Hiicreler 3-
4 saat inkiibatorde bekletildi. WST-1 konulduktan
sonra  her kuyucugun  absorbans  degeri
spektrofotometrik olarak mikroplaka okuyucuda
480 nm’de olgiildii. Her deney 3 kez tekrarlandi.
Yiizde canlilik ve dolayli olarak sitotoksisite
degerleri hesaplandi.

Maksimum inhibitér konsantrasyonun yarisini
ifade eden IC50 degeri hesaplanmasi igin
sitotoksisite degerleri CalcuSyn 2.0 programina
girildi. Zoledronik asid monohidratin 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50, 55, 75, 80, 90 ve 100 uM seklinde
artan dozlar1 kullanildi. Her konsantrasyon igin {i¢
kuyucuk kullanildi. ilag konulmayan sadece hiicre
ve besiyeri igeren kuyucuklar pozitif kontrol olarak
kabul edildi. Hiicre ve ilag icermeyen kuyucuklar
ise sadece besiyeri eklenerek negatif kontrol olarak
kullanildi.

BULGULAR

BCPAP hiicre hattinda asid
monohidratin IC50 degeri, birinci deneyde 48.
saatte 55 uM olarak hesapland: (Grafik 1, 2 ve 3).
Ancak tekrarlanan 2, 3 ve 4. deneylerde sonug
almamadi. BCPAP hiicre dizisi {izerinde
zoledronik asidin etkilerini géstermek amaciyla

zoledronik

yaptigimiz bu ¢aligma iki asamadan olustu; tripan
mavisi ile hiicre canliligimin degerlendirilmesi ve
WST-1 ile sitotoksisitenin
degerlendirilmesi yapildi. Tekrarlanan deneylerde
IC50 dozu bulunamadigr yani sitotoksik etki

yontemi

gosterilemedigi i¢in apoptozis degerlendirilemedi.
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Sekil 3: Zoledronik Asid Monohidratin BCPAP

hiicrelerinde 72. saatte doz cevap egrisi

TARTISMA

Calismamizda; 48. saatte zoledronik asid
monohidratin 55 pM dozunda IC50 elde edebildik,
sitotoksik etkisini gordik. Ancak tekrarlanan
deneylerde ayni1 sonuglar1 elde edemedik. Bu
nedenle apopitozis deneyleri kurulmadi. Sadece tek
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deneyde sitotoksisite gozlemlememiz hiicrelerin
yasli ve yetersiz olmasi nedeniyle apopitozisten ¢ok
nekroz gelismesi ya da zoledronik asidin etkisizligi
olabilir. Zoledronik asit, uzun etkili olmasina
ragmen hiicre dilizeyinde bu uzun etki koti
sonuclara sebep olmus olabilir. Yine negatif
sonuglanma ile ilgili olas1 hipotezlerimiz; BCPAP
hiicre hattinin TSH reseptorii ve Tg negatif olmasi
nedeniyle zoledronik asidin hiicre icinde etkisi
engellenmis olabilir. NIS ekspresyonu zoledronik
asidin hiicre i¢ine alinmasini engelliyor ya da hiicre
disina atilimina sebep oluyor olabilir. Mutlaka
bagka deneylerde zoledronik asidin daha yiiksek
dozlar1 denenmelidir.

Tiroid kanserlerinin prognozu genelde oldukca
iyidir. Olgu spesifik mortalite 5 yilda %2, 10 yilda
%4, 20 yilda ise %5’tir. Dediferansiye oldugunda
ise takip ve tedavisi ne yazik ki giiclesmektedir. Bu
noktada toksisitesi az, etkili seceneklere ihtiyag
vardir.

Statinler HMG-CoA rediiktaz yolagimi inhibe
eden bagka bir ilag grubudur. Bifosfonatlarin aksine
statinler, kemik yiizeyine yiiksek affinite ile
baglanmaz ve bu nedenle kemige spesifik
degillerdir. Statinlerin osteoporoz tedavisindeki
yerleri tartismalidir. Antitimor etkileri ile ilgili
calismalar vardir, ancak bu calismalarda HMG-
CoA rediiktaz yolag: iizerinden etkisinin yaninda

artmis oksidatif
bahsedilmektedir (11-14).

stresle iliskisinden

Cohen SM ve ark.larmin 2012 yilinda BCPAP
ve anaplastik tiroid kanseri hiicre hatlar1 tizerinde
yaptiklar1 c¢aligmada, sorafenib ve withaferin A
kombinasyonunun apopitozisi anlamli  olarak
indiikledigi gosterilmistir. Sorafenib ve withaferinin
antiproliferatif etkilerinin bilinmesinin yaninda
kombine kullanimlar1 ile olusan sinerjistik etki
acabilecek etkili

dozunun azalmasini saglamistir (15).

sorafenibin yan etkilere yol

Biz c¢alismamizi siirdiiriirken yayinlanan bir
caligmada; zeytin agacinin fenolik bir bileseni olan
oleuropein ve perasetile tiirevlerinin BCPAP ve
TPC-1 papiller tiroid kanseri hiicre hatlarinda
proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmis, MAPK
sinyal yolagi western blot analizi ile kanitlanmigtir
(16).
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Son yillarda tekrarlayan metastatik hastaligi olan
ve iyot tutmayan diferansiye tiroid kanserlerinde
tirozin kinaz reseptoriiniin katalitik aktivitesini
inhibe eden ve antiproliferatif etki olusturan tirozin
kinaz inhibitorii ila¢lar da basarili sonuglarla
kullanima girmistir. Zoledronik asit ile tirozin kKinaz
inhibitorlerinin kombinasyonlari apoptozis lizerinde
farkli yolaklardan etki eden, calismast uygun
ajanlardir. Literatiirde anjiogenez inhibitorleri,
immiinmodiilator ilaglar ve gen tedavisi devam
eden calismalardir.

SONUC

Papiller tiroid karsinomunun MAPK yolagi
tizerinden ilerlemesi nedeniyle yine bu yolag
inhibe ederek etki gosteren bifosfonatlarin tiimor
hiicre proliferasyonunu azaltacagi
sonugsuz kalsa da
calismalart planlarken yol gosterici
BCPAP disinda birkag farkli papiller tiroid
karsinomu hiicre hatti (KTC-1, K1 ve TPC1) ile
deneyin tekrari, sonug MAPK/ERK
yolagindaki protein ekspresyonlarinin incelenmesi
ve atorvastatin, rosuvastatin, fluvastatin ve
simvastatin ile zoledronik asid monohidratin
kombinasyonlari bir  sonraki caligmamizi
olusturacaktir. Statinler de HMG-CoA rediiktaz
yolagi lizerinden etki gosterdikleri i¢in zoledronik
asit ile kombinasyonu sonucu additif bir etki
beklenmektedir. Klinigimizde su anda yiiriitilmekte
olan farkli bir tiroid kanseri hiicre hatt1 ile
gerceklestirilen bir calismada atorvastatin ile IC50
elde edilip sitotoksik etkisi gosterilmistir. Bu

hipotezimiz
ileride yapacagimiz yeni
olacaktir.

alinirsa

calisgmanin 6n sonuglari, sonraki ¢alismamizda
beklenen aditif etki i¢in imit uyandirmaktadir.
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