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Abstrakt

Dicer ér ett enzym som hor till klass III RNA endonukleaser. Dicer har en central
uppgift i RNAi-signalridckan, var den reglerar syntesen av bland annat miRNA:er.
Felaktig reglering av miRNA:er samt nedreglering av Dicer har pdvisat i flera
cancerformer, inklusive skoldkdrtelcancer. Malet med detta pro gradu-projekt var att
undersoka ifall 6veruttryck eller nedtystning av Dicer har en péverkan pa normala
skoldkortelceller (N-thy-Ori-3-1) och follikuldra skoldkortelcancerceller (ML-1).
Redan i borjan av arbetet konstaterades det att N-thy-Ori-3-1-cellerna inte ldngre kan
karaktdriseras som normala skoldkortelceller eftersom cellerna pavisar flera
kiannetecken for cancer. N-thy-Ori-3-1-cellerna pévisar till exempel en Okad
migrationsformaga 1 jamforelse med ML-1-cellerna. P4 grund av dessa resultat
fortsattes projektet endast med ML-1-celler. Resultaten pavisar att Overuttryck av
Dicer okar ML-1-cellernas proliferation samt nedreglerar uttrycket av det
skoldkortelspecifika proteinet Tg. Dessutom pavisar resultaten att nedtystning av
Dicer nedreglerar ML-1-cellernas proliferation och migration. Dessa resultat antyder
pd att Gveruttryck av Dicer resulterar 1 en aggressivare fenotyp, medan nedtystning av

Dicer resulterar 1 en mera normal-liknande fenotyp 1 ML-1-celler.
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Abstract

Dicer is an enzyme that is a member of the class IIl RNA endonuclease family. Dicer
has a central role in the RNAI signalling pathway, where it controls the synthesis of
miRNAs. Incorrect regulation of miRNAs as well as downregulation of Dicer has been
shown in several cancers, including thyroid cancer. The aim of this Master’s project
was to investigate whether overexpression or knockdown of Dicer has an effect on
normal thyroid cells (N-thy-Ori-3-1) and follicular thyroid cancer cells (ML-1). At the
beginning of the work it was found that the N-thy-Ori-3-1 cells can no longer be
characterized as normal thyroid cells because the cells show several hallmarks of
cancer. The N-thy-Ori-3-1 cells, for example demonstrate an increased migration
ability in comparison to the ML-1 cells. Due to these results, the project continued
only with ML-1 cells. The results demonstrate that overexpression of Dicer increases
the proliferation of the ML-1 cells, and downregulates the expression of the thyroid-
specific protein Tg. In addition, the results show that Dicer knockdown downregulates
the proliferation and migration of the ML-1 cells. These results indicate that
overexpression of Dicer results in a more aggressive phenotype, while Dicer

knockdown results in a more normal-like phenotype in ML-1 cells.
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1 Inledning

Skoldkorteln dr en endokrin kortel som finns i halsen, rakt under struphuvudet.
Skoldkortelns viktigaste uppgift ar att producera skoldkdrtelhormonerna tyroxin (Ts)
och trijodtyronin (T3) som i sin tur paverka @mnesomséttningen. Skoldkortelcancer ar
den vanligaste endokrina cancerformerna och under det senaste &rtiondena har det
observerats att antalet skoldkortelcancerfall har 6kat mest i jimforelse med andra
cancerformer. Dessutom har det observerats att kvinnor drabbas av skoldkortelcancer
cirka 3 génger oftare &n médn. Den mest forekommande formen av skoldkortelcancer
ar papillar skoldkortelcancer som utgor cirka 85 % av alla skoldkortelcancerfall. Den
nést vanligaste skoldkortelcancerformen ér follikuldr skoldkortelcancer som utgor
cirka 10 % av alla fall. Bdda formerna anses vara vil differentierade former av

skoldkortelcancer.

Dicer ir ett enzym som hor till klass III RNA endonukleaser. Dicer dr mest kénd for
sin roll i RNA-interferens (RNAi) signalrdckan var Dicer reglerar syntesen av
microRNA:er (miRNA) samt smé-storande RNA:er (eng. small interfering RNA,
siRNA). Mogna miRNA:er kan bland annat forhindra translation genom att bryta ner
eller nedtysta proteinkodande mRNA:er. En nedreglering av Dicer samt en felaktig
reglering av miRNA:er har pdvisats i bland annat skoldkortelcancer. Dessutom har det
observerats att nedregleringen av Dicer-uttrycket korrelerar med flera aggressiva
sdrdrag 1 skoldkortelcancer, exempelvis metastasering. Malet med detta projekt var
att undersoka ifall Overuttryck eller nedtystning av Dicer pdverkar normala
skoldkortelcellers (N-thy-Ori-3-1-celler) och follikuldra skoéldkortelcancercellers
proliferation samt migration. Ett ytterligare mal var att undersoka ifall Gveruttryck
eller nedtystning av Dicer péverkar proteinuttrycket av olika skoldkortelspecifika

proteiner samt EMT-markorer.
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2 Litteraturoversikt

2.1 Skoldkorteln och syntesen av skéldkortelhormoner

Skoldkorteln ligger i halsen, rakt under struphuvudet. Skoldkorteln vdger oftast mellan
20 och 30 gram och den bestar av tva stycken lober. Loberna sitter fast vid luftroret
och dr sammanbundna med varandra genom en smal brygga av vidvnad. Dessa lober
ar uppbyggda av folliklar som producerar skdldkdrtelhormonerna tyroxin (Ts4) och
trijodtyronin (T3). Folliklarnas viggar byggs upp av ett lager epitelceller som ocksa
kallas for follikelceller och i follikellumen finns en protein-innehallande vétska som
kallas for kolloid (figur 1). Tyreoglobulin (Tg) &r ett exempel pa ett protein som
follikelcellerna producerar och som lagras i kolloiden. En tyreoglobulinmolekyl bestar
av cirka 120 molekyler av aminosyran tyrosin. Runt folliklarna finns ett kapillarnét
som bade transporterar niringsdmnen till follikelcellerna samt transporterar
skoldkortelhormoner fran folliklarna till blodomloppet och slutligen till vivnaderna.
Skoldkorteln bestér inte enbart av follikelceller utan ocksa av parafollikuldra celler
som finns i bindvdven mellan folliklarna. De parafollikuldra cellerna producerar

kalcitonin som &r ett kalciumreglerande hormon (Sand et al., 2006).
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Kolloid fylld follikel Follikelcell

Skoldkorteln

Figur 1. Skoldkortelns placering i minniskokroppen samt skoldkortelns
uppbyggnad. A) Skoldskorteln ligger i halsen, rakt under struphuvudet. Skoldkorteln
ar fast vid luftstrupen. B) Skoldkorteln bestér av tva stycken lober och dessa lober dr
i sin tur uppbyggda av folliklar. Folliklarnas vaggar byggs upp av follikelceller.
Follikellumen bestdr av en protein-innehallande vétska som kallas for kolloid.
Skoldkorteln bestar inte endast av follikelceller utan ocksé av parafollikuldra celler
som finns 1 bindvdven mellan folliklarna. Figurerna dr modifierade fran webbsidorna:
http://www Kkilpirauhanen.com/tietopankki/kilpirauhanen/ och
http://edusanjalbiochemist.blogspot.fi/2012/12/how-thyroid-hormones-are-
formed.html, den 26.03.2018.

Produktionen av T4 och T3 borjar med att follikelcellerna tar upp jodid- och natrium-
joner fran blodomloppet. Upptagningen av jonerna over cellmembranet sker med hjilp
av natrium/jodid symportern (eng. sodium/iodide symporter, NIS). Efter att
jodidjonerna har upptagits, hjdlper enzymet tyreoperoxidas (eng. thyroid peroxidase,
TPO) att jodera tyrosinmolekyler i tyreoglobulinet. TPO finns i cellmembranet som
bygger upp follikellumens vidgg. For att slutligen bilda skoldkortelhormonerna
kopplas de joderade tyrosinmolekylerna i samma tyreoglobulinmolekyl ihop med
varandra parvis. Skillnaden mellan T4 och T3 é&r att T4 innehdller fyra stycken
jodatomer medan T3 bestar av tre stycken jodatomer. Skoldkdrtelhormonerna forvaras
1 follikellumen féasta vid Tg. Innan utsondring tas hormonerna upp i endocytotiska
vesikler. Dessa vesikler slédpper ut skoldkortelhormonerna inne i follikelcellerna och

samtidigt frisdtts hormonerna ocksa frdn Tg. Eftersom hormonerna &r fettlosliga kan
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hormonerna diffundera genom cellmembranet till vdvnadsvitskan och till kapilldrerna
som omger folliklarna (Sand et al., 2006). Syntesen av skoldkdrtelhormonerna
illustreras 1 figur 2. Produktionen av skdldkortelhormoner dr nddvindig eftersom
hormonerna reglerar amnesomséttningen, som i sin tur reglerar den normala tillvixten
samt utvecklingen. Skoldkortelhormonerna &r &dven viktiga for regleringen av

dmnesomsittningen i en fullvuxen individ (Mullur et al., 2014).

Vavnads- Kapillar-
Kolleid . Follikelcell | vatska lumen
J
| T :
= € Nis

N Nat €

|,

Endocvtotisk vesikd T: & T,

Figur 2. Syntes av skoldkortelhormonerna tyroxin (T4) och trijodtyronin (T3) i
follikelcellerna. Produktionen pdbdrjas av att follikelcellerna tar upp jodidjoner samt
natriumjoner fran blodomloppet, med hjidlp av natrium/jodid symportern (eng.
sodium/iodide symporter, NIS). Dérefter joderas tyrosinmolekylerna i tyreoglobulin
(Tg) med hjéilp av enzymet tyreoperoxidas (TPO). Skoldkortelhormonerna bildas
genom att de joderade tyrosinmolekylerna i samma tyreoglobylinmolekyl kopplas
thop parvis. T3 bestar av tre stycken jodatomer medan Ts bestar av fyra stycken
jodatomer. Det fardiga skoldkortelhormonerna forvaras i follikellumen kopplade vid
Tg. Skoldkortelhormonerna kommer in i follikelcellerna i vesikler och frisitts fran
vesiklerna samt Tg inne i cellen. Skoldkortelhormonerna 4r kan sedan fritt diffundera
genom cellmembranet till vivnadsvitskan och blodomloppet.

Produktionen av skoldkortelhormonerna styrs av tyreoideastimulerande hormonet
(TSH) som utsondras frdn hypofysens framlob. TSH utsondringen regleras i sin tur av
tyreotropinfrisdttande hormonet (eng. thyrotropin-releasing hormone, TRH) som
produceras 1 hypotalamus. Dessutom pédverkar ocksd mingden tyroxin och

trijodtyronin 1 blodomloppet utséndringen av bdde TSH och TRH (Sand et al., 2006).
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2.1.1 Natrium/jodid symporter

NIS ér ett transmembrant glykoprotein som &r bundet till follikelcellernas basolaterala
membran. I en undersokning gjord av Caillou och kollegor framkom det att i normal
viavnad &r uttrycket av NIS begrinsat till follikelceller som dr placerade intill
kapilldrerna (Caillou et al., 1998). Som tidigare ndmnts dr NIS involverat i det forsta
steget av skoldkortelhormon-syntesen. NIS transporterar alltid samtidigt tva stycken
natriumjoner (Na") och en jodidjon (I') in i cellen, i en process som kallas for
kotransport. Denna transport kriver en elektrokemisk gradient av Na™ mellan insidan
och utsidan av cellen. Gradient upprétthélls i sin tur av Na"™-K*-ATPas som pumpar
Na" ut ur cellen (Pohlenz och Refetoff, 1999). NIS pétriffas inte endast i skoldkorteln
utan kan ocksé péatréffas i andra vidvnader som till exempel spottkdrtlarna, brostvavnad
under amning, lungornas epitelceller, tarmens enterocyter, placenta och testiklarna
(Targovnik et al., 2017). TSH fungerar som den huvudsakliga regleraren av jodid-
transporten genom att forst styra transkriptionen av NIS och sedan forflytta NIS till
follikelcellernas basolaterala membran. I follikelcellerna reglerar TSH dessutom NIS-
proteinets nedbrytning (Micali et al., 2014). I méinniskan kodas NIS av SLC5AS5-
genen. Fordndringar i uttrycket och funktionen av NIS orsakade av mutationer i denna
gen kan leda till flera olika skoldkortelstorningar, exempelvis hypotyreos dir
skoldkorteln inte kan producera tillrdckligt med skoldkdrtelhormon. Mutationer kan
ocksa leda till sa kallad struma, som &r en annan vanlig skoldkdrtelstorning som beror

pa brist i jod-transporten (Targovnik et al., 2017).

I de flesta studier har det visats att midngden och placeringen av NIS i det basolaterala
membranet av de follikuldra cellerna dr forminskat 1 maligna skoldkorteltumorer
(Spitzweg et al., 2001). Dessutom har Caillou och kollegor pavisat att mangden av
celler som uttrycker NIS korrelerar med skoldkortelcancerns differentieringsgrad och
att antalet celler med TSH-receptorer &r forminskat i1 skoldkortelcancer.
Forminskningen av TSH-receptorer kunde delvis forklara det forminskade uttrycket
av NIS 1 skoldkortelcancer (Caillou et al., 1998). Dock finns det ocksa ménga
undersokningar som pévisat att uttrycket av NIS &ar uppreglerat 1 skoldkortelcancer

(Dohan et al., 2001).
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Eftersom NIS har formagan att transportera I frdn blodomloppet till follikelcellerna
utnyttjas NIS for bade diagnostisering och behandling av flera benigna och maligna
skoldkortelstorningar. Denna funktion anvdnds exempelvis vid radioaktivt jod
ablation dér cancerceller som eventuellt blivit kvar efter operation hittas och forstors.
Behandling med radioaktivt jod &r oftast effektivt for patienter med en vil
differentierad form av skoldkortelcancer, alltsd papillir eller follikuldr
skoldkortelcancer. Behandlingen blir oftast ineffektiv nér skoldkortelcancercellerna
har forlorat uttrycket av funktionellt NIS och kan inte ldngre ta upp radioaktivt jod.
Detta har noterats i icke-differentierade former av skdldkortelcancer (Liu och Xing,

2012).

2.1.2 Tyreoperoxidas

TPO ér ett hemprotein som finns i det apikala membranet av alla follikelceller. Som
tidigare ndmnt har TPO flera uppgifter i syntesen av skoldkortelhormoner. TPO
katalyserar oxideringen av jodid, joderar tyrosinmolekylerna i tyreoglobulinet samt
kopplar joderade tyrosinmolekyler till varandra for att skapa skoldkortelhormonerna
T3 och Ts (Segev et al., 2003). Genuttrycket av TPO regleras av skoldkortel
transkriptionsfaktor 1 och 2 (eng. thyroid transciption factor 1/2, TTF-1/ TTF-2) samt
human parad box 8 (eng. human paired box 8, Pax8) (Ruf och Carayon, 2006). En
forlust av TPO uttrycket har forknippats med ett férminskat jod intag och en forsdmrad
syntes av skoldkortelhormoner, vilket 1 sin tur kan leda till problem vid regleringen av
hela skoldkortelns funktion, inklusive tillvaxt. Vid en autoimmun skdldkortelsjukdom,
som till exempel Hashimotos struma samt Graves sjukdom kan kroppen bdrja
producera autoantikroppar mot TPO. Dérfor &r undersékningar som méter nivaerna av
TPO-antikroppar den bésta metoden for att detektera autoimmuna

skoldkortelsjukdomar (Armengol et al., 2001).

Kunskapen om betydelsen av TPO i skoldkortelcancer édr delvis bristfillig och
dessutom finns det en del motstridiga resultat. Dock har flera forskningsgrupper
pavisat att uttrycket av TPO &ar hdmmat 1 differentierad skoldkortelcancer. I vissa
former av differentierad skoldkortelcancer har det upptickts muterade TPO gener.
Dessutom finns det forskningsresultat som antyder att TPO har en lagre

enzymaktivitet 1 skoldkortelcancer (Czarnocka et al., 2001). Flera forskningsgrupper
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har nyligen undersokt uttrycket av olika TPO mRNA splitsningsvarianter i humana
skoldkorteltumorer. Till exempel Le Fourn och kollegor har pévisat att splitsning av
TPO oOkar 1 benigna och maligna skoldkortelvivnader. Fordndringar i
splitsningsprocessen kan forekomma vid utvecklingen av tumorer, vilket 1 sin tur kan
leda till fordndringar i proteinets struktur samt dess aktivitet. Detta kunde delvis
forklara minskningen i bade uttrycket och aktiviteten av TPO som har observerats i

skoldkortelcancer (Le Fourn et al., 2004).

2.1.3 Tyreoglobulin

Tg dr ett matrixprotein inuti skoldkorteln som fungerar som en bas for syntesen av
skoldkortelhormoner. Tg fungerar ocksd som en specifik biomarkor for papillir- och
follikular skoldkortelcancer. Dessutom fungerar Tg som en av de viktigaste antigener
vid autoimmuna skoldkortelsjukdomarna. Joderat Tg lagras i follikellumen men Tg
aterabsorberas till follikelcellerna nér cellerna stimuleras av TSH. I follikellumen
nedbryts Tg till skoldkortelhormonerna T3 och Ts. Skéldkortelhormonerna utsondras
sedan till blodomloppet. Genuttrycket av Tg regleras av de skoldkortelspecifika
transkriptionsfaktorerna TTF-1 och Pax8. Mutationer i genen som kodar for Tg leder
oftast till bristfillig syntes av skoldkortelhormoner, vilket i sin tur kan leda till
hypotyreos och till och med struma (Lin, 2008).

Tg forekommer normalt i sma méngder i kroppen, men koncentrationen kan stiga vid
olika skoldkortelstorningar. Dérfor anvinds till  exempel forhdjda Tg
koncentrationerna som ett verktyg for att detektera dterkomst av skoldkortelcancer. Tg
kan utsondras av differentierade cancerceller som exempelvis papilldra- och
follikuldra skoldkortelcancerceller. Dock utsondrar icke-differentierade medulléra-

och anaplastiska skoldkortelcancerceller oftast inte Tg (Indrasena, 2017).

2.2 Skoldkortelcancer

Skoldkortelcancer dr den vanligaste endokrina cancerformerna och under det senaste
decennierna har det observerats att skdldkortelcancer ocksd &r en av det snabbaste
okande cancertyper i hela virlden (figur 3) (Erler et al, 2014). Aven om
skoldkortelcancer har blivit vanligare 1 hela vérlden har patienter med

skoldkortelcancer oftast en vildigt god 6verlevnad och dédligheten har stadigt sjunkit.
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Aven om det ir osikert varfor skdldkdrtelcancer har blivit vanligare, finns det faktorer
som kan dka risken for att insjukna i skoldkortelcancer. Faktorer som kan oka risken
for skoldkortelcancer dr till exempel exponering for stralning, hormonella faktorer,
reducerat jodintag, lymfocytisk tyreoidit samt é&rftlighet (Kondo et al., 2006).
Skoldkortelcancer drabbar bade unga och gamla, men det har observerats att kvinnor
drabbas cirka tre ginger oftare av skoldkortelcancer 4n mén. Dessutom har det
observerats att de mindre aggressiva skoldkortelcancerformerna dr vanligare hos
kvinnor medan de mera aggressiva formerna &r lika vanliga hos bada kénen. Denna
konsskillnad ar daligt forstddd men det har fOrslagits att skillnaden beror pa de

kvinnliga kdnshormonerna och deras receptorer (Rahbari et al., 2010).

Den vanligaste formen av skoldkortelcancer dr papillir skoldkortelcancer (eng.
Papillary thyroid carcinoma, PTC) som utgor cirka 85 % av alla skoldkortelcancerfall
(Jin et al., 2013). Efter PTC é&r follikuldr skoldkortelcancer (eng. Follicular thyroid
carcinoma, FTC) den vanligaste forekommande formen av skoldkortelcancer och
utgor cirka 10 % av alla fall. Bdde PTC och FTC ar vil differentierade former av
skoldkortelcancer som ursprungligen har bildats fran follikelcellerna. PTC har bland
annat forknippats med mutationer i gener som kodar for intracelluldra proteiner som
paverkar mitogen-aktiverade protein kinas (MAPK) — signalrdckan. Den vanligaste av
dessa mutationer &r BRAF-mutationen som har patréffats 1 60 % av alla PTC fall. I
FTC &ar mutationer 1 gener som uttrycker Ras-proteiner 1 sin tur allmént
forekommande. Tva andra viktiga former av skoldkortelcancer &r anaplastisk
skoldkortelcancer (eng. Anaplastic thyroid carcinoma, ATC) och medulldr
skoldkortelcancer (eng. Medullary thyroid carcinoma, MTC). ATC bildas fran icke-
differentierade PTC- eller FTC-celler och utgér cirka 1 % av alla
skoldkortelcancerfall. ATC anses vara den aggressivaste formen av skoldkortelcancer
och overlevnadsprognosen ér délig. ATC har ocksa forknippats med mutationer i
gener som kodar for BRAF- och Ras-proteiner. Dessutom har ATC forknippats med
mutationer 1 gener som kodar for p53 och fosfatidylinositol-3-kinas (eng.
phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K). MTC bildas fran parafollikuldra celler och utgor
cirka 5 % av alla skoldkortelcancerfall. 1 likhet med de andra formerna har det
identifierats mutationer som ofta féorekommer i MTC. Exempelvis mutation i RET-
proto-onkogenen dr en av de vanligaste mutationerna som har patréffats i MTC (Fagin

och Wells, 2016).
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Figur 3. Antalet nya skoldkortelcancerfall mellan dren 1956 och 2015 i Finland.
Antalet skoldkortelcancerfall har 6kat i Finland bade hos kvinnor och mén under det
senaste decennierna. Okningen ir mera markant hos kvinnor #n hos mén. Den rdda
linjen indikerar antalet skoldkortelcancerfall hos kvinnor medan den blaa linjen
indikerar antalet skoldkortelcancerfall hos mén. Figuren tagen fran webbsidan:
https://cancerregistry.fi/statistics/cancer-statistics/, den 14.05.2018.

2.3 Molekyléra funktionen av Dicer

Dicer ér ett enzym som hos méinniskan kodas av DICER1-genen. Dicer hor till klass
IIT RNA endonukleaser och Dicer dr mest kidnd for sin roll i RNA-interferens (RNA1)
signalridckan. I denna kanoniska roll dr Dicer en viktig reglerare av syntesen av
mikroRNA (miRNA) och sma-storande RNA (eng. small interfering RNA, siRNA),
samt ett vixande antal andra sm& RNA-molekyler av olika ursprung. Dock finns det
ett 6kande antal bevis pé att Dicer dven har en funktion utanfér RNAi-signalrickan.
Exempelvis endonukleasaktiviteten hos Dicer har inte bara péatriffats vid syntesen av
sma RNA-molekyler men ockséd vid bearbetning av endogena och exogena substrat.
Dessutom har det observerats att dess uppgift inte endast dr begransats till klyvning,

utan Dicer kan ocksé reglera andra celluldra processer (Song och Rossi, 2017).
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2.3.1 MikroRNA

En icke-kodande RNA-molekyler kallas for miRNA. miRNA-molekylernas viktigaste
uppgift i cellen dr att forhindra translation genom att nedtysta eller bryta ner
proteinkodande budbérar-RNA-molekyler (messenger RNA, mRNA) i en biologisk
process som kallas for RNAi (Ha och Kim, 2014). Genom att forhindra translationen
av mRNA-molekyler som dr involverade i olika signalrdckor, kan miRNA:er paverka
manga celluldra processer som till exempel proliferation, apoptos, dverlevnad, tillvéxt,
foraldring och migration (Fuziwara och Kimura, 2017). Det antas att miRNA-
molekyler och en del andra sma icke-kodande RNA-molekyler har utvecklats for att
skydda cellen fran oonskat genetiskt material. Gener som kodar for miRNA:er utgor
en av de rikligaste genfamiljerna och dessa gener hittas bland annat i djur, véxter,
protister och en del virus. I dagens ldge har det i ménniskan hittats 2588 olika
miRNA:er, dock ar inte alla deras specifika funktioner kdnda (Ha och Kim, 2014). Det
antas att over 50 % av alla humana mRNA:er dr paverkade av miRNA-medierad
reglering (Fuziwara och Kimura, 2017). Utvecklingen av flera cancertyper, inklusive
alla varianter av skoldkortelcancer, har associerats med felaktig reglering av
miRNA:er. Dessutom kan miRNA:er fungera bdde som tumdorsuppressorer och som

sa kallade oncomiRs som framjar utvecklingen av cancer (Erler et al., 2014).

2.3.2 Dicer proteinets uppgift 1 RNA-interferens signalrickan

Hos djur d&r miRNA-molekylerna cirka 22 nukleotider l&nga och de produceras av
RnaslII-proteinerna Drosha och Dicer. RNAi-signalrickan producerar inte enbart
miRNA-molekyler. Under RNAI sker ocksd biogenes av andra smad RNA-molekyler,
inkluderat siRNA-molekyler som ockséd kan inhibera translationen. Efter translation
genomgar pre-miRNA:t en mognadsprocess som bestdr av flera steg. Denna
mognadsprocess illustreras i figur 4. Pre-miRNA:t dr bade langt och innehaller en sa
kallad lokal stam-Ogla-struktur ddr den mogna miRNA-molekylens sekvenser &r
inbdddade. En typisk pre-miRNA-molekyl bestar av en stam som ir cirka 33-35
baspar, en terminal 6gla och ett enkelstringat RNA-segment pd bade 5'- och 3" sidan.
Mognadsprocessen paborjas genom att nukledra RNaset Drosha klipper av stam-6glan
och frisldpper en harndls-formad RNA-molekyl. Likasom Dicer, dr Drosha ett klass
III RNA endonukleas som fungerar specifikt pd dubbelstringat RNA (dsRNA).
Drosha bildar tillsammans med sin kofaktor DGCRS8 ett komplex som kallas for
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mikroprocessor. Mikroprocessorns uppgift dr att bdde kdnna igen och klyva pre-
miRNA:t pd en specifik plats. Drosha klyver pre-miRNA-molekylen ungefir 11
baspar fran den sa kallade basala korsningen och ungefar 22 baspar fran den apikala
korsningen. Den basala korsningen ligger mellan molekylens dubbelstriangade stam
och det enkelstringade segmentet. Den apikala korsningen &r i sin tur kopplad med

den terminala 6glan (Ha och Kim, 2014).

Efter klyvning transporteras pre-miRNA:t fran cellkdrnan ut i cytoplasman déir
mognadsprocessen kan fortsédtta. Transporten av pre-miRNA:t sker med hjélp av
proteinet Exportin 5 som bildar ett sd kallad transportkomplex tillsammans med det
nukledra proteinet RAN*GTP samt pre-miRNA-molekylen. Efter att pre-miRNA-
molekylen har transporterats igenom kdrnporkomplexet sker det hydrolys av GTP,
vilket i sin tur leder till att komplexet uppldses och pre-miRNA-molekylen frisatts i
cytosolen (Ha och Kim, 2014). I cytoplasman bildar pre-miRNA:t ett komplex som
kallas for pre-RISC tillsammans med Dicer. Pre-miRNA:t klyvs sedan av Dicer med
hjidlp av tvd stycken olika dubbelstringade-RNA bindningsproteiner (dsRBP). I
minniskan dr dessa proteiner HIV transaktiverande respons-RNA-bindande proteinet
(TRBP) och proteinaktiverare av interferon-inducerade proteinkinas (eng. Protein
Activator of the interferon-induced protein kinase, PACT). Dicer klyver pre-miRNA:t
indrheten av terminala 6glan vilket frisétter ett litet RNA-duplex. Det dubbelstringade
RNA:t inkorporeras sedan med ”Argonaut 2”-proteinet (ARG2) for att skapa det sa
kallade RNA-inducerade nedtystningskomplexet (eng. RNA-induced silencing
complex, RISC). Inkorporeringen sker med hjilp av ett RISC-laddnings komplex
(eng. RISC loading complex, RLC). Innan inkorporeringen av ARG2, blir en av de
tvd RNA-stringarna vald som den styrande eller aktiva stringen. ARG2 inkorporeras
av RLC med denna styrande string. ARG2-proteinet bade dppnar det dubbelstrangade
RNA:t och nedbryter den sa kallade passagerarstrangen. Slutligen forflyttar sig det
laddade RISC-komplexet till mal-mRNA:t. Den RISC-bundna mogna miRNA-
molekylen eller siRNA-molekylen kan antingen styra en sekvensspecifik nedbrytning
av komplementédr RNA eller inhibera translation genom att komplementért binda till

mal-mRNA:t (Song och Rossi, 2017).
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Figur 4. RNA-interferens signalrickan. Signalrickan inleds med att
microprocessorn som bestar av endonukleaset Drosha och dess kofaktor DGCRS
klyver pre-miRNA:t inne 1 cellkirnan. Den frisatta hérnéls-formade miRNA-
molekylen transporteras sedan till cytoplasman, varefter pre-miRNA:t bildar ett
komplex som kallas for pre-RISC tillsammans med Dicer och tva stycken
dubbelstringade-RNA bindningsproteiner. pre-miRNA:t klyvs sedan pa nytt av Dicer
och en kort dubbelstringad RNA molekyl frisitts. Det dubbelstringade miRNA:t
inkorporeras sedan med “Argonaut 2”-proteinet (ARG2) for att bilda ett RNA-
inducerat nedtystningskomplex (eng. RNA-induced silencing complex, RISC).
ARG?2-proteinets uppgift r att bade 6ppna det dubbelstraingade RNA:t samt bryta ner
den andra strdngen. Till slut forflyttar sig RISC komplexet som innehéller det mogna
miRNA:t till mal mRNA:t.
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2.3.3 Dicer proteinets struktur och interaktioner

Dicer proteinet har troligen uppstétt i tidiga eukaryota organismer, eftersom Dicer
proteinet saknas frdn arkébakterier men kan hittas i manga eukaryota organismer,
inklusive svampar, vixter och djur. Aven om de flesta arter, till exempel diggdjur och
nematoder, endast har en Dicer-gen, har vissa arter flera Dicer-homologer med olika
uppgifter (Ha och Kim, 2014). Hos alla arter dér Dicer har pavisats ar Dicer ett stort
multidomént enzym, med en tertidrstruktur (Foulkes et al., 2014). En mera klar bild
om hur Dicerl proteinet dr uppbyggt fas om man studerar det oveckade proteinets
struktur (figur 5). C-terminalen bestar av RNaslll-doménerna och den sé& kallade
dubbelstringad-RNA bindnings-dominen (dsRBD), medan N-terminalen bestar av
doménerna som gor Dicer unikt. I den yttersta andan av N-terminalen finns en helikas-
domin och efter helikas-doménen f6ljer en liten doméin med en okind funktion som
kallas for DUF283 (eng. Domain of unknown function 283). Bredvid DUF283-
dominen finns PAZ- och plattform-doménen (eng. Platform domain) (Sawh och

Duchaine, 2012).

Plattform

PA7Z
RNas Illa
RNas IIIb
dsRBD

Helikas
DUF283

E

Molekylar linjal

N-terminal C-terminal

Figur S. Illustration av doménernas ordning i det oveckade humana Dicerl
proteinet. Dicerl proteinets C-terminal bestir av tva stycken Ribonukleas III-
dominer (RNaslIl) samt en dubbelstringad-RNA bindnings-domén (dsRBD). N-
terminalen bestar i sin tur av doméner som gor Dicer unikt. Till dessa doméner hor
bland annat Helikas-domédnen som é&r placerad i den yttersta &ndan av N-terminalen.
Efter Helikas-doménen foljer en domidn med okdnd funktion som kallas DUF283 (eng.
Domain of unknown function 283). Bredvid DUF283-dominen finns PAZ- och
plattform-doménen (eng. Platform domain) (Modifierad frdn Sawh och Duchaine,
2012).
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Kryogenelektronmikroskopi-rekonstruktioner samt kristallografiska studier antyder
att Dicer dr format som ett ”"L” (figur 6A). I den yttersta dndan, vid huvudet av L-
formen finns de titt sammankopplade PAZ- och plattform-doménerna (Lau et al.,
2012). Bdde PAZ- och plattform-doméinen innehaller en si kallad bindningsficka.
PAZ-domédnen binder till pre-miRNA nédr molekylen innehéller ett tva-
nukleotidoverhédng i 3'- dndan av molekylen. Plattform-doménen binder i sin tur till
fosfatgruppen 1 5’-dndan av pre-miRNA-molekylen (Tian et al.,, 2014).
Bindningsfickorna ar placerade sé att de kan vara upptagna samtidigt av bade 3’- och
5’-4ndorna av pre-miRNA-molekylen nidr RNA-molekylen bestir av ett tva-
nukleotider langt 6verhidng i 3"-dndan (Ha och Kim, 2014). P4 den nedre halvan eller
“kroppen” av L-formen ligger RNasellla- och RNaselllb-doménerna. Dessa doméner
bildar tillsammans en intramolekyldr dimer och dimeren bildar i sin tur en katalytisk
kdrna. Det antas att vardera doménen &r ansvarig for att klyva en string av det
dubbelstringade pre-miRNA:t (Foulkes et al., 2014). For att forklara hur Dicer alltid
producerar RNA-molekyler med en specifik storlek har det foreslagits att region
mellan PAZ- och RNaselll-doménerna fungerar som en sd kallad molekyldr linjal
(eng. molekular ruler) (Ha och Kim, 2014). Dessutom dr dsRBD ocksa placerad vid
kroppen av det L-formade proteinet. Den specifika strukturen av Dicer helikaset ar
fortfarande okdnd, men det antas att helikas-doméanen bildar en struktur som liknar ett
géngjarn vid basen av L-formen. Dessutom antas det att helikas-doménen kédnner igen
och virar sig runt dsSRNA-molekyler (Foulkes et al., 2014). Doménernas organisering

1 humana Dicer1-proteinet illustreras 1 figur 6B.
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Figur 6. Tertifirstrukturen av humana Dicerl-proteinet. A) Elektronmikroskopisk
bild 6ver Dicerl-proteinet som antyder pa att proteinet dr format som ett ”"L”. B)
Dominernas organisering i humana Dicerl-proteinet. Fargerna i figuren stimmer
overens med fargerna i1 Figur 4 och illustrerar var de olika doménerna &r placerade i
den tertidra strukturen. Vid huvudet av proteinet finns bade PAZ- och plattform-
doméinerna (eng. Platform domain). PAZ dominen binder till pre-miRNA-molekylens
3’- dnda medan plattform-doménen binder till fosfatgruppen i 5’-dndan av pre-
miRNA-molekylen. RNasellla- och RNaselllb- doménerna bildar tillsammans en
intramolekyldr dimér vid kroppen av proteinet. Dessutom finns den dubbelstrangade-
RNA bindnings-doménen (dsRBD) vid kroppen av proteinet. Vid basen av proteinet
finns helikas-doménen. (Modifierad fran Foulkes et al., 2014).

2.4 Dicer proteinets paverkan pa skoldkortelns utveckling och funktion

Eftersom Dicer har en vildigt central roll i syntesen av mikroRNA och for uttrycket
av mRNA, har Dicer proteinets pdverkan pd utvecklingen och cancer undersokts
flitigt. Dock finns det f4 forskningsgrupper som undersokt hur Dicer paverkar
skoldkortelns utveckling. I en undersdkning gjord av Frezzetti och kollegor pavisades
det att skoldkortelns tidiga differentiering inte paverkas av brist pa Dicer i Dicer-
knockoutmdss. Didremot utvecklar mdssen efter fodseln gradvis en allvarlig
hypotyreos vilket leder till forminskad kroppsvikt och kortare livsldngd. Noggrannare

undersokningar har visat att knockoutmdossen har forlorat en stor del av skoldkortelns
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follikuldra struktur samt uppvisar funktionella avvikelser och nedreglering av de
skoldkortelspecifika proteinerna NIS, Tg, TPO och TSH (Frezzetti et al., 2011). I en
valdigt liknande undersokning gjord av Rodriguez och kollegor pavisades ocksa att
mossens tidiga skoldkortelutveckling inte paverkas av brist pa Dicer, men mdssen
lider av allvarlig hypertyros. Dessutom observerades det att nidr mossen fordldras
borjar skoldkortelvdvnaden uppvisa kénnetecken pa neoplastiska forandringar, som
till exempel en 6kning i follikelcellernas proliferation, dedifferentiering samt forlust
av uttrycket av Pax8, NIS och TPO. Dessa tva undersdkningar antyder pé att brist pa
Dicer och dérmed brist pa moget miRNA orsakar allvarliga storningar i skoldkorteln

funktions och differentiering (Rodriguez et al., 2012).

2.5 Dicerl och dess koppling till human cancer

Flera undersokningar har redan pavisat en nedreglering av Dicer och ett fordndrat
miRNA-uttryck i manga olika cancertyper. Erler och kollegor har exempelvis pavisat
att mRNA for Dicer dr nedreglerat i maligna skoldkortelprov i jamforelse med normal
viavnad samt benigna neoplasier. Dessutom har Erler och kollegor observerat att ett
forminskat uttryck av Dicer i malign vdvnad, korrelerar med manga aggressiva sirdrag
1 skoldkortelcancer, som till exempel metastasering och invasion till lymf- eller
blodkédrlen (Erler et al., 2014). I en undersékning publicerad av Khoshnaw och
kollegor undersoktes fordndringar 1 uttrycket av Dicer under utvecklingen av
brostcancer. I undersdkningen péavisades det att uttrycket av Dicer minskar gradvis
samt korrelerar med progressionen av brdstcancer. Dessutom observerades det att
forlust av Dicer associeras med aggressiva sdrdrag samt en simre dverlevnads prognos
(Khoshnaw et al., 2012). Aven om Dicer #r nedreglerat i de flesta cancertyper, finns
det en hel del motstridiga resultat som pavisar upphdjda nivaer av Dicer, ett exempel

ar prostatacancer (Chiosea et al., 2006).

2.5.1 Dicer]l mutationer

Under de senaste dren har Dicerl-genen och dess mutationer ocksa vickt ett stort
intresse. Undersokningar har visat att en neddrvd mutation i Dicerl-genen kan ge

upphov till ett sd kallat Dicerl-syndrom som oftast paverkar barn och unga vuxna.
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Denna genetiska sjukdom orsakar i sin tur en predisponering for att utveckla ovanliga
benigna och maligna tumdrer, till exempel den séllsynta lungcancertypen
pleuropulmonal blastom, tumorer i Sertoli-Leydig cellerna, multinodulér struma och
differentierad skoldkortelcancer (Rio Frio et al., 2011; Schultz et al., 2011; de Kock
et al.,, 2014). I det flesta fallen skapar mutationen ett forkortat protein vilket oftast
ocksé leder till att proteinet blir icke-funktionellt. Denna mutation leder oftast till att
Rnas III-doméanen forlorar sin funktion, som i sin tur paverkar hela RNAi-signalrdckan
(Fernandez-Martinez et al., 2017). Dock finns det en del nyligen publicerade studier
som pavisar att patienter med Dicerl-syndrom inte endast har en muterad allel utan
tva. Studierna antyder att den fOrsta muterade allelen nedirvs av fordldrarna medan
den andra uppstar som en somatisk mutation. Dessutom har dessa somatiska
mutationer ocksa pavisats paverka Rnas III-doménen. Dessa undersdkningar indikerar

att Dicer kanske kunde fungera som en tumorsuppressor (Wu et al., 2013).

2.6 Epitel-mesenkymal dvergang (EMT)

Redan vid tidiga stadier av den embryonala utvecklingen bidrar celler med epitelialt
och mesenkymalt ursprung till strukturen och funktionen av organ som utvecklas.
Dock ér inte dessa fenotyper alltid permanenta. Under ritta omstdndigheter kan
epiteliala och mesenkymala celler véxla mellan dessa tva fenotyper. Epitel-
mesenkymal overgang (eng. Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT) dr en process
dér epitelcellerna fordndras till en mera rorlig och mesenkymal-liknande fenotyp
(Micalizzi et al., 2010). En av de mest fundamentala hidndelserna under EMT é&r
nedreglering av epiteliala markorer samt uppreglering av mesekymala markorer. Till
epiteliala markdrer riknas till exempel E-cadherin och till mesenkymala markorer
rdknas till exempel N-cadherin samt vimentin (Iamshanova et al., 2017). Denna
vixling bidrar till att cellerna forlorar till exempel cellkontakter och cellpolaritet
(Vuoriluoto et al., 2011). EMT kan initieras av manga olika faktorer, exempelvis
inflammation, tillvixtfaktorer samt syrebrist (lamshanova et al., 2017). Den motsatta
processen kallas for mesenkymal-epitel Overgdng (eng. Mesenchymal-Epitelial
Transition, MET). Betydelsen av bdde EMT samt den omvinda processen MET har
studeras grundligt 1 ddggdjurens utveckling. Det har framkommit att utvecklingen av
organ och flera embryonala processer dr beroende av véxlingen mellan epiteliala och

mesekymala fenotyper. Exempelvis gastrulationen, neurallistens (eng. neural crest),
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hjartklaffarnas, njurarnas samt musklernas utveckling dr beroende av véxlingen
mellan epiteliala och mesekymala fenotyper (Micalizzi et al., 2010). Nyligen har det
dessutom forslagits att EMT é&r involverad i1 framskridning av cancer, speciellt under
invasion och migration av tumorceller till olika organ for att bilda metastaser

(Vuoriluoto et al., 2011).

2.6.1 E- och N-cadherin

Cadherinerna utgdr en stor grupp av proteiner som dr viktiga for bland annat cell-
adhesion, vivnadsorganisering samt morfogenes. Till de mest kéinda cadherinerna hor
det sd kallade klassiska cadherinerna E- och N-cadherin. De klassiska cadherinerna ar
transmembrana glykoproteiner som bestar av en stor extracelluldr domén samt en kort
intracellulair doméin som kopplas till cytoskelettet med hjdlp av ett komplex dir
exempelvis a- och B- cateniner har en viktig roll (Slowinska-Klencka et al., 2012). Det
klassiska cadherinerna ansvarar for kontakter mellan cellerna. Dessa kontakter skapas
nir cadherinernas extracellulira doméner fran tva nirliggande celler vixelverkar.
Kontakterna far stadga fran att cadherinernas intracellulira domén ar bundet till aktin
som dr en del av cytoskelettet. Kontakterna mellan cellerna har en viktig uppgift i
utvecklingen av organ och vdvnad under embryogenesen samt krivs for att

uppritthélla den normala vivnadens struktur i en vuxen organism (Ivanov etal., 2001).

Som tidigare ndmnts dr nedregleringen av E-cadherin-uttrycket en av de viktigaste
hindelserna under EMT. Nedregleringen av E-cadherin-uttrycket kan exempelvis
orsakas av transkriptionsfaktorerna Slug, Snail, och Twist som induceras under EMT.
Samtidig som cancercellerna forlorar E-cadherin, uppregleras uttrycket av N-cadherin
(figur 7). N-cadherin uttrycks normalt 1 fibroblaster, neurala celler samt endotelceller.
N-cadherin forknippas ofta med en mera invasiv och aggressiv cancer fenotyp. E-
cadherin kan dessutom anses fungera som en tumdrsuppressor. E-cadherin kan binda
dess cytoplasmiska domén till B-catenin och genom att separera B-catenin forhindra
dess transport till cellkdrnan. Nar B-catenin frisétts fran cadherinerna kan proteinet
forflyttas till cellkdrnan och stimulera transkriptionen av olika gener involverade i
EMT. Exempelvis inducerar -catenin-uttrycket av vimentin i brostcancerceller, vilket
1 sin tur leder till att cellerna §vergar till en mera mesenkymal och invasiv fenotyp

(Breier et al., 2014).
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2.6.2 Vimentin

Vimentin &r ett intermedidrfilament som normalt uttrycks i celler med ett mesenkymalt
ursprung. Vimentin fungerar som en sd kallad organisatdr for proteiner som ar
involverade 1 bland annat migration, cellfiste samt cell-signalering (Ivaska et al.,
2007). Det har pavisats att epitelceller som genomgar EMT uttrycker 6kade nivéer av
vimentin. Vimentin har bevisats reglera migration samt invasion under EMT 1 olika
celltyper (Vuoriluoto et al., 2011). Vimentin reglerar migration och invasion bland
annat genom interaktioner med aktin. Aktin i sin tur bygger upp sd kallade
lamellipodia och invapodia som krivs for cellernas rorelse och invasion (Helfand et
al., 2011; Kidd et al., 2014) Forutom att vimentin pdverkar migrationen som en del av
cytoskelettet, paverkar vimentin dessutom migration-relaterad signalering. Vuoriluoto
och kollegor har exempelvis pavisat att 6kade nivéer av vimentin under EMT &kar
ocksd uttrycket av tyrosin-kinaset Axl, som i sin tur Okar cellernas migration

(Vuoriluoto et al., 2011).

Epitelceller Mesenkymalaceller

- E-cadherin > >

N-cadherin
_ Epitel-mesenkymal 6verging

Figur 7. Illustration av Epitel-mesenkymal 6vergidng. Under epitel-mesenkymal
overgang (EMT) nedreglerars uttrycket av E-cadherin i epitelcellerna medan uttrycket
av N-cadherin uppregleras. Denna vixling bidrar till att cellerna bli rorligare och
fordandras till en mera mesenkymal-liknande fenotyp. Dessutom forlorar cellerna
kontakter med andra celler samt cellpolaritet.
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3 Malséttningar

Skoldkortelcancer dr den vanligaste endokrina cancerformen och under det senaste
decennierna har antalet skoldkortelcancerfall observerats 6ka i hela viarden (Erler et
al., 2014). I skoldkortelcancerceller har det pavisats en nedreglering av enzymet Dicer,
vars viktigaste funktion &r att reglera syntesen av miRNA 1 en process som kallas for
RNAIi. miRNA:er kan i sin tur forhindra translation genom att bryta ner eller nedtysta
proteinkodande mRNA:er (Ha och Kim, 2014). Studier har dven pavisat att
utvecklingen av alla former av skoldkortelcancer kan forknippats med felaktig
reglering av miRNA:er (Erler et al., 2014). Under utvecklingen av cancer har
epitelcellerna pavisats dverga till en mera rorlig och mesenkymla-liknande fenotyp, i
en process som kallas for EMT. Under EMT forlorar cellerna bland annat cellkontakter
samt cellpolaritet (Vuoriluoto et al., 2011). Under framskridningen av cancer kan
cellerna dessutom paborja en sé kallad dediffrentiering, vilket betyder att cellerna
forlorar sin specifika karaktir. Kénnetecken for skoldkortelcancercellernas
dediffrentiering dr bland annat ett minskat uttryck av skoldkortelspecifika proteiner

(Antonelli et al., 2008).

Opublicerat data fran Tornquists forskningsgrupp har pdvisat att nér
kalciumfrisittning blockeras, 6kar Dicer-nivéerna i ML-1-celler. Okningen av Dicer
har i sin tur pavisats oka uttrycket av det skoldkortelspecifika proteinerna TPO och
NIS samt minska uttrycket av EMT-markorer 1 ML-1-celler. Diarmed antyder dessa
resultat pd att ML-1-cellerna fir en mer normal-liknande fenotyp, eventuellt till foljd
av en Okning i Dicer-uttrycket. Dessa resultat var utgangspunkten for detta pro gradu-
projekt och darmed var det huvudsakliga mélet att underséka om Overuttryck eller
nedtystning av Dicer har en paverkan pa normala skoldkortelceller (N-thy-Ori-3-1-
celler) och follikulédra skoldkortelcancerceller (ML-1-celler).
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Specifika syften med denna pro gradu-projekt var att:

1) Undersoka om overuttryck eller nedtystning av Dicer paverkar uttrycket av

olika skoldkortelspecifika proteiner i N-thy-Ori-3-1- och ML-1-celler.

2) Undersoka om dveruttryck eller nedtystning av Dicer paverkar N-thy-Ori-3-1-

och ML-1-cellernas proliferation samt migration.

3) Undersoka om Dicer modulerar uttrycket av mesenkymala-markorer 1 ML-1-

celler.

4) Undersoka om Dicer 0kar uttrycket av mesenkymala-markorer 1 N-thy-Ori-3-

1-celler.
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4 Material och metoder

4.1 Cellinjer och odling

Till en borjan anvdndes badde normala skolkortellinjen N-thy-Ori-3-1 och follikuldra
skoldkortelcancerlinjen ML-1 for alla experimenten. Men eftersom N-thy-Ori-3-1-
cellerna inte fysiologiskt uppforde sig som normala skoldkortelceller utan pavisade
kénnetecken for cancer, fortsattes experimenten med endast ML-1-celler. N-thy-Ori-
3-1-cellern koptes fran Health Protection Agency Culture Collection (Salisbury, UK)
och odlades i RPMI 1640-medium (Lonza Bioscience, Basel, Switzerland) som
inneholl 10 % fetalt kalvserum (eng. Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) samt 100 U/ml penicillin-streptomycin (P/S,
Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA). ML-1-cellerna erhdlls av Dr
Johann Schonberger (University of Regensburg, Germany) och odlades i Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA)
som innehdll 10 % FBS, 2mM L-glutamin och 100 U/ml P/S. Béda cellinjerna odlades
1 en inkubator vid 37 °C med 5 % koldioxid samt en vattenmaéttad atmosfar. Cellernas
medium byttes varannan dag och cellerna delades nér cellerna var cirka 80-90 %
konfluenta. Cellerna lossades med 0,02 % etylendiamintetra-acetylsyra (eng.
ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) i fosfatbuffrad saltlosning (eng. Phosphate-
buffered saline, PBS) (bilaga 2).

4.2 Transfektion av celler

Transfektion dr en grundldggande metod inom molekylédrbiologin som anvénds for att
introducera frimmande genetiskt material till cellen. Andamalet med metoden ir att
manipulera celler att producera eller minska uttrycket av ett specifikt protein. I denna
studie utfordes transfektioner for att bdde nedreglera och 6veruttrycka Dicer 1 ML-1-
celler. Nar ML-1-cellerna transfekterades med en specifik siRNA-molekyl (Eurofins
Genomics, Tyskland, tabell 1) nedreglerades uttrycket av Dicer, och darmed bildades
Dicer-nedtystade celler. siRNA-molekylerna fungerar genom att binda till RISC,
varefter komplexet anvdnder siRNA-molekylen som mall for att finna den
komplementdra mRNA stringen som kodar for det specifika proteinet. siRNA-

molekylen tillsammans med RISC aktiverar sedan RISC RNaser som klyver det
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specifika mRNA:t och nedreglera ddrmed uttrycket av Dicer i cellen. ML-1-cellerna
transfekterades dven med en kontroll-siRNA (Eurofins Genomics, Tyskland, tabell 1)
for att skapa referensceller. Nar ML-1-celler transfekterades med en plasmid som
kodar for Dicer, dverexpresserades Dicer proteinet i cellerna (Addgene, Cambridge,
MA, USA, bilaga 3). Dessutom transfekterades cellerna med en kontrollplasmid
(Addgene, Cambridge, MA, USA, bilaga 4) for att bilda referensceller.

Tranfektion utfordes genom elektroporeing. Elektroporering innebér att elektriska
pulser bildar tillfélligt 6ppningar i cellmembranet och genom dessa Oppningar kan
siRNA-molekyler eller plasmider diffundera in i cellen. Cellerna rdknades och
cellkoncentartionen justerades till cirka 2 miljoner celler per transfektion. Sedan
pelleterades cellerna i fyra minuter med 12 000 x g samt suspenderades i Opti-MEM
(Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA), varefter antingen 2 uM siRNA
eller 20 pg plasmid tillsattes. Cellerna elektroporerades vid 240 V och 975 pF. Efter
elektroporeringen overfordes cellerna till nytt medium, varefter cellerna odlades i 48

timmar innan cellerna anvindes for experiment.

Tabell 1. siRNA sekvenserna som anvandes for transfektion.

Negativ kontroll 5"-CCU-ACA-UCC-CGA-UCG-AUG-AUG-TT- 37

siDicer 5-UUU-GUU-GCG-AGG-CUG-AUU-CTT- 3’

4.3 Western blot

Western blot dr en metod som anvédnds inom cell- och molekyldrbiologin. Metoden
mojliggér identifiering samt detektering av specifika proteiner med hjilp av
antikroppar. Forst separeras proteinerna i ett cellysat enligt molekylar storlek genom
gelelektrofores 1 en process som kallas SDS-PAGE (eng. sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis), varefter proteinerna dverfors fran gelen till ett
nitrocellulosamembran. Till slut gors en sa kallad immunoblottning dér proteinerna
visualiseras genom att inkubera membranet med antikroppar specifika for proteinerna

av intresse.
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I denna studie utfordes western blot for att undersoka uttrycket av Dicer, olika
skoldkortelspecifika proteiner, samt markorer for EMT/MET pé proteinnivda. De
skoldkortelspecifika proteinerna som undersoktes var TG, NIS, och TPO. EMT/MET
markorerna som undersoktes var E-cadherin och N-cadherin. Dessutom undersoktes
uttrycket av hushélsgenerna Hsc70 eller B-aktin for att sdkerstélla att laddningen var

jamn (tabell 2).

4.3.1 Framstillning av cellysat

Cellysat framstilldes av bade icke-behandlade N-thy-Ori-3-1- och ML-1-celler samt
av tranfekterade ML-1-celler. ML-1-celler transfekterades antingen med en Dicer-
nedtystande siRNA eller en Dicer Overuttryckande plasmid. 48 timmar efter
behandling péborjades framstillningen av cellysat genom att lossa cellerna med
EDTA fran odlingsplattan. Dérefter rdknades cellkoncentrationen och beroende pa
behandlingen justerades cellkoncentrationen si att varje cellysat inneh6ll 150 000/300
000 celler. Cellerna tvittades sedan tre ganger med 1 x PBS, varefter cellerna lyserades
genom att tillsdtta 3 x Laemmlibuffert (bilaga 2). Laemmlibuffert innehaller bland
annat B-merkaptoetanol vars uppgift ar att denaturerar proteiner i cellysatet genom att
bryta disulfidbryggor i proteinerna. Cellysaten Overfordes till eppendorfrér som
slutligen kokades 1 5 minuter. Dessutom framstéllde Muhammad Yasir Asghar
cellysat av follikuldra skoldkortelcancercellinjen FTC-133 och anaplastiska
skoldkortelcancercellinjen C643 som anvindes 1 ett experiment 1 detta pro gradu-

projekt.

4.3.2 SDS-PAGE och 6verforing av proteiner till ett
nitrocellulosamembran

De fardiga cellysaten laddades till en 10 % SDS-polyakrylamidgel.
Polyakrylamidgelen bestar av en nedre gel med pH-virdet 8,8 samt en ovre gel med
pH-viérdet 6,8. Den 6vre gelen har dessutom en ldgre akrylamidkoncentration (4 %)
an den nedre gelen (8 %). Den ldga akrylamidkoncentrationen i den dvre gelen bildar
en pords gel dir proteinerna inte separeras, dock samlas alla proteinerna i tunna band

vid skiktet mellan den 6vre och nedre gelen. En hogre akrylamidkoncentration i den
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nedre gelen bildar smalare porer i gelen, vilket leder till att de mindre proteinerna
vandrar snabbare dn de storre proteinerna och proteinerna separeras enligt storlek.
Separeringen av proteinerna i cellysaten, med SDS-PAGE utférdes med hjélp av en
SDS-PAGE korbuffert (bilaga 2) samt med elektriska spanningen vid 120 V énda tills
alla proteinerna var separerade. SDS-PAGE korbuffertens uppgift ar att tillsammans
med B- merkapotetanolen denaturera proteinerna och gor de negativt laddade vilket
gor att proteinern kan litt vandra mot pluspolen. Tillsammans med proteiner
separerades en protein markor som anvédndes for att kunna avgora de separerade
proteinernas storlek (Page Ruler plus prestained protein ladder, Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA).

Efter elektroforesen Overfordes proteinerna fran polyakrylamidgelen till ett
nitrocellulosamembran (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA). Protein-
overforingen gjordes genom vat verforing (eng.wet tarnsfer) och med hjilp av en sa
kallad &verfornigskasett. Overforingskassetten byggdes upp enligt foljande; underst
placerades tre stycken whatmanpapper, 1 mitten placerades gelen samt
nitrocellulosamembranet ovanpd och Overst placerades igen tre stycken
whatmanpapper. Den fardiga dverforingskasetten samt dverforingsbuffert (bilaga 2)
placerades 1 Overforningsapparaten. Proteinerna dverfordes frén polyakrylamidgelen
till nitrocellulosamembranet genom att de negativa proteinerna ror sig emot den
positiva polen med hjilp av elektrisk spanning. Den elektriska spdnning som anvéndes

vid 6verforing var 100 V under 60 minuter.

4.3.3 Immunoblottning

Efter 6verforing av proteinerna fran gelen till nitrocellulosamembranet inkuberades
membranet med 5 % fettfrimjolk uppldst i 1 x Tris-buffrad saltlosning (TBS, bilaga
2) innehallande Tween 20 (TBST, bilaga 2) i en timme, under omskakning.
Mjolkproteinerna forhindrar antikropparnas ospecifika bindning till membranet. Efter
inkuberingen tvittades membranet tre ginger 1 TBST, varefter membranet
inkuberades 1 en specifik primir antikropp under en natt, vid 4 °C. Den priméra
antikroppen binder till mélproteinerna pa membranet (figur 8). Nésta dag tvéttades
membranet igen tre ganger med TBST och dérefter inkuberades membranet med en
sekundér antikropp i en timme. Den sekundéra antikroppens uppgift ar att binda till

den primira antikroppen. Dessutom dr den sekundéra antikroppen bundet till enzymet
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pepparrotsperoxidas (eng. horseradish peroxidase, HRP). Bide de priméra och
sekundédra antikropparna var utspidda i 1 x PBS som innehdll 1 % bovint
serumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) och 0,02 % natriumazid
(NaN3) enligt koncentrationerna i tabell 2. Efter en timme tvdttades membranet ater
tre gdnger med TBST, varefter membranet skoljdes med en ECL-16sning (eng.
enhanced luminescens, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) som innehéller luminol.
Nar luminolen kommer i1 kontakt med HRP, oxideras luminolen som skapar en
ljusreaktion och denna ljusreaktion kan sedan detekteras pa rontgenfilm (Fuji Medical
X-ray Film). Filmen framkallades med en framkallningsmaskin (Agfa Curix 60) i ett
morkerrum, varefter resultaten analyserades med hjilp av programmet ImageJ (NIH,

Bethesdan, MD, USA).

Ljus

%m

Seklmdiranﬁkropp
anaranﬁkropp____

Figur 8. Principen for immunoblottning. Den priméra antikroppen binder forst till
maélproteinet pa nitrocellulosamembranet, varefter den sekundéra antikroppen binder
till den primira antikroppen. Den sekundéra antikroppen ér konjugerad till enzymet
pepparrotperoxidas (eng. horseradish peroxidase, HRP) som skapar en ljusreaktion nér
enzymet reagerar med luminol som finns i ECL-16sningen. Detta ljus kan detektera pa
rontgenfilm.

28



Taru Lassila

Tabell 2. Primédra och sekundira antikroppar som anvindes for western blot.

get

Primiara antikroppar Utspiadning | Leverantor

get anti-natrium/jodid- 1:200 Santa Cruz Biotechnology (Santa

symporter Cruz, CA, USA)

get anti-tyreoglobulin 1:200 Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA)

kanin anti-Dicer 1:1000 Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA)

kanin anti-E-cadherin 1:1000 Abcam (Cambridge, England)
Fick fran Lea Sistonen.

kanin anti-N-cadherin 1:1000 Merck Millipore (Burlington,
MA, USA) Fick fran John
Eriksson.

kanin anti-p-aktin 1:1000 Cell Signaling Technology
(Denver, MA, USA)

mus anti-tyreoperoxidas 1:200 Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA)

ratta anti-Hsc70 1:4000 Enzo Life Sciences (Farmingdale,
NY, USA)

Sekundira antikroppar | Utspidning | Leverantor

HRP-konjugerad anti-mus 1:3000 Cell Signaling Technology
(Denver, MA, USA)

HRP-konjugerad anti-ratta 1:3000 Cell Signaling Technology
(Denver, MA, USA)

HRP-konjugerad get-anti- 1:2000 Biorad Laboratories (Hercules,

kanin CA,USA)

HRP-konjugerad asna-anti- 1:10 000 Promega (Madison, WI, USA)
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4.4 Migration och invasion

Rorlighet dr en av de levande cellernas viktigaste egenskaper. Cellernas migration ér
en del av befruktningen, embryonalutvecklingen, immunforsvaret samt ménga
patologiska processer, som t.ex. metastasering och inflammation. Pa grund av detta &r
metoder som undersdker migration véaldigt viktiga, speciellt inom cancer forskning
(Justus et al., 2014). Migrations- och invasions-experiment utfordes for att undersoka
om nedtystning och dveruttryck av Dicer paverkar ML-1-cellernas migration och
invasion. Experimenten utfordes med hjidlp av Transwell-kamrar (Corning Inc.;
Corning, NY, USA) med en diameter pa 6,5 mm och porstorleken 8 um (figur 9). For
att undersoka cellernas invasion Overstroks Transwell-kamrarnas membran med
5ug/cm? kollagen IV (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) och limnades for att torka
Overnatten i laminarskap. Nésta dag riknades och justerades cellkoncentrationen till
100 000/200 pl. Cellerna 6verfordes sedan till Transwell-kamrarnas 6vre kammare. [
den nedre kammaren tillsattes vanligt medium. Till bade undre och 6vre kammaren
tillsattes dessutom mitomycin C (1 pg/ml) (Sigma Aldrich Corporation, St. Louis,
MO, USA) for att forhindra proliferationen. Cellerna inkuberades i 7-16 timmar under
vilket cellerna migrerade genom membranet. Migrationen avslutades genom att suga
bort cell-mediet och torka membranytan. Cellerna fixerades sedan med 2 %
paraformaldehyd 1 10 minuter samt fargades med 0,1 % kristallviolett 1 5 minuter,
varefter membranen tvittades tvd ganger i 1 x PBS och en géng i vatten. Nista dag
efter att membranen torkat, riknades cellerna som migrerat genom membranet i

mikroskop med 40 x forstorning frén étta stycken olika félt per kammare.
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«—— Transwell kammare

Ovre kammare
(oo efefele Kammarens membran
Nedre kammare

Figur 9. Migrations-experiment utfordes med hjilp av Transwell-kamrar. Infor
invasions experiment dverstroks kammarens membran med kollagen IV. Cellerna
pipetterades till den 6vre kammaren medan vanligt medium tillsattes till den nedre
kammaren.

4.5 3H-inkorporering

Cellproliferation antyder pa en Okning av mingden celler till foljd av en normal
process dir cellerna viaxer och delas. Cellernas proliferation &r oftast en bra indikering
pa cellernas vdlmdende. Celler som inte ldngre 4r normal kan uppvisa olika
proliferationshastigheter 1 jamforelse med normala celler, till exempel cancerceller
kan pavisa en 0kning i proliferationshastigheten. P4 grund av detta dr metoder som
undersoker cellernas proliferation viktiga inom cancerforskningen. H3-inkorporeing
utfordes for att undersoka om nedtysning och dveruttryck av Dicer pdverkar ML-1-
cellernas proliferation. Experimenten pabdrjades med att 75 000 celler odlades pd 35-
mm cellodlingsplattor under 24 timmar. Cellerna odlades i normalt DMEM och for
varje behandling gjordes tre stycken replikat. 4 timmar innan experimentet avslutades
tillsattes *H-thymidin (0,4 pCi/ml) (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Efter 4
timmar tvittades cellerna tre ganger med iskall 1 x PBS varefter cellerna fixerades
under 10 minuter 1 5 % triklorodttiksyra (eng. trichloroacetic acid, TCA). Cellerna
upplostes sedan med 0,1 M NaOH under 10 minuter och dérefter 6verfordes NaOH
16sningen till scintillationsrér och Optiphase Hisafe 3 scintillationsvétska (Perkin
Elmer, Waltham, MA, USA) tillsattes. For att bestimma méngden proliferarande
celler méttes provens radioaktivitet med hjdlp av Wallac 1410 scintillationsrdknaren

(Wallac, Finland).
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4.6 Statistik

Resultaten analyserade med programmet GraphPad Prism 6. Nir tva grupper
undersoktes analyserades resultaten med t-test. Nar tre eller flera grupper undersoktes
analyserades resultaten med ”One-Way ANOVA” och Bonferroni’s post hoc test.
Resultaten anges som medeltal + medelvirdets medelfel (SEM) och p-vérdet under
0,05 anses som statistiskt signifikant, medan p-vérdet 6ver 0,05 anses som icke-
signifikant. I figurerna representerar ns ett p-varde > 0,05 och symbolerna * ett p-varde

<0,05, ** ett p-virde <0, 01, och *** ett p-varde < 0,001.
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5 Resultat

5.1 Uttrycket av Dicer ér lagst 1 ML-1-celler 1 jamforelse med FTC-133-
cellerna

Detta Pro-gradu projektet pdborjades med att undersdka proteinuttrycket av Dicer i
olika skoldkdrtelcancercellinjer 1 jamforelse med den normala skoldkdrtelcellinjen N-
thy-Ori-3-1. Undersokningen utfordes med hjdlp av western blot-analys.
Skoldkortelcancercellinjerna som jdmfordes var den follikulédra
skoldkortelcancercellinjen ML-1, den follikulédra skoldkortelcancercellinjen FTC-133
och den anaplastiska skoldkortelcancercellinjen C643. Resultaten pavisar att Dicer dr

signifikant nedreglerat i ML-1-celler i1 jaimforelse med FTC-133-cellerna (figur 10 B).
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Figur 10. Undersokning av Dicer-uttrycket pa proteinnivd. A) Representativ
immunoblott for analys av Dicer-proteinuttrycket i N-thy-Ori-3-1, ML-1-, FTC-133-
och C643-celler. B) Kvantifierat proteinuttryck av Dicer. Proteinuttrycket av Dicer
normaliserades med uttrycket av hushéllsgenen Hsc70. Statistisk analys utférdes med
”One-Way ANOVA” med post hoc test Bonferroni. Statistisk signifikans anges med
* som representerar ett p-viarde pd < 0,05. Resultaten anges som medeltal + SEM
(n=3).
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5.2 ML-1-cellernas proliferation ar signifikant uppreglerad medan
migrationen dr signifikant nedreglerad i1 jamforelse med N-thy-Ori-3-1-
cellerna

Eftersom Dicer har pavisats vara nedreglerat i skoldkortelcancer (Erler et al., 2014)
och ML-1-cellerna har pavisats uttrycka laga nivaer av Dicer i1 jamforelse med FTC-
133-cellerna (figur 10 B) bestdmdes det att de fortsatta experimenten utfors endast
med N-thy-Ori-3-1-celler och ML-1-celler. For att undersoka om det finns en skillnad
1 ML-1-cellernas basala proliferation i jimforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna utfordes
3H inkoporering. I resultaten kan det tydligt detekteras en signifikant uppreglering i
ML-1-cellernas proliferation i jimforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna efter 24 timmar
(figur 11 A). Dessutom undersoktes det ifall det finns en skillnad i ML-1-cellernas
basala migration och invasion i jamforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna. Migrations-
experiment utférdes med hjilp av Transwell-kamrar vars membran overstroks med
kollagen IV. Resultaten visar att ML-1-cellerna har en signifikant ldgre forméga till

migration samt invasion i jamforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna (figur 11 B).
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Figur 11. Undersokning av N-thy-Ori-3-1-cellernas och ML-1-cellernas basala
proliferation samt migration. A) Proliferation av N-thy-Ori-3-1-cellerna och ML-1-
cellerna efter 24 timmar. B) Basal migration samt invasion under 7 timmar. Statistisk
analys utfordes med t-test. Signifikansen anges med * som representerar ett p-virde
pa < 0,05. Resultaten anges som medeltal + SEM (n=3).
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5.3 Proteinuttrycket av TPO och NIS ér signifikant hogre 1 ML-1-celler
an 1 N-thy-Ori-3-1-celler

Till foljd av skoldkortelcancercellernas dedifferentiering kan
skoldkortelcancercellerna forlora uttrycket av skoldkortelspecifika proteiner. Pa basen
av detta var det av intresse att jimfora proteinuttrycket av olika skoldkortelspecifika
proteiner i N-thy-Ori-3-1-celler och ML-1-celler. Proteinuttrycket av TPO och NIS
undersoktes med hjidlp av western blot-analys. I resultaten kan det detekteras en
signifikant uppreglering i uttrycket av NIS 1 ML-1-celler 1 jimforelse med N-thy-Ori-
3-1-celler. Dessutom kan det detekteras att uttrycket av TPO totalt saknades i N-thy-
Ori-3-1-cellerna (figur 12 B och D).
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Figur 12. Undersokning av TPO- och NIS-uttrycket i N-thy-Ori-3-1-celler och
ML-1-celler. A) Representativ immunoblott for analys av tyreoperoxidas (TPO) i N-
thy-Ori-3-1-celler och ML-1-celler. B) Kvantifierat proteinuttryck av TPO. C)
Representativ immunoblott for analys av natrium/jodid symporter-uttrycket (NIS) i N-

thy-Ori-3-1-celler och ML-I1-celler.

D) Kvantifierat proteinuttryck av NIS.
Proteinuttrycket av bade TPO och NIS normaliserades med uttrycket av hushallsgenen
Hsc70. Statistisk analys utfordes med t-test. Signifikansen anges med * som
representerar ett p-viarde pd <0,05 och med *** som representerar ett p-virde pa
<0,001. Resultaten anges som medeltal + SEM (n=3).
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5.4 Effektivt 6veruttryck och nedreglering av Dicer i ML-celler.

De tidigare experiment som utfordes med normala skoldkortelceller (N-thy-Ori-3-1)
och med follikuldra skoldkortelcancer (ML-1) antyder att karaktirer for de normala
skoldkortelcellerna har forsvunnit (figur 11 och 12). Pa grund av dessa resultat var N-
thy-Ori-3-1-cellerna inte lédngre ett bra alternativ som en normal skoldkortelcellinje

och det beslots att alla fortsatta experimenten gors endast med ML-1-celler.

ML-1-celler transfekterades bade for att nedreglera och dveruttrycka Dicer. Dicer-
overuttryckande celler skapades genom att transfektera ML-1-celler med en plasmid
som kodar for Dicer och ddrmed 6veruttrycker Dicer 1 cellen (Dicer). Dessutom
transfekterades cellerna med en kontrollplasmid for att bilda referensceller (mCherry).
Dicer-nedtystade celler skapades genom att transfektera ML-1-celler med en specifik
siRNA-molekyl som nedreglerar uttrycket av Dicer (siDicer). Dessutom
transfekterades ML-1-cellerna med en kontroll-siRNA for att skapa referensceller

(siKontroll).

Innan varje experiment med Dicer-6veruttryckande celler och Dicer-nedtystade celler
paborjades, utfordes western blot-analys for att forsékra att transfektionerna av ML-
l-cellerna fungerat. Fran resultaten framgér det att Dicer dr uppreglerat i Dicer
overuttryckande cellerna 1 jimforelse med referenscellerna (figur 13 A). Fran
resultaten framgar ocksa att Dicer &r nedreglerat 1 Dicer-nedtystade celler i jimforelse

med referenscellerna (figur 13 B).
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Figur 13. Undersokning av transfektions effektiviteten i ML-1-celler genom
analys av Dicer-proteinuttrycket. A) Representativ immunoblott for analys av Dicer
1 Dicer-overuttryckande celler (Dicer) samt referensceller (mCherry). Lysaten
framstélldes 48 timmar efter transfektion. Proteinuttrycket av Dicer normaliserades
med uttrycket av hushallsgenen Hsc70. B) Representativ immunoblott for analys av
Dicer i1 Dicer-nedtystade celler (siDicer) samt referensceller (siKontroll). Lysaten
framstélldes 48 timmar efter transfektionen. Proteinuttrycket av Dicer normaliserades
med uttrycket av hushallsgenen [-aktin.

5.5 Overuttryck av Dicer dkar ML-1-cellernas proliferation medan
nedtysning av Dicer minskar ML-1-cellernas proliferation samt migration

Eftersom Dicer ar involverat 1 produktionen av moget miRNA och miRNA:er har 1 sin
tur pavisats paverka bade proliferation och migration (Fuziwara och Kimura, 2017),
var det av intresse att undersdka om Overuttryck eller nedtysning av Dicer péverkar
ML-1-cellernas basala proliferation samt migration. Proliferations-experiment
utfordes med hjilp av H3-inkorporeing, medan migrations-experiment utférdes med
hjalp av Transwell-kamrar med kollagen IV-6verdragna membran. Resultaten pavisar
en signifikant uppreglering 1 Dicer-6veruttryckande cellers (Dicer) proliferation i
jamforelse med referenscellerna (mCherry) efter 24 timmar (figur 14 A). Resultaten
pavisar dock en signifikant nedreglering i proliferationen av Dicer-nedtystade cellerna
(siDicer) 1 jdmforelse med referenscellerna (siKontroll) efter 24 timmar (figur 14 B).
Dessutom pévisar resultaten att Dicer-overuttryck inte har en signifikant effekt pa ML-
1-cellernas migration samt invasion i jimforelse med referenscellerna (figur 14 C),
medan nedtystning av Dicer minskar pa ML-1-cellenas forméga till migrationen samt

invasionen, efter 16 timmar (figur 14 D).
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Figur 14. Undersokning av Dicer overuttryckande- och Dicer-nedtystade cellers
basala proliferation samt migration. ML-1-cellerna transfekterades antigen med en
Dicer-6veruttryckande plasmid eller med en Dicer-nedtystande siRNA. Experimenten
paborjades 48 timmar efter transfektionen. A) Basal proliferation av Dicer-
overuttryckande celler (Dicer) 1 jamforelse med referensceller (mCherry) efter 24
timmar. B) Basal proliferation av Dicer-nedtystade celler (siDicer) 1 jamforelse med
referensceller (siKontroll) efter 24 timmar. C) Basal migration samt invasion av Dicer-
overuttryckande celler 1 jdmforelse med referensceller efter 16 timmar. D) Basal
migration och invasion av Dicer-nedtystade celler i1 jamforels med referenscellerna.
Statistik analys utfordes med t-test. Signifikansen anges med * som representerar ett
p-virde pd < 0,05 och med ** som representerar ett p-virde pd < 0,01. Icke-
signifikanta resultat anges med ns som representerar ett p-viarde > 0,05. Resultaten
anges som medeltal + SEM (n=3).
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5.6 Overuttryck av Dicer minskar proteinuttrycket av Tg i ML-1-celler

Undersokningar har pavisat att PTC och FTC som anses vara vél diffrentierade
formerna av skoldkortelcancer fortfarande uttrcyker det skoldkortelspecifika proteinet
Tg. Dock har det pavisats att MTC och ATC som anses vara icke-differentierade
former av skoldkortelcancer har forlorat uttrycket av exempelvis Tg (Indrasena, 2017).
Dessutom har undersékningar med Dicer-knockoutmdss pavisat ett minskat uttryck av
flera skoldkortelspecifika proteiner, inklusive Tg (Frezzetti et al., 2011). Pa basen av
detta undersoktes proteinuttrycket av Tg 1 Dicer-Overuttryckande celler (Dicer) i
jamforelse med refrensceller (mCherry). Resultaten pavisar en signifikant
nedreglering i proteinuttrycket av Tg 1 Dicer-Overuttryckande cellerna i jimforelse

med referenscellerna (figur 16).
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Figur 16. Undersokning av Tg-uttrycket i Dicer-overuttryckande celler. ML-1-
cellerna transfekterades med en Dicer-Overuttryckande plasmid och cellysaten
framstélldes 48 timmar efter transfektion. A) Representativ immunoblot for analys av
tyreoglobulin-uttrycket (Tg) 1 Dicer-6veruttryckande celler (Dicer) 1 jamforelse med
referensceller (mCherry). B) Kvantifierat proteinuttryck av Tg. Proteinuttrycket av Tg
normaliserades med uttrycket av hushallsgenen B-aktin. Statistik analys utférdes med
t-test. Signifikansen anges med * som representerar ett p-virde pa < 0,05. Resultaten
anges som medeltal + SEM (n=3).
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5.7 Overuttryck eller nedreglering av Dicer har ingen effekt pa
proteinuttrycket av NIS 1 ML-1-celler

Uttrycket av NIS har pavisat vara nedreglerat i skoldkortelcancer (Spitzweg et al.,
2001). Dessutom har undersokningar med Dicer-knockoutmdss pavisat ett minskat
uttryck av flera skoldkortelspectika proteiner, inklusive NIS (Frezzetti et al., 2011).
P4 basen av detta undesoktes proteinuttrycket av NIS i bade Dicer-dveryttruckande
celler (Dicer) och Dicer-nedtystade celler (siDicer). Resultaten pavisar ingen
signifikant effekt 1 proteinuttrycket av NIS i Dicer-6veruttryckande celler eller 1 Dicer-

nedtystade celler i jamforelse med referensceller (figur 17 B och D).
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Figur 17. Undersokning av NIS-uttrycket i Dicer-overuttryckande celler och
Dicer-nedtystade celler. ML-1-cellerna transfekterades antigen med en Dicer-
overuttryckande plasmid eller med en Dicer-nedtystande siRNA och cellysaten
framstilldes 48 timmar efter transfektion. A) Representativ immunoblott for analys
av natrium/jodid symporter-uttrycket (NIS) 1 Dicer-overuttryckande celler (Dicer) i
jamforelse med referensceller (mCherry). B) Kvantifierat proteinuttryck av NIS. C)
Representativ immunoblott for analys av NIS-uttrycket i Dicer-nedtystade celler
(siDicer) 1 jamforelse med referensceller (siKontroll). D) Kvantifierat proteinuttryck
av NIS. Proteinuttrycket av NIS nomaliserades med uttrycket av hushallsgenen [-
aktin. Statistik analys utfordes med t-test. Icke-signifikanta resultat anges med ns som
representerar ett p-virde > 0,05. Resultaten anges som medeltal + SEM (n=3).
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5.8 Overuttryck av Dicer har ingen effekt pa proteinuttrycket av omoget
E-cadherin 1 ML-1-celler

Celler som genomgér EMT har pavisats forlora uttrycket av E-cadherin samtidigt som
uttrycket av N-cadherin 6kar. Nyligen har det dessutom pavisats att EMT ar involverat
1 framskridning av cancer, sarskilt under invasion och migration (Vuoriluoto et al.,
2011). Tidigare experiment har redan pavisat att Dicer-Overuttryck okar ML-1-
cellernas proliferation men har ingen effekt pd cellernas migration (figur 14 A). Pa
basen av detta var det av intresse att vidare undersoka ifall dveruttryck av Dicer
paverkar proteinuttrycket av  EMT-markoren E-cadherin. Resultaten visar ingen
signifikant effekt pa proteinuttrycket av omoget E-cadherin 1 Dicer-6veruttryckande
celler (mCherry) i jimforelse med referenscellerna (Dicer) (figur 18 B). Flera forsok
utfordes for att detektera moget E-cadherin, men inga anvindbara immunoblottar

kunde erhéllas.
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Figur 18. Undersokning av uttrycket av omoget E-cadherin i Dicer-
overuttryckande celler. ML-1-cellerna transfekterades med en Dicer-
overuttryckande plasmid och cellysaten framstilldes 48 timmar efter transfektion. A)
Representativ. immunoblott for analys av omoget E-cadherin-uttryck i Dicer-
overuttryckande celler (Dicer) i jaimforelse med referenscellerna (mCherry). B)
Kvantifierat proteinuttryck av omognet E-cadherin. Proteinuttrycket av omoget E-
cadherin normaliserades med uttrycket av hushallsgenen Hsc70. Statistik analys
utfordes med t-test. Icke-signifikanta resultat anges med ns som representerar ett p-
viarde > 0,05. Resultaten anges som medeltal + SEM (n=3).
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5.9 Nedtystning av Dicer paverkar inte uttrycket E-cadherin i ML-1-celler

Eftersom tidigare experiment (figur 14 B och D) har pavisat att bade proliferationen
och migrationen &r nedreglerad i Dicer-nedtystade celler var det av intresse att
undersoka ifall denna nedreglering paverkas av E-cadherin. Uttrycket av E-cadherin
har pavisats oka nér cellerna genomgar MET, som &r den omvénda processen till EMT
(Vuoriluoto et al.,, 2011). Resultaten pdvisar ingen signifikant effekt pa
proteinuttrycket av antigen omoget eller moget E-cadherin i Dicer nedtystade celler

(siDicer) 1 jamforelse med referenscellerna (siKontroll) (figur 19 B och D).
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Figur 19. Undersokning av uttrycket av omoget och moget E-cadherin i Dicer-
nedtystade celler. ML-1-cellerna transfekterades med en Dicer-nedtystande siRNA
och cellysaten framstidlldes 48 timmar efter transfektion. A) Representativ
immunoblott for analys av omoget E-cadherin-uttryck i1 Dicer-nedtystade celler
(siDicer) 1 jamforelse med referensceller (siKontroll). B) Kvantifierat proteinuttryck
av omoget E-cadherin. C) Representativ immunoblot {6r analys av moget E-cadherin-
uttryck 1 Dicer-nedtystade celler 1 jaimforelse med referensceller. D) Kvantifierat
proteinuttryck av moget E-cadherin. Proteinuttrycket av bdde omoget och moget E-
cadherin normaliserades med uttrycket av hushéllsgenen B-aktin. Statistik analys
utfordes med t-test. Icke-signifikanta resultat anges med ns som representerar ett p-
viarde > 0,05. Resultaten anges som medeltal + SEM (n=3).
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5.10 Nedtystning av Dicer 0kar proteinuttrycket av N-cadherin 1 ML-1-
celler

Eftersom tidigare experiment (figur 14 B och D) har pavisat att bade proliferationen
och migrationen &r nedreglerad i1 Dicer-nedtystade celler var det av intresse att
undersoka ifall denna nedreglering paverkas av N-cadherin. Uttrycket av N-cadherin
har pavisats minska i celler som genomgir MET och 0ka nir cellerna genomgar den
motsatta processen, det vill siga EMT (Vuoriluoto et al., 2011; Iamshanova et al.,
2017). Resultaten pavisar en signifikant 6kning i proteinuttrycket av bdde omoget och
moget N-cadherin 1 Dicer-nedtystade cellerna (siDicer) 1 jamforelse med

referenscellerna (siKontroll) (Figur 15 B och D).
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Figur 20. Undersokning av uttrycket av omoget och moget N-cadherin i Dicer-
nedtystade celler. ML-1-cellerna transfekterades med en Dicer-nedtystande siRNA
och cellysaten framstidlldes 48 timmar efter transfektion. A) Representativ
immunoblott for analys av omoget N-cadherin 1 Dicer-nedtystade celler (siDicer) i
jamforelse med referenscellerna (siKontroll). B) Kvantifierat proteinuttryck av
omoget N-cadherin. C) Representativ immunoblott for analys av moget N-cadherin 1
Dicer-nedtystade celler 1 jamforelse med referenscellerna. D) Kvantifierat
proteinuttryck av moget N-cadherin. Proteinuttrycket av bade omoget och moget N-
cadherin normaliserades med uttrycket av hushallsgenen B-aktin. Statistisk analys
utfordes med t-test. Signifikansen anges med * som representerar ett p-vérde pa <0,05.
Resultaten anges som medeltal + SEM (n=3).
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6 Diskussion

6.1 N-thy-Ori-3-1-cellerna uttrycker kdnnetecken for cancer

Vid jamforelse av Dicer-uttrycket i N-thy-Ori-3-1-, ML-1-, FTC-133- och C643-celler
pavisas att proteinuttrycket av Dicer ar signifikant nedreglerat i ML-1-cellerna endast
1 jamforelse med FTC-133-cellerna. Eftersom Dicer-uttrycket har pavisats vara
nedreglerat i cancer, inklusive skdldkdrtelcancer, var det av intresse att fortsitta med
att undersoka ML-1-cellernas proliferation och migration i jimforelse med den
normala skoldkdrtelcellinjen N-thy-Ori-3-1 (Erler et al., 2014). Resultaten pavisar att
den follikuldra skoldkortelcancercellinjen ML-1 har en uppreglerad proliferation och
en nedreglerad migration i jimforelse med den normala skoldkdrtellinjen N-thy-Ori-
3-1. Proliferationsresultatet dr forvéintat eftersom ett av det mest grundldggande
kinnetecken for cancer &r att cancercellerna har en 6kad proliferation 1 jimforelse med
normala celler. Déremot &r migrationsresultatet ovéntat eftersom normala
skoldkortelceller borde migrera mindre samt vara mindre invasiva i jamforelse med
skoldkortelcancerceller. Darmed pavisar N-thy-Ori-3-1-cellerna ett av det mest
grundliggande kdnnetecken for cancer (Hanahan och Weinberg, 2000). En mgjlig
orsak till N-thy-Ori-3-1-cellernas fordndrade karaktdr kunde vara att N-thy-Ori-3-1-
cellerna har erhéllit en eller flera mutationer som i sin tur har gett upphov till en malign

fenotyp.

Eftersom bdde TPO och NIS ér essentiella for produktionen av skoldkortelhormoner
var det av intresse att undersoka proteinuttrycket av bada proteinerna i ML-1-celler i
jamforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna. Resultaten pavisar att ML-1-cellerna har en
signifikant uppreglering i uttrycket av NIS 1 jamforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna. I
resultaten kan det dessutom detekteras att N-thy-Ori-3-1-cellerna har forlorat uttrycket
av TPO fullstandigt. Eftersom normala skoldkdortelceller borde uttrycka bdde TPO och
NIS kan det antas att N-thy-ori-3-1-cellerna har borjar forlora karaktaren for normala
skoldkortelceller och mojligen Overgétt till en mer dedifferentierad fenotyp.
Dedifferentiering dr en process dér cellerna overgir fran en mera differentierad
fenotyp till en mindre differentierad fenotyp och processen anses ocksd som ett viktigt
kannetecken for cancer (Katoh et al., 2004; Floor et al., 2012). Detta betyder att dessa
resultat dr ett ytterligare stod pad antagande att N-thy-Ori-3-1-cellerna har

transformerats till en mera malign fenotyp.
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En annan mojlig orsak till N-thy-Ori-3-1-cellernas férdndrade karaktir kunde vara att
cellerna har forvixlats eller kontaminerats med skoldkortelcancerceller som standigt
har odlats vid sidan om N-thy-Ori-3-1-cellerna. P& grund av dessa resultat
konstaterades det att N-thy-Ori-3-1-cellerna inte langre uppfor sig som normala
skoldkortelceller vilket betyder att cellerna inte ldngre fungerar som en palitlig
kontrollcellinje. Till f6ljd av detta fortsattes inte N-thy-Ori-3-1-cellernas anvindning
1 detta pro gradu-projekt. Dessutom dr det vért att notera att cellinjen N-thy-Ori-3-1 ar
den enda normala skoldkortelcellinjen som ér tillgdnglig for forskning och det finns

valdigt bristfilligt data om karaktiren av dessa celler.

6.2 Dicer pévisar cancerframjande egenskaper 1 ML-1-celler

I detta pro gradu-projekt transfekterades ML-1-cellerna antingen med en Dicer-
overuttryckande plasmid for att skapa Dicer-Overuttryckande celler eller med en
Dicer-nedtystande siRNA for att skapa Dicer-nedtystade-celler. Efter att en tillrdckligt
effektiv transfektion erholls med bade plasmid och siRNA undersoktes paverkan av
Dicer-6veruttryck och nedreglering i ML-1-celler med hjélp av proliferations- och
migrationsexperiment. Overuttryck av Dicer har ingen effekt pA ML-1-cellernas
migration samt invasion men eftersom resultaten pdvisar att dveruttryck av Dicer
uppreglerar ML-1-cellernas proliferation, antyder det pa att overuttryck av Dicer
fraimjar ML-1-cellernas progression till en aggressivare cancerfenotyp. Dessa resultat
Overensstimmer med resultaten som pévisar att nedtystning av Dicer i sin tur
nedreglerar ML-1-cellernas proliferation och migration. Detta antyder ddrmed pa att
nedtystning av Dicer eventuellt leder till att ML-1-cellerna overgér till en mer
normalliknande fenotyp. Utgaende fran dessa resultat kan det konstateras att Dicer
pavisar cancer fraimjande egenskaper i ML-1-celler. Dock é&r resultaten motstridiga
gentemot storsta delen av litteraturen som antyder att Dicer fungerar som en
tumdrsuppressor. Uttrycket av Dicer har pavisat vara nedreglerat i skdldkortelcancer
och dessutom har det observerats att ett forminskat uttryck av Dicer korrelera med
aggressivare sirdrag 1 bland annat skoldkortelcancer (Erler et al., 2014). En mgjlig
orsak till att dessa resultat dr motstridiga med storsta dela av litteraturen ar att
funktionen av Dicer ir cellinjesspecifik. Aven om de flesta undersékningarna antyder

pé att Dicer fungerar som en tumdrsuppressor, finns det d&ven undersokningar som
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stoder antagandet att Dicer har cancerfrimjande egenskaper. I en underdkning gjord
av Vaksman och kollegor undersoktes uttrycket av olika komponenter av RNAi-
signalrackan, inklusive Dicer 1 olika stadier av dggstockscancer. Undersokningen
pavisade att uppreglering av Dicer-uttrycket korrelerar med progressionen av

dggstockscancer (Vaksman et al., 2012).

6.3 Overuttryck av Dicer minskar ML-1-cellernas uttryck av Tg

Béde PTC och FTC ér vél differentierade former av skoldkdrtelcancer, vilket betyder
att cancercellerna har bibehallit follikelcellernas karaktir, inklusive uttrycket av det
skoldkortelspecifika proteinet Tg. Icke-differentierade skoldkdrtelcancerceller har
diremot pavisat forlora uttrycket av till exempel Tg (Indrasena, 2017). Den follikuldra
skoldkortelcancercellinjen ML-1 har dock karaktiriserats som en svagt differentierad
cellinje som fortfarande utsondrar Tg (Schonberger et al., 2000). P4 grund av detta
var det av intresse att undersoka ifall overuttryck av Dicer paverkar proteinuttrycket

av Tg i ML-1-celler.

I resultaten kan det detekteras en signifikant nedreglering av Tg-uttrycket i Dicer-
overuttryckande cellerna. Eftersom ett minskat uttryck av skoldkortelspecifika
proteiner dr ett kédnnetecken for dedifferentiering kunde resultaten antyda att
overuttryck av  Dicer resulterar 1 ML-1-cellernas  dedifferentiering.
Skoldkortelcancercellernas dediffrentiering ger oftast upphov till en aggressivare
fenotyp som édr betydligt svarare att behandla och leder ddrmed till en sémre prognos
(Antonelli et al. 2008). Detta resultat stoder ocksa det tidigare antagande att Dicer har

cancer frimjade egenskaper 1 ML-1-celler.

6.4 Dicer saknar en effekt pa uttrycket av NIS

Eftersom NIS har en central roll i produktionen av skéldkortelhormoner och NIS har
pavisats vara nedreglerat i skdldkortelcancer, var det av intresse att undersoka ifall
overuttryck eller nedtystning av Dicer paverkar proteinuttrycket av NIS i ML-1-celler.
Resultaten pavisar ingen signifikant effekt pa uttrycket av NIS vid overuttryck eller
nedtystning av Dicer 1 ML-1-celler. Eftersom proteinuttrycket av NIS undersoktes
med hjélp av western blot-analys pavisar resultaten endast mangden protein och inte

var 1 cellen NIS lokaliseras och ifall proteinet dr funktionellt. Detta betyder att &ven
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om en signifikant skillnad i uttrycket av NIS inte kan detekteras vid dveruttryck eller
nedtystning av Dicer, kan det inte uteslutas att Dicer péverkar placeringen och
funktionen av NIS. Flera under6kningar har pavisat att i skoldkortelcancerceller
lokaliseras NIS i bade det basolaterala membranet och i cytosolen, eller endast i
cytosolen. Nér NIS forblir intracelluldrt forlorar proteinet dessutom sin funktion vid
produktionen av skdldkortelhormoner (Dohan et al., 2001). Pa grund av detta skulle
det vara intressant att undersdka, med till exempel immunhistokemiskanalys ifall
overuttryck eller nedreglering av Dicer paverkar placeringen av NIS i cellen. Detta
skulle 1 sin tur ge en indikering pa ifall Dicer paverkar proteinets funktion. Eftersom
TSH har pavisat paverka uttrycket och placeringen av NIS i cellen skulle det dessutom
vara intressant att undersoka ifall Dicer paverkar uttrycket av TSHR 1 ML-1-celler

(Micali et al., 2014).

6.5 Nedtystning av Dicer O0kar proteinuttrycket av N-cadherin

Cancercellernas spridning och metastasering ér en av de storsta orsakerna bakom den
hoga mortaliteten hos cancerpatienter. Denna spridning och metastasering &r i sin tur
starkt kopplat med EMT. Under EMT forlorar cellerna sin epitel-liknanden fenotyp
och overgdr till en rorligare mesenkymal-liknande fenotyp (Virtakoivu et al., 2016).
Nedregleringen av den epiteliala markdéren E-cadherin och uppregleringen av den
mesenkymala markéren N-cadherin dr en av det mest grundliggande hindelserna

under EMT. MET éar den omvénda processen till EMT (Iamshanova et al., 2017).

Resultaten pavisar en signifikant nedreglering av bdde migration och invasion i Dicer-
nedtystade celler. For att vidare undersoka ifall denna nedreglering orsakas av en
Dicer-nedtystnings-medierad MET, var det av intresse att undersoka proteinuttrycket
av olika EMT-markorer 1 Dicer-nedtystade celler. I resultaten kan det detekteras en
signifikant uppreglering 1 bdde omoget och moget N-cadherin i Dicer-nedtystade
celler. Eftersom N-cadherin har forknippats med en mera invasiv och aggressiv cancer
fenotyp antyder resultatet pa att cellerna har Overgatt till en &nnu aggressivare
cancerfenotyp till f6]jd av Dicer-nedtysning (Breier et al., 2014). Resultatet &r dock
motstridigt med de tidigare observationer som pdvisar att nedtystning av Dicer
minskar ML-1-cellernas migration samt invasion, och antyder pé att cellerna 6vergér

till en mer normal-liknande fenotyp, alltsa genomgar MET. Eftersom dessa resultat &r
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motstridiga skulle det i fortsdttningen vara intressant att undersoka ifall nedtystning
av Dicer ocksa okar uttrycket av EMT-markoren vimentin. Likadant som N-cadherin,
borde dven vimentin-nivaerna 6ka nér cellerna genomgar EMT (Iamshanova et al.,
2017). Dessutom skulle det i fortsdttningen vara viktigt att studera ifall 6veruttryck av

Dicer péverkar uttrycket av N-cadherin i ML-1-celler.

6.6 Dicer saknar en effekt pé uttrycket av E-cadherin

E-cadherin 4r en annan EMT-markdr vars uttryck undersdktes i bade Dicer-
nedtystade- och Dicer-Overuttryckande-celler. Resultaten pavisar att varken
nedtystning eller overuttryck av Dicer har en effekt pa proteinuttrycket av EMT-
markoren E-cadherin. Enligt litteraturen var det forvéntat att ifall cellerna genomgar
EMT ér proteinuttrycket av E-cadherin nedreglerat medan om cellerna genomgar
MET ir proteinuttrycket av E-cadherin uppreglerat (Ilamshanova et al., 2017). En
mojlig orsak till varfor dveruttryck eller nedreglering av Dicer inte paverkar uttrycket
av E-cadherin kunde vara att effekten inte d&nnu kan detekteras efter 48 timmar i ML-
1-celler. Det skulle ddrmed vara intressant att undersoka ifall en effekt pa E-cadherin
kunde detekteras om cellysaten skulle framstillas 72 timmar efter transfektion, istéllet

for 48 timmar.

6.7 Slutsatser och fortsatt forskning

Malet med detta pro gradu-projekt var att undersoka ifall overuttryck eller nedtystning
av Dicer har en péverkan pa normala skdldkortelceller (N-thy-Ori-3-1-celler) och
follikuldra skoldkortelcancerceller (ML-1-celler). For att uppnd malet paborjades
projektet med att undersoka ifall det finns en skillnad i ML-1-cellernas formaga till
proliferation samt migration 1 jimforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna. Resultaten
pavisar att ML-1-cellerna har en 6kad formaga till proliferation i jamforelse med N-
thy-Ori-3-1-cellerna. Dock pdvisar ML-1-cellerna en minskad forméga till migration
samt invasion 1 jdmforelse med N-thy-Ori-3-1-cellerna. N-thy-Ori-3-1-cellernas
Okade migration samt invasion antyder pa att cellerna har transformerats till en malign
fenotyp. Ett ytterligare stod pd antagande &r att resultaten pdvisar att N-thy-Ori-3-1-
cellerna har ett minskat uttryck av NIS och forlorat uttrycket av TPO fullstindigt.
Eftersom resultaten indikerar pé att N-thy-Ori-3-1-cellerna inte fysiologiskt uppfor sig

som normala skoldkortelceller utfordes alla de fortsatta experimenten med endast ML-
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1-celler. Projektet fortsattes med att undersoka om Gveruttryck eller nedreglering av
Dicer péverkar ML-1-cellernas proliferation samt migration. Resultaten visar att
overuttryck av Dicer 6kar ML-1-cellernas proliferation, medan nedtystning av Dicer
minskar ML-1-cellernas proliferation samt migration. Syftet med projektet var ocksa
att undersoka ifall Dicer paverkar uttrycket av olika skoldkortelspecifika proteiner
samt uttrycket av mesenkymala-markorer i ML-1-celler. Nir Dicer-6veruttrycks
minskar uttrycket av skoldkortelspecifika proteinet Tg, medan nir Dicer nedtystas

okar uttrycket av EMT-markdren N-cadherin 1 ML-1-celler.

Avslutningsvis kan det konstaterats att dessa resultat antyder pa att N-thy-Ori-3-1-
cellerna inte ldngre kan karaktdriseras som normala skoldkortelceller eftersom
cellerna pavisar flera kénnetecken for cancer. Dessutom kan det konstateras att storsta
delen av resultaten antyder pa att overuttryck av Dicer resulterar i en aggressivare
fenotyp, medan nedtystning av Dicer resulterar i en mera normal-liknande fenotyp i

ML-1-celler.

I fortséttningen skulle det vara intressant att vidare undersoka ifall Dicer paverkar
uttrycket av EMT-markérerna  E-  och N-cadherin  samt uttrycket av
skoldkortelspecifika proteinerna Tg och NIS pd mRNA-nivéd i ML-1-celler. mRNA-
uttrycket kan exempelvis undersékas med hjdlp av kvantitativ omvént transkriptas-
polymeraskedjereaktion (eng. quantitative reverse transcription polymerase chain
reaction, qRT-PCR). Dessutom skulle det vara intressant att utféra samma experiment
som utfordes i detta pro gradu-projekt men med en annan skoldkdrtelcancercellinje.
Experimenten kunder exempelvis utféras med FTC-133-celler som i likhet med ML-
1-celler ér follikuldra skoldkortelcancerceller men uttrycker hoga nivaer av Dicer.
Eftersom Dicer dr involverad 1 produktionen av moget miRNA kunde man dven 1
framtiden undersokas ifall Overuttryck eller nedtysning av Dicer 1 ML-1-celler

respektive normal skddkortelceller paverkar médngden av specifika miRNA:er.
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Bilaga 1: Kemikalier och &mnen

Kemikalier

Akrylamid 30 %

APS

Bromfenolbld

Bovint serumalbumin (BSA)
Dinatriumvitefosfat (Na,HPO,)
DMEM medium
Etylendiamintetra-acetylsyra (EDTA)
Fetalkalvserum
Fettfrimjolkpulver

Glycerol

Kaliumdivétefosfat (KH2PO4)
Glycin

Kaliumklorid (KCl)

Kollagen IV

Kristallviolett
B-merkaptoetanol

Metanol

Mitomycin C

Natriumazid (NaN3)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumklorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Opti-MEM

Page Ruler Plus prestained protein ladder
Penicillin/Streptomycin
Paraformalaldehyd

RPMI 1640 medium
Scintillationsvétska
Trikloréttiksyra (TCA)
TEMED

TRIZMA ® bas

Trypsin

Tween 20

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

J. T. Baker, Deventer, Holland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gibco, Grand Island, NY, USA

Valio, Helsingfors, Finland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Riedel-de Haén, Seelze, Tyskland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

J.T. Baker, Deventer, Holland

BD, Biosciences, San Jose, CA, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gibco, Grand Island, NY, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Gibco, Grand Island, NY, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lonza Bioscience, Basel, Switzerland

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gibco, Grand Island, NY, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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SH-tymidin
Western lightning plus-ECL-kit

Plasmider

mCherry (#41583)
Dicer plasmid (#41584)

siRNA
siKontroll

siDicer

Priméra antikroppar

get anti-natrium/jodid-symporter
get anti-tyreoglobulin

kanin anti-Dicer

kanin anti-E-cadherin

kanin anti-N-cadherin

kanin anti-p-aktin

mus anti-tyreoperoxidas

ratta anti-Hsc70

Sekundéra antikroppar

HRP-konjugerad anti-mus
HRP-konjugerad anti-rétta
HRP-konjugerad get-anti-kanin

HRP-konjugerad &sna-anti-get

Taru Lassila

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Addgene, Cambridge, MA, USA
Addgene, Cambridge, MA, USA

Eurofins Genomics, Tyskland

Eurofins Genomics, Tyskland

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA)

Abcam (Cambridge, England)

Merck Millipore (Burlington, MA, USA)

Cell Signaling Technology (Denver, MA, USA)

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA)
Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA)

Cell Signaling Technology (Denver, MA, USA)

Cell Signaling Technology (Denver, MA, USA)

Biorad Laboratories (Hercules, CA, USA)

Promega (Madison, WI, USA)
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Bilaga 2: Recept

Taru Lassila

10 x TBS
e Trisbas 200 mM
e NaCl 1,5M
e pH justerades till 7,5

10 x PBS
e NaCl 137 mM
e KCI 27 mM
e KH,PO4 15 mM
e Na,HPO, 80 mM
e Volymen justerades till 11 med MQ-vatten
e pH justerades till 7,4

10 x SDS-PAGE-korbuffert

Tris-base

Glycin

SDS

H>0

pH justerades till 8,5

Overforningsbuffert

Tris
Glycin
Metanol

3 x Laemmlibuffert (50 ml)

Glycerol

SDS (10 %)

Tris-HCI (0,625M, pH 6,8)
Bromfenolbla (0,15 %)
B-merkaptoetanol

H»0

SDS-polyakrylamidgel
Undre gel (10 %, 30 ml)

H>0

30 % akrylamid

1,5 M Tris (pH 8,8)
10 % SDS

10 % APS
TEMED

30¢g
144 g
5g
11

6g
28,8 ¢
400 ml

Volymen justerades till 2l med MQ-vatten

15 ml
13 ml
15 ml
5,0 ml
1,5 ml
0,5 ml

11,9 ml
10,0 ml
7,5 ml
0,3 ml
0,3 ml
0,012 ml
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Ovre gel (4 %, 10 ml)

e H)0 6,8 ml
e 30 % akrylamid 1,7 ml
e 1,0 M Tris (pH 6,8) 1,25 ml
e 10% SDS 0,1 ml
e 10% APS 0,1 ml
e TEMED 0,01 ml

QOdlingsmedium for N-thy-Ori-3-1-cellerna

e RPMI 1640 medium 500 ml
e FBS (10 %) 50 ml
e [-glutamin 5ml

e Penicillin/Streptomycin 2,5 ml

Odlingsmedium for ML-1-cellerna

e DMEM medium 500 ml
e FBS (10 %) 50 ml
e Penicillin/Streptomycin 2,5ml (100 U/ml)

0,02 % EDTA i PBS + trypsin (100 ml)

e 0,5%EDTA 400 pl
e PBS 99,6 ml
e Trypsin 4 ml

1 % BSA i PBS + 0,02 % NaN; (50 ml)

e PBS 49,9 ml

e BSA 0,5¢g

e NaNj3 (10 %) 100 wl
1 x TBST

e 10xTBST 100 ml

e Hy0 900 ml

e Tween 20 1 ml

Taru Lassila
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Bilaga 3: Plasmidkarta pd pCAGGS-Flag-hsDicer

Sall(2)
l’- ______ CMVdEpr
SSS

8

P pPCAGGS

4790 bp

‘J?‘ ___Xbal(1629)

" Rabbit beta globin gene fragment

the 1 (1726)

Stul(2646) \(ﬂ \ Bgll

L\
|\ Rabbit beta globin gene f
\LacO
1
M13 reverse

in gene fragment

1748-1771 Flag tag
1772-7540 hsDicer

Strukturen av en tom vektor (pCAGGS) med inford flag tag samt hsDicer gen
Plasmidkartan modifierad frin: http://www.addgene.org/41584/ 30.10.2018
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Bilaga 4: Plasmidkarta pd pCAGGS-mCherry

(1) sall Acel (2]
(5334 Sspl / Seel (18}

(5129) Xmnl
5080 . 5099) AmpR | ) |
(5010) Seal v\ . !
(4300) Pwul NN

SnaBl (359)

(4752) Fspl

‘-4,__... I CM_"'._SE_J]N;F;"
— }l:(-“pn promoter

Pfel (835)
PspOMI (B63)
~— Apal [BGT)

(4591) Bsal

~ Eagl (1015)

Bipl (1159)
Bsiwl (1191}
— Aarl (1229)

pCAGGS-mCherry Mrel (1317}
5449 bp

" ¥bal (1632)
" pCAG-F (1687 .. 1706

EcoRl (1728)
Mscl (1774)

— mCherry-R (1889 .. 1907)

(3527 .. 3544) L4440

(3521) BspQl - Sapl .

[3416 .. 3435) EBV-rev —_ Wy el st _ Sbfl (2099)
13405) Bsmi " mCherry-F (2157 .. 21

(3362 .. 3381) SV40pA-R ~ ~ _ Bbsl (2179}
(3344) Psil ——— BbvCl - Bpulol (2282)
(3304) Awrll — Pwull {2322}
(3257) Sfil ~ == Xeml (2430)
3232 .. 3251) SV4Opro-F 7 | \ - BsrGl (2444}
@, \ BspEl (2452}

\ Bglll (2461}
Boglob-pA-R (2470 .. 2489

(2933) Hindill

Strukturen av en tom vektor (pCAGGS) med inford mCherry gen
Plasmidkartan fran: http://www.addgene.org/41583/ 30.10.2018
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