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yararlandigim eserlerin kaynaklar boliimiinde gosterilenlerden olustugunu belirtir ve

beyan ederim.
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OZET

H460 KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERi HUCRELERINDEN
KANSER KOK HUCRE iIZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Merve GUNES
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Muradiye ACAR

Kanser, viicudun herhangi bir yerinde olusabilen, kontrolsiiz ¢cogalan ve mutasyona
ugramis hiicrelerin olusturdugu bir hastaliktir. Tiim diinyada ve iilkemizde en sik
goriilen ve 6liime en ¢ok sebep olan kanserlerden biri akciger kanseridir. Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore 2020 yilinda Tiirkiye genelinde en sik goriilen kanserler
siralamasinda ikinci sirada, erkeklerde goriilen en sik kanserler siralamasinda ise ilk
sirada yer almaktadir. Akciger kanserinin ¢ok ¢abuk metastaz yapmasi ve erken evrede
teshisinin zor olmasindan dolay1 bes yillik sag kalim oran1 %20,5’tir. Akciger kanseri
kiiglik hiicreli (KHAK) ve kiigiik hiicreli dist (KHDAK) olarak iki ana gruptan
olugmaktadir. Biiyiik bir kismimi ise KHDAK olusturmaktadir ve ii¢ alt tipe
ayrilmaktadir. Bunlar; adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli
karsinomdur.

Kok hiicreler sinirsiz boliinebilme ve kendini yenileme 6zelligi olan farklilasmamis
ama Ozellesebilen hiicrelerdir. Kanser biyolojisine gore kok hiicreler ve kanser
hiicreleri arasindaki iliski 3 secenek ile iliskilendirilmektedir. Bunlardan biri de
tiimorlerin kanser kok hiicreleri icermesidir. Kanser kok hiicreler, ilk kez kiigiik bir
alt kiimeye sahip olan fakat genis capta cogalma yetenegine sahip olan 16semi ve ¢oklu
miyelom igin gosterilmistir ama zamanla diger solid kanser c¢esitlerinde de
gozlemlenmistir. Kanser kok hiicreleri, timdriin baglangicindan sorumlu hiicrelerdir.
Metastaz yetenekleri ve ilag direncine olumsuz etkileri bulundugundan kanserlerin
insidans ve mortalitesini artirmaktadirlar. Akciger kanserinde, kanser kok hiicrelerinin
birden fazla kaynaktan tiiredigi varsayilmaktadir. Akciger kanseri kok hiicreleri de
ayn1 metastaz ve ilag direnci 6zelliklerine sahip oldugundan tedavi i¢in arastirilmalari
gerekmektedir. Bu arastirmalarin temelini kanser kok hiicre izolasyonu ve
karakterizasyonu olusturmaktadir.

Kanser kok hiicre izolasyonu igin evrensel bir belirte¢ tanimlanmamis olsa da beyin,
hematopoietik, prostat ve kolon kanseri kok hiicreleri, normal kok hiicreler tarafindan
paylasilan membran antijeni CD133 ekspresyonunu sergiler. CD133 pozitif hiicreler,
akciger kanseri kok hiicrelerinin 6zelliklerini gostermektedir ve dolayisiyla CD133,
akciger kanseri kok hiicrelerinin 6nemli bir belirtecidir.

Bu sebeple, bu ¢alismada kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinin alt iiyesi ve biiyiik
hiicreli karsinom modeli olan H460 hiicre hattindan MACS yontemi ile CD133 (+)
akciger kanseri kok hiicresi izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir.

Anahtar Kelime: Akciger Kanseri, Kanser Kok Hiicresi, CD133




ABSTRACT

CANCER STEM CELL ISOLATION AND CHARACTERISATION OF H460
NON-SMALL CELL LUNG CANCER CELL LINE

GUNES Merve
Department of Medical Biology and Genetics
Advisor: Asst. Prof. ACAR Muradiye

Cancer is a disease of mutated and uncontrollably cells that can occur anywhere in
human body. Lung cancer is one of the most common cancer and the leading cause of
death in the world and our country. According to the 2020’s data of the World Health
Organization, lung cancer is the second one of the most common cancers in Turkey.
At the same time, it is the first one of the most common cancer in men in Turkey. The
five year survival rate is 20.5% because lung cancer metastasis very quickly and early
diagnosis is difficult. Lung cancer consists two main groups as small cells lung cancer
(SCLC) and non-small cell lung cancer (NSCLC). NSCLC more common than the
SCLC. NSCLC is divided tree subtypes. These are adenocarcinoma, squamous cell
carcinoma and large cell carcinoma.

Stem cells are undifferentiated cells with unlimited division and self-renewal ability.
According to the cancer biology, there are 3 options between stem cells and cancer
cells relationship. One of them is that, tumors contain cancer stem cells (CSC). CSC
were first documented for leukemia and multiple myeloma. After than it also observed
in solid tumors. Cancer stem cells are responsible for the initiation of the tumor. CSC
have negative effects on metastasis and drug resistance and its increase cancer’s
incidence and mortality rate. In lung cancer, cancer stem cells are assumed to derive
from more than one source. So, they should be investigated for treatment. These
studies are carried out with cancer stem cells isolation and characterization.

Although a universal marker for cancer stem cell isolation has not been identified,
brain, hematopoietic, prostate, and colon cancer stem cells display expression of the
membrane antigen CD133, which is shared by normal stem cells. CD133 positive cells
show characteristics of lung cancer stem cells and thus CD133 is an important marker
of lung cancer stem cells.

For this reason, in this study, CD133 (+) lung cancer stem cell isolation and
characterization was performed by MACS method from the H460 cell line, which is a
sub-member of non-small cell lung cancer and a large cell carcinoma model.

Key Words: Lung Cancer, Cancer Stem Cells, CD133
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GIRIS

Yasam boyunca canli hiicrelerinde yer alan DNA materyali mutajenlere maruz kalir.
Cogu zaman canli viicudu sistemi korumak i¢in ¢aligsa da replikasyonda meydana
gelen bazi hatalar DNA dizisinde kii¢iik degisikliklere ve gen isleyisinin degismesine
sebep olabilir. Bazen ger¢eklesen bu mutasyonlar baskilanamaz ve mutasyona ugrayan
hiicreler biiyliyerek klon olusmasina sebep olur. Bu durum kanser hastaligini ortaya

cikarir (Futreal ve ark., 2001). Yapilan caligmalar incelendiginde, kanser hastaliginin

bir¢ok ¢esidinin son zamanlarda daha sik goriildiigii gozlemlenmektedir.

Akciger kanseri, WHO (World Health Organisation) ve GLOBOCAN (The Global
Cancer Observation) verileri baz alindiginda tiim diinyada insidanst yiiksek,
mortalitesi en yiiksek kanser cesididir. Akciger kanseri KHAD (Kiigiik Hiicreli
Akciger Kanseri) ve KHDAK (Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri) olmak {izere iki
ana baslikta incelenir. KHDAK ise squamoz hiicreli, biiyiik hiicreli ve adeno karsinom

olmak tizere ti¢ alt gruba ayrilir (Dela Cruz ve ark., 2011).

Kok hiicreler bulunma yerlerine ve farklilasma yerlerine gore iki sinifta incelenirler.
Bulunma yerlerine gére embriyonik, yetiskin, indiiklenmis pluripotent; farklilasma
yerlerine gore ise totipotent, pluripotent, multipotent, unipotent olarak ayrilirlar (Cerci
ve ark., 2019). Embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
(IPSC) birbirlerine benzemektedirler ¢linkii IPSC’ler laboratuvar ortaminda
embriyonik kok hiicre benzeri, tedavi amach tiretilen kok hiicrelerdir. Bir¢ok hiicre
tipine farklilasabilirler (Aygar 2020). Yetiskin kok hiicreler genellikle doku onarimi
i¢in kullanilan kok hiicrelerdir ve organlarda sik goriiliirler (Bongso ve Lee 2005).
Embriyonun ilk giinlerinden totipotent kok hiicre ile baglayan ve déllenmenin ilerleyen
giinlerinde pluripotent, multipotent olarak farklilasma yetenegi gittikce kisitlanan kok
hiicreler, unipotent yani tek bir hiicreye farklilagsabilen kok hiicre cesidi ile son

bulmaktadir (Condic 2014).

Kanser kok hiicreler hem kok hiicre hem de kanser hiicresi 6zelligi gosterebilen kanser
bagslatici hiicrelerdir (Pardal 2003). Tiimérlerde ilag direnci, metastaz, invazyon gibi
olaylardan sorumludurlar. Kanserli dokunun ¢ok kii¢iik bir kismini olusturan bu
hiicreler uygun tedavi ile yok edilmeye calisilmadig siirece hastalig ilerletebilmekte

veya niikse sebep olabilmektedir (Reya ve ark 2001).



Calismamizda KHDAK ’1n alt tiirii olan biiyiik hiicreli akciger kanseri hiicresi (H460
hiicre hatt1)’nden CD133 yiizey markirt i¢eren ve kanser kok hiicre 6zelligi gosteren

hiicrelerin izolasyonu ve karakterizasyonu amaglanmustir.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. KANSER

Tiim kanserler DNA dizisinde meydana gelen bir anormallikten kaynaklanmaktadir
(Futreal ve ark., 2001). Bu anormalliklerin ¢ok uzun yillardir bu hastaliga sebep
oldugu fakat son ylizyilda ¢ok daha sik karsimiza ¢iktig1 goriilmektedir. Kanserin,
ismen tanimlanmasindan dnce de bircok canlida goriildiigii hatta bu tarihin M.O. 3000
yillarinda Misir’da kaydedildigi bilinmektedir. Kanser isminin tam kesfi bilinmese de
M.O. 3 yilinda Yunan Doktor Hipokrat tarafindan kullanildig1 diisiiniilmektedir.
‘Kanser’ kelimesi ise tlimor seklinin yenge¢ bacaklarina benzediginin diisiiniilmesi
sebebiyle Latince’de yenge¢ anlamina gelen yunanca ‘carcinos’ ve ‘canker’

kelimelerinden gelmektedir (Baykara, 2015).

Kanser hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran birden fazla 6zellik bulunmaktadir.
Kanserlerin ayirt edici 6zellikleri diisiiniildiiglinde Hanahan ve Weinberg’e gore, insan
timorlerinin gelisimi sirasinda kazandigi alti adet 6zellik bulunmaktadir (Sekil 1).
Bunlar; proliferatif sinyallemeyi slirdiirmek, biiyiime baskilayicilardan kaginmak,
hiicre 6liimiine direnmek, replikatif 6liimsiizliigli saglamak, anjiyogenezi indiiklemek
ve son olarak metastaz ve invazyonu aktive etmek olarak gosterilebilir (Weinberg ve
ark., 2000; Hanahan, 2011).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death sSuppressors

Inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immortality

Sekil 1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2011).



Hiicre biiyiimesini ve ¢ogalmasini sinirlandirmak igin g¢alisan birden fazla tiimor
baskilayic1 gen bulunmaktadir. iki prototipik tiimér baskilayici, RB (retinoblastoma)
ve TP53 proteinlerini kodlar. Bu iki tiimor baskilayici protein, hiicrelerin ¢ogalma,
yaslanma, apoptoz programlamalarini yoneten anahtar tamamlayicilar ve hiicre
diizenleyici merkezi kontrol diigmeleri olarak ¢alisirlar. RB, biiyiik 6l¢iide hiicre dist
kaynakl1 biiylimeyi inhibe eden sinyalleri iletirken; TP53, hiicre i¢i igletim sistemleri
ile stres sensorlerinden bilgi alir. Genomda biiyiik bir hasar meydana geldiyse veya
optimum kosullar saglanmadiysa TP53 proteini, kosullar normale donene kadar hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini durdurabilir. Eger hasarlar onarilamayacak durumda ise, yine
TP53 proteini apoptozu tetikleyebilir (Hanahan ve ark., 2011). Timor baskilayici
genlerin birinde veya birkacinda olugan mutasyon, timor olusumuna sebep olmaktadir

(Yokus ve ark., 2012).

Apoptoz, onarilma imkani olmayan, viicudun ihtiya¢ duymadigi, normal olmayan
veya yaslt hiicrelerin planh olarak o6ldiiriilmesi islemidir. Apoptozun diizenlenmesi,
antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge ile gergeklestirilir. BCL-2
(B-Hiicre Lenfoma 2) ve MCL-1 (myeloid leukemia cell) gen ailesindeki proteinler
apoptozda belirleyici rol oynarlar. Kanser hiicreleri, antiapoptotik BCL-2 proteinlerini
yukari regiile ederek apoptozdan kagabilir. Buna apoptoz direnci denir. Kanserli
hiicrenin apoptoza gosterdigi direng, proliferasyon hizinin giderek artmasini ve
kanserli dokunun biiylimesini tetikler. Bu olay ayn1 zamanda tedaviye dirence sebep
olmaktadir (Celepli ve ark., 2020).

Anjiyogenez, kanserli hiicrenin farkli doku ve organlara yayilabilmesi igin gerekli olan
besin aligverisini saglamak amaci ile yeni damar uzantilar1 olusturmasina verilen
isimdir. Anjiyogenezin diizenlenmesini, vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan
uyarici veya inhibe edici hiicrelere baglanan sinyal proteinleri gergeklestirmektedir.
Indiikleyici olarak VEGF-A (vaskiiler endotelyal bilyiime faktdrii-A) ve inhibitdr
olarak TSP-1 (trombospondin-1) iyi bilinen prototipler olarak gosterilmektedir
(Hanahan ve ark., 2011).

Cok sayida c¢alisma, kromozom uglarini koruyan telomerlerin sinirsiz ¢ogalma
yetenegi oldugunu gostermektedir. Telomerik DNA uzunlugu hiicrenin ne kadar siire
¢ogalacagini belirlemektedir (Hanahan ve ark., 2011). Baz1 ¢alismalar gostermistir ki
kanser hiicrelerinin boéliiniirken telomerleri kisalmaya karsi dayanikli oldugundan

boliinme sayilarin sinirt yoktur (Miroglu ve ark., 2011).
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Invazyon ve metastaz, kanserli hiicrenin olustugu bolgeden baska bir bolgeye
yayilmas1 durumudur. invazyon, metastazdan farkli olarak kanser dokuda yer alan
bazal membrani ayristirir. Kanser hiicresinin apoptozdan kagarak sinirsiz ¢ogalmasi
ve anjiyogenez yaparak yayilmasi metastazi olusturmaktadir. Primer timérden kan ve
lenf dolasimi ile yayilan tiimor hiicreleri, baska bir dokuda yeni tiimor olusturarak
primer tiimér ile bagm koparir. ikincil tiimérler, birincil yani kok tiiméorlere oranla
daha oOlimciildiir. Uzak metastaz olusumu, kanserli hastalarda morbidite ve

mortalitenin temel sebebidir (Duffy ve ark., 2008).

GLOBOCAN verilerine gore, Tiirkiye’de 2020 yilinda en sik goriilen on kanser ¢esidi
akciger, meme, kolon, prostat, tiroid, mide, mesane, pankreas, kan ve lenf kanseri

olarak bildirilmistir (Sekil 2) (GLOBOCAN, 2020).
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Sekil 2. WHO, GLOBOCAN verilerine gore Tiirkiye’de goriilen ilk on kanser tiirii
grafigi (GLOBOCAN, 2020)



1.2. AKCIGER KANSERI

Kanser hastaligi, viicudun c¢ogu yerinde goriilebildigi gibi akcigerlerde de
goriilmektedir. Normal yapidaki akciger hiicrelerinin mutasyona ugramasindan veya
hatali kopyalanmasindan dolayi ihtiya¢ ve kontrol dis1 ¢ogalip kitle olusturmasiyla
baslamaktadir. Anormal hiicrelerin tiimdre donligmesi birden fazla sebebe baglh
olmakla birlikte ¢cogunlukla ¢evresel faktorlere baglidir. Tiitiin tirtinlerinin kullanimi
en biiyiik etken olarak goriilmektedir. Tiitlin {iriinlerinin pasif igiciligi, radyasyona
maruz kalmak, cesitli akciger hastaliklarinin gegirilmis olmasi, stres, zararli ve zehirli
gazlarin solunmasi, kanserojen malzemelerin gida ile birlesmesi gibi diger ¢evresel
faktorler de akciger kanserinin nedenleri arasindadir. Bunlara ek olarak cinsiyet,
ilerleyen yas gibi dogal olaylar ve kalitsal bir faktér olan genetik gegis de akciger
kanseri sebebi olarak yer almaktadir (Aydiner ve ark., 2010; Krist ve ark., 2021).
Akciger kanseri, kotii prognozlu, 5 yillik sag kalim oran1 %20,5 olan (Krist ve ark.,
2021) ve kanser sebepli 6liimlerin en sik gergeklestigi kanser tiiriidiir. Erken evrede
tan1 ve tedavi iyilesme oranini artirsa da c¢ogunlukla erken evrede belirti
gostermemektedir. Ileri evrelerde fark edildiginde ise cogunlukla metastaz yapmis
durumda oldugundan tedavi zorlagsmaktadir. Akciger kanseri, kiiciik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) olmak tizere iKi

ana grupta siniflandirilir (Cruz ve ark., 2011).
1.2.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

WHO 2020 verilerine gore; Akciger kanseri, Diinya’da ve Tiirkiye’de insidansi ve
mortalitesi en yiiksek olan kanserlerden biridir. Tiirkiye’de erkeklerde en sik goriilen
(Sekil 3), kadinlarda ise en sik goriilen dordiincii kanser cesididir (Sekil 4)
(GLOBOCAN, 2020).
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Sekil 3. WHO verileri 2020 y1li Tiirkiye’de en sik goriilen ilk 10 kanser ¢esidi
(Erkek). Akciger kanseri insidans: %82,2, mortalite: %73,9 (GLOBOCAN, 2020)
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Sekil 4. WHO verileri 2020 y1l1 Tiirkiye’de en sik goriilen ilk 10 kanser ¢esidi
(Kadin). Akciger kanseri insidans: %16,5, mortalite: %14,8 (GLOBOCAN, 2020)

Akciger kanseri diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de en yiiksek mortaliteye sahip olan
kanser tiiridiir. Bunun sebebi 5 yillik sag kalim oraninin diisiik olmasidir. Akciger
kanseri erken teshiste zorlanilan ve prevalans: yiiksek olan bir kanser oldugundan
tedavi basar1 oram1 da diismektedir. Akciger kanserinin erken evrede belirti
gostermemesi ve bazi durumlarda sebepsiz ortaya ¢ikmasi, teshisin erken evrede
yapilmasina engel olmaktadir. Ilerleyen evrelerde ise primer tiimdr gogunlukla
metastaz yapmis oldugundan mortalite oranini yiikseltmektedir (Tanoue ve ark.,
2015).

1.2.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanseri giinlimiizde daha fazla karsilastigimiz ve kansere sebep olan ¢evresel
faktorler sebebiyle goriilmesi siklasan bir hastaliktir. Akciger kanserine yakalanma

riskini artiran oncelikli sebepler sunlardir;

Tiitiin tirtinleri kullanimi: Akciger kanserinde, tiitiin Uirtinlerinin ekseriyetle sigaranin

kullanim1 en biiyiik risk faktorii olarak goriilmektedir. Yalnizca tiitiin kullanim1 olmasa



da aktif-pasifigicilik orani, kullanan kisinin yasi, cinsiyeti, ne kadar siiredir kullandigi,
giin icinde kullandig: tiitlin iirlinii sayisi, tiitliniin igerigi gibi faktdrlere bagl olarak
(Harris ve ark., 2004) akciger kanserinin %90’indan sorumlu tutulmaktadir (De Groot
ve ark., 2018).

Zararl ve zehirli maddelerle temas: Mesleki a¢idan en ¢ok maruz kalinan asbest
mineralini solumak, diger zararli kimyasallar1 solumak, kirli havaya sahip yerlerde
yasamak, yine mesleki acidan arsenik, nikel, krom, benzen vb. maddelere maruz
kalmak kanser ve 6zellikle akciger kanseri riskini kat kat artirmaktadir (Alar ve ark.,
2012).

Akciger hastaliklar1 gegmisi: Basta KOAH olmak {izere bronsit, tiiberkiiloz, asbetozis,
amfizem, pnomoni gibi gecirilmis diger akciger hastaliklarinin akciger kanseri ile
iliskisi gézlenmistir. Yine hastanin kigisel bilgilerine bagl olarak diisiiniilen KOAH
gecmisinin %40 ile %60 oraninda kanseri etkiledigi kanisina varilmistir. 602 hasta ile
yapilan bir ¢alismada yeni tanili akciger kanseri hastalarinin KOAH prevalansinin

sigara igenlerden 6 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir (Cruz ve ark., 2011).

Beslenme: Islenmis gidalarda, mangal vb yontemlerle pismis etlerde ortaya cikan PAH
(polisiklik aromatik hidrokarbonlar), yiiksek karbonhidratli gidalarin kizartilmasi
sonucu ortaya ¢tkan akrilamid, disaridan siparis edilen 6zellikle fazla yaglh besinlerin
kondugu kutularda bulunan ve gidaya bulasan flatatlar, iclerinde kanserojen katki
maddeleri bulunan gidalar ve igecekler belki bir seferde degil fakat sik kullanimda

viicut dengesini bozarak kansere sebep olmaktadir (Uygun ve ark., 2010).

Genetik yatkinlik: Akciger kanserinin genetik faktorlerden ¢ok g¢evresel faktorlere
bagli oldugu fakat genetik yatkinlig1 olan kisilerin daha fazla dikkat etmesi gerektigi
bilinmektedir. GWA’ya (Genome Wide Association Study) gore akciger kanseri ile
baglantili olabilecek ii¢ kromozom lokusu bulunmustur; 15q24-25.1, 5915.33 ve 6p21
(Brennan ve ark., 2011).

Cinsiyet: Kadinlarin kanserojen maddelerden daha fazla etkilendigi bilinirken, akciger
kanseri i¢in sigara i¢en kadin ve erkeklerde cinsiyetsel bir fark yaratmadigi
goriilmektedir. Buna ragmen, sigara igmeyen kadinlarda sigara i¢cen erkeklere oranla
daha fazla akciger kanseri goriilmektedir (Wynder ve ark., 1950; Wakelee ve ark.,
2007; Cruz ve ark., 2011).



Yas: ABD’de 2004-2008 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada akciger kanserinin
yasla iligkisi arastiritlmis ve ileri yaslarda akciger kanseri riskinin 55 yasindan itibaren
fazla oldugu gozlemlenmistir. 4 yil siiren bu ¢alisma sonucu 20 yasindan kii¢iik
hastalarda tan1 konulmazken 20-34 yas araliginda %0,2’lik bir oran gortilmiistiir. Buna
ilaveten 35-44 yas arasinda %1,5, 45-54 yas araliginda %8,8, 55-64 yas arasinda
%20,9, 65-74 yas araliginda %31,1, 75-84 arasinda %29 ve son olarak 85 yas ve
tizerinde %8,3 oraninda akciger kanseri tanist kondugu gortilmistiir (Cruz ve ark.,
2011).

1.2.3. Akciger Kanseri Histopatolojisi

Akciger kanseri, KHAK ve KHDAK olmak iizere iki ana grupta incelenir. KHDAK
ise skuamoz hiicreli karsinom (SCC), adenokarsinom (AC) ve biiyiik hiicreli karsinom
(LCC) olarak tig alt baslikta incelenir (Sekil 5) Cruz ve ark., 2011).
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Sekil 5. Akciger kanseri ¢esitleri
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Sekil 6. Akciger kanseri gesitlerinin LCFA (Amerika Akciger Kanseri Vakfi)
verilerine gore goriilme sikliklari

1.2.3.1. Kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK)

Lenfoma hiicreleri ve KHAK hiicreleri arasindaki mikroskobik benzerliklerden dolay1
bu kanser ¢esidinin lenfatik sistemden kaynaklandigi diistiniilmekteydi. 1879 yilinda,
Harting ve Hessel madencilerde arsenik kaynakli lenfosarkom hiicreleri tanimladilar.
KHAK terimi ilk olarak epitelyal kokenin kabulii ile 1926 yilinda kullanilmigtir.
(Barnard 1926). KHAK’da, balgam veya bronkoskopi ile alinan numunede tani sansi
yiiksektir. KHAK ve lenfomayi1 ayirt etmek i¢in LCA (Lokosit ortak Antijeni), keratin,
TTF1 (Tiroid Transkripsiyon Faktorii 1) ve néroendokrin belirleyicilerin kullanilmasi
tantya yardimci olmaktadir. LCA, lenfoma hiicrelerinde pozitif iken keratin, TTF1 ve
noroendokrin belirleyicilerinin birden fazlast KHAK’da pozitiftir (Aydiner ve ark.,
2010).

KHAK, genellikle ge¢miste veya hala sigara icen kisilerde gozlenmektedir (Hann C.
L. ve ark., 2019). Akciger kanseri hastalarinin %15’ini olusturur ve kotii prognoza
sahiptir. Hastalar yaygin olarak oksiiriik, kanli oksiiriik ve nefes darligi sikayetlerine
sahiptir. Goriintiilemede ise yaygin olarak merkezi akciger kitlesi ve lenf nodu
tutulumu goriiliir. Bu hastalarin ticte ikisinde uzak metastaz vardir. En yaygin metastaz
bolgeleri kontralateral akciger, beyin, karaciger, adrenal bezler ve kemiktir (Rudin ve
ark., 2021).
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1.2.3.2. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)

KHDAK, akciger kanserlerinin biiylik bir boliimiinii olusturur ve ii¢ alt grupta

incelenir.

Skuamoz hiicreli karsinom (SCC): Tiim akciger kanserlerinin  %20-30’unu
olusturmaktadir. Diger akciger kanseri tiplerine gore lokal kalma egilimi
gostermektedir ve yeniden niiks etme durumunda da lokal tekrarlamalar bu tipte daha
fazla goriilmektedir. LCFA verilerine gore; erkeklerde daha sik goriilen bu kanser

¢esidi akcigerin merkezinde, bronslara yakin yerde olusmaktadir (LFCA, 2021).

Biiyiik hiicreli karsinom (LCC): Akciger kanserinin ~%15 kadar1 biiytik hiicreli
karsinom yapisindadir. Akcigerin herhangi bir yerinde olusabilir ve diger iki KHDAK
¢esidine gore daha hizli biiyiime ve yayilma yetenegine sahiptir. LCFA’nin paylastig
bilgilere gore; metastaz yapana kadar teshis edilmesi zor olan bir kanser ¢esididir. Her
10 vakadan sadece 1 tanesi bu gruba aittir. Tlk akciger kanseri teshisinde biiyiik hiicreli
karsinom gibi goriinen ¢ogu vaka kesin tanida skuamoz hiicreli karsinom veya

adenokarsinom olarak giincellenmektedir (LFCA, 2021).

Adenokarsinom (AC): Goriilme sikligi ~%40°tr ve genellikle sigarayr birakmis
bireyler veya kadinlarda goriilmektedir (Kefeli ve ark., 2015). Akciger periferinde
bulunan yerlesik tiimorlerin metastaz yetenekleri daha fazladir ve ¢ogunda lenf nodu

metastazi bulunmaktadir (Renyi-Vamos ve ark., 2005).
1.2.4. Akciger Kanseri ile Tliskili Genler ve Mutasyonlar

Akciger kanseri hiicrelerinde, kromozomal anormalliklerin yani sira tek gen
mutasyonlart da goriilmektedir. Molekiiler biyoloji teknikleriyle tan1 konulabilen bu
mutasyonlar genellikle hiicre i¢i sinyal iletiminin bir aginda yer alan, dogru
¢ogalmanin, biiyiimenin, farklilagsmanin etkili oldugu genler ve onkogenler gibi sinyal
proteinler ile ilgilidir. KHDAK hiicrelerinde gozlenen en 6nemli genetik bozukluklar;
nokta mutasyonlari, kii¢iik delesyonlar veya insersiyonlar ve translokasyonlar sonucu
olusan flizyon genleridir. Mutasyona ugrayan genler Sekil 7’de gosterilmistir.

(Krawczyk ve ark., 2012).
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Sekil 7. Farkli genlerde mutasyon saptanan KHDAK tlimoérlerinin yiizdesi
(Krawczyk ve ark., 2012).

EGFR (HER1 veya ERBBL1): Epidermal biiylime faktorii 2°yi (HER2, HER3, HER4).
igeren tirozin kinaz ailesine bagli bir gendir (Herbst ve ark., 2018). Mutasyonlar
cogunlukla ekzon 18, 19, 20 ve 21°de goriilmektedir ve en sik goriilen mutasyonlar 18.
ve 21. ekzonlarda bulunmaktadir (Lynch T. J. ve ark., 2004). Kullanilan en yaygin
molekiiler hedefli tedavi anahtar1 olarak goriilmektedir (EI-Telbany ve Ma 2012).

KRAS: RAS proteinleri; hiicre ¢ogalmasini, hayatta kalmasini, hareketini ve
farklilasmasini kontrol eden biiyiik bir ailedir (Shields ve ark. 2000). KRAS gen
mutasyonlar1, skuamdz hiicreli karsinomda yaygin goriilmemekle birlikte akciger
adenokarsinomlarinin yaklagik %15 ila %25'inde goriilmektedir (Aviel-Ronen ve ark.
2006).

ALK: ALK geni 2p23.2°de lokalize olup 29 ekzona sahiptir. Insiilin reseptdr protein
tirozin kinaz siiper ailesine iiye 22 kDa’lik bir protein kodlar (Roskoski, 2013). ilk kez
Morris ve arkadaglari tarafindan lenfoma hiicre hattindaki bir translokasyon sonucu
1994 yilinda kesfedilmistir (Morris ve ark., 1994). ALK-EML4 yeniden diizenlenmesi
ise 2007 yilinda Soda ve arkadaglari tarafindan Japon hastalarin ALK ve EML4
genlerinde yer alan mutasyonlar sonucu ortaya cikmistir. ALK-EML4 fiizyon

rearanjmant KHDAK hastalarinin %6,7’sinde goriilmektedir (Soda ve ark., 2007).
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MET: 7. kromozomda yer alan bir proto-onkogendir. EGFR ve HGF’nin yaninda yer
alir. MET, HGF’ye diger adiyla SF’ye (scatter factor) baglanmak i¢in tirozin kinaz
reseptoriinii kodlar (Ma ve ark. 2003). MET-HGF/SF yolagi, tiimér biiyiimesi, hayatta
kalma, hareketlilik ve goc, istila, tiimor anjiyogenezi ve metastaz gibi pleiotropik

etkilerin aracisi olarak gosterilmektedir (EI-Telbany ve Ma 2012).

LKB1 (STK11): 19p13.3’de yer alan tiimor baskilayici gendir. Hiicre polaritesi ve
fonksiyonlarii diizenler (EI-Telbany ve Ma 2012).

BRAF: ARAF, BRAF ve CRAF’1 igceren serine-threonine protein kinaz ailesine aittir.
BRAF mutasyonu, melanom, KHDAK, yumurtalik kanseri, papiller tiroid kanseri gibi
kanser c¢esitlerinin olusumundan sorumludur. En sik tanimlanan BRAF mutasyonu

V600E mutasyonudur (El-Telbany ve Ma 2012).
1.2.5. Akciger Kanseri Evrelemesi

Kanserli hastalarda tedavi i¢in evrenin belirlenmesi hem hastalar hem de hekimler igin
biliylik 6nem tasimaktadir. Bu sebeple c¢ogu tiimdr icin evrensel siniflandirma
sistemleri gelistirilmistir. UICC (Union Internationale Contre le Cancer) ve AJCC
(American Joint Committee on Cancer) evre siniflandirma sistemlerini tanimlayan ve

iyilestiren resmi organlardir (Frank, 2015).

Akciger kanseri evrelemesinde, TNM (Timoriin 6zellikleri (T), lenf nodu (N),

metastaz (M)) evreleme sistemi kullanilmaktadir (Cok, 2018).

2005 yilinda, 1999-2000 yillar1 arasinda akciger kanseri olan 100.869 hastadan olusan
veriler TASCL’de CRAB (Cancer Research and Biostatistics) veri tabanina
sunulmusgtur. 20 iilkeden ve 46 kaynaktan alinan verilerin 81.495 kisisi ¢calismaya
katilmistir. Calismaya katilan kisilerin 68.463°ti KHDAK ve 13.032’si KHAK
hastasidir. TNM evreleme analizi sonucu daha sonra Journal of Thoracic Oncology’de
yayimlanmigtir (Goldstraw ve ark., 2006) ve TNM evreleme sisteminin 7. baskist

olarak sunulmustur (Rami-Porta ve ark., 2014).

Daha sonra 1999-2010 yillarini yillart arasinda yapilan baska bir arastirmada 94.708
kisilik bir veri tabani olusturulmustur. Veri tabani ig¢in; Avrupa iilkelerinden
Tirkiye’nin 7304 hasta ile dahil oldugu toplamda 46.560, Asya kitasindan 41.705,
Kuzey Amerika’dan 4660, Avustralya’dan 1593 hasta katilmistir. Bu veri tabanindan
70.967’s1i KHDAK ve 6.189’u KHAK olan, toplamda 77.156 hasta ¢alismaya uygun
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goriilmiistiir. Bu calismanin sonucunda TNM evreleme sistemi giincellenerek 8.

baskiy1 olusturmustur (Cok, 2018).

Tablo 1. 7. Baski ve 8. Baski Karsilastirilmas: (Rami-Porta ve ark., 2014).

Sekizinci Baski Verileri

Element Yedinci Baski Verileri
Tan donemi 1990 - 2000 1999 - 2010
Analizlenen toplam hasta 100,869 94,708
Cografi Konum
Avrupa 58,701(58%). 46,560(49%).
Kuzey Amerika 21,130(21%). 4,660(5%).
Asya 11,622(11.5%). 41,705(44%).
Avustralya 9,416(9.3%). 1,593(1.7%).
Giiney Amerika 0 190(0.3%).
Harici Hastalar 19,374(19%). 17,552(18%).
Analize Katilan Hastalar 81,495 77,154
KHDAK 68,463(84%). 70,967(92%).
KHAK 13,032(16%). 6,189(8%).
Tedavi Modeli
Cerrahi 41% 57.7%
Radyoterapi + cerrahi 5% 1.5%
Kemoterapi + cerrahi 4% 21.1%
Kemoterapi 23% 9.3%
Radyoterapi 11% 1.5%
Kemoterapi + radyoterapi 12% 4.7%
Trimodal tedavi 3% 4.4%

TNM evreleme sistemi

giincellenmistir ve 2017 yilinda kullanilmaya baglanmistir (Rami-Porta ve ark., 2014;

Cok, 2018).
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Tablo 2. 6. ve 7. Baski TNM Evreleme Sistemi (Rami-Porta ve ark., 2014).

Aciklama/TNM Altinc1 Baski Tiimor Yedinci Baski Tiimor
Evrelendirme Evrelendirme

Tiimor boyutu <2 cm T1 Tla
Tiimor boyutu > 2 cm T1 Tlb
ama<3cm
Tiimor boyutu > 3 cm T2 T2a
ama <5 cm
Tiimor boyutu > 5 cm T2 T2b
ama<7cm
Tiimor boyutu > 7 cm T2 T3
Primer tiimor ile ayn1 lobda T4 T3
yer alan ek tiimor nodiilleri
Primer tiimor ile farkli lobda M1 T4
yer alan ek tiimdr nodiilleri
Plevral diseminasyon T4 M1la
Perikardiyal diseminasyon N/A M1la
Intratorasik metastaz M1 Mla
Ekstratorasik metastaz M1 M1b
T2b NO MO 1B 11A
T2a N1 MO 11B 11A
T4 NO-1 MO 111B 111A

Tablo 3. 8. Baski TNM Evreleme Sistemi (Detterbeck, 2018).

T (Primer Tiimor)

TO Primer tiimor yok
Tis Yerinde karsinom (skuamoz veya adenokarsinom)
T1 Tiimor <3 cm

Timi Minimal invaziv adenokarsinom

Tla Santral hava yollarinda yiizeysel yayilan timor

Tla Timér <1 cm

T1b Timoér > 1 ama <2 cm

Tlc Timor > 2 ama <3 cm
T2 Tiimor >3 ama < 5 cm

T2a Timor > 3 ama <4 cm

T2b Tiimor >4 ama <5 cm
T3 Timo6r> 5 ama <7 cm
T4 Timor> 7 cm

N (Bolgesel Lenf Nodiilleri).
NO Bolgesel nodiil metastazi yok
N1 Ipsilateral pulmoner veya hiler nodiillerde metastaz
N2 Ipsilateral mediastinal veya subcarinal nodiillerde metastaz
N3 Kontralateral mediastinal, hiler veya supraklavikiiler nodiillerde
metastaz
M (Metastaz Mesafesi).

MO Metastaz yok
Mla Kontralateral lobda malign plevral veya perikardiyal efiizyon, plevral veya
perikardiyal nodiiller, ayr1 timér nodiilleri
M1b Tek eksratoraksik metastaz
Mlc Coklu ekstratoraksik metastaz (1 veya > 1 organ).
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1.2.6. Akciger Kanseri Tani ve Tedavisi

Akciger kanserlerinde TNM evreleme sistemi kullanilarak hastaligin evresi belirlenir
ve buna gore tedavi protokolii segilmektedir. Tedaviler cerrahi miidahaleleri,
kemoterapileri, radyoterapileri, palyatif tedavileri, ilaclart ve tek veya kombine
terapileri barindirmaktadir. Erken evrede tani almak tedaviyi kolaylagtirmaktadir.
Birinci ve ikinci evrede tedavi yontemi genellikle cerrahidir. Cerrahi miidahaleden
sonra evre bir hastalarina risk tayini yapilir, gerek goriiliirse kemoterapi verilir. Evre
iki hastalarina direkt kemoterapi &nerilir. Ugiincii evre hastalarda ise asil tedavi
eszamanli kemoterapidir. Buna cerrahi miidahale eklenebilir. Dordiincti evre
hastalarda sistemik tedaviler kullanilmaktadir. Tedaviler hastaligin alt tipine, saptanan
mutasyonlara, tiimor konumuna, metastazlarina, hastanin yasina gore degisim
gostermektedir. Bu ileri evrede amag, sag kalimi uzatmak ve yasam kalitesini

iyilestirmektir (Aydiner ve ark., 2010; Dernegi ve ark., 2016).
1.3. KOK HUCRE

Ik kok hiicre terimi 1800°1ii yillarm sonunda ortaya atilmis (Haeckel, 1868) olsa da
1960’11 yillarda Dr. James Till ve Dr. Ernest McCulloch’1in yaptig1 ¢aligmalar modern
kok hiicre ¢alismalarinin baslangict olmustur (Maehle, 2011). Dondr kemik iligi
hiicrelerinin, konak dalaginda olusturmus oldugu kalitatif ve kantitatif analizinin
ardindan nakil sonucu in vivo dalak kolonisi olusumu ve adaptasyonu sonucunda

yetiskin kok hiicreler karakterize edilmistir (Till ve ark., 1961).

Kok hiicreler, mitoz boliinme yardimiyla 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilen ve
kendini yenileyerek yeni kok hiicrelerin tiretimini saglayabilen, ¢ok hiicreli canlilarin
dokularini olusturan ana hiicrelerdir. Kok hiicreler bulunma yerlerine gore; yetiskin
kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler olmak
lizere ¢ tiirde incelenirler. Farklilagsma tiplerine gore ise totipotent, pluripotent ve
multipotent olarak ayrilirlar. Kok hiicreler kendilerine has o6zelliklere sahiptirler.
Kendini yenileme ve farklilasabilme ozelligine sahip olan hiicrelere kok hiicre

denilmektedir (Zakrzewski, 2019).

Canli bedeninin kok hiicreleri kullanabilmesi i¢in hiicre siklusu diizenleyicileri, sinyal
yolaklar, transkripsiyon faktorleri ve miRNA’lar ile iletim saglamasi1 gerekmektedir.
Kok hiicrelerin 6zellesmesine yardimci olan sinyallerin iletimini saglayan bazi sinyal

yolaklart mevcuttur. LIF-STAT, MAP-ERK, PI3K ve Wnt gibi sinyal yolaklar1 kok
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hiicrelerin farklilagmasinda ve kendini yenilemesinde gorev almaktadir. Kok hiicreler
farklilagirken hiicre i¢i mekanizmalar OCT-4, SOX-2, Nanog, KLF-4 ve c-myc gibi
transkripsiyon faktorleriyle diizenlenmektedir (Kashyap ve ark., 2009).

1.3.1. Kok Hiicre Ozellikleri

Kok hiicreler kendilerini yenileme ve baska hiicrelere farklilasabilme ozelligine
sahiplerdir. Kendini yenileme ozellikleri ile farklilasmamis halde boliinerek ¢ok
sayida yeni kok hiicre meydana getirirler. Farklilagabilme 6zellikleri ile de 6zellesmis

hiicrelere farklilasarak, olgun hiicrelerin gorevlerini yapabilmektedirler (Cerci ve ark.,
2019).

1.3.2. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaga ve farklilasma yeteneklerine gore iki ana gruba
ayrilirlar (Sekil 8) (Cerci ve ark., 2019).
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Sekil 8. Kok hiicre ¢esitleri
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1.3.2.1. Bulunduklar: yerlere gire

Kok hiicreler organizmada bulunduklar1 yere gore embriyonik kok hiicreler, yetiskin
kok hiicreler ve indiklenmis pluripotent kok  hiicreler olmak {izere

smiflandirilmaktadir (Kolios ve Moodley, 2013).

Embriyonik Kok Hiicreler: Erken evre (5-7 giin) embriyosundan elde edilirler. Tiim
fonksiyonel yetigkin hiicre tiplerine siiresiz olarak doniisebilirler ve koloniler halinde
cogalabilirler. Transkripsiyon faktorlerini ve bazi ylizey proteinlerini eksprese
edebilirler. Cesitli hastaliklarda kullanilacak kok hiicre tedavileri i¢in ¢ok faydali
olabilirler, fakat bir dezavantajlart mevcuttur. Teratoma ismi verilen tiimorleri

olusturma egilimleri vardir. Bu sebeple arastirmalar disinda kullanilmazlar (Ayla ve
ark., 2013).

Yetiskin Kok Hiicreler: Germ hatt1 ve somatik olmak tizere iki alt baslik igeren bu kok
hiicre tipi, hematopoetik, mezenkimal, noronal, epidermal dokularda ve bagirsak,
karaciger, pankreas, goz gibi organlarda bulunmaktadir. Genellikle doku onariminda

gorev alirlar (Bongso ve Lee, 2005).

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler: Genel olarak embriyonik kok hiicrelere
benzeyen bu hiicreler farklilagsma yetenegine ve teratom olusturabilme o6zelligine
sahiptirler. Embriyonik kok hiicrelere benzer bir yapida laboratuvar ortaminda
olusturulduklarindan, alternatif olarak kullanilirlar. Birgok hiicre tipine

farklilagabildikleri igin tedavilerde kullanilabilmektedir (Aygar, 2020).
1.3.2.2. Farklilastiklari yerlere gore

Kok hiicreler, farklilasma yerlerine gore ise farklilasma yetenekleri baz alinarak;
embriyonun ilk zamanlarinda totipotent, ikincil olarak pluripotent ve son olarak

multipotent kok hiicreler olarak tige ayrilirlar (Kolios ve Moodley, 2013).

Totipotent Kok Hiicreler: National Institutes of Health’in yonettigi The Medical
Dictionary’ye totipotent kok hiicrelerin iki tanimi mevcuttur. Bunlar; yeni bir
organizma olusturacak yetenekte olan hiicreler veya herhangi bir hiicreye veya dokuya
dontisebilme yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Embriyonun ilk zamanlarinda kok
hiicrelerin farklilagsma 6zellikleri daha fazladir, zaman ilerledik¢e doniisme yetenekleri

kisitlanir. Buradan yola ¢ikarak embriyonun ilk donem yani 1-3 giin arasinda yer alan
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siiredeki kok hiicreler totiponent kok hiicrelerdir denmektedir. ileri dénemde

farklilagarak pluripotent hiicreleri olustururlar (Condic, 2014; Aygar, 2020).

Pluripotent Kok Hiicreler: Germ hiicreleri dahil tiim hiicre tiplerine farklilagabilen kok
hiicre tipidir (Smith, 2006). Doéllenmeden 4-5 giin sonra olusmaya bagslarlar.
Endoderm, ektoderm ve mezoderm tabakalarinin kokenini olusturur (Atar, 2018;
Aygar, 2020).

Multipotent Kok Hiicreler: Belirli hiicrelere farklilasabilirler ve eriskin kok hiicrelere
doniistirler (Ayla ve ark., 2013). Bulunduklar1 doku ve organlara farklilasabildikleri
icin totipotent veya pluripotent hiicrelere gore daha diisiik farklilasma yetilerine
sahiptirler. Doku ve organ biitiinliigii amaciyla olusturulan progenitér hiicre
havuzlarinin rezervlerini korumak multipotent kok hiicrenin 6zelligidir (Atar E., 2018;

Aygar, 2020).
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Sekil 10. Oosit gelisimi ve kok hiicre olusumu (Zakrzewski, 2019)
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Sekil 11. insan viicudunda kok hiicre farklilasmasi (Zakrzewski, 2019)

1.4. KANSER KOK HUCRE

kitlesinin yani tiimoriin  baglangicindan

toplulugunu olustururlar (Pardal ve ark., 2003). KKH, ilk kez 1997 yilinda akut

Kanser kok hiicreleri (KKH), diger bir deyisle kanser baslatict hiicrelerdir ve kanser

myeloid 16semi (AML)’de tanimlanmistir. CD34 (+), CD38 (-) yiizey markirlarini
tastyan hiicrelerin bagisiklik sistemi baskilanmig farelerde losemik hiicrelere
farklilastigini ve kendini yeniledigi gosterilmistir (Bonnet, 1997). Tiimor hiicreleri,
kok hiicre pozitif (KKH (+)) ve kok hiicre negatif (KKH (-)) olarak ayrilirlar. KKH

(+) hiicreler normal kok hiicre karakteri tasiyan hiicrelerdir; sinirsiz ¢ogalma, kendini
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yenileme ve farklilagabilme 6zelligine sahiptirler (Eramo ve ark., 2008). KKH (+)
hiicreler, tiimor hiicrelerinin toplamda en ¢ok %1’ini olustururlar (Arthur ve ark.,

2020).

Tiimdrler alt tiplerini olustururken olusan tiim hiicrelerin birbiriyle ayni1 olmadig,
kendi i¢lerinde farkliliklar tasidigi ve bu sebeple heterojen bir yapi olusturdugu
bilinmektedir. Bu heterojen yapi, tiimor ilerlemesinde fonksiyonel farka sebep
oldugundan iki model altinda incelenmektedir. Bunlar; Stokastik model ve hiyerarsik
modeldir (Sekil 12). Hiyerarsik modelde en tepede kanser kok hiicre olacak sekilde,
en tepeden asagiya inildik¢e hiicre alt popiilasyonlarinin ¢ogalma ve yenilenme
kapasitelerinde diisiis oldugu, KKH alt popiilasyonunun yiiksek kapasitede oldugu
goriilmektedir. Bu modelde KKH’ler basta olmak {izere tiim hiicreler timor
biliylimesine yardim etmektedir fakat tedavinin diger kanser hiicrelerinden ziyade
KKH popiilasyonuna yonelik olmasi tedavinin etkinligini biiyiik oranda artiracak ve
zamanla tlimori yok edecektir. Stokastik model ayn1 zamanda klonal evrim modeli
olarak da ge¢mektedir. Bu modelde her hiicrenin esdeger bicimde ¢ogalip heterojen
olarak farklilagabilecegi goriilmektedir. Her hiicre tiimoroijeniktir ve alt popiilasyon

tirettiginde yeni bir KKH iiretme potansiyeline sahiptir (Reya ve ark., 2001).
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Sekil 12. a) Stokastik model, tiimor hiicreleri heterojen fakat genis ¢apta ¢ogalabilir
ve yeni tiimdrler olusturabilir. b) Hiyerarsik model, timor hiicreleri heterojendir ve
sadece KKH alt kiimesi olan hiicreler fazlaca ¢ogalabilir ve yeni tiimorler
olusturabilir (Reya ve ark., 2001).
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1.4.1. Kanser Kok Hiicre Ozellikleri

KKH’ler kok hiicreler gibi davranma yetisine sahiptir. Kendini yenileme, ¢ogalma ve
farklilagsma gibi 6zellikleri vardir. Buna ek olarak anjiyogenez, invazyon ve migrasyon

gibi kanser hiicresi 6zellikleri de barindirirlar.

KKH’ler ve KH’ler arasinda belirgin bir 6zellik farki bulunmasa da KKH’lerinin
cogalirken sadece KKH’ye farklilagabildigi ve normal kok hiicrelerin aksine diizene
uymak yerine bozmaya meyilli olduklar1 g6z 6niinde bulundurulmalidir. Kanser kok

hiicrelerin anahtar 6zellikleri sunlardir;

o Kendini yenileme kapasitesi: Normal kok hiicreler gibi 6zdes yavru hiicreler
liretme yetenegi.

e Timor heterojenligi ve yasatma yetenegi: heterojenligi artirmak igin,
farklilasirken baska kanser hiicre soylarina da dontiserek ¢ogalmasi ve tiimoriin
hayatta kalmasini saglama yetenegi.

e Yiiksek timorijenik potansiyel: KKH’nin ¢ogalirken ve farklilasirken, yeni

timorler olusturma yetenegi (Reya ve ark., 2001).

Kanser kok hiicreler ile ilgili yapilan calismalar gostermektedir ki, ¢ogu timor
modelinde tedavi belirlenirken kanser kok hiicreyi yok etmeye yonelik ¢aligmalar
yapilmalidir. Clinkii cogu kanser modeli heterojenik yapida hiyerarsik modeldedir.
Sadece kanser hiicrelerine yonelik uygulanan tedavilerde, ilag, kemoterapi ve
radyoterapi direnci gelismektedir. Cerrahi tedavilerde ise yeniden niiks olay1 sikca
goriilmektedir. Boyle durumlarda KKH yok edilmeye ¢alisiimalidir (Reya ve ark.,
2001).
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Sekil 13. Konvansiyonel tedavilerde tiimdrler kiiciiltiilebilir fakat KKH’ler diger
kanser hiicreleri kadar duyarli degilse tlimor yeniden olusabilir. KKH hedef alinirsa

tiimorler uzun vadede bile olsa yok olabilir (Reya ve ark., 2001).

1.4.2. Kanser Kok Hiicre Sinyal fletim Yolaklari

Kanser kok hiicrelerin kendini yenileyebilmesi, doniigebilmesi ve ¢ogalabilmesi i¢in

sinyal iletimine ihtiyaglar1 vardir. Sinyal iletimleri ise asagida bahsedilen yolaklar

tarafindan gergeklesmektedir (Sekil 14).
Notch Wnt

Hedgehog—— | Cancer Stem Cell [ NF-xp

7

JAK/STAT PI3K/Akt

Sekil 14. KKH sinyal yolaklar1 (Dzobo, ve ark., 2016)
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LIF-STAT Sinyal Yolagi:

Losemi Indiikleyici Faktor (LIF) (Sekil 15), interldkin-6 ailesine bagl bir sitokinindir.
Sinyal iletimini GP130 reseptorii araciligiyla gergeklestirir. LIF ile GP130 baglanarak
heterodimer olusturur ve bu da Janus Ailesi Kinaz (JAK)’lar1 etkinlestirir. GP130 ile
baglanan JAK’lar, fosforilasyon ve translokasyon islemleri sonucunda Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) proteinini fosforlayarak
heterodimer olusmasini saglar. Aktif hale gelen STAT3 ise hiicre ¢ekirdegine goc
ederek hedef gen promotorlarina baglanir ve transkripsiyon faktorii gérevi gorerek
genlerin aktivasyonuna katilir. LIF yolagi ayn1 zamanda ERK ve PI3K yolaklarinin
aktivasyonunu da tetikler. STAT, ERK ve PI3K yolaklar1 6zellikle embriyonik kdk

hiicre uyarimi i¢in 6nemlidir (Kiraz ve ark., 2014).
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Sekil 15. LIF/JAK/STAT sinyal yolag: (Voskas ve ark., 2014)

MAPK-ERK Sinvyal Yolagi:

GP130’un uyardig: sinyal ileti yolaklarindan biri Ras/sMAPK (Mitojen Aktiflestirici
Protein Kinaz) (Sekil 16) yolagidir. MAPK ve ERK (ekstraseliiler sinyal diizenleyici
kinaz) yolaklari, somatik hiicrelerde kok hiicrelerin korunmasini, ¢ogalmasii ve
farklilagsmasini saglamaktadir. Ras aktivasyonu sirasiyla Raf ve MAPK yolaklarinin

ardindan ERK yolaginin da aktivasyonuna sebep olmaktadir. Aktiflesen ERK,
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transkripsiyon faktorii diizenleyici Myc, Ets gibi proteinlerin aktivasyonunda

kullanilmaktadir (Chen J. D. ve ark., 2014).

Growth factors etc. Oxidative stress, cytoki etc.
.

Stimuli

[ map2k || MEK | | MKK3/MKK6 || MKK4/MKK7 |
e ][]
Cell proliferation Cell proliferation
Cell resp Differenti 1 Dif ion and apop
Cell migration Inflammatory responses

Sekil 16. MAPK sinyal yolagi (Kim E. K. ve diger, 2010)

PI3K Sinyal Yolagi:

Fosfatidilinositol3-kinazlar (Sekil 17), reseptor tirozin kinazlar (RTK) araciligiyla
fosforlanarak aktive olurlar. Insiilin reseptdr substratt olan IRS1 ile bag kurarak
PIP2’nin PIP3’e katalize olurlar. PI3K yolaginin daha ¢ok kardiyak kok hiicrelerde ve
gboc etmelerinde rol aldigi bilinmektedir (Huang ve ark., 2014). Kok hiicrelerin
Ozellesmeden kok hiicre olarak devam etmelerinde de PI3K yolak aktivasyonun
onemli bir rolii vardir. PI3K sinyal yolaginin inaktivasyonunun mezenkimal kok
hiicrelerin kemik, sinir, kardiyak gibi dokulara farklilagmasina yol actig1 bilinmektedir

(Huang ve ark., 2014).
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Sekil 17. PI3K sinyal yolagi (Shi ve ark., 2019)

Whnt Sinval Yolagi:

Hiicre yiizeyindeki Frizzled reseptoriine baglanarak aktiflesen Wnt (Sekil 18), GSK-
3’tin inaktivasyonunu katalizler ve hiicrede beta-katenin birikimine yol agcar.
Betakatenin, aktif durumdayken T-hiicresi ve spesifik faktorler (TCFs) birlikte
hareket ederek Wnt’'nin, c-Myc, Tcfl ve siklinD1 gibi hedef genlerinin
transkripsiyonlarint kontrol etmektedir (Van Es ve ark., 2003).

Canonical Wnt Non-canonical
signaling Wnt signaling

65K /
) =5 o \4\'@9 )
= 4 /
P-catenin NFAT
—~— &
G expveg:ion

F L, Gene

expression

Sekil 18. Wnt sinyal yolagi (Espinosa-Sanchez ve ark., 2020)
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SHh Sinval Yolagi

Omurgali canlilarda yetiskin Hedgehog (Hh) proteinleri, hiicre membranina bagh
reseptorlerin ligandlardir. Reseptorlere baglandiklarinda sonic hedgehog (SHh) sinyal
yolag1 aktiflesmektedir. insanda SHh sinyal yolag:i (Sekil 19), Patchedl (Ptch)
reseptoriiyle baglanarak aktiflesmektedir. 16-18 SHh yolagmin kanser ile ilgili ii¢
modeli oldugu 6ngoriilmektedir. Tip 1 Hh sinyali, tip 2 Hh sinyali ve tip 3 Hh sinyali
seklinde isimlendirilmekte olan bu modellerden tip 1 Hh sinyali, ¢ogunlukla PTCH1
geni mutasyonunun sebep oldugu artan sinyal aktivasyonunun sonucunda hiicre
proliferasyon artisina ve tiimor gelisimine sebep olmaktadir. Tip 2 Hh sinyali, otokrin
ve liganda bagimh artmis ve stirekli olan yolak aktivasyonu sonucu ¢esitli timdrlere
sebep oldugu belirlenmistir. Tip 3 Hh sinyali, parakrin mekanizmalarla da olusabilen

ligand bagimli timdrlere sebep olmaktadir (Scales ve ark., 2009).

Sonic Hedgeh

9 9

OFF ON

Gene L_, Gene
expression expression

Sekil 19. Sonic hedgehog sinyal yolagi1 (Espinosa-Sanchez ve ark., 2020)

Notch Sinval Yolag::

Kanser ile iligkisi kesin olarak bilinen Notch yolagi T, B ve dentrik hiicrelerin
gelisiminde rol almaktadir. Memelilerde 4 adet Notch reseptorii ve buna baglanan 5
adet Notch ligand1 bulunmaktadir. Notch sinyal yolaginin (Sekil 20) gereginden az
veya ¢ok dozda ekspresyonu anormal sonuglara sebep olmaktadir (Guruharsha ve ark.,

2012).
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Sekil 20. Notch sinyal yolagi (Espinosa-Sanchez ve ark., 2020)

1.4.3. Kanser Kok Hiicreye Spesifik Genler

OCT-4, SOX-2, KLF-4, Nanog genleri, transkripsiyon faktorii olarak gérev yaparlar ve
kok hiicre galismalariyla iligkilidirler. Bu genler eksprese edildiginde farkli hiicre
tiplerinin ¢ogalip farklilagsmasini diizenlemek icin aktivator ve baskilayici olarak is
gortrler (Wei, 2009). Yamanaka Faktorleri ve pluripotensi genleri olarak da gegen bu

genler 6nemli gorevlere sahiptirler.

OCT-4: insanda 6. Kromozom kolunda yer alir (Litviakov ve ark., 2020). Kok
hiicrelerin en Onemli transkripsiyon faktoriidiir. DNA’da ATGCAAT dizisine
baglanarak, kanser kok hiicrelerin pluripotensi, kendini yenileme &zelliklerinden ve

gen ekspresyon seviyelerinin optimum olmasindan sorumludurlar (Niwa ve ark, 2000).

SOX-2: 3. Kromozomun uzun kolunda yer alir. Preimplantasyon evresindeki
embriyoda, embriyonik kok hiicre ve eriskin kok hiicrede ifade edilirler. Oct-4’iin
kofaktoriidiir. Sox-2"nin fonksiyonu Oct-4 ile aynidir (Graham, 2003). Sox-2 genleri
Oct-4 benzeridir ve pluripotent 6zellik gosterir. Oct 4 multipotent ve unipotent kok
hiicrelerle iligkili olabilirken, Sox-2 sadece pluripotent hiicrelerde eksprese olur.
(Rizzino, 2009)
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KLF-4: KLF ailesi genlerinden olan KLF-4 ilk olarak Yamanaka ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir. Jaenisch ve arkadagslari tarafindan fare IPS hiicreleri
olusumunda bir faktor oldugu dogrulanmistir (EI-Karim ve ark, 2013). Kendi geninin
promotor bdlgesine baglanir ve kendi transkripsiyonunu aktive edebilir. Embriyonik
kok hiicrelerin korunmasinda ve farklilagsmalarinin 6nlenmesinde dnemli rol oynar

(Liu, 2008).

Nanog: Homebox transkripsiyon faktorii olan bu gen, insan kanserlerinde 6nemli bir
yer tutmaktadir (Jeter ve ark.,, 2015). Kolorektal tiimoérlerde Nanog’un fazla
exspresyonu CD133 (+) hiicrelerde artigsa sebep olmustur. Nanog exspresyonu ayni
zamanda karaciger ve lenf nodu metastazi ve evrelemesi ile de dogru orantilidir (Xu

ve ark., 2012).
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Sekil 21. Genlerin kromozomal dizilisleri. Grafikler, bir genomik bdlge icerisindeki
tlim problar i¢in islenmemis ChIP zenginlestirme oranlarini géstermektedir (Boyer,

2014)

Bu genlerin ekspresyonuna bakilarak genlerin ¢alisip calismadigi, baskilayicit veya

bagslatict olup olmadigi kontrol edilir.
1.4.4. Kanser Kok Hiicre izolasyonu ve Karakterizasyonu

Kanser kok hiicre izolasyonu i¢in birden fazla izolasyon yontemi bulunmaktadir.
Bunlar arasinda sik kullanilanlar MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)/FACS
(Flourescent Activating Cell Sorting) ayirma yontemleri, lazer mikrodiseksiyonu

(LCM) ve kiire olusumu deneyidir (Sekil 22) (Skvortsov, 2014).
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Sekil 22. In vitro olarak kiiltiirlenmis karsinom hiicrelerinden ve tiimor dokusundan
kanser kok hiicre izolasyon yontemleri (Skvortsov, 2014)

Lazer mikrodiseksiyonu (LCM): LCM, ilk olarak National Instutes of Health (NIH)’de
bir arastirma araci olarak ortaklar yardimiyla tasarlandi ve gelistirildi. Lazer
mikrodiseksiyonu, hiicrelerin dogrudan mikroskop ile gorsellesmesi yoluyla heterojen
dokudan veya hiicre kiiltiiriinden saf hiicre popiilasyonu elde etmek i¢in kullanilan bir
tekniktir (Bonner ve ark., 1997). Bu sistemde mikroskoba entegre lazer 1sin1 hedefe
yonlendirilir, hedefin iizerine yerlestirilen polimer film sivilasarak altindaki hedef
hiicreye yapisir ve kat1 hale geger. Bu sayede hedef hiicreler toplanmis olur (Baloglu

ve ark., 2002).
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Sekil 23. LCM teknigi uygulama gorseli (Espina ve ark., 2006)

MACS: Miltenyi Biotec firmasi tarafindan gelistirilen manyetik ayirma yontemi en sik
kullanilan yontemlerden birisidir. Sekil 24°te belirtildigi gibi, ¢esitli hiicre tipleri igin
farkli manyetik boncuklar bulunduran bu yontem, hiicreleri manyetik etkiyle basit bir
sekilde izole etmektedir. Manyetik problar ile isaretlenen hiicreler, miknatis
yardimiyla tiip ¢ceperinde tutularak hedef hiicre disindaki hiicrelerin elimine edilmesini

saglamaktadir (Tomlinson ve ark., 2013).

FACS: Bu yontemde MACS kadar sik kullanilan bir ayirma yontemidir. Yine Sekil
24°te gosterilen FACS yonteminde hiicreler fiziksel ve yapisal 6zelliklerine gore
tamimlanmakta ve floresan isaretli hedef hiicre belirlenmis olmaktadir. Sonrasinda
hiicreler akis sitometrisinden gegcirilir ve hiicre ylizeyine bagl antikorlar ekstra enerji
yuklii olduklarindan dolay1 floresan 15181 yayarlar. Bu isaretli hiicreler hava basinci ile

151n boyunca kanaldan gegirilir ve ayrilmis olurlar (Tomlinson ve ark., 2013).
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Sekil 24. MACS ve FACS yontemleri (McClure ve ark., 2015)

c

R

Kiire olusumu deneyi: Hiicrelerin petrilere ekilerek veya damlatma yontemiyle

cogaltilarak birbirlerine yaklagmasi ve kiire olusturmasi beklenir.
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1.45. Akciger Kanseri Kok Hiicresi
1.4.5.1. Akciger kanseri kok hiicre ozellikleri

Akciger kanseri, diinya iizerinde en sik goriilen ve Olim orami en fazla olan
kanserlerden biri olmaya devam etmektedir. Bunun sebebi tedaviye direng ve tekrar
niikks olaylarmin sik¢a goriilmesinden dolay1 radyoterapi, kemoterapi, cerrahi
miidahaleler gibi geleneksel tedavi yontemlerinin yeteri kadar etkili olmamasidir.
Tedaviye karsi gelistirilen direncin ve tiimor hiicrelerinin yok olmasina ragmen
yeniden olusabilmesinin sebebi olarak kanser kok hiicreler goriilmektedir (Prabavathy
ve ark., 2018; Maiuthed ve ark., 2018).

Kanser kok hiicrelerin kesfi 1997 yilinda yapilmis ve o zamandan bu zamana kanser
kok hiicrelere olan merak giin gegtikge artmistir. Timor hiicrelerinin totalinde %1°den
kiigiik bir miktarda bulunmasina ragmen kanser kok hiicreler, kanserin kok nedeni

olarak goriildiigii icin kanser baslatici hiicreler olarak da adlandirilmaktadir.

Akciger kanseri kok hiicreleri yapisal olarak farkli hiicresel sinyallerden dolay1 farkl
fenotipler sergileyen heterojen kanser hiicreleri sebebiyle karakterize edilse de
(Maiuthed ve ark, 2018) diger KKH’lerden 6zellik bakimindan bir farki yoktur.
Yiiksek tiimorijenite, metastaz 6zelligi, immiin sistemden kagma, kemoterapiye direng
gibi Ozellikler yenilenme, farklilasma ve c¢ogalma ozelliklerinin yaninda yer

almaktadir (Maiuthed ve ark., 2018).

Akciger kanseri kok hiicrelerin tanimlanmasi i¢in kullanilabilecek birden fazla yontem
bulunmaktadir. Bu yontemler arasindan en sik ve efektif olarak kullanilanlar side
population ve akciger kanserine spesifik yilizey markirlar1 kullanilarak FACS/MACS
analizleri yapmaktir. Side population, ATP baglayici kaset (ABC) tasiyicilarinin
hoechst boyas1 akis 6zelligine dayali olacak sekilde kok hiicre elde etmesini saglayan
bir flow sitometri yontemidir. Yiizey markirlar1 ille MACS/FACS analizi yontemi,
ylizey markirlar1 kesin olarak bir kansere spesifik olmasa da akciger kanseri i¢in
spesifik sayilabilecek birkag ylizey markir1 bulunmaktadir. Bu yiizey markirlari kanser
kok hiicreler ile birleserek ya manyetik ayirma ile ya da floresan ayirma ile izole

edilmektedir.
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Sekil 25. Normal akciger kok hiicreleri ve kanser kok hiicre karsiliklart (Shukla ve
ark, 2015)

1.45.2. Akciger kanseri kok hiicre yiizey markirlar

ALDH: Aldehitlerin oksidasyonunu katalize eden sitozolik izoenzimdir. Jiang ve
arkadasinin yaptigi1 bir ¢calismada ALDH]1 (+) hiicreleri insan akciger kanseri hiicre
hattindan ilk kez izole edilmis ve kendini yenileme, farklilasma ve ¢oklu ilag direnci
kapasitesi gibi 6nemli kanser kok hiicre 6zellikleri gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica, li¢
hastanin ALDHI1 ekspresyon analizinde ALDH]1 protein seviyesinin hastaligin evresi
ile dogru, hastalarin sagkalim oranlari ile ters orantili oldugu bildirilmistir (Jiang ve

ark., 2009; Prabavathy ve ark., 2018).

CD44: Hiicre gogt, hiicre yapigsmasi ve hiicre matris etkilesiminin modiilasyonu dahil
birgok rolii olan zara bagl bir glikoproteindir (Fasano ve ark., 1997). Baslangigta
kolorektal kanser i¢in kanser kok hiicre belirteci olarak gosterilmis (Napier ve ark.,
2007) olsa da cesitli akciger kanseri hiicre hatlarindan yapilan in vitro ve in vivo
ekspresyon profillemeleriyle akciger kanseri hiicrelerinde de tiimdr baslatict markir
olarak gorev aldig1 bulunmustur (Leung ve ark., 2010). Ek olarak, PI3K sinyal yolagi
ile iliskisi, SUPAR (Solubl Urokinaz Plazminojen Aktivatdrii/Urakinaz Plazminojen
Aktivator Reseptortl) ile asirt ekspresyonuna sebep oldugundan kanser hiicrelerinin
invazyonunu ve ¢oklu ilag direncini artirdig1 gézlemlenmistir (Gutova ve ark., 2007;

Zakaria ve ark., 2017).
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CD166: Akciger kanseri kanser kok hiicre belirteci olarak tanimlanmis bir markirdir.
CD166 markirt ile birgok ¢aligma yapilmis olsa da islevi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Diger akciger kanseri belirtecleri ve CD166 ile yapilan bir
caligmada gorilmiistiir ki; CD166’nin kendini yenileme potansiyeli ve in vivo
caligmalarda timor baslatma kapasitesi diger markirlardan yiiksektir (Leon ve ark.,
2016).

CD133: CD133 Yiizey Markiri, Prominin-1 olarak bilinen PROM1 geni tarafindan
kodlanan bes transmembran alanina sahip (Jang ve ark., 2017) bir glikoproteindir. Fare
noro-epitelyal kok hiicrelerinde ve insan hematopoietik kok hiicrelerinde
tanimlanmistir (Jang ve ark., 2017). ilk olarak FACS yontemi ile insan sinir sistemi
hiicrelerini izole etmek i¢in etiket olarak kullanilmistir (Glumac, 2018). Sonrasinda
birden fazla kanser hiicresi i¢in ylizey markir1 olarak kullanilmistir. Arastirmalar,
akciger kanseri hiicrelerinde CD133 (+) kanser kok hiicrelerin daha tiimdorijenik
oldugunu ve ila¢ direnciyle iligkili oldugunu gostermektedir (Bertolini, 20009;
Salnikov, 2010). Baska bir arastirmada, KHDAK’l1 hastalarin tiimér orneklerinden
izole edilen CD133 (+) kanser kok hiicrelerin, CD133 (-) kanser hiicrelerine kiyasla
kendini yenileme kapasitesinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada
bagisiklig1 baskilanmis farelerde yapilan deneyde CD133 (+) kanser kok hiicrelerinin
CD133 (-) kanser hiicrelerine kiyasla daha yiiksek tiimorijenik 6zellik tasidigi teyit
edilmistir (Tirino, 2009). CD133 yiizey markiri, en sik kullanilan kanser kok hiicre
belirtecidir. CD133 (+) kanser kok hiicreler kendini yenileme, timor baslatma ve ilag

direnci konusunda yiiksek oranlara sahiptir (Herpel ve ark., 2011).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL

Kullanilan Hicre Hatti:

Kanser kok hiicre izolasyonu ve karakterizasyonu i¢in H460 hiicre hatt1 kullanildi.

NCI-H460 hiicre hatti (HTB-177) ATCC’den satin alindi.

Adherent 6zellik tastyan H460 hiicresi, biiyiik hiicreli akciger karsinomuna sahip bir

erkek hastanin plevral sivisindan A.F. Gazdar tarafindan 1982 yilinda elde edilmistir.

Tablo 4. H460 Hiicre hattinin 6zellikleri (ATCC, 2021)

Organizma Homo sapiens, insan
Morfoloji Epitel
Doku Akciger; Plevral efiizyon
Hastalik Karsinom
Biiyiime Ozelligi Adherent

Tablo 5. H460 Hiicre Hatt1 Saklama kosullar1 (ATCC, 2021)

Uriin Formati Dondurulmus

Saklama Kosullar1 S1v1 nitrojenin gaz fazi

Tablo 6. H460 Hiicre Hatt1 Biiytime kosullar1 (ATCC, 2021)

Sicaklik 37°C
Atmosfer %95 hava, %5 karbondioksit

Kullanilan Cihazlar

v NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific
T100 Thermal Cycler, Bio-Rad

Elektroforez Gii¢ Kaynagi, Thermo Scientific

CFX96 Real-time PCR Thermocycler, Bio-Rad

10 pl, 200 ul ve 1000 pl’lik pipet seti, Eppendorf

-80°C Buzdolabi, Aucma

NN NN
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NN N N N T N N N N N N N NN

-20°C Buzdolabi, Bosch

+4 °C Buzdolabi, Bosch

COg inkiibatorii, Thermo Fisher Scientific

Inverted mikroskop, Nikon, Eclipse Ts2

Laminer hava kabini class Il, Telstar, Biovanguard
Santrifiij, CF16RN, Hitachi

Mikro Santrifiij, 5418 Eppendorf

Vorteks, Stuart

Mikrospin, Cence

Su Banyosu, Nuve

Pipetor, Isolab

GEN-BOX imagER Mini, Erbiyotek

Hassas Terazi, Ohaus

Mikrodalga Firin, Altus

MiniMACS MultiStand ve Separator, Miltenyi Biotec

Kullanilan Sarf Malzemeler

SR N N N N N T R N N NN

<\

Santrifij tiipleri (1,5 ve 2 mL), Axygen
PCR tiipleri (0,5 ve 0,2 mL), Axygen
Serolojik pipet (5-10-25-50 mL), Costar
Pipet uglar1 (10-100-200-1000 pl), Axygen
25 cm? ve 75 cm?’lik flask, Granier Bio-One
5 mL ve 10 mL’lik enjektorler, Genject

6 ve 96 kuyucuklu plaka, Tpp

Steril falkon tiipleri (15-50 mL), Cellstar
Enjektor filtresi (0,2 um), Isolab

Cryo tiip 2 mL, Nest

Thoma lamineubauer improved, Isolab
MiniMACS MS Column

100 mm’lik petri kab1

Kullanilan Kimyasal Maddeler

v

Meridian Bioscience™ SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit
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%0,25 Tripsin-EDTA, Biological Industries
1x PBS, Biological Industries

Tagq DNA Polymerase, Thermo Scientific
Etanol, Sigma

RPMI 1640, Biological Industries

Foetal Bovine Serum, Biological Industries
Penisilin-Streptomisin (10.000U/ml), Gibco
L-Glutamin, Gibco

Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

CD133 MicroBead Kit, Miltenyi Biotec
Tripan mavisi, Sigma

Trizol, Invitrogen

Kloroform, Sigma

2-propanol, Sigma

DEPC Water, Bio Basic

Bovine Serum Albumin, Sigma

EDTA, Sigma

NaOH, Sigma

1X TE BUFFER, Thermo Scientific
DreamTaqTM Green PCR Master Mix (2X), Thermo Scientific
10x TBE BUFFER, Multicell

Agaroz, Multicell

Ethidium Bromide, Merck

6x LoadING dye, Himedia

100 bp DNA ladder, Hibrigen

NF Water, Bio Basic

Primer, Sentebiolab

SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit, Meridian Bioscience
EGF (100 ng/ml), Abcam

FGF2 (20 ng/ml), Abcam

B27 Supplement (50X), Gibco

N2 Supplement, (100X), Gibco
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2.2. METOD
2.2.1. Hiicre Kiiltiirii
2.2.1.1. Medyum hazirlanist

Calismada L-glutamin ve phenol red igeren RPMI 1640 medyumu (500 ml) igerisine
%10 FBS (Fetal bovine serum) (50 ml) ve %1 PS (penisiline/streptomisin) (5 ml)
eklendi ve 0,22 um’lik enjektor filtresinden gegirilerek kullanildi. Medyum +4 °C’de

saklandi.
2.2.1.2. Stoktan hiicre ekimi

-85 °C’de saklanan stok hiicreler 37 °C’ye hizlica alinarak sicak su banyosunda 2
dakika boyunca ¢ozdirildi. 15 ml’lik falkon tipine %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 medyumundan 9 ml eklendi. Coziilen hiicre
siispansiyonu medyum iceren falkon tiipline eklendi ve pipetaj ile karistirildi. Falkon
tiip 500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. 75 cm2’lik flaskin i¢ine 9 ml besiyeri konuldu.
Santrifiij sonrasi siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Hiicreleri igeren pellet
4 ml medyum ile ¢oziildii ve flaska aktarildi. Flask hafifce karistirilarak hiicrelerin
flask yiizeyine esit dagilmasi saglandi. 37 °C’de %5 CO2’lik inkiibatdrde kiiltiire
edildi.

2.2.1.3. Hiicrelerin pasajlanmast

Hiicreler %70-80 doluluk oranina ulastiklar1 zaman pasajlama islemi yapildi. Medyum
ve %0,25 Tripsin-EDTA, 37 °C’lik su banyosunda isitildi. Pasajlama islemi flask
icerisindeki medyum tamamen aspire edilerek baslatildi. Kalintilardan arinmasi i¢in
hiicrelerin yiizeyi 5 ml 1xPBS ile yikandi ve PBS uzaklastirildi. 75 cm2’lik flaska 3
ml Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C inkiibatorde 2-5 dakika arasi inkiibe edildi.
Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigi mikroskop ile teyit edildikten sonra 10 ml
medyum ile flask yiizeyi yikanarak hiicreler 15 ml falkon tiipe toplandi. 500 g’de 5
dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi. Hiicreleri igeren pellet medyum ile
homojen olacak sekilde ¢6ziildii ve hiicre sayisina uygun sekilde 75 cm?2’lik flaska
ekim yapildi. 37 °C ve %5 CO:2 kosullarinda kiiltiire edilerek hiicrelerin ¢ogalmasi

saglandi.
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2.2.1.4. Hiicrelerin stoklanmast

Hiicreler %5 DMSO igeren FBS kullanilarak stoklandi. Stok soliisyonu taze olarak
hazirlandi. Stok soliisyonu soguk olarak kullanilacagindan falkon tiip aliiminyum

folyo ile sarildi ve 4 °C’de saklandi.

Flask i¢indeki medyum tamamen uzaklastirildi ve 4 ml 1xPBS ile yikandi. 3 ml %0,25
Tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglandi.12 ml
medyum eklendi ve flask yiizeyi yikandiktan sonra hiicreler 15 ml falkon tiipte
toplandi. 500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Pesinden siipernatant kisim aspire edildi.
Hiicre sayis1 ile baglantili olacak miktarda (her cryo tiip igin 1x10° hiicre) soguk olan
stok soliisyonu karanlik ortamda eklendi. Stok soliisyonu 1 ml olacak sekilde cryo
tiiplere aktarim yapildi. Cryo tiipler 6nce 15 dakika boyunca +4°C’de ve sonra 30
dakika boyunca -20°C’de bekletildi. Hemen sonrasinda ise siiresiz -85°C’ye kaldirildu.

Sekil 26. MACS analizi i¢in hiicrelerin ¢ogaltilmas1 asamasi
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2.2.2. Kanser Kok Hiicre izolasyonu

Calismada CD133 yiizey markir1 kullanilarak H460 hiicre hattindan CD133 (+) kanser

kok hiicreleri ve CD133 (-) kanser hiicreleri izole edildi.

2.2.2.1. MACS analizi

. % == .%

H460 hiicreleri ‘ -
0O  Xeo)

KKH ”I ) \KKH *)

CD133 () CD133 (+)

g8 &
Sekil 27. H460 hiicre hattindan MACS yontemi ile kanser kok hiicre izolasyonu

Calismada MACS analizi i¢in Miltenyi Biotec firmasinin CD133 MicroBead Kit’i
(Order n0:130-097-049) iireticinin dogrultusunda protokolde bazi diizenlemeler

yapilarak kullanildu.

Bu sistemin CD133 (+) kanser kok hiicrelerini ve CD133 (-) kanser hiicrelerini

ayirmast kisaca su sekildedir;

Ik olarak, CD133 (+) hiicreleri, CD133 MicroBeads ile manyetik olarak etiketlendi.
Daha sonra hiicre stispansiyonu, MACS seperatoriin manyetik alanina yerlestirilen bir
MACS kolona yiiklendi. Manyetik olarak etiketlenmis CD133 (+) kanser kok hiicreleri
kolon iginde tutuldu. Etiketlenmemis hiicreler kolondan asagiya gecti ve bu hiicreler
CD133 (-) kanser hiicrelerini igermis oldu. Kolon manyetik alandan gikartildiktan

sonra, manyetik olarak tutulan CD133 (+) hiicreleri ayristirildi.
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2.2.2.1.1. MACS buffer hazirlanis

MACS Buffer her kullanim igin taze olarak hazirlandi ve +4°C’de saklandi1. Calismada
soguk olarak kullanildi.

1xPBS (9 ml), %5’lik BSA (1 ml) ve 0,5 M EDTA (40ul) kullanilarak MACS Buffer

hazirlandi.

%S5 BSA (Bovine Serum Albumin) hazirlanisi: 0,5 gr BSA (Sigma A2153-10g) 10 ml
niikleaz free su ile ¢oziildi. BSA tamamen ¢oziildiikten sonra 0,22 pm’lik enjektor

filtresinden gegirildi ve +4°C’de saklandi.

0,5 M EDTA (pH:8) hazirlanisi: 18,6 gr EDTA (Sigma E5134) {izerine 80 ml niikleaz
free su eklendi. 2 gr NaOH yavas yavas eklenerek pH’in 8’e gelmesi ve EDTA’nin
tamamen ¢ozlinmesi saglandi. EDTA 0,22 pum’lik enjektor filtresinden gegirilerek
+4°C’de saklandi.

2.2.2.1.2. Manyetik isaretleme ve ayirma

CD133 MicroBeads iizerine 2 ml Reconstitution buffer eklendi ve pipetaj ile homojen
karisim olmasi saglandi. 100 pl olacak sekilde aliquot yapildi ve aliminyum folyaya

sarilarak +4°C’de saklandi.
Manyetik isaretleme:
Manyetik isaretleme deneylerinde 108 hiicre kullanilds.

v’ Hiicrelere 5 ml soguk 1xPBS eklendi.

v’ Hiicreler 300 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant tamamiyle
uzaklastirildi.

Hiicre pelleti 300 pl soguk MACS Buffer ile ¢oziildi.

100 ul FcR Bloklama soliisyonu eklendi.

100 ul CD133 MicroBeads eklendi.

Iyice karigtir1ldi ve tiip aliminyum folyo ile sarilds.

2-8°C de 30 dakika buzdolabinda shakerda inkiibasyona birakildi.

2 ml soguk MACS Buffer eklenerek hiicreler yikandi.

300 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant pipetle ¢ekilip atildi.

SR N N N SR N NN

Pellet 1500 pl soguk MACS Buffer ile ¢oziildii. Manyetik ayirma asamasina
gecildi.
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Manyetik ayirma:

MiniMACS separator multistand’a yerlestirildikden sonra MS kolon MiniMACS

separatoriin manyetik alanina yerlestirildi.

Sekil 28. MACS cihazi pargalart ve gorilintiisii

v" MS kolonun altia 1,5 ml’lik ependorf tiip yerlestirildi. MS kolonun {izerine
500 pl soguk MACS Buffer eklendi ve siiziintii ependorf tiipte toplandi.

v" MS kolona hiicre siispansiyonu aktarildi, kopiik olusturulmamaya dikkat
edildi.

v’ Isaretlenmemis hiicreler MS kolondan asagiya gecirildi ve MS kolonun altina
konulan ependorf tiipte biriktirildi. Ependorf tiipiin lizeri “Negatif 1” olarak
yazildi. CD133 isaretli hiicreler MS kolonda kaldi.

v MS kolona 500 pl soguk MACS Buffer eklendi ve yikama islemi yapildi. Bu
islem 3 kez tekrarlandi. Her defasinda MS kolonun altina farkli ependorf tiip
konuldu ve g¢ikan ependorf tipler sirasiyla “Negatif 2, 3, 4” olarak
numaralandirildi.

v Bu agsamalarda; manyetik isaretli CD133 pozitif hiicreler MS kolon igerisinde
kald1 ve CD133 negatif hiicreler MACS Buffer ile yikanarak uzaklastirildi.

v' CD133 porzitif hiicreleri igeren MS kolon separatorden ¢ikarilip bos ependorf
tiipe alindi. MS kolona 1 ml soguk MACS Buffer eklendi ve piston yardimiyla
ittirilerek 1isaretli hiicreler ependorf tiipe aktarildi. Ependorf tiipiin iizeri
“Pozitif 17 olarak yazildi. Bu islem bir kez daha tekrar edildi. Ependorf tiipiin

tizerine “Pozitif 2” yazildi ve ayirma igslemi gergeklestirilmis oldu.
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v' Pozitif 1, Pozitif 2 ve Negatif 4 hiicreleri 300 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Kok hiicre karakterizasyonu deneylerinde bu hiicreler kullanildi.

Sekil 29. CD133 (+) / CD133 (-) hiicre ayrimi1 igin MACS asamast

2.2.3. Kanser Kok Hiicre Karakterizasyonu

izole edilen CD133 (+) kanser kok hiicreleri ve CD133 (-) kanser hiicrelerinin kanser
kok hiicre 6zellikleri kiire olusum deneyi, Hanging Drop Metodu ve gPCR yontemiyle

incelendi.
2.2.3.1. Kiire olusumu deneyi

Kiire olusumu, kanser kok hiicrelerinin kendini yenileme 6zelliklerinin gosterildigi ve
kanser kok hiicreye spesifik bir 6zelliktir. Bu ylizden MACS yontemi ile kanser kok
hiicre izolasyonu yapildiktan sonra kok hiicre o6zelliginin kontrolii bu yontem
kullanilarak yapildi. CD133 (+) ve CD133 (-) hiicreler, kanser kok hiicre medyumu
(biiyiime faktorleri ile desteklenmis, serum igermeyen RPMI 1640 medyumu)
kullanilarak agaroz kapl platelerde kiiltiire edildi. Kanser kok hiicre 6zelligi olan
hiicrelerin yiizen kiireler olusturmasi beklendi (Sekil 30) (Wang, 2017).
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Sekil 30: Kiire olusumu deneyi

Kiire olusum deneyi i¢in well plate’ler %2’lik agar ile kaplandi. CD133 (+) ve CD133
(-) hiicreler well platelere ekildi. 37 °C ve %5 CO2 kosullarinda kiiltiire edilerek

hiicrelerin kiire olusumlar1 gézlendi.

2.2.3.1.1. %2’lik agarh plate hazirlanmasi

2 gr agarose ile 100 ml dH20 karistirildt ve 2 dakika mikrodalga firinda 1sitild.
Eriyerek seffaf hale gelen agar hizlica 12 well plate’e ve 96 well plate’e konuldu.
Kabin igerisinde 20 dakika agarin kurumasi beklendi ve kuruyan agarli plateler,

aliminyum folyoya sarilarak 4 °C’de saklandi.
2.2.3.2. Kanser kok hiicre medyumu hazirlanmast
Kanser kok hiicre medyumu kullanilacag: kadar, taze olarak hazirlandi.

Kanser kok hiicre medyumu hazirlanirken; 50 ml RPMI 1640 medyumu igine 10 pl
EGF (100 ng/ml) (ab179628), 10 ul FGF2 (20 ng/ml) (ab9596), 1 ml B27 supplement
(17504-044), 500 pl N2 supplement (17502-048) ve 500 pl Penisilin-Streptomisin
(%1) (10.000U/ml) eklendi.

Tiim bilesenler eklendikten sonra medyum 0,22 pm’lik enjektor filtresinden gecirildi

ve 4°C’de saklandi.

2.2.3.3. Hanging Drop (as:: damla) metodu
20 pl kanser kok hiicre medyumu igerisinde 250, 500, 1000, 2000, 4000 ve 6000 hiicre
olacak sekilde CD133+ ve CD133- hiicreler 100 mm’lik petri kabinin kapak kismina
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ekildi. Petri kabinin taban kismimna 10 ml 1xPBS eklendi. 37 °C ve %5 CO»

kosullarinda kiiltiire edilerek hiicrelerin kiire olusumlari gozlendi.

2.2.3.4. Kanser kok hiicre spesifik genlerin ekspresyon profili
Kanser kok hiicrelere spesifik olan CD133, SOX-2, OCT-4 ve KLF-4 genlerinin
ekspresyon profiline bakildi. Housekeeping gen olarak S-aktin kullanildi.

2.2.3.4.1. Primer tasarimi
SOX-2, OCT-4, CD133, p-Aktin ve KLF-4 genlerine spesifik primerler, Primer-
BLAST-NCBI, Ensembl, Primer3 ve SnapGene programlari kullanilarak tasarlandi.

Tablo 7. SOX-2, OCT-4, KLF-4, CD133 ve S-Aktin genlerinin primer dizisi

Uriin
Biiyiiklii
GEN Forward Primer Reverse Primer gii
TTTGTCGGAGACGGAGA | TAACTGTCCATGCGCTGG
SOX-2 AGC TT 237 bp
CAGTGCCCGAAACCCAC | GGAGACCCAGCAGCCTCA
OCT-4 AC AA 161 bp
AAGCCAAAGAGGGGAA | ATGTGTAAGGCGAGGTGG
KLF-4 GACG TC 287 bp
TCACCAGGTAAGAACCC | TCGGTCAAGAATTCCGCC
CD133 GGA TC 193 bp
p- TTCCTGGGCATGGAGTC | AGGAGGAGCAATGATCTT | 204 bp
Aktin CT GATC

2.2.3.4.2. CD133 (+)/ CD133 (-) hiicrelerden total RNA izolasyonu

CD133 (+) ve CD133 (-) hiicrelere 500 pl Trizol eklendi ve hiicrelerin ¢oziinmesi
sagland1. Uzerine 100 pl Kloroform eklendi ve renk degisimi gdzlenene kadar hafifce
calkalandi. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 12000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika

santrifiij edildi, ardindan buza konuldu.
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Ustte kalan RNA iceren seffaf kisim yeni 1,5 ml’lik ependorf tiipiine alind1. Uzerine
200 pl 2-propanol eklendi. Hafifce calkalanarak karismasi saglandi. 12000 rpm’de
4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Tipler buz iizerine konuldu. Siipernatant dikkatlice
aspire edildi. Pesinden 1 ml %75°lik etanol eklendi, hafif¢e ¢alkalandi ve tekrar 12000
rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiije konuldu. Siipernatant uzaklastirildi ve alkoliin
ucmast i¢in tiipler kapaklari acgik olacak sekilde, oda sicakliginda, 10-15 dakika
siiresince bekletildi. Son olarak 40 ul DEPC water eklenerek RNA’nin pipetaj
yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. RNA Ornekleri buz iizerinde tutuldu ve hemen

konsantrasyon ve saflik 6l¢iimii yapildi.

2.2.3.4.3. RNA konsantrasyon ve saflik olciimii

Thermo Fisher Scientific Marka’nin NanoDrop cihazi kullanilarak CD133 (+) ve
CD133 (-) hiicrelerinden elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik dl¢timii
yapild.

[k olarak 2 ul DEPC Water ile blank 6lgiimii yapildi. Cihazin dogru ve temiz
calistigindan emin olunduktan sonra 2 ul RNA, optik alt ylizeye kabarcik
olusturmayacak sekilde konuldu. Konsantrasyon (ng/ul) ve OD2eor280 degeri 6l¢iildii.
Olgiim sonrasinda RNA 6rnekleri -80 °C’de saklandi.

2.2.3.4.4. cDNA sentezi
cDNA sentezi i¢in Meridian Bioscience™ SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit
kullanildi. Kit icerisindeki iirlinler buz {izerinde ¢ozdiiriiliip vortex, spin isleminden
gecirildi. RNA numuneleri 1 pg’a esitlendi.
Her bir 6rnek i¢in birer 0,2 mI’lik PCR tiipii hazirland: ve asagidaki bilesenler eklendi:

v' Total RNA- 1 ug

v" 5x TransAmp Buffer- 4pul

v" Reverse Transkriptaz- 1ul

v DNase/RNase free-water-Toplam voliim 20 pl’ye tamamlayacak miktarda

degisken

v Toplam voliim 20 pl
Hazirlanan karisim pipetajla homojen olana kadar karistirildi. Sirasiyla 25°C’ de 10
dakika, 42°C’de 15 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
tiipler hemen buzda 5 dakika sogutuldu. Elde edilen cDNA'lar -20 °C'de muhafaza
edildi.
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2.2.3.4.5. Gradient PCR
Real Time PCR’da kullanilacak olan primerlerin baglanma sicakligini belirlemek igin

asagidaki soliisyonlar ile gradient PCR yapildi.

Tablo 8. Gradient PCR mix igerigi

Forward Primer (10 pmol) | 1 ul

Reverse Primer (10 pmol) 1 ul

2x Master Mix 16 ul

cDNA 2 ul

Gradient PCR Biorad T100 cihaz1 kullanilarak asagidaki kosullara gore

gerceklestirildi.
Tablo 9. Gradient PCR kosullari
95 °C 5 dakika
95 °C 30 saniye
58-64 °C 30 saniye 36 Dongi

72 °C 30 saniye
72 °C 5 dakika
4°C o0

2.2.3.4.6. Agaroz jel elektroforezi

PCR sonrast SOX-2, OCT-4, CD133, S-Aktin ve KLF-4 genlerinin dogru c¢ogalip
cogalmadigi, PCR firtinlerinin %2’lik agaroz jele yiiklenmesiyle kontrol edildi. Agaroz
jeligin, 2 g Agaroz tartildi ve tizerine 100 ml 1XTBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu
eklendi. Agaroz jel eriyip bufferla karisana kadar mikrodalga firinda 1sitildi.
Cozeltinin sogumasi beklendikten sonra, 2 ul (2 mg/ml) etidyum bromiir eklendi,
hafif¢e karistirlarak jel tablasina dokiildii. Jel tablasinin taraklar yerlestirildi ve jelin
donmasi beklendi. Jel donduktan sonra, taraklar nazikg¢e ¢ikartildu.

Jel tablas1 igerisinde 1XxTBE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. 4 pl
PCR iirtinii 1 pl yiikkleme boyasi ile karigtirildi. Sirasiyla kuyucuklara yiiklendi. PCR
tirtinlerinin biyiikligiinii belirleyebilmek i¢in, Hibrigen 100 bg’lik DNA ladder jele
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yiiklendi. Ornekler 20 dakika boyunca 130 Volt’luk akimda yiiriitiildii ve UV 151k

altinda goriintiilendi.

2.2.3.4.7. gPCR
Housekeeping gen olarak p-aktin kullanildi ve KLF-4, OCT-4, SOX-2 ve CD133
genlerinin ekspresyon seviyeleri kantitatif olarak tespit edildi.

gPCR deneylerinde SensiFAST SYBR Kit (Meridian Bioscience) kullanildi.
Reaksiyon karisimi toplam hacim 20 pl olacak sekilde asagidaki gibi hazirlandi.

Tablo 10. gPCR mix igerigi

2x SensiFAST SYBR Mix 10 pl
Forward Primer (10 pmol) 0,8 ul
Reverse Primer (10 pmol) 0,8 ul
cDNA 3ul

DNase/RNase Free Water 5,4 ul

Amplifikasyon i¢in “Bio-Rad CFX96 Real-time PCR” cihazi kullanildi. PCR
programi asagidaki sekilde kuruldu.

Tablo 11. gPCR Kosullar1

95 °C 2 dakika
95 °C 5 saniye
- 40 Dongui
60 °C 10 saniye
72 °C 20 saniye

2.2.4. lstatistiksel Analiz

CD133 (+) ve CD133 (-) hiicrelerin gen ekspresyonlarmnin karsilastiriimasinda 2"24¢T

metodu kullanildi.
AACT degerleri bu formiile gore hesaplandi.

AACt = (Ct hedef gen — Ct housekeeping gen) deneysel grup - (Ct nedef gen — Ct housekeeping gen)
kontrol grubu
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3. BULGULAR
3.1. HUCRE KULTURU

H460 hiicre hatt1 basarili bir sekilde kiiltiire edildi.

Sekil 31. A. H460 hiicre hattinin 10X mikroskop goriintiisii
B. H460 hiicre hattinin 20x mikroskop goriintiisii
3.2. KURE OLUSUMU DENEYI{

CD133 (+) kanser kok hiicreleri 3 giinde kiire olustururken, CD133 (-) kanser

hiicrelerinin kiire olugturmadigi gézlemlendi.

Sekil 32. A. CD133 (-) kanser hiicrelerinin (1000 hiicre) 40x mikroskop goriintiisii

B. CD133 (-) kanser hiicrelerinin (500 hiicre) 40x mikroskop goriintiisii
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Sekil 33. A. CD133 (+) kanser kok hiicrelerin (1000 hiicre) 40x mikroskop

goruntisu

B. CD133 (+) kanser kok hiicrelerin (4000 hiicre) 40x mikroskop goriintiisii
C. CD133 (+) kanser kok hiicrelerin (2000 hiicre) 40x mikroskop goriintiisii

D. CD133 (+) kanser kok hiicrelerin (500 hiicre) 40x mikroskop goriintiisii
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3.3. HANGING DROP METODU

Bu yontem ile CD133 (+) kanser kok hiicrelerin 2 giinde kiire olusturmaya baslarken,
CD133 (-) kanser hiicrelerinin kiire olusturmadigi gézlemlendi.

Sekil 34. A. CD133 (-) kanser hiicrelerinin (6000 hiicre) 40x mikroskop Hanging
drop gorintiisii

B. CD133 (-) kanser hiicrelerinin (6000 hiicre) 40x mikroskop Hanging drop

goruntisu

Sekil 35. CD133 (+) kanser kok hiicrelerin (6000 hiicre) 40x mikroskop Hanging
drop goriintiileri
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Sekil 36. Hanging drop deneyine ait petri kab1 goriintiisii
3.4. RNA IZOLASYON SONUCLARI

Tablo 12. CD133 (+) ve CD133 (-) hiicrelerin RNA izolasyon sonuglari

Hiicre Tipi Konsantrasyon OD 260/280
CD133 (+) 219 ng/ul 2.01
CD133 (-) 371 ng/ul 2.02

3.5. GRADIENT PCR BULGULARI

CD133, SOX-2, KLF-4, OCT-4 ve p-Aktin genleri i¢in 58-60-62-64 derece
sicakliklarda gradient PCR yapildi. PCR sonrasi lirlinler %2’°lik agaroz jele yiiklendi
ve asagidaki goriintiiler elde edildi. Tiim genler i¢in ¢alisma sicakliginin 60 derece

olmasina karar verildi.

58 60 62 64

CD133 genine ait jel goriintiisii
Calisma sicakliklar1 58, 60, 62, 64 derece
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58 60 62

SOX-2 genine ait jel goriintiisii
Calisma sicakliklar1 58, 60, 62 derece

S-Aktin genine ait jel goriintiisii
Calisma sicakliklar1 58, 60, 62 derece

OCT-4 genine ait jel goriintiisii
Calisma sicakliklar1 58, 60, 62 derece

KLF-4 genine ait jel goriintiisii

Calisma sicakliklar1 58, 60, 62 derece

Sekil 37. Gradient PCR sonuglari, genlerin ¢alisma sicakliklar

3.6. QPCR SONUCLARI

gPCR ile CD133 (+) kanser kok hiicreleri ile CD133 (-) kanser hiicreleri arasinda
CD133 gen ekspresyon farkinin yaklasik 25 kat oldugunu belirledik. Iki hiicre grubu
arasinda kanser kok hiicre markirt olan OCT-4’da 6 kat, KLF-4’te 3 kat ve SOX-2’de
ise 2 kat fark bulduk.
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Sekil 38. CD133 (+) ve CD133 (-) H460 hiicrelerinde KLF-4, OCT-4, SOX-2 ve

CD133 genlerinin ekspresyon seviyelerinin gosterilmesi
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4. TARTISMA

Kanser son yillarda onceki yillara oranla artan ve hizla artmaya devam eden bir
hastaliktir. Akciger kanseri, 5 yillik sag kalim oraninin %20’nin altinda olmasi
sebebiyle tani ve tedavide yetersizliklere sahiptir. Erken tani ve tedavi kanserin
iyilesme oranini artirmaktadir fakat genelde erken evrede belirti gostermediginden

mortalitesi en yiiksek kanser ¢esidi olmaya devam etmektedir.

Akciger kanserinin en bilinen sebebi sigara kullanimidir. Bunu takiben diger tiitiin
trlinlerinin kullanimi, zehirli gazlara ve zararli kimyasallara maruziyet, genetik
yatkinlik, yas, cinsiyet, akciger hastaliklar1 gegmisi gelmektedir. Baz1 hastalarda ise

hicbir sebep mevcut degilken akciger kanseri goriilmektedir.

Akciger kanseri tedavisi evrelere bagli olmakla beraber genelde kemoterapi ve
radyoterapi kullanilmaktadir, ancak iyilesme orani diisiiktiir. Bu sebeple yeni tedavi
yontemlerinin  gelistirilmesi bir umut olarak goriilebilmektedir. Kanser kok
hiicrelerinin aragtirilmasindaki asil amag, tiim kanserlerde kii¢iik bir miktarda da olsa

bulunmasi1 ve metastazda 6neminin biiyiik olmasidir.

Kanser kok hiicreler kanser baslatici hiicreler olarak da adlandirilirlar. Yenilenebilme,
farklilagsabilme ve ¢cogalma gibi somatik kok hiicrelerle ayni 6zelligi tasimaktadir. Bu
da kanserin yayilmasini ve ilerlemesini hizlandirmaktadir. Kanser kok hiicrelerin
kontrol altina alinmasi veya apoptozunun gerceklesmesi kanser tedavisine yeni bir

bakis acis1 getirebilir.

1997 yilinda ilk kanser kok hiicre izolasyonunun yapilmasindan bu yana literatiirde
bir¢ok caligsma bulunmaktadir. Kok hiicre izolasyonu i¢in en sik kullanilan yontem kok
hiicreye spesifik ylizey markirlarinin kullanilmasidir. Kanser tiirleri i¢in kullanilan
spesifik yiizey markirlar1 bulunmaktadir. Ornegin akciger kanseri i¢in kullanilan
spesifik markirlar; CD24, EPCAM, CD44, ALDH, CD166 ve CD133’tiir. Bu yiizey
markirlart MACS veya FACS yontemleriyle KKH (+) kanser kok hiicrelerin ve KKH

(-) kanser hiicrelerin ayirt edilmesini saglamaktadir.

Akciger kanseri kok hiicreleri CD133 (Tirino ve ark., 2009), CD44 (Leung ve ark.,
2010), CD166 (Zhang ve ark., 2012) ve CD326 (EpCAM) (Lin ve ark., 2012) gibi
hiicre ylizey markirlarin1 asir1 eksprese etmeleri ve ABCG2 ve ALDHI1A1’in (Jiang
ve ark., 2009) artmis ekspresyonu ile karakterize edilmistir. CD133, bir pentaspan
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membran glikoproteinidir. CD133, beyin kanseri (Singh ve ark., 2004), prostat kanseri
(Collins ve ark., 2005), kolon kanseri (O’Brien ve ark., 2007), akciger kanseri (Eramo
ve ark., 2008), hepatoselliiler karsinoma (Suetsugu ve ark., 2006) ve yumurtalik
kanserini (Kryczek ve ark., 2012) iceren bir¢ok solid tiimor tipinde kanser kok hiicre
poplilasyonlarinin tanimlanmasinda kullanilan bir markirdir. Yapilan g¢alismalar,
CD133 (+) akciger kanseri kok hiicrelerinin stemness (kokliiliikk) 6zelliklerine sahip
oldugunu ve CD133 (-) kanser hiicrelerinden daha yiiksek bir tiimorojenik potansiyel
sergiledigini gostermistir (Jiang ve ark., 2009; Bertolini ve ark., 2009). Ayrica CD133
ekspresyonu akciger kanseri hastalarinda ilag direnci ile iligkilidir (Salnikov ve ark.,
2010). CD133 (+) kanser kok hiicreler tiimor gelisimi, invazyon ve metastazi
indiikleme yetenegine sahiptir. KHDAK’ 11 hastalarin tiimor 6rneklerinden izole edilen
CD133 (+) kanser kok hiicrelerinin, CD133 (-) kanser hiicrelerine kiyasla daha yiiksek
kendini yenileme kapasitesine sahip oldugunu gosterilmistir. CD133 (+) ve CD133 (-
) hiicrelerinin kendini yenileme kapasitesi, hiicrelerin NOD/SCID farelerine enjekte
edilmesiyle de teyit edilmis ve CD133 (+) kanser kok hiicrelerinin CD133 (-) kanser
hiicrelerine kiyasla daha fazla tiimorojeniteye sahip oldugu gosterilmistir (Tirino ve
ark., 2009). CD133 pozitif hiicreler, akciger kanseri kok hiicrelerinin 6zelliklerini
gostermektedir ve dolayisiyla CD133, akciger kanseri kok hiicrelerinin 6nemli bir

belirtecidir (Pavon ve ark. 2018; Kim ve ark. 2019).

Wang ve arkadaglan siilforafan’nin akciger kanseri kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
kendini yenilemesi iizerindeki etkisini arastirmiglardir. A549 ve H460 hiicrelerinden
CD133 MicroBeads (MiniMACS separator- MiltenyiBiotec) kullanarak CD133 (+)
akciger kanseri kok hiicrelerini izole etmislerdir. Daha sonra, CD133'"lin ifadesini akis
sitometri ile Ol¢miislerdir. Hiicre proliferasyon yetenegini, MTT ve kiire olusum
deneyleri ile degerlendirmislerdir. MACS yontemi ile A549 ve H460 hiicrelerindeki
CD133 pozitifligini sirasiyla %2,8 ve %2.,4 olarak bulmuslar ve CD133 pozitif kanser
kok hiicrelerinin, kiire olusumunu gézlemlemislerdir. Biz ¢calismamizda CD133 (+)
pozitifligini %0,3 olarak bulduk ve bu hiicrelerin kendini yenileme 6zelliklerini kiire

olusum deneyi ile basarili bir sekilde gosterdik.

CD133 (+) kanser kok hiicrelerinde CD133, OCT-4, KLF-4 ve SOX-2
ekspresyonlarinin CD133 (-) kanser hiicrelerine gore daha fazla eksprese olmasini
bekliyorduk. gPCR sonucu H460 hiicre hattinda CD133 (+) kanser kok hiicreleri ile
CD133 (-) kanser hiicreleri arasinda CD133 ekspresyon farkinin yaklasik 25 kat
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oldugunu tespit ettik. Bu sonu¢ bizim MACS ile yaptigimiz CD133 izolasyonunun
dogrulugunu gostermis oldu. Kanser kok hiicre markirlarinin ekspresyon seviyeleri

arasinda, OCT-4’da 6 kat, KLF-4’te 3 kat, SOX-2de ise 2 kat fark bulduk.

Akciger kanseri basta olmak {izere tiim kanser tiirlerinde tedavi yipraticidir. Bu sebeple
tedavi belirlenirken tiimor evresinin ve timor modelinin dnemi biiytiktiir. Kanser kok
hiicrelerin tedaviye direnci artirdig1 ve niikse sebep oldugu bilinen bir gergektir. Timor
tedavilerinde kanser kok hiicrenin izole edilmesi tedavinin seyri ve etkinligi igin
avantaj saglamaktadir. Bu ¢aligmada amag¢ CD133 (+) kanser kok hiicrelerin dogru bir
sekilde izole edilmesi ve tanimlanmasi idi. Sonuglar g6z 6niinde bulunduruldugunda

kanser kok hiicreler dogru ve yeterli sayida izole ve karakterize edilmistir.
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