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MEME KANSERI HUCRE HATTINDA ILAC DIRENCI VE PLURIPOTENSI
ILISKiSiNIN DEGERLENDIRILMESI
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OZET

Meme kanseri 6liimlerinin biiyiik bir kismindan sorumlu olan meme kanseri agresif alt
tipi Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC) kemoterapiye direnclidir ve bu alt tipte
kemoterapi sonrasi niiks yaygindir. Kanser Kok Hiicrelerinin (KKH) dirence ve niikse
neden oldugu bilinmektedir. Kemoterapi tedavisinde canli kalan direncli KKH’ler timor
popiilasyonunu tedavinin kesilmesinden sonra tekrar olusturur. Kanserin tekrarlamasina
neden olan bu direngli alt popiilasyonun aydinlatilmasi énemlidir. Bu tez ¢aligmasiyla;
meme kanserinde ilag¢ direncinin pluripotensi ile iligkili olup olmadigini irdelemeyi
amacladik. Ayrica kemoterapi sonrast niikse sebebiyet veren hiicre grubunun
pluripotensi karakterde olup olmadigi hipotezini test ettik. Bu amag¢ dogrultusunda;
TNBC hiicre serisi MDA-MB-231 hiicrelerine 28 giin boyunca kemoterapi ajani
Doksorubisin (DOX) uygulandi ve 28. giiniin sonunda canli kalan hiicrelerin pluripotent
belirtecleri (SSEA-3, SSEA-4 ve TRA-1-60) yoniinden pozitiflik orani, akis sitometrisi
ve konfokal mikroskobu kullanilarak incelendi. Bulgulara gore; DOX uygulamasindan
sonra, canli kalan kanser popiilasyonunda, SSEA-3, SSEA-4 ve TRA-1-60 pluripotent
belirtegleri tasiyan hiicre oraninda belirgin artis oldugu goriilmiistir. DOX
uygulamasindan sonra GFP (+) hiicrelerinin oraninin pluripotent hiicrelerin oranindan
daha yiiksek oldugu belirlendi. Sonug olarak agresif meme kanserinde kemoterapi
sonrasi canli kalan hiicrelerin ¢ogunun pluripotent karakterde oldugu gorilmistiir. Bu
pluripotent hiicrelerin sonrasinda farklilasmasiyla niiks gerceklesmektedir. Ozetle,
kemoterapi sonrasi canli kalan hiicrelerin biiylik bir kisminin baglangigta %2 oranindaki
pluripotent kanser kok hiicrelerinden koken aldigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ilag¢ Direnci; Kanser Kok Hiicresi; Meme Kanseri; Pluripotensi;
TNBC



THE EVALUATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN DRUG
RESISTANCE AND PLURIPOTENCY IN BREAST CANCER CELL LINE

Basak Bilge SUER
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Master's Thesi, May 2024
Supervisor: Prof. Dr. Servet OZCAN

ABSTRACT

Chemotherapy resistance and post-chemotherapy relapse are common in Triple Negative
Breast Cancer (TNBC), the aggressive subtype responsible for the majority of breast
cancer deaths. Cancer Stem Cells (CSC) are known to cause resistance and recurrence in
cancer. Surviving, refractory CSCs repopulates tumor population after chemotherapy
discontinuation. It is important to elucidate this resistant subpopulation that causes
cancer recurrence. With this thesis study; we aimed to examine whether drug resistance
in cancer is associated with pluripotency by applying drugs to breast cancer cells. We
also tested the hypothesis whether the cell group that causes relapse after chemotherapy
is pluripotent. In accordance with this purpose; the chemotherapy agent doxorubicin
(DOX) was administered to the TNBC cell line MDA-MB-231 cells for 28 days and on
day 28, the pluripotency (SSEA-3, SSEA-4 ve TRA-1-60) positivity rate of surviving
cells was examined using flow cytometry and confocal microscopy. According to the
findings; an increase in the proportion of cells carrying the pluripotent markers SSEA-3,
SSEA-4, and TRA-1-60 was identified in the surviving cancer population after DOX
administration. After DOX application, the proportion of GFP (+) cells was observed to
be higher than the proportion of pluripotent cells. In conclusion; in aggressive breast
cancer, most cells that survive after chemotherapy have been shown to be pluripotent.
Relapse occurs with subsequent differentiation of these pluripotent cells. In summary,
the majority of surviving cells initially originated from 2% pluripotent cells.

Key Words: Breast Cancer; Cancer Stem Cell; Drug Resistance; Pluripotency; TNBC.
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1. GIRIS VE AMAC

Kok hiicreler, kendini yenileme ve farklilasma Kapasitesine sahip 6zellesmis hiicrelerdir
(Donovan ve Gearhart, 2001). Yetiskin kok hiicreler, nispeten farklilasmamis, tiim
dokularda bulunan hiicrelerin kii¢iikk bir yiizdesidir. Kendini yenileme ve farklilagma
yetenekleri ile bu hiicreler doku onarimi ve homeostazide dnemlidir (Donovan ve
Gearhart, 2001). Yetiskin kok hiicreler genellikle yliksek DNA onarim kapasitesi gosterir
ve bu kapasite farklilasmayla azalir (Rocha ve ark., 2013). Yetiskin kok hiicreler
arasinda farklilagsma kapasitesi en fazla olan kok hiicreler pluripotent karakterdeki kok
hiicrelerdir (Kuroda ve ark., 2010). Kok hiicrelerin dokularda varligini uzun stire
stirdiirmesi, poptlilasyonun devamini saglamasi bazi kanserlerinin kok hiicrelerden koken

alabilecegini distindiirmiistiir (Foster ve ark., 2002).

Kanser, hiicre tiplerinin ¢ogundan kaynaklanir ve hiicrelerin nispeten sinirsiz
cogalmasiyla karakterize edilir (Stratton ve ark., 2009). Ulkeler egitim, saglik, yasam
standardina gore; diisiik, orta, yiiksek ve ¢ok yiiksek Insani Gelisme Endeksli iilkeler
seklinde gruplandirilir. Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda kansere bagl 6liimde
birinci siradadir. Orta Insani Gelisme Endeksli iilkelerde kadinlar arasinda kansere bagl
oliimlerin 6nde gelen nedenidir ve diger Insani Gelisme Endeks seviyelerindeki
tilkelerde ikinci siradadir (Society, 2018). 5 yilda hayatta kalma oranlari; meme
kanserinde %90, Uglii Negatif Meme Kanserinde (TNBC) ise genel durumda %77, uzak
metastaz saptandiginda ise %12°dir (Siegel ve ark., 2021). TNBC hormon bagimsiz



olmast ile bilinen meme kanserinin agresif alt tipidir ve meme kanseri Oliimlerinin

biiyiik bir kismindan sorumludur (Bauer ve ark., 2007; Masuda ve ark., 2013).

TNBC’de niiks orami yiiksektir ve niikseden tiimdrlerde kemoterapiye direng yaygindir.
(André ve Zielinski, 2012). TNBC'de kemoterapi direncine ve tiimoriin niiksetmesine
kanser kok hiicrelerinin (KKH) neden olduguna dair kanitlar vardir (Lee ve ark., 2011).
KKH modeline gore; kemoterapiyle normal tiimor hiicreleri oliirken ilaca direngli kok
hiicreler canli kalir. Tedavi kesildikten sonra bu hiicreler baslangigtaki gibi tiimori
tekrar olusturur (Dean ve ark., 2005). Dolayisiyla eger tiimor kontrol altina alinmak

isteniyorsa temelde bu hiicrelerin kontrol altina alinmasi gerekmektedir (Wicha ve ark.,
2006).

Meme kanseri kok hiicrelerinin normal meme kanseri hiicrelerine oranla metastaz ve
diren¢ yeteneklerinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle meme kanseriyle basa
cikabilmek icin de meme kanseri kok hiicre popiilasyonunun aydinlatilmasi énemlidir
(Tang ve ark., 2007). TNBC'nin ilaca direng sebeplerinin daha iyi anlasilmasi kanser
icin yeni tedavi yonteminin bulunmasina katki saglayacaktir. Bir antrasiklin antibiyotik
olan DOX, TNBC tedavisinde en etkili ajanlardan kabul edilmektedir. Ne yazik ki,
TNBC’de DOX direnci yaygin bir sorundur. (André ve Zielinski, 2012).

Tim bu bilgiler 1s18inda gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda, meme kanserinde ilag
uygulamasindan sonra canli kalan hiicrelerin pluripotent kok hiicreler ile ayn1 karaktere
sahip olabilecegini ileri siirmekteyiz. Calismamizda direncin ve kemoterapi sonrasi
niiksiin temel sebeplerinin anlagilmasi i¢in meme kanseri hiicrelerine ilag uygulayarak
kanserde ilag direncinin ve niiksiin pluripotensi 1ile iliskili olup olmadiginin

aydinlatilmas1 amacglanmastir.

Bu calismadan elde edilen verilerin, meme kanserinde kanser kok hiicre benzeri
hiicrelerin karakterize edilmesiyle; meme kanseri direng ¢alismalarina, kanser igin yeni
tedavi yontemlerinin bulunmasia katki saglayacagi ve niiks, direng ve metastaz gibi

fenomenlerin aydinlatilmasina yardimci olacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler, uzun vadede kendini yenileme, yaslanmama ve bir veya birden ¢ok hiicre

tipine farklilagma kapasitesine sahip O6zellesmis hiicrelerdir (Donovan ve Gearhart,

Farkhlasma
Paotansiyellerine Kdkenlerine Gére
Gore
[ | | | |
Totipotent Pluripotent Multipotent Oligopotent Unipotent ‘

Sekil 2.1. Kok hiicrelerin farklilasma potansiyeline ve kokenlerine gore siniflandiriimast.
Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent,

oligopotent ve unipotent olarak bes gruba ayrilabilir (Sekil 2.1)(Kolios ve Moodley,
2013).

Totipotent kok hiicreler, tiim embriyonik ve ekstra-embriyonik dokulara yol agma
potansiyeli ile embriyoyu ve plasentayr olustururlar; ancak gelisimi in vitro
olarak yakalanmamistir. Dllenmis yumurta totipotent hiicreye bir 6rnektir (llic ve ark.,
2011; Rossant, 2001).



Embriyonik kok hiicreler olarak bilinen pluripotent kok hiicrelerse, viicudun tiim
dokularini olusturabilen ancak ekstra embriyonik dokulara siirli katki saglayan kok

hiicrelerdir (Rossant, 2001).

Multipotent kok hiicrelerin farklilasma kapasitesi, koken aldiklar1 dokudaki hiicre
tiirlerini olusturmakla siirlidir. Tiim kan hiicrelerine farklilasabilen hematopoietik kok

hiicreler, yaygin olarak bilinen multipotent kok hiicre 6rnegidir (Augello ve ark., 2010).

Oligopotent kok hiicreler yalnizca yakin iligkili hiicre tiplerine farklilasabilir. Miyeloid

ve lenfoid hiicreler oligopotent kok hiicrelerdir (llic ve ark., 2011).

Unipotent kok hiicreler ise, sinirlt gelisim potansiyeli sergilerler ve spermatogoniyalin
sperme farklilagmasi gibi yalnizca tek bir hiicre tipine yol agar (De Los Angeles ve
ark.,2015).

Kok hiicreler simetrik boliinmeyle kok hiicre 6zelliklerini koruduklar: iki es hiicre
tiretebilirken; birinin kok hiicre olarak kaldigi, digerinin ise farklilasarak 6zellesmis
hiicrelere doniistiigli asimetrik boliinme gerceklestirerek birbirinden farkli iki hiicre de

olusturabilir (Ulloa-Montoya ve ark., 2005).

Kok hiicreler gorevlerinin daha iyi anlagilmasi i¢in kokenlerine gore; embriyonik, fetal
ve yetiskin kok hiicreler olarak {i¢ grupta degerlendirilebilir (Sekil 2.1). Yetiskin kok
hiicrelerin viicutta ¢ogu organda yer aldigi bilinir. Bu kok hiicreler nispeten
farklilasmamistir  ve  dokulardaki toplam  hiicrelerin  kiigiik bir  yiizdesini
olusturur. Asimetrik ve simetrik boliinme ile kok hiicre oranini ve hiicre popiilasyonunu
apoptoz gibi siireglere kars1 dengede tutar. Kendini yenileme ve farklilagma yetenekleri
ile kok hiicreler doku onarimi1 ve homeostazide 6nemlidir (Donovan ve Gearhart, 2001).
Ayrica dokularda uzun siire boyunca varligimi siirdiirerek popiilasyonun devamini
saglamas1 baz1 doku kanserlerinin kok hiicrelerden kdken alabilecegini diistindiirmiistiir

(Foster ve ark., 2002).



Fetal kok hiicreler iki farkli kaynaktan izole edilebilir. Bunlar; fetusun kendisi ve
destekleyici ekstra embriyonik yapilar. Kan, bobrek, karaciger, akciger gibi fetal dokular
kok hiicre kaynagidir. Ayrica amniyotik membran, amniyotik sivi, Wharton jolesi ve
plasenta gibi ekstra embriyonik dokulardan da kok hiicreler izole edilmistir ancak etik
itirazlar bunlarin uygulanmasindaki baslica sorundur (Marcus ve ark., 2008; Kmiecik ve
ark., 2013).

Embriyonik kok hiicreler ise; endoderm, ektoderm ve mezoderm olarak adlandirilan iig
embriyonik germ tabakasina farklilasabilen pluripotent 6zellikli kok hiicrelerdir (Martin,
1981; Kleinsmith ve Pierce, 1964).

Kiiltiirde yetistirilebilen ilk pluripotent hiicreler bir tiimor olan teratokarsinomlar olsa da,
blastosist asamasindaki embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden pluripotent kok hiicre elde
edilebildiginin kesfedilmesiyle bu yontem yaygin olarak kullanilmaya baslamistir (Sekil
2.2) (Martin, 1981; Stevens, 1958).

Déllenme Blastosist

S

Sekil 2.2. Pluripotent kok hiicrelerin  dollenmeden yaklasik dort giin sonra blastosist
asamasindaki embriyonun i¢ hiicre kiitlesi kullanilarak kiiltiire edilmesi (Donovan ve Gearhart,
2001).

Embriyonik kok hiicrelere alternatif olarak yeniden programlamayla ve c¢ekirdek
transferiyle pluripotent hiicreler elde edilir. Ayrica halihazirda yetiskin dokulardan da
pluripotent 6zellikte kok hiicreler elde edilir (Liu ve ark., 2020).



Yetiskin pluripotent kok hiicreler teratom olusturmadan tek bir hiicreden in vivo ve in
vitro olarak {i¢ germ katmanini iretebilir. Strese dayaniklidir ve embriyonik kok
hiicrelerden farkli olarak ¢ogalma aktiviteleri ¢ok yiiksek degildir (Kuroda ve ark.,
2010). Yetiskin kok hiicreleri genellikle yiiksek DNA onarim kapasitesi gosterir ve bu
kapasite farklilagmayla azalir. DNA hasar1 gerceklesmezse veya yanlis onarilirsa kok
hiicrede mutasyonlar birikerek genetik istikrarsizliga ve kanserlesmeye sebep olabilir

(Rocha ve ark., 2013).
2.1.1. Pluripotensi

Pluripotensi tek bir hiicrenin, gelismekte olan ve yetigkin organizmanin tiim hiicre

soylarini esnek bir sekilde olusturma kapasitesidir (Silva ve ark., 2009).

Pluripotent hiicreler onlar1 diger hiicre tiplerinden ayiran bir¢ok ortak 6zellige sahiptir.
Bu ozelliklerden bazilar1 dokulardan ve yetiskin hiicrelerden elde edilen pluripotent
hiicrelerin se¢iminde ve karakterizasyonunda kullanilabilir. Pluripotent kok hiicreler
Oct4, Nanog ve Sox2 transkripsiyon faktorlerini, hiicre yilizey proteinleri
olan glikolipid antijenleri; Stage Specific Embryonic Antigen (SSEA) 3 ve SSEA-4 ve
keratan siilfatla iliskili TRA-1-60 ve TRA-1-81 antijenlerini eksprese ederler. Hiicre
se¢ciminde hiicre yiizey belirteglerinin kullanilmas1 saglam ve basit bir yontemdir
(Goodwin ve ark., 2020; Thomson ve ark., 1995; Wang ve ark., 2012).

Buna ek olarak bir membran enzimi olan alkalen fosfataz insanlarda farkli dokularda
bulunmasina ragmen pluripotent Ozellikteki plasentada bulunani yiiksek sicakliga
dayanikli olmasi ile diger dokulardan ayrilir. Bu nedenle immiin boyama Oncesi 1s1
uygulamasiyla plasentada olmayan alkalin fosfatazlar etkisiz hale getirilebilir. Ayrica
farklilagsma testleri, karyotip analizi, kisa ardisik tekrar (STR) analizi gibi analizler de
karakterizasyonda kullanilabilir (Marti ve ark., 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycolipid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/keratan-sulfate

2.2. Kanser

Kanser; genellikle dogrudan veya dolayli olarak genom hasariyla baslayan, hiicre
tiplerinin ¢ogundan koken alabilen, mikrogevresinin biiylime ve biiyiime karsiti
sinyallerinden bagimsiz sekilde nispeten sinirsiz ¢ogalabilen, apoptoza direngli, normal
doku smirlarmi agarak metastaz yapabilen heterojen bir hastaliktir (Hanahan ve
Weinberg, 2000; Stratton ve ark., 2009). Tedavi edilmediginde 6liimle sonuglanma orani

yiiksektir. Ayrica diinya ¢apinda her 6 6liimden 1’inin nedeni olan yaygin bir hastaliktir

(Society, 2018).

Tablo 2.1. Yeni Kanser Vakalari ve Oliimleri Global-2018 (Society, 2018)

Yeni Kanser Vakalan

Kanser Oliim Oranlan

Amerikan Kanser Toplulugu (American Cancer Society) (AKT) nin verilerine gore;
diinya capinda erkeklerde goriilen kanser vakalarinin %16’s1 akciger kanseri, %14’
prostat kanseridir. En yiiksek oranda goriilen bu iki kanserden akciger kanseri %22 ile
erkeklerde kansere bagli oliimlerin 6nde gelen nedenidir. Kadinlarda goériilen kanser
vakalarinin %25’i meme kanseri, %10°u kolon kanseridir. Kadinlarda meme kanseri

%15 oraninda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir (Tablo 2.1) (Society, 2018).

Erkek Kadmn
Abkciger& brons 1,368,500  %lé Meme 2,088,800 %25
Prostat 1,276,100 %14 Kolon & rektum 823,300 %10
Kolon & rektum 1,026,200 %12 Abcifer& brong 725,400 %9
Mide 683.800 %38 Rahim Agz1 569,800 %7
Karaciger 596,600 %7 Tiroid 436,300 %5
Mesane 424,100 %35 Uterin korpus 382,100 %5
Gzafagus 399,700 %5 Mide 349,900 %od
Non-Hodgkin lenfoma 284,700 %3 Ovaryum 295,400 %4
Bibrek 254,500 %3 Karaciger 244,500 %3
Lsemi 249.500 %3 Non-Hodgkin lenfoma 224,900 %3
Toplam Vaka 8,818,700 Toplam Vaka 8,218,200
Erkek Kadm

Akciger & brong 1,184,900 %22 Meme 626,700 %15
Karaciger 548,400 %10 AlkciSer& brong 576,100 %14
Mide 513,600 %10 Kolon & rektum 396,600 %10
Kolon & rektum 484.200 %0 Rahim Agz1 311,400 %8
Prostat 359,000 %7 Mide 269,100 %6
Ozafagus 357,200 %7 Karaciger 233,300 %06
Pankreas 226,900 %4 Pankreas 205,300 %5
Losemi 179,500 %3 Ovaryum 184,800 %4
Mesane 148,300 %3 Ozefagus 151,400 %od
Non-Hodgkin lenfoma 146,000 %3 Losemi 129,500 %3
Toplam Vaka 5,347,300 Toplam Vaka 4,142,600




2.2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri diinya ¢apinda kadinlarda en sik teshis edilen kanserdir ve kadinlarda
kansere bagli 6liimde birinci siradadir.  Ulkeler egitim, saglik, yasam standardina gore;
diisiik, orta, yiiksek ve cok yiiksek Insani Gelisme Endeksli iilkeler seklinde
gruplandirilir. Orta Insani Gelisme Endeksli iilkelerde kadinlar arasinda kansere bagl
oliimlerin 6nde gelen nedenidir ve diger Insani Gelisme Endeks seviyelerindeki
ilkelerde ikinci siradadir (Society, 2018). Meme kanseri insidans oranlar1 2000'li yillarin
ortalarindan bu yana yilda yaklasik %0.5 artmistir. Meme kanserinde 5 yillik sag kalim
oran1 1975-1977 arasinda %75 iken 2012-2018 yillarina gelindiginde bu oran %91°e
cikmigtir. Meme kanserine yakalanma veya meme kanserinden 6lme riski genellikle

yasla birlikte artar (Society, 2018).

2022 yihinda Tiirkiye'de Kadinlarda Gorilen Yeni Kanser
Vakalari

Meme Kanseri
24%
Diger Kanserler = Meme Kanseri
3% = Tiroid
m Kolorektum
m Akciger
Tiroid; 12% Korpus Uteri
u Mide
= Diger Kanserler
Mide ; 4%
Kolorektum; 9%
Korpus Uteri
7%

Akciger; 7%

Sekil 2.3. 2022 yilinda Tiirkiye'de Kadinlarda Goriilen Yeni Kanser Vakalar1 (WHO, 2022).

Diinya saglik orgiitii 2022°de Tiirkiye’de 240 013 yeni kanser vakasi ve 129 672 kansere
bagl 6liim olduguna dair rapor yayinladi. 2022’de 107 537 kadina kanser vakasi teshisi
konulmustur. Bunlarin 25 249 (%23,5)’i meme kanseridir. Kansere bagli 6liimlerin 7

360 (%5,7)’1i meme kanseri sebebiyle hayatin1 kaybetmistir (Sekil 2.3) (WHO, 2022).



Hastaligin erken asamasinda tespiti iyilesme yiizdesini 6nemli 6lgiide arttirir. Meme
kanseri ilk donemde belirtileri gostermeyerek hastaligin ge¢ tespit edilmesine neden
olur. Bunun 6niine ge¢cmek i¢in kadinlara meme kanseri hakkinda bilgilendirme, saglik
egitimi ve belirti tagimasa bile stk muayene ve taramalarin yapilmasi onerilmektedir.
Yas, cinsiyet, genetik yatkinlik ve bazi zararli etkenlere maruz kalma gibi risk

faktorlerini tagiyan gruplarin takip ve taramalarinin aksatilmamasi dnemlidir.

Kadin olmak, yaslanma, beyaz etnik grup, pozitif aile dykiisii, daha 6nce meme kanseri
Oykiisii, kusurlu genin varligi, adet doneminin erken yasta baslamasi ve ge¢ menopoz,
diyabet meme kanserinin bilinen onemli risk faktorleridir. Bunun yaninda kontrol
edilebilen bazi risk faktorleri de vardir. Bunlar; dogum kontrol haplari, alkol ve sigara
tilkketimi, iyonlastiric1 radyasyon, obezite, 30 yas oncesinde ¢ocuk sahibi olmamak ve

uyku bozuklugudur (Madigan ve ark., 1995; Milosevic ve ark., 2018).

Meme kanseri normal meme epitel hiicrelerinin olagan dis1 artis1 ve bunun sonucu
doku diizeninin bozulmasiyla gelisir (Rivenbark ve ark., 2013). Meme kanseri; dstrojen
reseptorli (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ile insan epidermal biiylime faktorii 2
(HER2) gibi reseptorlerin ekspresyonuyla ¢esitli morfolojileri ve alt tipleri olan
heterojen bir hastaliktir (Nakada ve ark., 2017). Reseptorlerin durumuna gore liiminal
A, liminal B, HER2 pozitif ve Giglii negatif alt tipler olarak siniflandirilabilir (Dai ve
ark., 2017).

2.2.1.1. Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC)

Meme kanserinin agresif bir alt tipi olan ER, PR ve HER2 ekspresyonlarinin olmamasi
ile tammlanan Uglii Negatif Meme Kanseri (TNBC); meme kanseri hastalarin yaklagik
%15 ila %20'sini olusturur (Masuda ve ark., 2013). Buna ragmen meme kanseri
Olimlerinin biiyiikk bir kismindan sorumludur. TNBC erken niiks ile iliskilendirilir.
Hastalarda kanser 4 y1l i¢inde yiiksek oranda niikseder, ayn1 zamanda 5 yillik sag kalim
da diisiiktiir (Bauer ve ark., 2007; Dent ve ark., 2007).



TNBC’lerde siklikla erken ve uzak metastaz goriilmesi ve hastaligin seyrinin daha kot
olmas diger alt tiplere oranla biyolojik olarak daha agresif oldugunu gosterir (Haffty ve
ark., 2006).

ER, PR ve HER2 reseptorlerinin eksikligi nedeniyle TNBC, Tamoksifen ve aromataz
inhibitorleri gibi hormonal bazli tedavilerden ve Trastazumab gibi HER2'ye yonelik
tedavilerden fayda gormez (Carey ve ark., 2007). Cerrahi tedavi ve kemoterapi TNBC
tedavisinde mevcut se¢enckler arasinda en uygunlar1 gibi goriinmektedir (Wahba ve El-
Hadaad, 2015). TNBC kemoterapiye duyarli olsa da duyarliligi, tiimor hetorojenliginin
yiilksek olmasi sebebiyle, kemoterapi ilacinin tiirine ve TNBC’nin alt tipine gore

degisiklik gosterir (Isakoff, 2010).

TNBC diger alt tiplere oranla baslangicta antrasiklin bazli kemoterapiye daha yiiksek
duyarlilik gostermesine ragmen kemoterapiden sonra niiksetme orani yiiksektir. Bu
niikseden tiimorlerde tipik olarak kemoterapiye direng vardir ve daha kotii sagkalimla

iligkilidir (André ve Zielinski, 2012; Carey ve ark., 2007).

TNBC'de kemoterapi direncine, tedavinin ardindan tiimdriin yeniden biiylimesine,
kendini ve popiilasyonu yenileme yetenegine sahip tiimdriin alt popiilasyonu kanser kok
hiicrelerinin (KKH) neden olduguna dair kanitlar vardir (Lee ve ark., 2011). KKH’nin
tim meme kanseri alt tiplerinde olsa da TNBC’de oranin daha yiliksek oldugu

bilinmektedir (Park ve ark., 2010).
2.2.1.1.1. MDA-MB-231

MDA-MB-231 M. D. Anderson Hastanesi ve Tiimor Enstitiisii'ndeki hastalardan izole
edilmis epitelyal insan meme kanserinin en sik kullanilan TNBC hiicre dizisidir

(Cailleau ve ark., 1978; Chavez ve ark., 2010).

ER, PR ve HER2 negatif olmasindan &tiirii hiicre dizisi baglangi¢ta bazal meme kanseri
hiicre dizisi olarak diisiiniilse de claudin-3 ve claudin-4'iin asagi regiilasyonunu, Ki-67

diisiik ifadesini, epitelyal-mezenkimal gegisle iligkili isaretleyicilerin zenginlesmesini ve
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CD44+ /CD24- gibi meme kanseri kok hiicreleri ile iliskili 6zelliklerin ekspresyonunu
sergiledigi icin Claudin diizeyi diisiik molekiiler alt tipine ait oldugu kabul edilmektedir
(Holliday ve Speirs, 2011).

Claudin diizeyi diistik timor alt tipleri diger alt tiplerle karsilastirildiginda en yiiksek
damar yapisina sahip oldugundan metastaz yapmaya yatkindir. Bu kanser hiicreleri
endotelyal 6zelliklere sahiptir. Bu yiizden beyin ve akciger gibi hayati organlara yayilma
ihtimali ytiksektir. (Harrell ve ark., 2014).

2.2.2. Kemoterapi

Kanserin tedavi yontemleri ¢ogunlukla radyasyon, cerrahi, kemoterapi, immiinoterapi ve

hormonal tedaviden olusur (Baskar ve ark., 2012).

Lokalize timérde hastalarin bir kismi cerrahi veya radyoterapi ile tedavi edilmektedir.
Ancak geri kalan vakalarda erken metastaz karakteristik bir 6zelliktir ve etkili kanser
tedavisi i¢in kemoterapi gereklidir. Lokal olarak ilerlemis hastalarda kemoterapi siklikla
radyoterapi ile birlestirilir ve bu tiir kombine yontemlerle klinik sonuglarin iyilesmesi

saglanir (Chu ve Sartorelli, 2018).

Kemoterapi; ilerlemis veya daha etkili tedavinin bulunmadig1 kanserler i¢in birincil
tedavi, cerrahi veya radyasyon tedavisinin yetersiz kaldiginda yardimei tedavi olarak
kullanilmaktadir. Ilerlemis metastatik hastalarin tedavisinde ana yaklasim olmustur
ancak ileri evre timorlerde kemoterapi tiim hastalarinin yiizde 10'undan azini tedavi

edebilmektedir (Chu ve Sartorelli, 2018).

Kemoterapi, hizli biiyliyen kanserli hiicrelerin boliinmesinin  engellenmesine
dayanmaktadir bu ylizden sa¢ kokleri, kemik iligi ve mide-bagirsak sistemi hiicreleri
gibi hizli ¢ogalan normal hiicreleri de etkilemektedir. Kemoterapinin normal hiicreleri
gelisigiizel yok etmesi, kemoterapdtik ilaglarin toksisitesi ve ¢oklu ilag direncinin
gelismesi  kemoterapinin istenmeyen yan etkileridir (Pérez-Herrero ve Fernandez-
Medarde, 2015).
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Toksisiteden kaginmak i¢in doz azaltimi uygulansa da bu durum genellikle tedaviyi
olumsuz etkiler. Doz yogunlugu kemoterapinin etkisini smirlayan ana faktorlerden
biridir. Dozdaki azalma genellikle timorii tedavi etme kapasitesinde bir kayipla
sonuglanir ve tiimor hiicreleri tamamen ortadan kaldirilamayabilir, bu da niiksetmeye yol
acabilir. Ilerlemis yumurtalik, meme, akciger ve kolon kanserleri gibi birgok kati
tiimorde doz yogunlugu ile klinik etkinlik arasinda pozitif bir iligki belgelenmistir (Chu
ve Sartorelli, 2018).

2.2.2.1. Doksorubisin

DNA replikasyonunda, transkripsiyonunda ve diger hiicresel islemlerde ¢ift sarmalin
acilmasiyla siipersarmal (siiperkoiller) olarak adlandirilan diglimler olusabilir.
Topoizomerazlar gegici tek ya da ¢ift sarmal kirigr olusturarak siipersarmali diizenler.
Topoizomerazlarin calismamasi durumunda siipersarmal diigiimleri ¢oziilemez. Buna
bagli olarak DNA iplikleri birbirinden ayrilamaz, bu da hiicre i¢in 6liimciil sonuglar

dogurabilir (Wang, 2002).

Farkli kanser tiirlerinde yaygin olarak kullanilan DOX; DNA baz giftleri arasina girip,
topoizomeraz | ve Il'yi inhibe ederek ¢ift zincir kirigi, histonlar1 ¢ikararak ise kromatin
hasar1 olusturur ve hiicreyi apoptoza gotiiriir (Moiseeva, 2019; Pang ve ark., 2013).
Hiicre i¢ine pasif difiizyon ile girerek stoplazmada serbest radikal olusumuna neden olan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ftiretip oksidatif strese de neden olabilir (Franco ve ark.,
2018).

DOX diger ismiyle andriamisin; Streptomyces peucetius'tan elde edilmistir ve
antrasiklin antibiyotiklerinin zayif kimyasal baz 6zelligi tasiyan, suda ¢oziinebilen bir
tirevidir (PubChem, 2022; Moiseeva, 2019). DOX; erken ve ge¢ evre meme kanserinin,
yumurtalik kanserinin tedavisinde sik kullanilan, ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)
onayli anti-neoplastik ajandir (Franco ve ark., 2018; PubChem, 2022). Yiiksek dozda
kat1 ve siv1 timdrlerde biiyiik etki gostermesine ragmen yan etkilerden korunmak i¢in
siirlt dozda, genellikle hastanin viicut yiizey alanina gére ayarlanmis dozda verilir

(Franco ve ark., 2018; McKenna ve ark., 2017; Pang ve ark.,2013; Weiss, 1992).
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Akut olarak bulanti, kusma ve miyelosiipresyon goriiliirken; kalp, karaciger, beyin veya
bobrekte kronik toksisite gelistirebilir. Yiiksek doz kullanimini biiyiikk oranda DOX un
en belirgin yan etkisi olan geri doniisiimsiiz kardiyotoksisite sinirlar (Lefrak ve ark.,
1973; Wang ve ark., 2012). Yan etkiler ve ila¢ direnci DOX kullaniminda en biiyiik
siirlamalardir (Hortobagyi, 1997).

Kanser hiicresinde DOX direncine; ilag disa atim sistemleri ve DOX un zincir kirigi
olusturma  yetenegindeki, topoizomeraz Il  aktivasyonundaki ve  apoptoz
sinyallemesindeki degisiklikler neden olur. Bu degisikliklerin ¢ogu, kok hiicre benzeri
bir fenotipe sahip tiimdr hiicrelerinde belirgindir (Cox ve Weinman, 2016; Lage ve ark.,
2000).

DOX buzdolabinda ve 1siktan uzak bir yerde saklanmalidir. Dokulara hizli dagilim
gosterir ve 48 saate kadar eliminasyon yar1 dmriine sahiptir (Johnson-Arbor K ve Dubey,
2017).

2.2.2.2. Ila¢ Direnci

Kanserde kemoterapinin basarisiz olmasindaki temel sebep ila¢ direncidir (Chu ve
Sartorelli, 2018).

Kemoterapi direncine; kanserin tiimor mikro ortami, ilag metabolizmasini degistirmesi,
ilaglarin emilimini azaltmasi, kemoterapotik ajanlarin hedeflerini degistirmesi, DNA
onarimint gelistirmesi, ilaglarin hiicre disina salinimini arttirmasi, antikanser ilaglarini
inaktive etmesi, hiicre Oliimiinii baskilamasi, ayrica KKH’lerin varligi, epigenetik
degisiklikler, mikroRNA’lar, pH ve diger timor hiicreleriyle etkilesimler gibi gesitli
icsel ve digsal faktorler neden olabilir (Mansoori ve ark.,2017).

Geleneksel kemoterapiler baslangicta tiimor biiylimesinin kontrol edilmesinde etkilidir
ancak bircok hastada zaman icinde niiks eder. Tipik olarak kemoterapiye ilk yanittan
sonra tekrarlayan tiimoérler birden fazla ilaca direncglidir. Tiimor ilag direncini agiklayan

4 ilag direnci modeli tanimlanmistir (Dean ve ark., 2005).
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Sekil 2.4. Tiumor ilag direnci modelleri (Dean ve ark.,2005).

a) Geleneksel ila¢ direnci modeline gore; genetik degisiklikler sebebiyle ¢oklu ilag
direncine sahip az sayidaki hiicre kemoterapi sirasinda canli kalir ve kemoterapinin
kesilmesinden sonra c¢ogalarak ilaca direngli yeni popiilasyonu olusturur (Sekil 2.4)

(Dean ve ark., 2005).

b) KKH modeline gore; tiimorler ilaca direngli kiigiik bir tiimor kok hiicresi popiilasyonu
ve farklilagsmis normal tlimor hiicrelerini igerir. Kemoterapiyle normal tiimor hiicreleri
Oliir, ilaca direngli kok hiicreler canli kalir. Tedavinin kesilmesinden sonra bu hiicreler
baslangigtaki gibi heterojen bir tiimor popiilasyonu olusturur (Sekil 2.4) (Dean ve ark.,
2005).

¢) Edinilmis diren¢ kok hiicre modeline gore; tiimor kok hiicreleri tedavide canli
kalirken, farklilasmis hiicreler olir. Canli kalan tiimor kok hiicrelerinde bulunan

mutasyonlar ilaca direngli bir fenotip kazandirir (Sekil 2.4) (Dean ve ark., 2005).
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d) Igsel direng modeline gore; hem kok hiicreler hem de farklilasmis hiicreler dogasi
geregi ilaca direnglidir. Bu nedenle tedavi sirasinda az bir kismi etkilenir veya hig

etkilenmez, boylece tiimor biiylimesine neden olur (Sekil 2.4) (Dean ve ark., 2005).
2.2.3. Kanser Kok Hiicresi

Kanser Kok Hiicreleri (KKH); kendilerini ve bulunduklart tiimér popiilasyonunu
olusturma kapasitesine sahip tiimor alt popiilasyonudur ve kendilerine 6zgl ylizey
belirteglerini ifade eder (Xu ve ark., 2009). Tedavi kesildikten bir siire sonra tedavi ile
tamamen temizlenememis uykudaki KKH tiimérii tamamen yeniler ve bu durum

kanserin hastalarda neden tekrar niiksettigini agiklar (Al-Hajj ve Clarke, 2004).

KKH'nin kdkenini agiklarken iki olasilik tizerinde durulur. Birincisi, somatik kok veya
progenitor hiicrelerden genetik degisikliklerle kanserleserek ortaya c¢ikmasidir. Digeri,
mutasyon yoluyla kanserlesen hiicrenin farklilagsarak kok hiicre 6zellikleri kazanmasidir

(Lawson ve ark., 2009).

KKH’lerinin, normal kok hiicreler gibi apoptoza ve kemoterapiye direncli oldugu
goriilmiistir. KKH’nin direncinin birgok sebebi olabilir. Ornegin; kok hiicreler
kendilerini yenileme ve farklilasma yeteneklerinin yani sira hareketsizdirler ve nadiren
bolinirler.  KKH genellikle Gg'dadir dolayisiyla hiicre dongiisiinii  hedefleyen
kemoterapi ajanlarina direnclidir. KKH’lerinin goreceli hareketsizlikleri ve yiiksek
diizeyde spesifik ilag¢ tasiyicilarini eksprese etmeleri kemoterapiye dogal olarak direncli
olduklarmi kanitlar niteliktedir. Gelismis DNA onarim mekanizmalar1 nedeniyle de
DNA'ya zarar veren ajanlara karsi direngli olabilirler. Kok hiicreler antiapoptotik
proteinler de sentezlemektedir. Ayrica tiimore 6zgli antijenleri ifade etmeyen KKH’ler
antijen hedefleyen tedavilerden de korunabilir (Dean ve ark., 2005; Shervington ve Lu,
2008; Wicha ve ark., 2006).

KKH tek bir hiicreden tiimorii yeniden biiylitebilen bir hiicredir dolayisiyla eger timor
kontrol altina alinmak isteniyorsa temelde bu hiicrelerin kontrol altina alinmasi

gerekmektedir (Wicha ve ark., 2006).
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Meme kanseri kok hiicre kavrami yakin zamanda olusturulmustur. KKH’ler genetik
istikrarsizliklarini yansitan kromozom anormallikleri ile karakterize edilirler. Bu genetik
dengesizlik ayn1 zamanda kemoterapi ve radyoterapiye direngli olmalarina katki saglar.
Yapilan ¢alismalarda; meme kanseri kok hiicrelerinin metastaz yapma yeteneklerinin,
radyasyona ve kemoterapiye karsi direnglerinin normal kanser hiicrelerine oranla daha
fazla oldugu gorilmistir (Chu ve Sartorelli, 2018; Ma ve ark., 2014; Tang ve ark.,
2007).

Meme kanserinin tiimorii tekrar olusturabilen bu alt popiilasyonunun, kok hiicre
belirteci olan CD44 eksprese ettigi goriilmistiir (Ponti ve ark., 2005). Ekspresyon
oraninin TNBC’de diger meme kanseri alt tiplerine gore daha yiiksek oranda oldugu

rapor edilmistir (Idowu ve ark., 2012).

Nanog, Oct4 ve Sox2 gibi pluripotensi iligkili transkripsiyon faktorleri tliimor agresifligi,
ilag direnci ve kotii klinik sonuglarla iliskilendirilmistir. TNBC‘ler bu bulgularla tutarl
sekilde pluripotensi iligkili transkripsiyon faktorlerini diger alt tiplere oranla daha fazla
eksprese eder (Fultang ve ark., 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Temini ve Kiiltirii

Bu tez calismasinda; MDA-MB-231 hiicre kiiltiiri hattt American Type Culture

Collection (ATCC)’den ticari olarak satin alinmistir.

MDA-MB-231 hiicre kiiltiirii i¢in %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 L-glutamin, %1
Penisilin-Streptomisin (PS) igeren Dulbecco's Modified Eagles Medium (DMEM) High
besiyeri kullanildi (Seabra ve ark., 2023).

Azot tankinda muhafaza edilen hiicreler Dimetil Siilfoksit (DMSO) etkisinden korunmak
icin Bazal DMEM igerisinde 1:10 oraninda ¢ozdiirtildii. 350 x g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Ardindan 10 mL Dulbecco’nun fosfat tamponlu ¢ozeltisi (DPBS) ile bir kez
yikandi. Yikama isleminden sonra hiicreler; %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 PS igeren 20
mL High DMEM besiyerinde ¢oziiliip 175 em?lik kiiltiir kaplarina ekildi. %5’lik CO,
ve 37° C’lik inkiibatore konuldu. Hiicreler her giin 151k mikroskobunda kontrol edildi.

Pasaj i¢in Tripsin- Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) hazirlandi. 175 cm®lik kiiltiir
kabindaki hiicrelere kiiltiir kabinin yiizeyini kaplayacak kadar (18 mL) Tripsin-EDTA
eklendi. 1.5 dakika inkiibatorde bekletildi. Mikroskopta kontrol edildi. Hiicrelerin
tamamen kalkmas1 i¢in kiiltiir kabina yavasca vurularak tekrar mikroskopta bakildi.
Daha sonra tripsin aktivitesini durdurmak icin tripsin-EDTA miktarinin 10 da 1’1 kadar
(1.8 mL) FBS konuldu. Ardindan hiicreler 50 mL’lik falkona aktarildi. Kiiltiir kabi
DPBS ile yikanip aymi falkona aktarildi. 350 x g’de 5 dakika santrifiij yapildi.
Siipernetant atildi. Pellet 10 mL DPBS ile ¢oziiliip sayimi yapildi. Sayilan 107 hiicrenin
54.000’1 6 kuyucuklu plakaya ekmek i¢in 2 mL’si ayr1 bir falkona alindi. 350 x g’de =
dakika santrifiij yapildi. 12 mL DMEM (High) besiyerinde ¢oziilerek 6 kuyucuk



plakaya her bolmeye 2 mL (her bélmeye 90.000 hiicre) konuldu. Mikroskopta bakilip
inkibatore kaldirildi. Kalan hiicreler azot tankina konulmak {izere hazirlandi. Dondurma
mediumu %70 FBS, %10 DMSO, %20 DMEM oraninda hazirlandi. Hiicreler 4.5 mL
dondurma mediumu igerisinde ¢oziilerek etiketlenen 3 adet cryo tlipiine 1.5 mL’ser

olacak sekilde aktarildi. Bir gece -80° C’ye daha sonra azot tankina kaldirildu.
3.2. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIC) Tayini

Barkotlanan 6 kuyucuklu plakaya ekim yapildi. GFP (Green Fluorescent Protein)
transfeksiyonunda kullandigimiz plazmit, higromisin direng geni tasidigindan MDA-

MB-231 hiicrelerine higromisin igin MIC tayini yapildi.

Konsantrasyonlarinda higromisin igeren besiyeri elde etmek i¢in stok Higromisin B 50
mg/mL stogundan 2 mL DMEM (High) besiyerine konulmasi gereken higromisin

miktar1 hesaplandi.

1. Kuyucuk 10 pg/ mL igin: 0.4 pL
2. Kuyucuk 25 pg/mL i¢in: 1 pL
3. Kuyucuk 50 pg / mL i¢in: 2 pL
4. Kuyucuk 100 pg/ mL i¢in: 4 pL
5. Kuyucuk 200 pg / mL i¢in: 8 pL
6. Kuyucuk 300 pg/mL i¢in: 12 uL

6 kuyucuklu plakadaki eski besiyeri atildi. DPBS ile yikandi. Her kuyucuya 2 mL
besiyeri ve ardindan hesaplanan miktarlarda higromisin konuldu. Mikroskopta kontrol
edildikten sonra inkiibatére konuldu. 15 giin boyunca bu islem 2 giinde 1 yapildi. 15.
giiniin sonunda MIC degeri canlilifin gézlemlenmedigi en diisiik konsantrasyon 100

ug/mL olarak belirlendi (Gul Amuk ve ark., 2020).
3.3. Hiicrelere Green Fluorescent Protein (GFP) Transfeksiyonu

175 cm?lik kiiltiir kabinda yeterli yogunluga ulasan MDA-MB-231 hiicrelerine pCMV-

GFP plazmid transfeksiyonu elektroporasyon yontemi kullanilarak gerceklestirildi.
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Bunun i¢in 175 cm?®lik kiiltiir kabindaki eski besiyeri atildi ve DPBS ile yikandu.
Tripsinle hiicreler falkona toplandi. Santrifiij ardindan DPBS ile ¢oziilerek hiicreler

sayildi. 15 X 10° hiicreye tekrar santriflij yapilir.

MDA-MB-231 hiicrelerinin Green Fluorescent Protein (GFP) ile transfeksiyonu Neon
transfeksiyon Kiti ve neon transfeksiyon sistemi kullanilarak firmanin talimatlarina gére
yapildi. Santrifilij sonrasi hiicre pelleti 600 puL (Resusension Buffer) R Buffer ile
¢ozildi tizerine 7 uL GFP plazmid eklendi. Pipetajlanan karistm Neon tip (100 pL’lik)
igerisine ¢ekilip 4 mL (Electrolytic Buffer) E Buffer koyulan tiip igerisinde
transfeksiyon standina yerlestirilip 1400 V 10 ms 4 pulses ve 1350 V 20 ms 2 pulses
parametreleri kullanilarak transfeksiyon gergeklestirilir. 2 mL’ser besiyeri ile konulan 6
kuyucuklu plakaya ekildi. 24 saat sonra mic degeri 100 pg/mL olarak belirlenen
higromisinden 100 pg/mL (2 mL‘ser besiyeri igin 4 uL‘ser) uygulamaya baslandi. Bu
islem 15 giin boyunca besiyeri idamesi ile gergeklestirildi. Her giin mikroskopta takip
edildi. 15 giiniin sonunda GFP (+) hiicreler elde edildi.

3.4. immiinoflorasan Boyama ve Konfokal Mikroskopta Goriintiileme

Hicbir uygulamanin yapilmadigi Wild Tipe (WT) MDA-MB-231 hiicreleri ve
transfeksiyon ile GFP (+) olan MDA-MB-231 hiicreleri konfokal mikroskop i¢in
hazirlanmistir. (Bu islemlerde sterilizasyon 6nemli olmadigi i¢in kabinde yapilmadi.)
Bunun igin; 1 giin once igerisine disk konmus 6 kuyucuklu plakaya ekimi yapilan
hiicrelerin eski besiyeri atildi. 1 mL DPBS ile 3 kez yikandi. Fiksasyon icin %4’liik
paraformaldehitten 1 mL konularak 15 dakika bekletildi. Daha sonra 3 kez DPBS ile
yikand1. 20 mL DPBS ve 1 mL DAPI konularak hazirlanan DAPI ¢ozeltisinden 1 mL
konuldu. Karanlhkta 5 dakika bekletildi. (DAPI’nin hazirlanmasi ve uygulanmasi
sirasinda goriintii alinana kadar tiim asamalarda karanlik olmalidir.) 5 dakikanin sonunda
3 kez DPBS ile yikandi. Son yikamada DPBS ¢ekilmeden disk alindi ve yapistirma
soliisyonu konulan lam iizerine hiicreler i¢ yilizeyde olacak sekilde konuldu. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra +4° C buzdolabina kaldirldi. 2 giiniin

ardindan mikroskopta goriintiilendi (Acar ve ark., 2021).
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3.5. Manyetik Aktif Hiicre Siralamas1 (MACS) Kullanilarak Pluripotent

Hiicrelerin Secimi ve Pozitif Hiicrelerin Negatif Grup ile Karistirtlmasi

SSEA-3 ve SSEA-4 belirtegleri ile GFP (+) MDA-MB-231 hiicre hattinda pluripotent
pozitif hiicre se¢cimi ve GFP (-) MDA-MB-231 hiicre hattinda pluripotent negatif hiicre
secimi MS kolon kullanilarak manyetik aktif hiicre siralamast (MACS) metodu ile

yapildi.

GFP (+) ve GFP (-) Hiicre Kkiiltiirlerinin ikisi de tripsin ile kaldirildi. DPBS ile
yikadiktan sonra strainerdan gegirildi. Saymmi yapildi. 2 X 10° hiicre olacak sekilde
falkona aktarildi. 350 x g’de 5 dakika santrifiijlenip siipernetantlari atildi. 20 mL MACS
soliisyonuna 1 mL BSA konularak MACS Buffer hazirlandi. Santrifiijjden alinan
hiicrelerin stlipernetant1 atildi. Pellet 160 pL MACS Buffer ile ¢oziiliip lizerine 20 pL
anti-SSEA-3 ekleyip 15 dakika +4’de inkiibe edildi. Ardindan 20 pL anti-PE ve 20 pL
anti-SSEA-4 mikrobeadleri eklendi. 15 dakika inkiibasyon i¢in +4° C buzdolabina
konuldu. Inkiibasyondan sonra siispansiyon 2 mL’ye tamamlanarak 300 x g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Hiicre pelleti 500 uL. MACS Bufferda ¢oziildii. Manyetik alanina
yerlestirilen MS kolon 1 kez 500 pL MACS Buffer ile yikandi. Hiicre solisyonu
kolondan gegirildi. Ardindan 3 kez 500 uL MACS Buffer ile yikandi.

Gegis yapip toplanan grup negatif gruptur. GFP (-) grubun kolandan gecerek toplanan
SSEA-3 ve SSEA-4 negatif hiicreler sayildi. Kolon atildi. GFP (+) grubun kolondan
gecen hiicreler atildi. Kolondaki SSEA-3 ve SSEA-4 pozitif hiicreleri toplamak igin
kolon manyetik alandan c¢ikarilip temiz bir falkonun iizerine konuldu. 2 mL MACS
Buffer konularak piston yardimi ile basing uygulayarak falkona aktarildi. Elde edilen
hiicreler sayildi. Toplam hiicrenin %98’i GFP (-)’den elde edilen pluripotent belirteci
yoniinden negatif hiicreler, %2’si GFP (+) pluripotent belirtecleri yoniinden pozitif
hiicreler olacak sekilde karigtirildi. 20 mL besiyerinde ¢ozerek 175 em?’lik ekildi. Bu
deney grubu MACS sonrasi grup olarak adlandirildi (Alessio ve ark., 2018).
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3.6. Hiicre Gruplarina Doksorubisin Uygulanmasi

Deneyin baslangicinda, iki ayr1 175 cm?lik kiiltiir kabma WT MDA-MB-231 ve MACS
sonrast olusturulan MDA-MB-231 (%98°1 GFP (-) pluripotent belirteci yoniinden negatif
hiicreler, %2’si GFP (+) pluripotent belirtecleri yoniinden pozitif hiicreler) hiicreleri
ekildi. Baslangigta 25 nM DOX ile kiiltiirlendi. 28 giin boyunca hiicrelere uygulanan
DOX miktar1 kontrollii sekilde artirildi. Hiicreler DOXun etkisindeyken biiylimeye
devam edebildikleri gézlendiginde DOX’un yogunlugu 6nce 50nM’a daha sonra 75
nM’a ¢ikarildi. Baslangigta 1 hafta boyunca 25 nM DOX uygulandi. Daha sonra DOX
yogunlugu 50 nM’a ylikseltildi. Hiicrelerin boliinmeye devam ettigi gézlemlenmeye
basladiginda doz 75 nM’a ¢ikartildi. Bu da yaklasik olarak 2 hafta siirdii. Kalan 1 hafta
da DOX yogunlugu 75 nM olarak uygulandu. Ilag iki giinde bir eski besiyeri atilip kiiltiir
kab1 DPBS ile yikandiktan sonra yeni besiyeriyle beraber uyguland: (Marinello ve ark.,
2019).

3.7. DOX Sonrasi Immiinoflorasan Boyama ve Konfokal Mikroskopta

Goriintiileme

Kontrol grup olarak MACS sonrasi grup (%98’i GFP (-) pluripotent belirteci yoniinden
negatif hiicreler, %2’si GFP (+) pluripotent belirtegleri yoniinden pozitif hiicreler),
deney grubu olarak 28 giin boyunca ila¢ uyguladigimiz MACS sonrasit grup
kullanilmisti. Her iki grubun 1 giin 6nceden igerisine disk konmus 6 kuyucuklu plakaya
ekimi yapildi. Ertesi giin boyama igin; hiicrelerin eski besiyeri atildi. 1 mL DPBS ile 3
kez yikandi. Fiksasyon igin %4’liikk paraformaldehitten 1 mL konularak 15 dakika
bekletildi. Daha sonra 3 kez DPBS ile yikandi. 20 mL DPBS ve 1 mL DAPI konularak
hazirlanan DAPI’den 1 mL konuldu. Karanlkta 5 dakika bekletildi. (DAPI’nin
hazirlanmasi1 ve uygulanmasi sirasinda goriintii alinana kadar tiim agsamalarda karanlik
olmahdir.) 5 dakikanin sonunda 3 kez DPBS ile yikandi. Son yikamada DPBS
cekilmeden disk alindi ve yapistirma soliisyonu konulan lam iizerine hiicreler i¢ yiizeyde
olacak sekilde konuldu. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra +4° C
buzdolabina kaldirildi. 2 giiniin ardindan konfokal mikroskopta goriintiilendi (Acar ve
ark., 2021).
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3.8. DOX Sonras1 Hiicrelerin Akis Sitometri Analizi

Cell wash Soliisyonu: %0.5 Bovin Serum Albiimin (BSA) ve 2 mM EDTA
Phosphatasebuffered Saline (PBS) olacak sekilde hazirlanir.

DOX uygulanmis MDA-MB-231 WT grubun SSEA-3-PE, SSEA-4-FITC ve TRA-1-60-
PE pluripotent belirteclerinin oran1 ve DOX uygulanmis MACS sonrast grubun GFP (+)
orani akig sitometrisi yardimi ile analiz edildi ve ila¢ uygulanmamis MDA-MB-231

kontrol grubu ile karsilagtirildi.

28 giin DOX uygulanmis WT grup, 28 giin DOX uygulanmis MACS sonrasi grup tripsin
kullanarak kiiltiir kaplarindan kaldirilip akis sitometri i¢in hazirlandi. Ayrica hiicrelerin
kendi florasan Ozellikleri oldugundan esik degeri belirlemek igin bir tipe de
isaretlenmemis WT grup hiicreler kor olarak kullanilmak {izere konulur. DPBS ile
¢ozillip sayim yapildi. Sayim sonrasi her gruptan yaklasik 2-3 milyon olacak sekilde
alindi ve santrifij yapildi. 100 uL DPBS ile ¢oziilerek 1.5 mL’lik ependorf tiiplere
alindi. 350 x g’de 5 dakika santriflij edildi. Siipernetant atildi. Hiicreler barkotlanan
ependorflara her ependorfa 50 pL’ser cell wash olacak sekilde cell wash ile ¢oziilerek

boliindii.

Kontrol grup 200 pL cell wash da ¢oziilerek SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, Autoflo
olmak iizere barkotlanan yeni ependorflara 50 pL’ser aktarildi. DOX uygulanmis WT
hiicreler 150 pL cell wash da ¢oziilerek SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 olmak iizere
barkotlanan yeni ependorflara 50 plL’ser aktarildi. MACS sonras1t DOX uygulanan grup
ise 100 pL cell wash da ¢oziilerek GFP (+) ve autoflo olmak {izere barkotlanan
ependorflara 50 pL’ser aktarildi. TRA-1-60-PE, Anti-SSEA-4-FITC, PE- anti-SSEA-3
belirtecleri ependorflardaki barkota gore 50 pL’ser eklendi. 20 dakika inkiibasyonun
ardindan 1 kez yikama yapildi. Hiicrelere 500 pL cell wash eklendi ve akig sitometri

tiipiine aktarildi ardindan FACS Aria III cihazinda analizler yapildi.
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3.9. Biyoistatistik Analizler

Biyoistatistik analizler GraphPad Prism programi kullanilarak gergeklestirildi. Analizler
sirasinda Paired t test metodu kullanilmistir. p < 0.05 anlamlilik diizeyi kabul edilmistir.
[0.01 <=p < 0.05 (*): istatistiksel olarak anlamli. 0.001 <=p < 0.01 (**): Yiiksek seviye
istatistiksel anlamlilik. p < 0.001 (¥**): Cok yiiksek seviye istatistiksel anlamlilik. 0.05
<= p <0.10 (*): Smirda anlamlilik. p > 0.10: istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunamamustir. ]
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4 BULGULAR

4. 1. Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIC) Tayini Bulgulari

GFP transfeksiyonunda kullandigimiz plazmitin, higromisin direng geni tasidigi
bilindiginden transfeksiyon sonrasi transfekte olmamis hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in
Higromisin B se¢ici baskis1 uygulandi. Bu sebeple 6 kuyucuklu plakaya ekimi yapilan
MDA-MB-231 hiicrelerine farkli miktarlarda higromisin uygulayarak kiiltir 15 giin
boyunca mikroskop altinda takip edildi. 15. giinde canliligin gézlemlenmedigi en diisitk
dozun tespitiyle higromisin MIC tayini yapildi.

15 gilin boyunca tiim kuyulardaki popiilasyonlarda hem uygulanan giin siiresi hem de
higromisin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak azalma gézlemlenmistir. 10 pg /
mL, 25 pg / mL ve 50 pug / mL higromisin uygulanan kuyucuklardaki hiicre
miktarlarinda azalma olsa da 15. giiniin sonunda tamamen canlilik ortadan kalkmamustir.
Kolonilerin varlig1 goriilmektedir. 100 pg / mL, 200 pg / mL, 300 png / mL higromisin
uygulanan kuyucuklarda hiicre miktarlarinda giinden giine azalma olmasiyla beraber 300
pg / mbL’de 5. glinden itibaren, 200 pg / mL’de 10. giinden itibaren, 100 pg / mL’de 14.
giinden itibaren canlilik gozlemlenmemistir. Canliligin gozlemlenmedigi en diisiik

konsantrasyon 100 pg/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).
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200 pg/mL

300 pg/mL

Sekil 4.1. Higromisin B i¢in MIC Tayini. Farkli yogunlukta higromisin uygulanan MDA-MB-
231 hiicre kiiltiirlerinin 15 giin boyunca mikroskopta takibi (Biiyiitme: 100 X).

4.2. Hiicrelere GFP Transfeksiyonu Sonrasi1 Konfokal Mikroskop Bulgular:

MDA-MB-231 hiicrelerine GFP plazmiti transfeksiyonu elektroporasyon yontemi
kullanilarak gergeklestirildi. Higromisin direng geni tasiyan GFP plazmitinin transfekte
olmadigi hiicreleri popiilasyondan elimine edebilmek i¢in 15 giin boyunca MIC tayini ile
belirlenen miktarda (100 pg/mL) higromisin uygulanmistir. 15 giin  higromisin
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uygulamasinin ardindan hiicrelerin GFP plazmid transfeksiyonun, ayrica boyama sonrasi
popiilasyondaki GFP 1s1ma oraninin ve 1s1ma yogunlugunun kontrolii igin hiicreler DAPI
ile boyanarak konfokal mikroskopta goriintiillenmistir. Ayrica hiicrelerin kendi florasan
Ozelliklerin sonucu etkilememesi i¢in isaretlenmemis MDA-MB-231 WT hiicreler kor
olarak kullanilmak iizere boyanarak konfokalde goriintiilenmistir.

MDA-MB-231 WT hiicrelerin otoflorasanina gore ayarlanan konfokal mikroskobunda
MDA-MB-231 GFP (+) hiicrelerin goriintiileri almmistir. Tiim DAPI ile boyal
¢ekirdeklerin gevresinde GFP‘nin yesil 1simas1  gorillmiistiir. Ancak homojen bir 1s1ma
gbzlenmemis, hiicrelerin bir kisminda parlak 1sima varken bir kismi diisiikk 1g1ma

gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

FITC DAPI Merged

| ..-

GFP (+)

Sekil 4.2. Hiicrelere GFP transfeksiyonu sonrasi transfekte hiicreler ve WT hiicrelerin konfokal

mikroskop goriintiilerinin karsilagtirmasi (Biyiitme: 20 X).
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4.3. DOX Sonrasi Immiinoflorasan Boyama ve Konfokal Mikroskop Bulgulari

MDA-MB-231 kanser popiilasyonu DOX’la muamele edildiginde, ilag etkisindeyken
¢ogalmaya devam eden alt grubun oldugu diisiiniilmektedir. Bu alt grubun pluripotent
veya DOX etkisinde pluripotent hiicrelerden farklilasan hiicreler olup olmadigim
anlayabilmek i¢in; 28 giin boyunca DOX uygulanan MACS sonrast grubun ve kontrol
olarak DOX uygulanmamis MACS sonrasi grubun DAPI ile boyandiktan sonra
konfokalde goriintiileri alinmistir. Hiicrelere transfekte edilen GFP gozlemlenmistir.
Goriintiilerde hiicrenin otoflorasan 6zelliklerinin yaniltict olmamasi i¢in de WT hiicreler
kor olarak kullanilmistir.

Gorintiiler incelendiginde DOX uygulamasindan sonra; GFP (+) hiicre miktariin
yiiksek oranda arttigi, GFP‘nin 1s1ma yogunlugun azaldi§i, GFP ve DAPI’nin
goriintilislinlin daha daginik hale geldigi goriilmiistiir (Sekil 4.3).

Hiicreler sayilip oranlandiginda baslangicta %4.6, 28 giin DOX uygulamasinin ardindan
%79.2 oraninda GFP (+) hiicre oldugu goriilmiistir (Tablo 4.1).

Sonuglar istatistiksel analizlerle degerlendirilmistir. [0.01 <= p < 0.05 (*): istatistiksel
olarak anlamli. 0.001 <=p < 0.01 (**): Yiiksek seviye istatistiksel anlamlilik. p < 0.001
(***): Cok yiiksek seviye istatistiksel anlamlilik. 0.05 <=p <0.10 (*): Smirda anlamlilik.
p > 0.10: istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir.] (Sekil 4.4) (Sekil 4.7)
(Sekil 4.9).
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FITC DAPI Merged

Sekil 4.3. MACS sonrasi kontrol ve DOX 28. giin konfokal mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 20
X).

Kontrol

DOX 28. Giin

Tablo 4.1. MACS Sonrasi Grup Konfokal GFP (+) Hiicre Yiizdeleri Baslangigc ve DOX 28. Giin

Konfokal GFP (+) Hiicre Yiizdeleri

Gruplar MACS Sonras1 Grup Baglangic | MACS Sonrast Grup DOX 28. Giin

%GFP (+) %4.6 %79.2

[y
(=3
=]

|

P = 0
= =) =]
1 1 1

GFP (+) Hiicre Yiizdesi

[
=
1

0-
Baslangic DOX

Sekil 4.4. Konfokal sonuglarina gére MACS sonras1 grup GFP (+) hiicre ylizdesi baglangi¢ ve
DOX 28. giin
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4.4. DOX Sonrasi Hiicrelerin Akis Sitometrisi Bulgular:

MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda, ilag uygulamasiyla canli kalan hiicrelerde
pluripotent belirteclerinin oranmin ila¢ uygulanmasi Oncesine gore degisimini
gozlemlemek icin WT hiicrelere uygulama oncesi ve 28 giin DOX uygulanmasi
sonrasinda akis sitometri analizleri yapildi. Hiicre gruplarinda pluripotent hiicrelerin
oranini analiz etmek i¢in SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 belirteclerini kullandik. Kontrol
gruba ve DOX uygulanmis gruba analizler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

Kontrol grup olarak DOX uygulanmamigs MDA-MB-231 hiicrelerinin akis sitometri
analiz bulgularina gore; MDA-MB-231 hiicre popiilasyonunda baslangicta %3 SSEA-3,
%2.6 SSEA-4, %58.7 TRA-1-60 pozitif hiicre bulundugu tespit edildi (Sekil 4.5).

Specimen_001-SSEA3-PE Specimen_001-SSEA4-FITC_002 __ -230908-CONT TRA160PE_001
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] ] s
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RREEALL T s PRLILELLLL 1Y by AL,
102 10° 10 10° 10% 10 10 10 10
PE-A
Tube: SSEA3-PE Tube: SSEA4-FITC_002 Tube: CONT TRA160PE_001
Population #Events %Parent %Total Population #Events %Parent %Total Population HEvents %Parent %Total
W Al Events 10.000 x| 1000 W Al Events 10,000 #uus| 1000 B Al Events 10,000 angs| 1000
mer 9,165 916/ 916 Ll 8915 891 891 mr 6.861 636, 686
mr2 8,789 959 879 @r2 8464 949 8486 @r2 6.806 992 681
Ee3 376 41 38 @r3 451 5.1 45 me3 55 08 05
e 8893 970, 889 Wrs 8,682 974| 868 Ers 2833 413 283
aes 272 30| 27 des 233 26| 23 des 4028 587| 403

Sekil 4.5. MDA-MB-231 hiicre popiilasyonunda baslangigtaki pluripotent belirtegleri SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-60 pozitif hiicre oranlari.

MDA-MB-231 hiicre popiilasyonuna 28 giin DOX uygulandi. Baglangigta 25 nM DOX
ile kiiltiirlendi. 28 giin boyunca hiicrelere uygulanan DOX miktar1 kontrollii sekilde
artirtldi.  Hicreler DOX’un  etkisindeyken biiyiimeye devam edebildikleri
gozlemlendiginde DOX’un yogunlugu arttirildi. 28 giin igerisinde DOX yogunlugu 75
nM’a kadar ¢ikarildi. 28. giinlin sonunda SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 belirteclerini

kullanarak analiz yapildi. Analiz sonuglarina gore; %25.8 SSEA-3, %13.6 SSEA-4,
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%91.9 TRA-1-60 pozitif hiicre bulundugu tespit edildi (Sekil 4.6). Sonuglar istatistiksel

analizlerle degerlendirildi.
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Sekil 4.6. 28 gin DOX uygulanmis MDA-MB-231 hiicre popiilasyonunda pluripotent

belirtegleri SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 pozitif hiicre oranlari.
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Sekil 4.7. Akis sitometri sonuglarina gore WT grup pluripotent hiicre ylizdesi baglangic ve DOX

28. giin.

28 giin boyunca DOX uygulanan MACS sonrasi grubun kofokalde goriintiileri alinip

hiicrelere transfekte edilen GFP go6zlemlenmisti. Ayni hiicre grubunun ek olarak akis

sitometri cihazinda analizleri 3 tekrarli yapilarak GFP oranlari belirlendi. Hiicrenin

otoflorasan ozelliklerinin yaniltict olmamasi i¢in de WT hiicreler kor olarak kullanildi.
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Kor olarak kullanilan WT hiicrede GFP 1s1mas1 %1.6 iken, baslangigta %2 pluripotent
(+), GFP (+) olarak kiiltiire edilip 28 giin boyunca DOX uygulanan MACS sonrasi
grubun GFP 1simasinin %20.1 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8). Sonuglar istatistiksel

analizlerle degerlendirilmistir.
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Sekil 4.8. WT grup ve 28 giin DOX uygulanmis baslangigta %2 GFP (+) olan MACS sonrast
grup akis sitometri analizleri ve GFP oranlari.
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Sekil 4.9. Akis sitometri sonuglarina gére MACS sonrast grup GFP (+) hiicre yilizdesi baslangi¢
ve DOX 28. giin.
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4.5. Doksorubisin Uygulamasindan Sonra Mikroskop Goriintiileri

MDA-MB-231 MACS sonrasi grup baglangic ve 28 giin boyunca DOX uygulandiktan
sonraki, WT grubun baslangi¢ ve 28 giin boyunca DOX uygulandiktan sonraki 1s1k

mikroskobu goriintiileri alinmistir.

MDA-MB-231 WT ve MACS sonrast grubun baslangictaki 151k mikroskobu
goriintiileriyle 28 gilin boyunca DOX uygulandiktan sonraki 1s1ik mikroskobu goriintiileri
karsilagtirilmistir. DOX’un etkisiyle ¢ekirdek sayisinda artma, dallanma gibi morfolojik
degisiklikler gézlemlenmistir (Sekil 4.10).

0. Giin 28. Giin

MACS Sonrasi

Sekil 4.10. MACS sonras1 grup baslangi¢ ve 28 giin DOX uygulandiktan sonraki, WT grup
baslangi¢ ve 28 giin DOX uygulandiktan sonraki 151k mikroskobu goriintiileri
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5.TARTISMA

Meme kanseri, degisken patolojik 6zellikler ve terapotik yanitlar ile karakterize edilen
heterojen bir hastaliktir (Rivenbark ve ark.,2013). Meme kanserinin gesitli alt tiplerinden
biri olan TNBC hormon bagimsiz oldugundan hormonal veya HER2 hedefli tedaviler
kullanilamaz. TNBC’nin birincil tedavisi kemoterapidir. Bu tiimorler genel olarak
antrasiklin tedavisine daha iyi yanit verir buna ragmen ¢ok agresiftir ve tekrarlama riski
yiiksektir. Ayrica hayatta kalma oranlar1 da diisiiktiir. Erken niiks ve metastaz yaygin

goriiliir (Irvin ve ark., 2008).

Tiimor heterojenligine katkida bulunan kanser hiicrelerinin tiimdrojenik alt popiilasyonu,
kendini ve timorii yenileme kapasitesine sahiptir. Kemoterapi direncinin ve niiksiin
sebebi olarak diisiiniilen, tim popiilasyonda diisiik oranda bulunan bu alt grup, kanser
kok hiicresi (KKH) olarak adlandirilir (Park ve ark., 2019). KKH'leri kemoterapiye
direngliyken, kok igermeyen farklilasmis tiimor hiicrelerinin ¢ogunu kemoterapi
oldiiriilebilir, KKH'ler kemoterapiden sonra popiilasyonu ve kendini yenileyebilir (Al-

Hajj ve ark., 2004).

Farkli tiimdr tipleri icin farkli yiizey belirte¢ ekspresyonuna dayali olarak KKH’lerin
izolasyonu rapor edilmistir. Fizyolojik dokular hiyerarsik olarak farkli kendini yenileme
ve ¢ogalma kapasitelerine sahip hiicrelerden olusur. Nispeten diisiik oranda bulunan,
farklilasmamis dokuya 6zgii kok hiicreler bu hiicresel hiyerarsilerin tepe noktalarinda
bulunur. Uzun siireli kendini yenileme kapasitesi ve Farklilagma yoluyla belirli
dokularda uzmanlagmis hiicre nesillerine yol agma potansiyeli ile tanimlanir. Baz1 koti
huylu timoérler degisen kendini yenileme, farklilasma kapasitelerine ve tiimoérojenik

potansiyellere sahip heterojen hiicre popiilasyonlarindan olusabilir (Frank ve ark., 2010).



Bu gozlemler birlikte ele alindiginda; kemoterapi tedavisinden sonra canli kalan timor
hiicreleri hastaligin niiksetmesinden sorumlu hiicreler olmalidir ve bu hiicreler kanser
kok hiicresi olmasinin yaninda, agresif timdorler i¢in farklilasma, strese ve kemoterapiye
dayaniklilik, onarim kapasitesi gibi 6zellikleriyle hiyerarsik olarak tepede bulunan kok
hiicreler olmasi ihtimal dahilindedir. Bu tanima uyan hiicreler pluripotent hiicreler

olabilir.

KKH tespitinde kullanilan, Sox2, CD44 gibi belirtegler agresif meme kanseri TNBC de
yiiksek oranda goriilmiistiir. Calismalarda KKH’lerinin tedaviye direncini, metastazi ve

niiksii tesvik ederek tiimor agresifligine sebep olabilecegi tartisilmistir (Park ve ark.,

2019).

Kanserde bununla beraber meme kanserinde pluripotensi belirteci ¢alismalart oldukga
azdir. Bunun sebebi birgcok KKH karakterizasyon calismasinda KKH’lerin multipotent
oldugunun gosterilmesinin farkli karakterizasyon ¢aligmalarini Gtelemesi veya
pluripotent karakterli yetiskin hiicrelerin yakin tarihli kesfi olabilir (Grimshaw ve ark.,
2008; Jiang ve ark., 2002; Woodward ve ark., 2008). Bu durum KKH’de pluripotensi
calismalarini baslangicta iireme sitemi kanserlerinde yogunlagtirmistir (Donovan ve ark.,

2001).

Meme kanserinde diger alt tiplere oranla agresif alt tiplerin, agresifliginin altinda yatan
temel sebeplerin KKH’lerin ifade ettikleri kok hiicre belirtecleri veya onlarin
popiilasyondaki oranlariyla baglantili olup olmadigr halihazirda devam eden bir

tartigmadir (Schmit ve ark., 2012; Tsang ve ark., 2012).

KKH direncinin sebebi olarak KKH’lerin nadiren boliinmesi, ilag tastyicilarint eksprese
etmesi ve DNA onarim mekanizmalarin gelismis olmas1 goriilmiistiir (Dean ve ark.,

2005; Wicha ve ark., 2006).

Bu bilgiler 1s1ginda yaptigimiz tez ¢alismasinda; TNBC hiicre hattt MDA-MB-231
hiicrelerinin biyolojik durumlari hem normal kosullarda hem de kemoterapi ilact DOX

uygulamasinin ardindan incelenmistir. Hiicrelere 28 giin boyunca DOX uygulamasi
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sonrasinda canli kalan hiicreler pluripotensi belirtegleri SSEA-3, SSEA-4 ve TRA-1-60
pozitiflik yoniinden oran1 akis sitometrisi ve konfokal mikroskop kullanarak

incelenmistir.

Bizim g¢alismamiza benzer bir ¢alisma 2015 yilinda Aloia ve arkadaslar1 tarafindan
meme ve yumurtalik insan tiimorlerinin farelere enjektesiyle olusturulan hasta farelerle
yapilmistir. Aloia ve arkadaglar1 bu farelere kemoterapi uygulamasinin ardindan
pluripotensi belirte¢ analizleri yapmis, SSEA-4’lin tiimor agresifligi arttikca arttigi
vurgulamistir. Tedavinin kesilmesinden sonra pluripotensi belirte¢ oranlarimin eski
dengesine dondiigii ve TRA-1-60’1n takibinin yapilamadig1 sdylenmistir (Aloia ve ark.,
2015).

Benzer ¢aligmalar agiz ve akciger kanserinde de yapilmistir. SSEA-4 hastaligin agresif
seyri, ilag direnci, timor olusumu, niiks ve oliim riski ile iliskilendirilmistir (Noto ve
ark., 2013; Gottschling ve ark., 2013). Pluripotent kok hiicrelerin DNA'ya zarar veren
ajanlara yanit olarak somatik hiicrelerden daha verimli DNA onarimi sergiledigini

gosteren ¢alismalar da vardir (Maynard ve ark., 2008).

Bu tez calismasinda SSEA-4 caligmalarin1 destekleyici deneysel ¢aligmalart yapmanin
yant sira SSEA-3 ve TRA-1-60 pluripotent belirteglerini de inceledik. Ayrica GFP
plazmid kullanarak pluripotent hiicreleri isaretledik ve ilag uygulamasi sirasinda
pluripotensi belirteci tasiyan hiicrelerinin asimetrik boliinme sonucu pluripotent
karakterlerini kaybetme ve farklilasma olasiliklarin1 da dikkate alarak direngli hiicre

olusturma yeteneklerini belirlemeye calistik.

Baslangicta kontrol grup olarak DOX uygulanmamis MDA-MB-231 hiicrelerini akis
sitometrisinde analiz ettik. Analiz sonuglarina gore; %3 SSEA-3, %2.6 SSEA-4, %58.7
TRA-1-60 oraninda pozitif hiicre bulundugu tespit ettik. 28 giin DOX uygulamasinin
ardindan akis sitometri analizleri tekrar yapildi. Analiz sonuglari incelendiginde; %25.8

SSEA-3, %13.6 SSEA-4, %91.9 TRA-1-60 pozitif hiicre bulundugu goriildii.
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Akis sitometri sonuglarimiz  degerlendirildiginde; DOX uygulamasindan sonra
hiicrelerin pluripotensi yilizdesinin istatistiksel olarak yiiksek anlamlilik diizeyinde arttig1
gorilmistiir. Literatiir incelendiginde sonuglarimizin daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu

oldugu goriilmiistiir (Aloia ve ark., 2015; Gottschling ve ark., 2013; Noto ve ark., 2013).

Bizim bulgularimizda pluripotent karakterli hiicrelerin ilaca daha direngli oldugu,
onlarin canli kalarak diger kanser hiicrelerinin 6ldiigi yorumu yapilabilir. Diger bir
secenek ise ila¢ uygulamasi sirasinda kanser popiilasyonun bir savunma stratejisi olarak

pluripotent hiicre sayisin1 arttirdig: diisiiniilebilir.

Ikinci deney grubumuzda; pluripotent hiicrelerin GFP ile isaretlendigi MACS sonrasi
gruba 28 giin boyunca DOX uygulandiktan sonra GFP orani akis sitometrisinde analiz
edildi. Baglangicta %2 GFP (+) olan popiilasyonun 28 giin DOX uygulandiktan sonra
%20.1 GFP (+) oldugu goriilmiistiir.

Akis sitometri GFP sonuglart degerlendirildiginde; DOX uygulandiktan sonra GFP
oraninin %2’den %20.1°e ¢iktig1 goriildi. GFP ile isaretlenen hiicrelerin SSEA-3 ve
SSEA-4 oldugu goz Oniinde bulunduruldugunda akis sitometri GFP sonuglarinin
baslangicta %3 olan SSEA-3’iin %25.8’¢ ve %2.6 olan SSEA-4’in %l13.6’¢
yiikselmesiyle paralellik gosterir. Bu da GFP (+) pluripotent hiicrelerin kemoterapi
sirasinda genel itibariyle GFP (+) pluripotent hiicreler olusturdugunu gostermektedir.
Yani kemoterapi sirasinda kanser popiilasyonu daha direngli olan kok hiicrelerin sayisini
arttirmaktadir. Oranlarin bu kadar yakin oldugu hesaba katildiginda DOX sonrasinda
GFP (+) ¢ogu hiicrenin pluripotent oldugu disiiniiliir. Bu da kemoterapi boyunca kok

hiicrelerin farklilagsmay1 ¢ok sinirli oranda yaptigini gosterebilir.

Istatistiksel olarak yiiksek anlamlilikta olan GFP oranin akis sitometrisinde 6l¢iilenden
daha fazla olabilecegi yapilan konfokal mikroskop goriintiilemelerinde belirlenmistir.
Akis sitometrisinde konfokal sonuglarina oranla GFP oranmnin az ¢ikmasinin temel
nedeni GFP 1gimasinin akis sitometrisi lazer giicii i¢in diisiik kalmasidir. Konfokal

gorilntiilerinde soluk olan GFP 1gimalar1 bunu destekler niteliktedir.
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Konfokal mikroskop goriintiileri incelendiginde; baslangigta %5 olan GFP (+) hiicre
oraninin 28 giin DOX uygulamasindan sonra %79’a ¢iktigi, GFP‘nin 1s1ma yogunlugun
azalip soluk 1s1ma yaptigi, GFP ve DAPI’nin gériintiisiiniin daha dagmik hale geldigi

gorilmiistiir.

Soluk 1s1malarin sebebi olarak; GFP ekspresyonunu siirekli olarak indiikleyen bir ajan
kullanmadigimiz i¢in GFP plazmitin zamanla 1s1ma kayb1 yasamasi, gerekli proteinlere
ihtiya¢c durumunda sentezlenmesi veya popililasyonda genel olarak belli bir hiicre

grubunun yiiksek diizey digerlerinin diisiik diizeyde sentezlemesi diisiiniilebilir.

GFP ve DAPI’nin goriintiisiiniin daha dagmik hale gelmesinin sebebi olarak DOX un
DNA’da ¢ift zincir kirigi, kromatin hasari, oksidatif stres olusturmasi sonucunda
hiicrede morfolojik degisikliler yapmasiyla iliskilendirilebilir. Isik mikroskobu

goriintiileri dagimik Konfokal goriintiistinii destekler niteliktedir.

Konfokal mikroskop bulgularina gore; baslangigta %5 olan GFP (+) hiicrelerin
pluripotent pozitif oldugu bilindiginden 28 giiniin sonunda GFP (+) tiim hiicrelerin
poplilasyondaki pluripotent hiicrelerin boliinmesi veya farklilasmasiyla olustugu
sOylenebilir. Akis sitometri sonuclarinda baslangicta %3 olan SSEA-3’{in %25.8’¢ ve
%2.6 olan SSEA-4’iin %13.6’e yiikseldigi goriilmiistiir. Buna gére son durumda %79
olan GFP (+) hiicrelerin bir kisminin SSEA-3 ve SSEA-4 pluripotent belirtegleri
yoniinden negatif oldugu ve popiilasyonun biiyiik bir kismini baslangigta %5 olan GFP

(+) hiicrelerin olusturdugu anlasilmaktadir.

Bulgular degerlendirildiginde; 28 giin DOX uygulamasinin sonunda canli kalan hiicreler
cogunlukla pluripotent hiicreler ve onlarin ila¢ uygulanmasit sonrasinda {irettigi
hiicrelerdir.  Pluripotent hiicrelerin normal durumda nadiren bolindigi ve
popiilasyondaki  oranlarim1  dengede tuttugu bilinirken, kemoterapi sirasinda
popiilasyondaki oranini biiyiik bir oranda arttirdig1 gériilmiistiir. ilag uygulamasi sonrasi
normal hiicreler dliirken pluripotent hiicreler popiilasyondaki oranlarini artiracak sekilde
boliinmeye devam etmesi pluripotent karakterli hiicrelerin ilaca daha direncgli oldugunu,

onlarin canli kalarak diger kanser hiicrelerinin 6ldiiglinii gosterebilir. Ayrica ilag
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uygulamasi sirasinda normal hiicrelerin pluripotent hiicrelere oranla daha hizli senesense
ve apoptoza ugrayip, pluripotent hiicrelerin ise daha ge¢ ugradigi o sirada da

farklilasarak popiilasyonda baskin hale gelme olasilig: da degerlendirilebilir.

Pluripotent olmayan GFP (-) hiicreler ve ilag uygulamasi sirasinda farklilagsma ile olusan
pluripotent olmayan GFP (+) hiicreler kiyaslandiginda ise; ilag sonrasi pluripotent
hiicrelerin iirettigi hiicreler, baglangicta %95’iken son durumda %21°e kadar diisen GFP

(-) hiicrelere gore daha direngli olabilir.

Isik mikroskobu goriintiileri incelendiginde; 28 giin DOX uygulamasi sonunda her iki
grupta da boliinme hizinda yavaslama ve morfolojik olarak degisiklikler gozlenmistir.
Bu duruma DOX’un DNA’da g¢ift zincir kirigi ve kromatin hasari olusturmasi,

sitoplazmada ROS tireterek oksidatif stres olusturdugu seklinde degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ozetle analizlerimiz sonucunda, bu alandaki mevcut verilerle uyumlu olarak agresif
meme kanseri TNBC’de KKH sebepli kemoterapi direncini ve direngli hiicrelerin
pluripotent 6zellikte oldugunu destekleyen veriler sunmaktayiz. Ek olarak pluripotent
hiicrelerin direngli hiicreler iiretebilecegi potansiyelini pluripotensi belirteglerinin

varligina dayanarak isaret etmekteyiz.

Kanser tedavisinde KKH’lerinin hedeflenmesi, kanserin tekrarini onlemek ve uzun
vadeli sag kalimi 1iyilestirmek i¢in spesifik bir yaklasim saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.

Calismamiz kisa takip siiresi ve in vitro testlerle siirli oldugundan daha kapsamli
calismalara ihtiya¢ vardir. Daha ileri ¢alismalar, bu hiicrelerin biyolojisinin daha iyi
anlagilmasia yol agacak, kanser tedavisi ve Onlenmesi agisindan onemli sonuglar

doguracaktir.

Ileri arastirmalar igin, kanser hedefe yonelik tedavisinde benzer ozellikler gdsteren
KKH’leri normal kdk hiicrelerden ayirmak farkl stratejiler i¢in 6nemli gériinmektedir.
Bu alandaki arastirmalar heniiz baslangi¢ asamasindadir. Timor olusumunun altinda
yatan mekanizmalar1 ortaya ¢gikarmak ve kanser hastalar1 igin kisisellestirilmis tedaviler

tasarlamak i¢in da fazla ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.
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