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MEME KANSERĠ HÜCRE HATTINDA ĠLAÇ DĠRENCĠ VE PLURĠPOTENSĠ 

ĠLĠġKĠSĠNĠN DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

BaĢak Bilge SÜER 

Erciyes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü,  

Kök Hücre Anabilim Dalı  

Yüksek Lisans Tezi, Mayıs 2024 

DanıĢman: Prof. Dr. Servet ÖZCAN 

ÖZET 

Meme kanseri ölümlerinin büyük bir kısmından sorumlu olan meme kanseri agresif alt 

tipi Üçlü Negatif Meme Kanseri (TNBC) kemoterapiye dirençlidir ve bu alt tipte 

kemoterapi sonrası nüks yaygındır. Kanser Kök Hücrelerinin (KKH) dirence ve nükse 

neden olduğu bilinmektedir. Kemoterapi tedavisinde canlı kalan dirençli KKH’ler tümör 

popülasyonunu tedavinin kesilmesinden sonra tekrar oluĢturur. Kanserin tekrarlamasına 

neden olan bu dirençli alt popülasyonun aydınlatılması önemlidir. Bu tez çalıĢmasıyla; 

meme kanserinde ilaç direncinin pluripotensi ile iliĢkili olup olmadığını irdelemeyi 

amaçladık. Ayrıca kemoterapi sonrası nükse sebebiyet veren hücre grubunun 

pluripotensi karakterde olup olmadığı hipotezini test ettik. Bu amaç doğrultusunda; 

TNBC hücre serisi MDA-MB-231 hücrelerine 28 gün boyunca kemoterapi ajanı 

Doksorubisin (DOX) uygulandı ve 28. günün sonunda canlı kalan hücrelerin pluripotent 

belirteçleri (SSEA-3, SSEA-4 ve TRA-1-60) yönünden pozitiflik oranı, akıĢ sitometrisi 

ve konfokal mikroskobu kullanılarak incelendi. Bulgulara göre; DOX uygulamasından 

sonra, canlı kalan kanser popülasyonunda, SSEA-3, SSEA-4 ve TRA-1-60 pluripotent 

belirteçleri taĢıyan hücre oranında belirgin artıĢ olduğu görülmüĢtür. DOX 

uygulamasından sonra GFP (+) hücrelerinin oranının pluripotent hücrelerin oranından 

daha yüksek olduğu belirlendi. Sonuç olarak agresif meme kanserinde kemoterapi 

sonrası canlı kalan hücrelerin çoğunun pluripotent karakterde olduğu görülmüĢtür. Bu 

pluripotent hücrelerin sonrasında farklılaĢmasıyla nüks gerçekleĢmektedir. Özetle, 

kemoterapi sonrası canlı kalan hücrelerin büyük bir kısmının baĢlangıçta %2 oranındaki 

pluripotent kanser kök hücrelerinden köken aldığı düĢünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Ġlaç Direnci; Kanser Kök Hücresi; Meme Kanseri; Pluripotensi; 

TNBC 
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THE EVALUATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN DRUG 

RESISTANCE AND PLURIPOTENCY IN BREAST CANCER CELL LINE 

BaĢak Bilge SÜER 

 

Erciyes University Institute of Health Sciences 

Stem Cell Sciences 

Master's Thesi, May 2024 

Supervisor: Prof. Dr. Servet ÖZCAN 

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; Plurıpotency; TNBC.  
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Kök hücreler, kendini yenileme ve farklılaĢma kapasitesine sahip özelleĢmiĢ hücrelerdir 

(Donovan ve Gearhart, 2001). YetiĢkin kök hücreler, nispeten farklılaĢmamıĢ, tüm 

dokularda bulunan hücrelerin küçük bir yüzdesidir. Kendini yenileme ve farklılaĢma 

yetenekleri ile bu hücreler doku onarımı ve homeostazide önemlidir (Donovan ve 

Gearhart, 2001). Yetişkin kök hücreler genellikle yüksek DNA onarım kapasitesi gösterir 

ve bu kapasite farklılaşmayla azalır (Rocha ve ark., 2013). YetiĢkin kök hücreler 

arasında farklılaĢma kapasitesi en fazla olan kök hücreler pluripotent karakterdeki kök 

hücrelerdir (Kuroda ve ark., 2010). Kök hücrelerin dokularda varlığını uzun süre 

sürdürmesi, popülasyonun devamını sağlaması bazı kanserlerinin kök hücrelerden köken 

alabileceğini düĢündürmüĢtür (Foster ve ark., 2002).  

Kanser, hücre tiplerinin çoğundan kaynaklanır ve hücrelerin nispeten sınırsız 

çoğalmasıyla karakterize edilir (Stratton ve ark., 2009).  Ülkeler eğitim, sağlık, yaĢam 

standardına göre; düĢük, orta, yüksek ve çok yüksek Ġnsani GeliĢme Endeksli ülkeler 

Ģeklinde gruplandırılır. Meme kanseri dünya çapında kadınlarda kansere bağlı ölümde 

birinci sıradadır.  Orta Ġnsani GeliĢme Endeksli ülkelerde kadınlar arasında kansere bağlı 

ölümlerin önde gelen nedenidir ve diğer Ġnsani GeliĢme Endeks seviyelerindeki 

ülkelerde ikinci sıradadır (Society, 2018). 5 yılda hayatta kalma oranları; meme 

kanserinde %90, Üçlü Negatif Meme Kanserinde (TNBC) ise genel durumda %77, uzak 

metastaz saptandığında ise %12’dir (Siegel ve ark., 2021). TNBC hormon bağımsız 
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olması ile bilinen meme kanserinin agresif alt tipidir ve meme kanseri ölümlerinin 

büyük bir kısmından sorumludur (Bauer ve ark., 2007; Masuda ve ark., 2013). 

TNBC’de nüks oranı yüksektir ve nükseden tümörlerde kemoterapiye direnç yaygındır. 

(André ve Zielinski, 2012).  TNBC'de kemoterapi direncine ve tümörün nüksetmesine 

kanser kök hücrelerinin (KKH) neden olduğuna dair kanıtlar vardır (Lee ve ark., 2011). 

KKH modeline göre; kemoterapiyle normal tümör hücreleri ölürken ilaca dirençli kök 

hücreler canlı kalır. Tedavi kesildikten sonra bu hücreler baĢlangıçtaki gibi tümörü 

tekrar oluĢturur (Dean ve ark., 2005). Dolayısıyla eğer tümör kontrol altına alınmak 

isteniyorsa temelde bu hücrelerin kontrol altına alınması gerekmektedir (Wicha ve ark., 

2006). 

Meme kanseri kök hücrelerinin normal meme kanseri hücrelerine oranla metastaz ve 

direnç yeteneklerinin daha fazla olduğu görülmüĢtür. Bu nedenle meme kanseriyle baĢa 

çıkabilmek için de meme kanseri kök hücre popülasyonunun aydınlatılması önemlidir 

(Tang ve ark., 2007).  TNBC'nin ilaca direnç sebeplerinin daha iyi anlaĢılması kanser 

için yeni tedavi yönteminin bulunmasına katkı sağlayacaktır. Bir antrasiklin antibiyotik 

olan DOX, TNBC tedavisinde en etkili ajanlardan kabul edilmektedir. Ne yazık ki, 

TNBC’de DOX direnci yaygın bir sorundur. (André ve Zielinski, 2012). 

Tüm bu bilgiler ıĢığında gerçekleĢtirilen bu tez çalıĢmasında, meme kanserinde ilaç 

uygulamasından sonra canlı kalan hücrelerin pluripotent kök hücreler ile aynı karaktere 

sahip olabileceğini ileri sürmekteyiz. ÇalıĢmamızda direncin ve kemoterapi sonrası 

nüksün temel sebeplerinin anlaĢılması için meme kanseri hücrelerine ilaç uygulayarak 

kanserde ilaç direncinin ve nüksün pluripotensi ile iliĢkili olup olmadığının 

aydınlatılması amaçlanmıĢtır. 

Bu çalıĢmadan elde edilen verilerin, meme kanserinde kanser kök hücre benzeri 

hücrelerin karakterize edilmesiyle; meme kanseri direnç çalıĢmalarına, kanser için yeni 

tedavi yöntemlerinin bulunmasına katkı sağlayacağı ve nüks, direnç ve metastaz gibi 

fenomenlerin aydınlatılmasına yardımcı olacağı düĢünülmektedir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Kök Hücre 

Kök hücreler, uzun vadede kendini yenileme, yaĢlanmama ve bir veya birden çok hücre 

tipine farklılaĢma kapasitesine sahip özelleĢmiĢ hücrelerdir (Donovan ve Gearhart, 

2001).  

 

ġekil 2.1. Kök hücrelerin farklılaĢma potansiyeline ve kökenlerine göre sınıflandırılması. 

Kök hücreler farklılaĢma potansiyellerine göre; totipotent, pluripotent, multipotent, 

oligopotent ve unipotent olarak beĢ gruba ayrılabilir (ġekil 2.1)(Kolios ve Moodley, 

2013). 

Totipotent kök hücreler, tüm embriyonik ve ekstra-embriyonik dokulara yol açma 

potansiyeli ile embriyoyu ve plasentayı oluĢtururlar; ancak geliĢimi in vitro 

olarak yakalanmamıĢtır. DöllenmiĢ yumurta totipotent hücreye bir örnektir (Ilic ve ark., 

2011; Rossant, 2001). 
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Embriyonik kök hücreler olarak bilinen pluripotent kök hücrelerse, vücudun tüm 

dokularını oluĢturabilen ancak ekstra embriyonik dokulara sınırlı katkı sağlayan kök 

hücrelerdir (Rossant, 2001). 

Multipotent kök hücrelerin farklılaĢma kapasitesi, köken aldıkları dokudaki hücre 

türlerini oluĢturmakla sınırlıdır. Tüm kan hücrelerine farklılaĢabilen hematopoietik kök 

hücreler, yaygın olarak bilinen multipotent kök hücre örneğidir (Augello ve ark., 2010). 

Oligopotent kök hücreler yalnızca yakın iliĢkili hücre tiplerine farklılaĢabilir. Miyeloid 

ve lenfoid hücreler oligopotent kök hücrelerdir (Ilic ve ark., 2011). 

Unipotent kök hücreler ise, sınırlı geliĢim potansiyeli sergilerler ve spermatogoniyalın 

sperme farklılaĢması gibi yalnızca tek bir hücre tipine yol açar (De Los Angeles ve 

ark.,2015). 

Kök hücreler simetrik bölünmeyle kök hücre özelliklerini korudukları iki eĢ hücre 

üretebilirken; birinin kök hücre olarak kaldığı, diğerinin ise farklılaĢarak özelleĢmiĢ 

hücrelere dönüĢtüğü asimetrik bölünme gerçekleĢtirerek birbirinden farklı iki hücre de 

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

Kök hücreler görevlerinin daha iyi anlaĢılması için kökenlerine göre; embriyonik, fetal 

ve yetiĢkin kök hücreler olarak üç grupta değerlendirilebilir (ġekil 2.1). YetiĢkin kök 

hücrelerin vücutta çoğu organda yer aldığı bilinir. Bu kök hücreler nispeten 

farklılaĢmamıĢtır ve dokulardaki toplam hücrelerin küçük bir yüzdesini 

oluĢturur. Asimetrik ve simetrik bölünme ile kök hücre oranını ve hücre popülasyonunu 

apoptoz gibi süreçlere karĢı dengede tutar. Kendini yenileme ve farklılaĢma yetenekleri 

ile kök hücreler doku onarımı ve homeostazide önemlidir (Donovan ve Gearhart, 2001). 

Ayrıca dokularda uzun süre boyunca varlığını sürdürerek popülasyonun devamını 

sağlaması bazı doku kanserlerinin kök hücrelerden köken alabileceğini düĢündürmüĢtür 

(Foster ve ark., 2002). 
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Fetal kök hücreler iki farklı kaynaktan izole edilebilir. Bunlar; fetusun kendisi ve 

destekleyici ekstra embriyonik yapılar. Kan, böbrek, karaciğer, akciğer gibi fetal dokular 

kök hücre kaynağıdır. Ayrıca amniyotik membran, amniyotik sıvı, wharton jölesi ve 

plasenta gibi ekstra embriyonik dokulardan da kök hücreler izole edilmiĢtir ancak etik 

itirazlar bunların uygulanmasındaki baĢlıca sorundur (Marcus ve ark., 2008; Kmiecik ve 

ark., 2013). 

Embriyonik kök hücreler ise; endoderm, ektoderm ve mezoderm olarak adlandırılan üç 

embriyonik germ tabakasına farklılaĢabilen pluripotent özellikli kök hücrelerdir (Martin, 

1981; Kleinsmith ve Pierce, 1964). 

Kültürde yetiĢtirilebilen ilk pluripotent hücreler bir tümör olan teratokarsinomlar olsa da, 

blastosist aĢamasındaki embriyonun iç hücre kütlesinden pluripotent kök hücre elde 

edilebildiğinin keĢfedilmesiyle bu yöntem yaygın olarak kullanılmaya baĢlamıĢtır (ġekil 

2.2) (Martin, 1981; Stevens, 1958). 

 

ġekil 2.2. Pluripotent kök hücrelerin döllenmeden yaklaĢık dört gün sonra blastosist 

aĢamasındaki embriyonun iç hücre kütlesi kullanılarak kültüre edilmesi (Donovan ve Gearhart, 

2001).
 

Embriyonik kök hücrelere alternatif olarak yeniden programlamayla ve çekirdek 

transferiyle pluripotent hücreler elde edilir. Ayrıca halihazırda yetiĢkin dokulardan da 

pluripotent özellikte kök hücreler elde edilir (Liu ve ark., 2020). 
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YetiĢkin pluripotent kök hücreler teratom oluĢturmadan tek bir hücreden in vivo ve in 

vitro olarak üç germ katmanını üretebilir. Strese dayanıklıdır ve embriyonik kök 

hücrelerden farklı olarak çoğalma aktiviteleri çok yüksek değildir (Kuroda ve ark., 

2010). YetiĢkin kök hücreleri genellikle yüksek DNA onarım kapasitesi gösterir ve bu 

kapasite farklılaĢmayla azalır. DNA hasarı gerçekleĢmezse veya yanlıĢ onarılırsa kök 

hücrede mutasyonlar birikerek genetik istikrarsızlığa ve kanserleĢmeye sebep olabilir 

(Rocha ve ark., 2013). 
 

2.1.1. Pluripotensi 

Pluripotensi tek bir hücrenin, geliĢmekte olan ve yetiĢkin organizmanın tüm hücre 

soylarını esnek bir Ģekilde oluĢturma kapasitesidir (Silva ve ark., 2009).
 

Pluripotent hücreler onları diğer hücre tiplerinden ayıran birçok ortak özelliğe sahiptir. 

Bu özelliklerden bazıları dokulardan ve yetiĢkin hücrelerden elde edilen pluripotent 

hücrelerin seçiminde ve karakterizasyonunda kullanılabilir. Pluripotent kök hücreler 

Oct4, Nanog ve Sox2 transkripsiyon faktörlerini, hücre yüzey proteinleri 

olan glikolipid antijenleri; Stage Specific Embryonic Antigen (SSEA) 3 ve SSEA-4 ve 

keratan sülfatla iliĢkili TRA-1-60 ve TRA-1-81 antijenlerini eksprese ederler.  Hücre 

seçiminde hücre yüzey belirteçlerinin kullanılması sağlam ve basit bir yöntemdir 

(Goodwin ve ark., 2020; Thomson ve ark., 1995; Wang ve ark., 2012). 

Buna ek olarak bir membran enzimi olan alkalen fosfataz insanlarda farklı dokularda 

bulunmasına rağmen pluripotent özellikteki plasentada bulunanı yüksek sıcaklığa 

dayanıklı olması ile diğer dokulardan ayrılır. Bu nedenle immün boyama öncesi ısı 

uygulamasıyla plasentada olmayan alkalin fosfatazlar etkisiz hale getirilebilir. Ayrıca 

farklılaĢma testleri, karyotip analizi, kısa ardıĢık tekrar (STR) analizi gibi analizler de 

karakterizasyonda kullanılabilir (Martí 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
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2.2. Kanser 

Kanser; genellikle doğrudan veya dolaylı olarak genom hasarıyla baĢlayan, hücre 

tiplerinin çoğundan köken alabilen, mikroçevresinin büyüme ve büyüme karĢıtı 

sinyallerinden bağımsız Ģekilde nispeten sınırsız çoğalabilen, apoptoza dirençli, normal 

doku sınırlarını aĢarak metastaz yapabilen heterojen bir hastalıktır (Hanahan ve 

Weinberg, 2000; Stratton ve ark., 2009). Tedavi edilmediğinde ölümle sonuçlanma oranı 

yüksektir. Ayrıca dünya çapında her 6 ölümden 1’inin nedeni olan yaygın bir hastalıktır 

(Society, 2018). 

Tablo 2.1. Yeni Kanser Vakaları ve Ölümleri Global-2018 (Society, 2018) 

 

Amerikan Kanser Topluluğu (American Cancer Society) (AKT)’nin verilerine göre; 

dünya çapında erkeklerde görülen kanser vakalarının %16’sı akciğer kanseri, %14’ü 

prostat kanseridir. En yüksek oranda görülen bu iki kanserden akciğer kanseri %22 ile 

erkeklerde kansere bağlı ölümlerin önde gelen nedenidir. Kadınlarda görülen kanser 

vakalarının %25’i meme kanseri, %10’u kolon kanseridir. Kadınlarda meme kanseri 

%15 oranında kanser ölümlerinin önde gelen nedenidir (Tablo 2.1) (Society, 2018). 
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2.2.1. Meme Kanseri 

Meme kanseri dünya çapında kadınlarda en sık teĢhis edilen kanserdir ve kadınlarda 

kansere bağlı ölümde birinci sıradadır.  Ülkeler eğitim, sağlık, yaĢam standardına göre; 

düĢük, orta, yüksek ve çok yüksek Ġnsani GeliĢme Endeksli ülkeler Ģeklinde 

gruplandırılır. Orta Ġnsani GeliĢme Endeksli ülkelerde kadınlar arasında kansere bağlı 

ölümlerin önde gelen nedenidir ve diğer Ġnsani GeliĢme Endeks seviyelerindeki 

ülkelerde ikinci sıradadır (Society, 2018). Meme kanseri insidans oranları 2000'li yılların 

ortalarından bu yana yılda yaklaĢık %0.5 artmıĢtır. Meme kanserinde 5 yıllık sağ kalım 

oranı 1975-1977 arasında %75 iken 2012-2018 yıllarına gelindiğinde bu oran %91’e 

çıkmıĢtır. Meme kanserine yakalanma veya meme kanserinden ölme riski genellikle 

yaĢla birlikte artar (Society, 2018). 

 

ġekil 2.3. 2022 yılında Türkiye'de Kadınlarda Görülen Yeni Kanser Vakaları (WHO, 2022).  

Dünya sağlık örgütü 2022’de Türkiye’de 240 013 yeni kanser vakası ve 129 672 kansere 

bağlı ölüm olduğuna dair rapor yayınladı. 2022’de 107 537 kadına kanser vakası teĢhisi 

konulmuĢtur. Bunların 25 249 (%23,5)’i meme kanseridir. Kansere bağlı ölümlerin 7 

360 (%5,7)’i meme kanseri sebebiyle hayatını kaybetmiĢtir (ġekil 2.3) (WHO, 2022). 
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Hastalığın erken aĢamasında tespiti iyileĢme yüzdesini önemli ölçüde arttırır. Meme 

kanseri ilk dönemde belirtileri göstermeyerek hastalığın geç tespit edilmesine neden 

olur. Bunun önüne geçmek için kadınlara meme kanseri hakkında bilgilendirme, sağlık 

eğitimi ve belirti taĢımasa bile sık muayene ve taramaların yapılması önerilmektedir. 

YaĢ, cinsiyet, genetik yatkınlık ve bazı zararlı etkenlere maruz kalma gibi risk 

faktörlerini taĢıyan grupların takip ve taramalarının aksatılmaması önemlidir. 

Kadın olmak, yaĢlanma, beyaz etnik grup, pozitif aile öyküsü, daha önce meme kanseri 

öyküsü, kusurlu genin varlığı, adet döneminin erken yaĢta baĢlaması ve geç menopoz, 

diyabet meme kanserinin bilinen önemli risk faktörleridir. Bunun yanında kontrol 

edilebilen bazı risk faktörleri de vardır. Bunlar; doğum kontrol hapları, alkol ve sigara 

tüketimi, iyonlaĢtırıcı radyasyon, obezite, 30 yaĢ öncesinde çocuk sahibi olmamak ve 

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

Meme kanseri normal meme epitel hücrelerinin olağan dıĢı artıĢı ve bunun sonucu 

doku düzeninin bozulmasıyla geliĢir (Rivenbark ve ark., 2013). Meme kanseri; östrojen 

reseptörü (ER) ve progesteron reseptörü (PR) ile insan epidermal büyüme faktörü 2 

(HER2) gibi reseptörlerin ekspresyonuyla çeĢitli morfolojileri ve alt tipleri olan 

heterojen bir hastalıktır (Nakada ve ark., 2017).
 
Reseptörlerin durumuna göre lüminal 

A, lüminal B, HER2 pozitif ve üçlü negatif alt tipler olarak sınıflandırılabilir (Dai ve 

ark., 2017). 

2.2.1.1. Üçlü Negatif Meme Kanseri (TNBC) 

Meme kanserinin agresif bir alt tipi olan ER, PR ve HER2 ekspresyonlarının olmaması 

ile tanımlanan Üçlü Negatif Meme Kanseri (TNBC); meme kanseri hastaların yaklaĢık 

%15 ila %20'sini oluĢturur (Masuda ve ark., 2013). Buna rağmen meme kanseri 

ölümlerinin büyük bir kısmından sorumludur. TNBC erken nüks ile iliĢkilendirilir. 

Hastalarda kanser 4 yıl içinde yüksek oranda nükseder, aynı zamanda 5 yıllık sağ kalım 

da düĢüktür (Bauer ve ark., 2007; Dent ve ark., 2007). 
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TNBC’lerde sıklıkla erken ve uzak metastaz görülmesi ve hastalığın seyrinin daha kötü 

olması diğer alt tiplere oranla biyolojik olarak daha agresif olduğunu gösterir (Haffty ve 

ark., 2006). 

ER, PR ve HER2 reseptörlerinin eksikliği nedeniyle TNBC, Tamoksifen ve aromataz 

inhibitörleri gibi hormonal bazlı tedavilerden ve Trastazumab gibi HER2'ye yönelik 

tedavilerden fayda görmez (Carey ve ark., 2007). Cerrahi tedavi ve kemoterapi TNBC 

tedavisinde mevcut seçenekler arasında en uygunları gibi görünmektedir (Wahba ve El-

Hadaad, 2015). TNBC kemoterapiye duyarlı olsa da duyarlılığı, tümör hetorojenliğinin 

yüksek olması sebebiyle, kemoterapi ilacının türüne ve TNBC’nin alt tipine göre 

değiĢiklik gösterir (Isakoff, 2010). 

TNBC diğer alt tiplere oranla baĢlangıçta antrasiklin bazlı kemoterapiye daha yüksek 

duyarlılık göstermesine rağmen kemoterapiden sonra nüksetme oranı yüksektir. Bu 

nükseden tümörlerde tipik olarak kemoterapiye direnç vardır ve daha kötü sağkalımla 

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

TNBC'de kemoterapi direncine, tedavinin ardından tümörün yeniden büyümesine, 

kendini ve popülasyonu yenileme yeteneğine sahip tümörün alt popülasyonu kanser kök 

hücrelerinin (KKH) neden olduğuna dair kanıtlar vardır (Lee ve ark., 2011). KKH’nin 

tüm meme kanseri alt tiplerinde olsa da TNBC’de oranın daha yüksek olduğu 

bilinmektedir (Park ve ark., 2010).  

2.2.1.1.1. MDA-MB-231 

MDA-MB-231 M. D. Anderson Hastanesi ve Tümör Enstitüsü'ndeki hastalardan izole 

edilmiĢ epitelyal insan meme kanserinin en sık kullanılan TNBC hücre dizisidir 

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

ER, PR ve HER2 negatif olmasından ötürü hücre dizisi baĢlangıçta bazal meme kanseri 

hücre dizisi olarak düĢünülse de claudin-3 ve claudin-4'ün aĢağı regülasyonunu, Ki-67 

düĢük ifadesini, epitelyal-mezenkimal geçiĢle iliĢkili iĢaretleyicilerin zenginleĢmesini ve 
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CD44+ /CD24- gibi meme kanseri kök hücreleri ile iliĢkili özelliklerin ekspresyonunu 

sergilediği için Claudin düzeyi düĢük moleküler alt tipine ait olduğu kabul edilmektedir 

(Holliday ve Speirs, 2011). 

Claudin düzeyi düĢük tümör alt tipleri diğer alt tiplerle karĢılaĢtırıldığında en yüksek 

damar yapısına sahip olduğundan metastaz yapmaya yatkındır. Bu kanser hücreleri 

endotelyal özelliklere sahiptir. Bu yüzden beyin ve akciğer gibi hayati organlara yayılma 

ihtimali yüksektir. (Harrell ve ark., 2014). 

2.2.2. Kemoterapi 

Kanserin tedavi yöntemleri çoğunlukla radyasyon, cerrahi, kemoterapi, immünoterapi ve 

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

Lokalize tümörde hastaların bir kısmı cerrahi veya radyoterapi ile tedavi edilmektedir. 

Ancak geri kalan vakalarda erken metastaz karakteristik bir özelliktir ve etkili kanser 

tedavisi için kemoterapi gereklidir. Lokal olarak ilerlemiĢ hastalarda kemoterapi sıklıkla 

radyoterapi ile birleĢtirilir ve bu tür kombine yöntemlerle klinik sonuçların iyileĢmesi 

sağlanır (Chu ve Sartorelli, 2018).
 

Kemoterapi; ilerlemiĢ veya daha etkili tedavinin bulunmadığı kanserler için birincil 

tedavi, cerrahi veya radyasyon tedavisinin yetersiz kaldığında yardımcı tedavi olarak 

kullanılmaktadır. ĠlerlemiĢ metastatik hastaların tedavisinde ana yaklaĢım olmuĢtur 

ancak ileri evre tümörlerde kemoterapi tüm hastalarının yüzde 10'undan azını tedavi 

edebilmektedir (Chu ve Sartorelli, 2018). 

Kemoterapi, hızlı büyüyen kanserli hücrelerin bölünmesinin engellenmesine 

dayanmaktadır bu yüzden saç kökleri, kemik iliği ve mide-bağırsak sistemi hücreleri 

gibi hızlı çoğalan normal hücreleri de etkilemektedir. Kemoterapinin normal hücreleri 

geliĢigüzel yok etmesi, kemoterapötik ilaçların toksisitesi ve çoklu ilaç direncinin 

geliĢmesi kemoterapinin istenmeyen yan etkileridir (Pérez-Herrero ve Fernández-

Medarde, 2015). 
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Toksisiteden kaçınmak için doz azaltımı uygulansa da bu durum genellikle tedaviyi 

olumsuz etkiler. Doz yoğunluğu kemoterapinin etkisini sınırlayan ana faktörlerden 

biridir. Dozdaki azalma genellikle tümörü tedavi etme kapasitesinde bir kayıpla 

sonuçlanır ve tümör hücreleri tamamen ortadan kaldırılamayabilir, bu da nüksetmeye yol 

açabilir. ĠlerlemiĢ yumurtalık, meme, akciğer ve kolon kanserleri gibi birçok katı 

tümörde doz yoğunluğu ile klinik etkinlik arasında pozitif bir iliĢki belgelenmiĢtir (Chu 

ve Sartorelli, 2018). 

2.2.2.1. Doksorubisin 

DNA replikasyonunda, transkripsiyonunda ve diğer hücresel iĢlemlerde çift sarmalın 

açılmasıyla süpersarmal (süperkoiller) olarak adlandırılan düğümler oluĢabilir. 

Topoizomerazlar geçici tek ya da çift sarmal kırığı oluĢturarak süpersarmalı düzenler. 

Topoizomerazların çalıĢmaması durumunda süpersarmal düğümleri çözülemez. Buna 

bağlı olarak DNA iplikleri birbirinden ayrılamaz, bu da hücre için ölümcül sonuçlar 

doğurabilir (Wang, 2002). 

Farklı kanser türlerinde yaygın olarak kullanılan DOX; DNA baz çiftleri arasına girip, 

topoizomeraz I ve II'yi inhibe ederek çift zincir kırığı, histonları çıkararak ise kromatin 

hasarı oluĢturur ve hücreyi apoptoza götürür (Moiseeva, 2019; Pang ve ark., 2013). 

Hücre içine pasif difüzyon ile girerek stoplazmada serbest radikal oluĢumuna neden olan 

reaktif oksijen türleri (ROS) üretip oksidatif strese de neden olabilir (Franco ve ark., 

2018). 
 

DOX diğer ismiyle andriamisin; Streptomyces peucetius'tan elde edilmiĢtir ve 

antrasiklin antibiyotiklerinin zayıf kimyasal baz özelliği taĢıyan, suda çözünebilen bir 

türevidir (PubChem, 2022; Moiseeva, 2019). DOX; erken ve geç evre meme kanserinin, 

yumurtalık kanserinin tedavisinde sık kullanılan, ABD Gıda ve Ġlaç Ġdaresi (FDA) 

onaylı anti-neoplastik ajandır (Franco ve ark., 2018; PubChem, 2022). Yüksek dozda 

katı ve sıvı tümörlerde büyük etki göstermesine rağmen yan etkilerden korunmak için 

sınırlı dozda, genellikle hastanın vücut yüzey alanına göre ayarlanmıĢ dozda verilir 

(Franco ve ark., 2018; McKenna ve ark., 2017; Pang ve ark.,2013; Weiss, 1992). 
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Akut olarak bulantı, kusma ve miyelosüpresyon görülürken; kalp, karaciğer, beyin veya 

böbrekte kronik toksisite geliĢtirebilir. Yüksek doz kullanımını büyük oranda DOX un 

en belirgin yan etkisi olan geri dönüĢümsüz kardiyotoksisite sınırlar (Lefrak ve ark., 

1973; Wang ve ark., 2012). Yan etkiler ve ilaç direnci DOX kullanımında en büyük 

sınırlamalardır (Hortobágyi, 1997).  

Kanser hücresinde DOX direncine; ilaç dıĢa atım sistemleri ve DOX un zincir kırığı 

oluĢturma yeteneğindeki, topoizomeraz II aktivasyonundaki ve apoptoz 

sinyallemesindeki değiĢiklikler neden olur. Bu değiĢikliklerin çoğu, kök hücre benzeri 

bir fenotipe sahip tümör hücrelerinde belirgindir (Cox ve Weinman, 2016; Lage ve ark., 

2000). 

DOX buzdolabında ve ıĢıktan uzak bir yerde saklanmalıdır. Dokulara hızlı dağılım 

gösterir ve 48 saate kadar eliminasyon yarı ömrüne sahiptir (Johnson-Arbor K ve Dubey, 

2017). 

2.2.2.2. Ġlaç Direnci 

Kanserde kemoterapinin baĢarısız olmasındaki temel sebep ilaç direncidir (Chu ve 

Sartorelli, 2018).
 

Kemoterapi direncine; kanserin tümör mikro ortamı, ilaç metabolizmasını değiĢtirmesi, 

ilaçların emilimini azaltması, kemoterapötik ajanların hedeflerini değiĢtirmesi, DNA 

onarımını geliĢtirmesi, ilaçların hücre dıĢına salınımını arttırması, antikanser ilaçlarını 

inaktive etmesi, hücre ölümünü baskılaması, ayrıca KKH’lerin varlığı, epigenetik 

değiĢiklikler, mikroRNA’lar, pH ve diğer tümör hücreleriyle etkileĢimler   gibi çeĢitli 

içsel ve dıĢsal faktörler neden olabilir (Mansoori ve ark.,2017). 
 

Geleneksel kemoterapiler baĢlangıçta tümör büyümesinin kontrol edilmesinde etkilidir 

ancak birçok hastada zaman içinde nüks eder. Tipik olarak kemoterapiye ilk yanıttan 

sonra tekrarlayan tümörler birden fazla ilaca dirençlidir. Tümör ilaç direncini açıklayan 

4 ilaç direnci modeli tanımlanmıĢtır (Dean ve ark., 2005).
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ġekil 2.4.  Tümör ilaç direnci modelleri (Dean ve ark.,2005). 

a) Geleneksel ilaç direnci modeline göre; genetik değiĢiklikler sebebiyle çoklu ilaç 

direncine sahip az sayıdaki hücre kemoterapi sırasında canlı kalır ve kemoterapinin 

kesilmesinden sonra çoğalarak ilaca dirençli yeni popülasyonu oluĢturur (ġekil 2.4) 

(Dean ve ark., 2005).
 

b) KKH modeline göre; tümörler ilaca dirençli küçük bir tümör kök hücresi popülasyonu 

ve farklılaĢmıĢ normal tümör hücrelerini içerir. Kemoterapiyle normal tümör hücreleri 

ölür, ilaca dirençli kök hücreler canlı kalır. Tedavinin kesilmesinden sonra bu hücreler 

baĢlangıçtaki gibi heterojen bir tümör popülasyonu oluĢturur (ġekil 2.4)  (Dean ve ark., 

2005).
 

c) EdinilmiĢ direnç kök hücre modeline göre; tümör kök hücreleri tedavide canlı 

kalırken, farklılaĢmıĢ hücreler ölür. Canlı kalan tümör kök hücrelerinde bulunan 

mutasyonlar ilaca dirençli bir fenotip kazandırır (ġekil 2.4)  (Dean ve ark., 2005).
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d) Ġçsel direnç modeline göre; hem kök hücreler hem de farklılaĢmıĢ hücreler doğası 

gereği ilaca dirençlidir. Bu nedenle tedavi sırasında az bir kısmı etkilenir veya hiç 

etkilenmez, böylece tümör büyümesine neden olur (ġekil 2.4)  (Dean ve ark., 2005).
 

2.2.3. Kanser Kök Hücresi 

Kanser Kök Hücreleri (KKH); kendilerini ve bulundukları tümör popülasyonunu 

oluĢturma kapasitesine sahip tümör alt popülasyonudur ve kendilerine özgü yüzey 

belirteçlerini ifade eder (Xu ve ark., 2009). Tedavi kesildikten bir süre sonra tedavi ile 

tamamen temizlenememiĢ uykudaki KKH tümörü tamamen yeniler ve bu durum 

kanserin hastalarda neden tekrar nüksettiğini açıklar (Al-Hajj ve Clarke, 2004). 

KKH'nin kökenini açıklarken iki olasılık üzerinde durulur.  Birincisi, somatik kök veya 

progenitör hücrelerden genetik değiĢikliklerle kanserleĢerek ortaya çıkmasıdır. Diğeri, 

mutasyon yoluyla kanserleĢen hücrenin farklılaĢarak kök hücre özellikleri kazanmasıdır 

(Lawson ve ark., 2009). 

KKH’lerinin, normal kök hücreler gibi apoptoza ve kemoterapiye dirençli olduğu 

görülmüĢtür. KKH’nin direncinin birçok sebebi olabilir. Örneğin; kök hücreler 

kendilerini yenileme ve farklılaĢma yeteneklerinin yanı sıra hareketsizdirler ve nadiren 

bölünürler. KKH genellikle G0'dadır dolayısıyla hücre döngüsünü hedefleyen 

kemoterapi ajanlarına dirençlidir. KKH’lerinin göreceli hareketsizlikleri ve yüksek 

düzeyde spesifik ilaç taĢıyıcılarını eksprese etmeleri kemoterapiye doğal olarak dirençli 

olduklarını kanıtlar niteliktedir. GeliĢmiĢ DNA onarım mekanizmaları nedeniyle de 

DNA'ya zarar veren ajanlara karĢı dirençli olabilirler. Kök hücreler antiapoptotik 

proteinler de sentezlemektedir. Ayrıca tümöre özgü 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 hücreden tümörü yeniden büyütebilen bir hücredir dolayısıyla eğer tümör 

kontrol altına alınmak isteniyorsa temelde bu hücrelerin kontrol altına alınması 

gerekmektedir (Wicha ve ark., 2006). 
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Meme kanseri kök hücre kavramı yakın zamanda oluĢturulmuĢtur.  KKH’ler genetik 

istikrarsızlıklarını yansıtan kromozom anormallikleri ile karakterize edilirler. Bu genetik 

dengesizlik aynı zamanda kemoterapi ve radyoterapiye dirençli olmalarına katkı sağlar. 

Yapılan çalıĢmalarda; meme kanseri kök hücrelerinin metastaz yapma yeteneklerinin, 

radyasyona ve kemoterapiye karĢı dirençlerinin normal kanser hücrelerine oranla daha 

fazla olduğu görülmüĢtür (Chu ve Sartorelli, 2018; Ma ve ark., 2014; Tang ve ark., 

2007). 

 Meme kanserinin tümörü tekrar oluĢturabilen bu alt popülasyonunun, kök hücre 

belirteci olan CD44 eksprese ettiği görülmüĢtür (Ponti ve ark., 2005).  Ekspresyon 

oranının TNBC’de diğer meme kanseri alt tiplerine göre daha yüksek oranda olduğu 

rapor edilmiĢtir (Idowu ve ark., 2012). 

Nanog, Oct4 ve Sox2 gibi pluripotensi iliĢkili transkripsiyon faktörleri tümör agresifliği, 

ilaç direnci ve kötü klinik sonuçlarla iliĢkilendirilmiĢtir. TNBC‘ler bu bulgularla tutarlı 

Ģekilde pluripotensi iliĢkili transkripsiyon faktörlerini diğer alt tiplere oranla daha fazla 

eksprese eder (Fultang ve ark., 2021). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Temini ve Kültürü 

Bu tez çalıĢmasında; MDA-MB-231 hücre kültürü hattı American Type Culture 

Collection (ATCC)’den ticari olarak satın alınmıĢtır.  

MDA-MB-231 hücre kültürü için %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 L-glutamin, %1 

Penisilin-Streptomisin (PS) içeren Dulbecco's Modified Eagles Medium (DMEM) High 

besiyeri kullanıldı (Seabra ve ark., 2023). 

Azot tankında muhafaza edilen hücreler Dimetil Sülfoksit (DMSO) etkisinden korunmak 

için Bazal DMEM içerisinde 1:10 oranında çözdürüldü. 350 x g’de 5 dakika santrifüj 

edildi. Ardından 10 mL Dulbecco’nun fosfat tamponlu çözeltisi (DPBS) ile bir kez 

yıkandı. Yıkama iĢleminden sonra hücreler; %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 PS içeren 20 

mL High DMEM besiyerinde çözülüp 175 cm
2
’lik kültür kaplarına ekildi. %5’lik CO2 

ve 37
O 

C’lik inkübatöre konuldu. Hücreler her gün ıĢık mikroskobunda kontrol edildi. 

Pasaj için Tripsin- Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) hazırlandı. 175 cm
2
’lik kültür 

kabındaki hücrelere kültür kabının yüzeyini kaplayacak kadar (18 mL) Tripsin-EDTA 

eklendi. 1.5 dakika inkübatörde bekletildi. Mikroskopta kontrol edildi. Hücrelerin 

tamamen kalkması için kültür kabına yavaĢça vurularak tekrar mikroskopta bakıldı. 

Daha sonra tripsin aktivitesini durdurmak için tripsin-EDTA miktarının 10 da 1’i kadar 

(1.8 mL) FBS konuldu. Ardından hücreler 50 mL’lik falkona aktarıldı. Kültür kabı 

DPBS ile yıkanıp aynı falkona aktarıldı. 350 x g’de 5 dakika santrifüj yapıldı. 

Süpernetant atıldı. Pellet 10 mL DPBS ile çözülüp sayımı yapıldı. Sayılan 10
7
 hücrenin 

54.000’i 6 kuyucuklu plakaya ekmek için 2 mL’si ayrı bir falkona alındı. 350 x g’de 5 

dakika santrifüj yapıldı. 12 mL DMEM (High) besiyerinde çözülerek 6 kuyucuklu 
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plakaya her bölmeye 2 mL (her bölmeye 90.000 hücre) konuldu. Mikroskopta bakılıp 

inkibatöre kaldırıldı. Kalan hücreler azot tankına konulmak üzere hazırlandı. Dondurma 

mediumu %70 FBS, %10 DMSO, %20 DMEM oranında hazırlandı. Hücreler 4.5 mL 

dondurma mediumu içerisinde çözülerek etiketlenen 3 adet cryo tüpüne 1.5 mL’Ģer 

olacak Ģekilde aktarıldı. Bir gece -80
O
 C’ye daha sonra azot tankına kaldırıldı. 

3.2. Minimal Ġnhibitör Konsantrasyon (MIC) Tayini  

Barkotlanan 6 kuyucuklu plakaya ekim yapıldı. GFP (Green Fluorescent Protein) 

transfeksiyonunda kullandığımız plazmit, higromisin direnç geni taĢıdığından MDA-

MB-231 hücrelerine higromisin için MIC tayini yapıldı. 

Konsantrasyonlarında higromisin içeren besiyeri elde etmek için stok Higromisin B 50 

mg/mL stoğundan 2 mL DMEM (High) besiyerine konulması gereken higromisin 

miktarı hesaplandı. 

1. Kuyucuk 10 µg / mL için: 0.4 µL 

2. Kuyucuk 25 µg / mL için: 1 µL 

3. Kuyucuk 50 µg / mL için: 2 µL 

4. Kuyucuk 100 µg / mL için: 4 µL 

5. Kuyucuk 200 µg / mL için: 8 µL 

6. Kuyucuk 300 µg / mL için: 12 µL  

6 kuyucuklu plakadaki eski besiyeri atıldı. DPBS ile yıkandı. Her kuyucuya 2 mL 

besiyeri ve ardından hesaplanan miktarlarda higromisin konuldu. Mikroskopta kontrol 

edildikten sonra inkübatöre konuldu. 15 gün boyunca bu iĢlem 2 günde 1 yapıldı. 15. 

günün sonunda MĠC değeri canlılığın gözlemlenmediği en düĢük konsantrasyon 100 

µg/mL olarak belirlendi (Gul Amuk ve ark., 2020). 

3.3. Hücrelere Green Fluorescent Protein (GFP) Transfeksiyonu 

175 cm
2
’lik kültür kabında yeterli yoğunluğa ulaĢan MDA-MB-231 hücrelerine pCMV-

GFP plazmid transfeksiyonu elektroporasyon yöntemi kullanılarak gerçekleĢtirildi.  
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Bunun için 175 cm
2
’lik kültür kabındaki eski besiyeri atıldı ve DPBS ile yıkandı. 

Tripsinle hücreler falkona toplandı. Santrifüj ardından DPBS ile çözülerek hücreler 

sayıldı. 15 x 10
6
 hücreye tekrar santrifüj yapılır. 

MDA-MB-231 hücrelerinin Green Fluorescent Protein (GFP) ile transfeksiyonu Neon 

transfeksiyon kiti ve neon transfeksiyon sistemi kullanılarak firmanın talimatlarına göre 

yapıldı. Santrifiüj sonrası hücre pelleti 600 µL (Resusension Buffer) R Buffer ile 

çözüldü üzerine 7 µL GFP plazmid eklendi. Pipetajlanan karıĢım Neon tip (100 µL’lik) 

içerisine çekilip 4 mL (Electrolytic Buffer) E Buffer koyulan tüp içerisinde 

transfeksiyon standına yerleĢtirilip 1400 V 10 ms 4 pulses ve 1350 V 20 ms 2 pulses 

parametreleri kullanılarak transfeksiyon gerçekleĢtirilir. 2 mL’Ģer besiyeri ile konulan 6 

kuyucuklu plakaya ekildi. 24 saat sonra mic değeri 100 µg/mL olarak belirlenen 

higromisinden 100 µg/mL (2 mL‘Ģer besiyeri için 4 µL‘Ģer) uygulamaya baĢlandı. Bu 

iĢlem 15 gün boyunca besiyeri idamesi ile gerçekleĢtirildi. Her gün mikroskopta takip 

edildi. 15 günün sonunda GFP (+) hücreler elde edildi. 

3.4. Ġmmünoflorasan Boyama ve Konfokal Mikroskopta Görüntüleme  

Hiçbir uygulamanın yapılmadığı Wild Tipe (WT) MDA-MB-231 hücreleri ve 

transfeksiyon ile GFP (+) olan MDA-MB-231 hücreleri konfokal mikroskop için 

hazırlanmıĢtır. (Bu iĢlemlerde sterilizasyon önemli olmadığı için kabinde yapılmadı.) 

Bunun için; 1 gün önce içerisine disk konmuĢ 6 kuyucuklu plakaya ekimi yapılan 

hücrelerin eski besiyeri atıldı. 1 mL DPBS ile 3 kez yıkandı. Fiksasyon için %4’lük 

paraformaldehitten 1 mL konularak 15 dakika bekletildi. Daha sonra 3 kez DPBS ile 

yıkandı. 20 mL DPBS ve 1 mL DAPĠ konularak hazırlanan DAPĠ çözeltisinden 1 mL 

konuldu. Karanlıkta 5 dakika bekletildi. (DAPĠ’nin hazırlanması ve uygulanması 

sırasında görüntü alınana kadar tüm aĢamalarda karanlık olmalıdır.) 5 dakikanın sonunda 

3 kez DPBS ile yıkandı. Son yıkamada DPBS çekilmeden disk alındı ve yapıĢtırma 

solüsyonu konulan lam üzerine hücreler iç yüzeyde olacak Ģekilde konuldu. Oda 

sıcaklığında 30 dakika bekletildikten sonra +4
O
 C buzdolabına kaldırıldı. 2 günün 

ardından mikroskopta görüntülendi (Acar ve ark., 2021). 
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3.5. Manyetik Aktif Hücre Sıralaması (MACS) Kullanılarak Pluripotent 

Hücrelerin Seçimi ve Pozitif Hücrelerin Negatif Grup ile KarıĢtırılması 

SSEA-3 ve SSEA-4 belirteçleri ile GFP (+) MDA-MB-231 hücre hattında pluripotent 

pozitif hücre seçimi ve GFP (-) MDA-MB-231 hücre hattında pluripotent negatif hücre 

seçimi MS kolon kullanılarak manyetik aktif hücre sıralaması (MACS) metodu ile 

yapıldı.  

GFP (+) ve GFP (-) Hücre kültürlerinin ikisi de tripsin ile kaldırıldı. DPBS ile 

yıkadıktan sonra strainerdan geçirildi. Sayımı yapıldı. 2 x 10
6 

hücre olacak Ģekilde 

falkona aktarıldı. 350 x g’de 5 dakika santrifüjlenip süpernetantları atıldı. 20 mL MACS 

solüsyonuna 1 mL BSA konularak MACS Buffer hazırlandı. Santrifüjden alınan 

hücrelerin süpernetantı atıldı. Pellet 160 µL MACS Buffer ile çözülüp üzerine 20 μL 

anti-SSEA-3 ekleyip 15 dakika +4’de inkübe edildi. Ardından 20 μL anti-PE ve 20 μL 

anti-SSEA-4 mikrobeadleri eklendi. 15 dakika inkübasyon için +4
O
 C buzdolabına 

konuldu. Ġnkübasyondan sonra süspansiyon 2 mL’ye tamamlanarak 300 x g’de 5 dakika 

santrifüj edildi. Hücre pelleti 500 μL MACS Bufferda çözüldü. Manyetik alanına 

yerleĢtirilen MS kolon 1 kez 500 μL MACS Buffer ile yıkandı. Hücre solisyonu 

kolondan geçirildi. Ardından 3 kez 500 μL MACS Buffer ile yıkandı.  

GeçiĢ yapıp toplanan grup negatif gruptur. GFP (-) grubun kolandan geçerek toplanan 

SSEA-3 ve SSEA-4 negatif hücreler sayıldı. Kolon atıldı. GFP (+) grubun kolondan 

geçen hücreler atıldı. Kolondaki SSEA-3 ve SSEA-4 pozitif hücreleri toplamak için 

kolon manyetik alandan çıkarılıp temiz bir falkonun üzerine konuldu. 2 mL MACS 

Buffer konularak piston yardımı ile basınç uygulayarak falkona aktarıldı. Elde edilen 

hücreler sayıldı. Toplam hücrenin %98’i GFP (-)’den elde edilen pluripotent belirteci 

yönünden negatif hücreler, %2’si GFP (+) pluripotent belirteçleri yönünden pozitif 

hücreler olacak Ģekilde karıĢtırıldı. 20 mL besiyerinde çözerek 175 cm
2
’lik ekildi. Bu 

deney grubu MACS sonrası grup olarak adlandırıldı (Alessio ve ark., 2018). 
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3.6. Hücre Gruplarına Doksorubisin Uygulanması 

Deneyin baĢlangıcında, iki ayrı 175 cm
2
’lik kültür kabına WT MDA-MB-231 ve MACS 

sonrası oluĢturulan MDA-MB-231 (%98’i GFP (-) pluripotent belirteci yönünden negatif 

hücreler, %2’si GFP (+) pluripotent belirteçleri yönünden pozitif hücreler) hücreleri 

ekildi. BaĢlangıçta 25 nM DOX ile kültürlendi. 28 gün boyunca hücrelere uygulanan 

DOX miktarı kontrollü Ģekilde artırıldı. Hücreler DOXun etkisindeyken büyümeye 

devam edebildikleri gözlendiğinde DOX’un yoğunluğu önce 50nM’a daha sonra 75 

nM’a çıkarıldı. BaĢlangıçta 1 hafta boyunca 25 nM DOX uygulandı. Daha sonra DOX 

yoğunluğu 50 nM’a yükseltildi. Hücrelerin bölünmeye devam ettiği gözlemlenmeye 

baĢladığında doz 75 nM’a çıkartıldı. Bu da yaklaĢık olarak 2 hafta sürdü. Kalan 1 hafta 

da DOX yoğunluğu 75 nM olarak uygulandı. Ġlaç iki günde bir eski besiyeri atılıp kültür 

kabı DPBS ile yıkandıktan sonra yeni besiyeriyle beraber uygulandı (Marinello ve ark., 

2019). 

3.7. DOX Sonrası Ġmmünoflorasan Boyama ve Konfokal Mikroskopta 

Görüntüleme 

Kontrol grup olarak MACS sonrası grup (%98’i GFP (-) pluripotent belirteci yönünden 

negatif hücreler, %2’si GFP (+) pluripotent belirteçleri yönünden pozitif hücreler), 

deney grubu olarak 28 gün boyunca ilaç uyguladığımız MACS sonrası grup 

kullanılmıĢtı. Her iki grubun 1 gün önceden içerisine disk konmuĢ 6 kuyucuklu plakaya 

ekimi yapıldı. Ertesi gün boyama için; hücrelerin eski besiyeri atıldı. 1 mL DPBS ile 3 

kez yıkandı. Fiksasyon için %4’lük paraformaldehitten 1 mL konularak 15 dakika 

bekletildi. Daha sonra 3 kez DPBS ile yıkandı. 20 mL DPBS ve 1 mL DAPĠ konularak 

hazırlanan DAPĠ’den 1 mL konuldu. Karanlıkta 5 dakika bekletildi. (DAPĠ’nin 

hazırlanması ve uygulanması sırasında görüntü alınana kadar tüm aĢamalarda karanlık 

olmalıdır.) 5 dakikanın sonunda 3 kez DPBS ile yıkandı. Son yıkamada DPBS 

çekilmeden disk alındı ve yapıĢtırma solüsyonu konulan lam üzerine hücreler iç yüzeyde 

olacak Ģekilde konuldu. Oda sıcaklığında 30 dakika bekletildikten sonra +4
O
 C 

buzdolabına kaldırıldı. 2 günün ardından konfokal mikroskopta görüntülendi (Acar ve 

ark., 2021). 
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3.8. DOX Sonrası Hücrelerin AkıĢ Sitometri Analizi 

Cell wash Solüsyonu: %0.5 Bovin Serum Albümin (BSA) ve 2 mM EDTA 

Phosphatasebuffered Saline (PBS) olacak Ģekilde hazırlanır. 

DOX uygulanmıĢ MDA-MB-231 WT grubun SSEA-3-PE, SSEA-4-FITC ve TRA-1-60-

PE pluripotent belirteçlerinin oranı ve DOX uygulanmıĢ MACS sonrası grubun GFP (+) 

oranı akıĢ sitometrisi yardımı ile analiz edildi ve ilaç uygulanmamıĢ MDA-MB-231 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldı.  

28 gün DOX uygulanmıĢ WT grup, 28 gün DOX uygulanmıĢ MACS sonrası grup tripsin 

kullanarak kültür kaplarından kaldırılıp akıĢ sitometri için hazırlandı. Ayrıca hücrelerin 

kendi florasan özellikleri olduğundan eĢik değeri belirlemek için bir tüpe de 

iĢaretlenmemiĢ WT grup hücreler kör olarak kullanılmak üzere konulur. DPBS ile 

çözülüp sayım yapıldı. Sayım sonrası her gruptan yaklaĢık 2-3 milyon olacak Ģekilde 

alındı ve santrifüj yapıldı. 100 µL DPBS ile çözülerek 1.5 mL’lik ependorf tüplere 

alındı. 350 x g’de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernetant atıldı. Hücreler barkotlanan 

ependorflara her ependorfa 50 µL’Ģer cell wash olacak Ģekilde cell wash ile çözülerek 

bölündü. 

Kontrol grup 200 μL cell wash da çözülerek SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, Autoflo 

olmak üzere barkotlanan yeni ependorflara 50 μL’Ģer aktarıldı. DOX uygulanmıĢ WT 

hücreler 150 μL cell wash da çözülerek SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 olmak üzere 

barkotlanan yeni ependorflara 50 μL’Ģer aktarıldı. MACS sonrası DOX uygulanan grup 

ise 100 μL cell wash da çözülerek GFP (+) ve autoflo olmak üzere barkotlanan 

ependorflara 50 μL’Ģer aktarıldı.  TRA-1-60-PE, Anti-SSEA-4-FITC, PE- anti-SSEA-3 

belirteçleri ependorflardaki barkota göre 50 μL’Ģer eklendi. 20 dakika inkübasyonun 

ardından 1 kez yıkama yapıldı. Hücrelere 500 µL cell wash eklendi ve akıĢ sitometri 

tüpüne aktarıldı ardından FACS Aria III cihazında analizler yapıldı. 
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3.9. Biyoistatistik Analizler 

Biyoistatistik analizler GraphPad Prism programı kullanılarak gerçekleĢtirildi. Analizler 

sırasında Paired t test metodu kullanılmıĢtır. p < 0.05 anlamlılık düzeyi kabul edilmiĢtir. 

[0.01 <= p < 0.05 (*): istatistiksel olarak anlamlı. 0.001 <= p < 0.01 (**): Yüksek seviye 

istatistiksel anlamlılık. p < 0.001 (***): Çok yüksek seviye istatistiksel anlamlılık. 0.05 

<= p <0.10 (*): Sınırda anlamlılık. p > 0.10: istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

bulunamamıĢtır.] 
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4.BULGULAR 

4. 1. Minimal Ġnhibitör Konsantrasyon (MIC) Tayini Bulguları 

GFP transfeksiyonunda kullandığımız plazmitin, higromisin direnç geni taĢıdığı 

bilindiğinden transfeksiyon sonrası transfekte olmamıĢ hücreleri ortadan kaldırmak için 

Higromisin B seçici baskısı uygulandı. Bu sebeple 6 kuyucuklu plakaya ekimi yapılan 

MDA-MB-231 hücrelerine farklı miktarlarda higromisin uygulayarak kültür 15 gün 

boyunca mikroskop altında takip edildi. 15. günde canlılığın gözlemlenmediği en düĢük 

dozun tespitiyle higromisin MIC tayini yapıldı.  

15 gün boyunca tüm kuyulardaki popülasyonlarda hem uygulanan gün süresi hem de 

higromisin konsantrasyonu ile doğru orantılı olarak azalma gözlemlenmiĢtir. 10 µg / 

mL, 25 µg / mL ve 50 µg / mL higromisin uygulanan kuyucuklardaki hücre 

miktarlarında azalma olsa da 15. günün sonunda tamamen canlılık ortadan kalkmamıĢtır. 

Kolonilerin varlığı görülmektedir. 100 µg / mL, 200 µg / mL, 300 µg / mL higromisin 

uygulanan kuyucuklarda hücre miktarlarında günden güne azalma olmasıyla beraber 300 

µg / mL’de 5. günden itibaren, 200 µg / mL’de 10. günden itibaren, 100 µg / mL’de 14. 

günden itibaren canlılık gözlemlenmemiĢtir. Canlılığın gözlemlenmediği en düĢük 

konsantrasyon 100 µg/mL olarak belirlenmiĢtir (ġekil 4.1). 
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ġekil 4.1. Higromisin B için MIC Tayini. Farklı yoğunlukta higromisin uygulanan MDA-MB-

231 hücre kültürlerinin 15 gün boyunca mikroskopta takibi (Büyütme: 100 X). 

 

4.2. Hücrelere GFP Transfeksiyonu Sonrası Konfokal Mikroskop Bulguları 

MDA-MB-231 hücrelerine GFP plazmiti transfeksiyonu elektroporasyon yöntemi 

kullanılarak gerçekleĢtirildi. Higromisin direnç geni taĢıyan GFP plazmitinin transfekte 

olmadığı hücreleri popülasyondan elimine edebilmek için 15 gün boyunca MIC tayini ile 

belirlenen miktarda (100 µg/mL) higromisin uygulanmıĢtır. 15 gün higromisin 
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uygulamasının ardından hücrelerin GFP plazmid transfeksiyonun, ayrıca boyama sonrası 

popülasyondaki GFP ıĢıma oranının ve ıĢıma yoğunluğunun kontrolü için hücreler DAPĠ 

ile boyanarak konfokal mikroskopta görüntülenmiĢtir. Ayrıca hücrelerin kendi florasan 

özelliklerin sonucu etkilememesi için iĢaretlenmemiĢ MDA-MB-231 WT hücreler kör 

olarak kullanılmak üzere boyanarak konfokalde görüntülenmiĢtir. 

MDA-MB-231 WT hücrelerin otoflorasanına göre ayarlanan konfokal mikroskobunda 

MDA-MB-231 GFP (+) hücrelerin görüntüleri alınmıĢtır. Tüm DAPĠ ile boyalı 

çekirdeklerin çevresinde GFP‘nin yeĢil ıĢıması  görülmüĢtür. Ancak homojen bir ıĢıma 

gözlenmemiĢ, hücrelerin bir kısmında parlak ıĢıma varken bir kısmı düĢük ıĢıma 

gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.2). 

 

 

ġekil 4.2. Hücrelere GFP transfeksiyonu sonrası transfekte hücreler ve WT hücrelerin konfokal 

mikroskop görüntülerinin karĢılaĢtırması (Büyütme: 20 X). 
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4.3. DOX Sonrası Ġmmünoflorasan Boyama ve Konfokal Mikroskop Bulguları 

MDA-MB-231 kanser popülasyonu DOX’la muamele edildiğinde, ilaç etkisindeyken 

çoğalmaya devam eden alt grubun olduğu düĢünülmektedir. Bu alt grubun pluripotent 

veya DOX etkisinde pluripotent hücrelerden farklılaĢan hücreler olup olmadığını 

anlayabilmek için; 28 gün boyunca DOX uygulanan MACS sonrası grubun ve kontrol 

olarak DOX uygulanmamıĢ MACS sonrası grubun DAPĠ ile boyandıktan sonra 

konfokalde görüntüleri alınmıĢtır. Hücrelere transfekte edilen GFP gözlemlenmiĢtir. 

Görüntülerde hücrenin otoflorasan özelliklerinin yanıltıcı olmaması için de WT hücreler 

kör olarak kullanılmıĢtır. 

Görüntüler incelendiğinde DOX uygulamasından sonra; GFP (+) hücre miktarının 

yüksek oranda arttığı, GFP‘nin ıĢıma yoğunluğun azaldığı, GFP ve DAPĠ’nin 

görüntüsünün daha dağınık hale geldiği görülmüĢtür (ġekil 4.3).  

Hücreler sayılıp oranlandığında baĢlangıçta %4.6, 28 gün DOX uygulamasının ardından 

%79.2 oranında GFP (+) hücre olduğu görülmüĢtür (Tablo 4.1).   

Sonuçlar istatistiksel analizlerle değerlendirilmiĢtir. [0.01 <= p < 0.05 (*): istatistiksel 

olarak anlamlı. 0.001 <= p < 0.01 (**): Yüksek seviye istatistiksel anlamlılık. p < 0.001 

(***): Çok yüksek seviye istatistiksel anlamlılık. 0.05 <= p <0.10 (*): Sınırda anlamlılık. 

p > 0.10: istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıĢtır.] (ġekil 4.4) (ġekil 4.7) 

(ġekil 4.9). 
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ġekil 4.3. MACS sonrası kontrol ve DOX 28. gün konfokal mikroskop görüntüleri (Büyütme: 20 

X). 

 

Tablo 4.1. MACS Sonrası Grup Konfokal GFP (+) Hücre Yüzdeleri BaĢlangıç ve DOX 28. Gün  

Konfokal GFP (+) Hücre Yüzdeleri 

Gruplar MACS Sonrası Grup BaĢlangıç MACS Sonrası Grup DOX 28. Gün 

%GFP (+) %4.6 %79.2 

 

 
ġekil 4.4. Konfokal sonuçlarına göre MACS sonrası grup GFP (+) hücre yüzdesi baĢlangıç ve 

DOX 28. gün  
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4.4. DOX Sonrası Hücrelerin AkıĢ Sitometrisi Bulguları 

MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında, ilaç uygulamasıyla canlı kalan hücrelerde 

pluripotent belirteçlerinin oranının ilaç uygulanması öncesine göre değiĢimini 

gözlemlemek için WT hücrelere uygulama öncesi ve 28 gün DOX uygulanması 

sonrasında akıĢ sitometri analizleri yapıldı. Hücre gruplarında pluripotent hücrelerin 

oranını analiz etmek için SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 belirteçlerini kullandık. Kontrol 

gruba ve DOX uygulanmıĢ gruba analizler 3 tekrarlı olarak gerçekleĢtirildi. 

Kontrol grup olarak DOX uygulanmamıĢ MDA-MB-231 hücrelerinin akıĢ sitometri 

analiz bulgularına göre; MDA-MB-231 hücre popülasyonunda baĢlangıçta %3 SSEA-3, 

%2.6 SSEA-4, %58.7 TRA-1-60 pozitif hücre bulunduğu tespit edildi (ġekil 4.5). 

 

ġekil 4.5. MDA-MB-231 hücre popülasyonunda baĢlangıçtaki pluripotent belirteçleri SSEA-3, 

SSEA-4, TRA-1-60 pozitif hücre oranları. 

MDA-MB-231 hücre popülasyonuna 28 gün DOX uygulandı. BaĢlangıçta 25 nM DOX 

ile kültürlendi. 28 gün boyunca hücrelere uygulanan DOX miktarı kontrollü Ģekilde 

artırıldı. Hücreler DOX’un etkisindeyken büyümeye devam edebildikleri 

gözlemlendiğinde DOX’un yoğunluğu arttırıldı. 28 gün içerisinde DOX yoğunluğu 75 

nM’a kadar çıkarıldı.  28. günün sonunda SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 belirteçlerini 

kullanarak analiz yapıldı. Analiz sonuçlarına göre; %25.8 SSEA-3, %13.6 SSEA-4, 



30 

 

%91.9 TRA-1-60 pozitif hücre bulunduğu tespit edildi (ġekil 4.6).   Sonuçlar istatistiksel 

analizlerle değerlendirildi. 

 

ġekil 4.6. 28 gün DOX uygulanmıĢ MDA-MB-231 hücre popülasyonunda pluripotent 

belirteçleri SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 pozitif hücre oranları. 

     

ġekil 4.7. AkıĢ sitometri sonuçlarına göre WT grup pluripotent hücre yüzdesi baĢlangıç ve DOX 

28. gün.  

28 gün boyunca DOX uygulanan MACS sonrası grubun kofokalde görüntüleri alınıp 

hücrelere transfekte edilen GFP gözlemlenmiĢti. Aynı hücre grubunun ek olarak akıĢ 

sitometri cihazında analizleri 3 tekrarlı yapılarak GFP oranları belirlendi. Hücrenin 

otoflorasan özelliklerinin yanıltıcı olmaması için de WT hücreler kör olarak kullanıldı. 
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Kör olarak kullanılan WT hücrede GFP ıĢıması %1.6 iken, baĢlangıçta %2 pluripotent 

(+), GFP (+) olarak kültüre edilip 28 gün boyunca DOX uygulanan MACS sonrası 

grubun GFP ıĢımasının %20.1 olduğu görülmüĢtür (ġekil 4.8). Sonuçlar istatistiksel 

analizlerle değerlendirilmiĢtir.  

 

ġekil 4.8. WT grup ve 28 gün DOX uygulanmıĢ baĢlangıçta %2 GFP (+) olan MACS sonrası 

grup akıĢ sitometri analizleri ve GFP oranları.  

 

ġekil 4.9. AkıĢ sitometri sonuçlarına göre MACS sonrası grup GFP (+) hücre yüzdesi baĢlangıç 

ve DOX 28. gün. 
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4.5. Doksorubisin Uygulamasından Sonra Mikroskop Görüntüleri 

MDA-MB-231 MACS sonrası grup baĢlangıç ve 28 gün boyunca DOX uygulandıktan 

sonraki, WT grubun baĢlangıç ve 28 gün boyunca DOX uygulandıktan sonraki ıĢık 

mikroskobu görüntüleri alınmıĢtır.   

MDA-MB-231 WT ve MACS sonrası grubun baĢlangıçtaki ıĢık mikroskobu 

görüntüleriyle 28 gün boyunca DOX uygulandıktan sonraki ıĢık mikroskobu görüntüleri 

karĢılaĢtırılmıĢtır. DOX’un etkisiyle çekirdek sayısında artma, dallanma gibi morfolojik 

değiĢiklikler gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.10). 

 

ġekil 4.10. MACS sonrası grup baĢlangıç ve 28 gün DOX uygulandıktan sonraki, WT grup 

baĢlangıç ve 28 gün DOX uygulandıktan sonraki ıĢık mikroskobu görüntüleri 
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5.TARTIġMA 

Meme kanseri, değiĢken patolojik özellikler ve terapötik yanıtlar ile karakterize edilen 

heterojen bir hastalıktır (Rivenbark ve ark.,2013). Meme kanserinin çeĢitli alt tiplerinden 

biri olan TNBC hormon bağımsız olduğundan hormonal veya HER2 hedefli tedaviler 

kullanılamaz. TNBC’nin birincil tedavisi kemoterapidir. Bu tümörler genel olarak 

antrasiklin tedavisine daha iyi yanıt verir buna rağmen çok agresiftir ve tekrarlama riski 

yüksektir. Ayrıca hayatta kalma oranları da düĢüktür. Erken nüks ve metastaz yaygın 

görülür (Irvin ve ark., 2008). 

Tümör heterojenliğine katkıda bulunan kanser hücrelerinin tümörojenik alt popülasyonu, 

kendini ve tümörü yenileme kapasitesine sahiptir. Kemoterapi direncinin ve nüksün 

sebebi olarak düĢünülen, tüm popülasyonda düĢük oranda bulunan bu alt grup, kanser 

kök hücresi (KKH) olarak adlandırılır (Park ve ark., 2019). KKH'leri kemoterapiye 

dirençliyken, kök içermeyen farklılaĢmıĢ tümör hücrelerinin çoğunu kemoterapi 

öldürülebilir, KKH'ler kemoterapiden sonra popülasyonu ve kendini yenileyebilir (Al-

Hajj ve ark., 2004). 

Farklı tümör tipleri için farklı yüzey belirteç ekspresyonuna dayalı olarak KKH’lerin 

izolasyonu rapor edilmiĢtir. Fizyolojik dokular hiyerarĢik olarak farklı kendini yenileme 

ve çoğalma kapasitelerine sahip hücrelerden oluĢur. Nispeten düĢük oranda bulunan, 

farklılaĢmamıĢ dokuya özgü kök hücreler bu hücresel hiyerarĢilerin tepe noktalarında 

bulunur. Uzun süreli kendini yenileme kapasitesi ve FarklılaĢma yoluyla belirli 

dokularda uzmanlaĢmıĢ hücre nesillerine yol açma potansiyeli ile tanımlanır. Bazı kötü 

huylu tümörler değiĢen kendini yenileme, farklılaĢma kapasitelerine ve tümörojenik 

potansiyellere sahip heterojen hücre popülasyonlarından oluĢabilir (Frank ve ark., 2010).  
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Bu gözlemler birlikte ele alındığında; kemoterapi tedavisinden sonra canlı kalan tümör 

hücreleri hastalığın nüksetmesinden sorumlu hücreler olmalıdır ve bu hücreler kanser 

kök hücresi olmasının yanında, agresif tümörler için farklılaĢma, strese ve kemoterapiye 

dayanıklılık, onarım kapasitesi gibi özellikleriyle hiyerarĢik olarak tepede bulunan kök 

hücreler olması ihtimal dahilindedir. Bu tanıma uyan hücreler pluripotent hücreler 

olabilir. 

KKH tespitinde kullanılan, Sox2, CD44 gibi belirteçler agresif meme kanseri TNBC de 

yüksek oranda görülmüĢtür. ÇalıĢmalarda KKH’lerinin tedaviye direncini, metastazı ve 

nüksü teĢvik ederek tümör agresifliğine sebep olabileceği tartıĢılmıĢtır (Park ve ark., 

2019).   

Kanserde bununla beraber meme kanserinde pluripotensi belirteci çalıĢmaları oldukça 

azdır. Bunun sebebi birçok KKH karakterizasyon çalıĢmasında KKH’lerin multipotent 

olduğunun gösterilmesinin farklı karakterizasyon çalıĢmalarını ötelemesi veya 

pluripotent karakterli yetiĢkin hücrelerin yakın tarihli keĢfi olabilir (Grimshaw ve ark., 

2008; Jiang ve ark., 2002; Woodward ve ark., 2008). Bu durum KKH’de pluripotensi 

çalıĢmalarını baĢlangıçta üreme sitemi kanserlerinde yoğunlaĢtırmıĢtır (Donovan ve ark., 

2001).  

Meme kanserinde diğer alt tiplere oranla agresif alt tiplerin, agresifliğinin altında yatan 

temel sebeplerin KKH’lerin ifade ettikleri kök hücre belirteçleri veya onların 

popülasyondaki oranlarıyla bağlantılı olup olmadığı halihazırda devam eden bir 

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

KKH direncinin sebebi olarak KKH’lerin nadiren bölünmesi, ilaç taĢıyıcılarını eksprese 

etmesi ve DNA onarım mekanizmaların geliĢmiĢ olması görülmüĢtür (Dean ve ark., 

2005; Wicha ve ark., 2006). 

Bu bilgiler ıĢığında yaptığımız tez çalıĢmasında; TNBC hücre hattı MDA-MB-231 

hücrelerinin biyolojik durumları hem normal koĢullarda hem de kemoterapi ilacı DOX 

uygulamasının ardından incelenmiĢtir. Hücrelere 28 gün boyunca DOX uygulaması 
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sonrasında canlı kalan hücreler pluripotensi belirteçleri SSEA-3, SSEA-4 ve TRA-1-60 

pozitiflik yönünden oranı akıĢ sitometrisi ve konfokal mikroskop kullanarak 

incelenmiĢtir. 

Bizim çalıĢmamıza benzer bir çalıĢma 2015 yılında Aloia ve arkadaĢları tarafından 

meme ve yumurtalık insan tümörlerinin farelere enjektesiyle oluĢturulan hasta farelerle 

yapılmıĢtır. Aloia ve arkadaĢları bu farelere kemoterapi uygulamasının ardından 

pluripotensi belirteç analizleri yapmıĢ, SSEA-4’ün tümör agresifliği arttıkça arttığı 

vurgulamıĢtır. Tedavinin kesilmesinden sonra pluripotensi belirteç oranlarının eski 

dengesine döndüğü ve TRA-1-60’ın takibinin yapılamadığı söylenmiĢtir (Aloia ve ark., 

2015).  

Benzer çalıĢmalar ağız ve akciğer kanserinde de yapılmıĢtır. SSEA-4 hastalığın agresif 

seyri, ilaç direnci, tümör oluĢumu, nüks ve ölüm riski ile iliĢkilendirilmiĢtir (Noto ve 

ark., 2013; Gottschling ve ark., 2013). Pluripotent kök hücrelerin DNA'ya zarar veren 

ajanlara yanıt olarak somatik hücrelerden daha verimli DNA onarımı sergilediğini 

gösteren çalıĢmalar da vardır (Maynard ve ark., 2008). 

Bu tez çalıĢmasında SSEA-4 çalıĢmalarını destekleyici deneysel çalıĢmaları yapmanın 

yanı sıra SSEA-3 ve TRA-1-60 pluripotent belirteçlerini de inceledik. Ayrıca GFP 

plazmid kullanarak pluripotent hücreleri iĢaretledik ve ilaç uygulaması sırasında 

pluripotensi belirteci taĢıyan hücrelerinin asimetrik bölünme sonucu pluripotent 

karakterlerini kaybetme ve farklılaĢma olasılıklarını da dikkate alarak dirençli hücre 

oluĢturma yeteneklerini belirlemeye çalıĢtık. 

BaĢlangıçta kontrol grup olarak DOX uygulanmamıĢ MDA-MB-231 hücrelerini akıĢ 

sitometrisinde analiz ettik. Analiz sonuçlarına göre; %3 SSEA-3, %2.6 SSEA-4, %58.7 

TRA-1-60 oranında pozitif hücre bulunduğu tespit ettik. 28 gün DOX uygulamasının 

ardından akıĢ sitometri analizleri tekrar yapıldı. Analiz sonuçları incelendiğinde; %25.8 

SSEA-3, %13.6 SSEA-4, %91.9 TRA-1-60 pozitif hücre bulunduğu görüldü. 
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AkıĢ sitometri sonuçlarımız değerlendirildiğinde; DOX uygulamasından sonra 

hücrelerin pluripotensi yüzdesinin istatistiksel olarak yüksek anlamlılık düzeyinde arttığı 

görülmüĢtür. Literatür incelendiğinde sonuçlarımızın daha önceki çalıĢmalarla uyumlu 

olduğu görülmüĢtür (Aloia ve ark., 2015; Gottschling ve ark., 2013; Noto ve ark., 2013). 

Bizim bulgularımızda pluripotent karakterli hücrelerin ilaca daha dirençli olduğu, 

onların canlı kalarak diğer kanser hücrelerinin öldüğü yorumu yapılabilir. Diğer bir 

seçenek ise ilaç uygulaması sırasında kanser popülasyonun bir savunma stratejisi olarak 

pluripotent hücre sayısını arttırdığı düĢünülebilir.  

Ġkinci deney grubumuzda; pluripotent hücrelerin GFP ile iĢaretlendiği MACS sonrası 

gruba 28 gün boyunca DOX uygulandıktan sonra GFP oranı akıĢ sitometrisinde analiz 

edildi. BaĢlangıçta %2 GFP (+) olan popülasyonun 28 gün DOX uygulandıktan sonra 

%20.1 GFP (+) olduğu görülmüĢtür.  

AkıĢ sitometri GFP sonuçları değerlendirildiğinde; DOX uygulandıktan sonra GFP 

oranının %2’den %20.1’e çıktığı görüldü. GFP ile iĢaretlenen hücrelerin SSEA-3 ve 

SSEA-4 olduğu göz önünde bulundurulduğunda akıĢ sitometri GFP sonuçlarının 

baĢlangıçta %3 olan SSEA-3’ün %25.8’e ve %2.6 olan SSEA-4’ün %13.6’e 

yükselmesiyle paralellik gösterir. Bu da GFP (+) pluripotent hücrelerin kemoterapi 

sırasında genel itibariyle GFP (+) pluripotent hücreler oluĢturduğunu göstermektedir. 

Yani kemoterapi sırasında kanser popülasyonu daha dirençli olan kök hücrelerin sayısını 

arttırmaktadır. Oranların bu kadar yakın olduğu hesaba katıldığında DOX sonrasında 

GFP (+) çoğu hücrenin pluripotent olduğu düĢünülür. Bu da kemoterapi boyunca kök 

hücrelerin farklılaĢmayı çok sınırlı oranda yaptığını gösterebilir. 

Ġstatistiksel olarak yüksek anlamlılıkta olan GFP oranın akıĢ sitometrisinde ölçülenden 

daha fazla olabileceği yapılan konfokal mikroskop görüntülemelerinde belirlenmiĢtir. 

AkıĢ sitometrisinde konfokal sonuçlarına oranla GFP oranının az çıkmasının temel 

nedeni GFP ıĢımasının akıĢ sitometrisi lazer gücü için düĢük kalmasıdır. Konfokal 

görüntülerinde soluk olan GFP ıĢımaları bunu destekler niteliktedir.  
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Konfokal mikroskop görüntüleri incelendiğinde; baĢlangıçta %5 olan GFP (+) hücre 

oranının 28 gün DOX uygulamasından sonra %79’a çıktığı, GFP‘nin ıĢıma yoğunluğun 

azalıp soluk ıĢıma yaptığı, GFP ve DAPĠ’nin görüntüsünün daha dağınık hale geldiği 

görülmüĢtür. 

Soluk ıĢımaların sebebi olarak; GFP ekspresyonunu sürekli olarak indükleyen bir ajan 

kullanmadığımız için GFP plazmitin zamanla ıĢıma kaybı yaĢaması, gerekli proteinlere 

ihtiyaç durumunda sentezlenmesi veya popülasyonda genel olarak belli bir hücre 

grubunun yüksek düzey diğerlerinin düĢük düzeyde sentezlemesi düĢünülebilir. 

GFP ve DAPĠ’nin görüntüsünün daha dağınık hale gelmesinin sebebi olarak DOX’un 

DNA’da çift zincir kırığı, kromatin hasarı, oksidatif stres oluĢturması sonucunda 

hücrede morfolojik değiĢikliler yapmasıyla iliĢkilendirilebilir. IĢık mikroskobu 

görüntüleri dağınık Konfokal görüntüsünü destekler niteliktedir. 

Konfokal mikroskop bulgularına göre; baĢlangıçta %5 olan GFP (+) hücrelerin 

pluripotent pozitif olduğu bilindiğinden 28 günün sonunda GFP (+) tüm hücrelerin 

popülasyondaki pluripotent hücrelerin bölünmesi veya farklılaĢmasıyla oluĢtuğu 

söylenebilir. AkıĢ sitometri sonuçlarında baĢlangıçta %3 olan SSEA-3’ün %25.8’e ve 

%2.6 olan SSEA-4’ün %13.6’e yükseldiği görülmüĢtür. Buna göre son durumda %79 

olan GFP (+) hücrelerin bir kısmının SSEA-3 ve SSEA-4 pluripotent belirteçleri 

yönünden negatif olduğu ve popülasyonun büyük bir kısmını baĢlangıçta %5 olan GFP 

(+) hücrelerin oluĢturduğu anlaĢılmaktadır. 

Bulgular değerlendirildiğinde; 28 gün DOX uygulamasının sonunda canlı kalan hücreler 

çoğunlukla pluripotent hücreler ve onların ilaç uygulanması sonrasında ürettiği 

hücrelerdir. Pluripotent hücrelerin normal durumda nadiren bölündüğü ve 

popülasyondaki oranlarını dengede tuttuğu bilinirken, kemoterapi sırasında 

popülasyondaki oranını büyük bir oranda arttırdığı görülmüĢtür. Ġlaç uygulaması sonrası 

normal hücreler ölürken pluripotent hücreler popülasyondaki oranlarını artıracak Ģekilde 

bölünmeye devam etmesi pluripotent karakterli hücrelerin ilaca daha dirençli olduğunu, 

onların canlı kalarak diğer kanser hücrelerinin öldüğünü gösterebilir. Ayrıca ilaç 
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uygulaması sırasında normal hücrelerin pluripotent hücrelere oranla daha hızlı senesense 

ve apoptoza uğrayıp, pluripotent hücrelerin ise daha geç uğradığı o sırada da 

farklılaĢarak popülasyonda baskın hale gelme olasılığı da değerlendirilebilir. 

Pluripotent olmayan GFP (-) hücreler ve ilaç uygulaması sırasında farklılaĢma ile oluĢan 

pluripotent olmayan GFP (+) hücreler kıyaslandığında ise; ilaç sonrası pluripotent 

hücrelerin ürettiği hücreler, baĢlangıçta %95’iken son durumda %21’e kadar düĢen GFP 

(-) hücrelere göre daha dirençli olabilir. 

IĢık mikroskobu görüntüleri incelendiğinde; 28 gün DOX uygulaması sonunda her iki 

grupta da bölünme hızında yavaĢlama ve morfolojik olarak değiĢiklikler gözlenmiĢtir. 

Bu duruma DOX’un DNA’da çift zincir kırığı ve kromatin hasarı oluĢturması, 

sitoplazmada ROS üreterek oksidatif stres oluĢturduğu Ģeklinde değerlendirilmiĢtir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Özetle analizlerimiz sonucunda, bu alandaki mevcut verilerle uyumlu olarak agresif 

meme kanseri TNBC’de KKH sebepli kemoterapi direncini ve dirençli hücrelerin 

pluripotent özellikte olduğunu destekleyen veriler sunmaktayız. Ek olarak pluripotent 

hücrelerin dirençli hücreler üretebileceği potansiyelini pluripotensi belirteçlerinin 

varlığına dayanarak iĢaret etmekteyiz. 

Kanser tedavisinde KKH’lerinin hedeflenmesi, kanserin tekrarını önlemek ve uzun 

vadeli sağ kalımı iyileĢtirmek için spesifik bir yaklaĢım sağlayabileceğini 

düĢünmekteyiz. 

ÇalıĢmamız kısa takip süresi ve in vitro testlerle sınırlı olduğundan daha kapsamlı 

çalıĢmalara ihtiyaç vardır. Daha ileri çalıĢmalar, bu hücrelerin biyolojisinin daha iyi 

anlaĢılmasına yol açacak, kanser tedavisi ve önlenmesi açısından önemli sonuçlar 

doğuracaktır.  

Ġleri araĢtırmalar için, kanser hedefe yönelik tedavisinde benzer özellikler gösteren 

KKH’leri normal kök hücrelerden ayırmak farklı stratejiler için önemli görünmektedir. 

Bu alandaki araĢtırmalar henüz baĢlangıç aĢamasındadır. Tümör oluĢumunun altında 

yatan mekanizmaları ortaya çıkarmak ve kanser hastaları için kiĢiselleĢtirilmiĢ tedaviler 

tasarlamak için da fazla çalıĢmaya ihtiyaç bulunmaktadır. 
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