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biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gésterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin calistlmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranigim olmadigini beyan ederim.

Melike OZGUL ONAL
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ABC
APC
ATP
BMP
CAF
CD
CK
CK19
CO:
CSC
CXCL
DAB
DCC
DMSO
DNA
E-kaderin
ECM
EDTA
ELN
EMT
EndMT
FAK
FAP
FBS
FGF
FN1

KISALTMA VE SIMGELER

: ATP baglayic1 kaset

: adenomatous polposis coli

: adenozintrifosfat

: kemik morfogenik protein

: kanser-iligkili fibroblastlar

: cluster of differentiation

: sitokeratin

: sitokeratin 19

: karbondioksit

: kanser kok hiicre

: kemokin (C-X-C motif) ligand
: diaminobenzidine

: deleted in colon carcinoma

: dimetil siilfoksit

: deoksiriboniikleik asit

: epitelyal kaderin

: ekstraselliiler matriks

: etilen diamin tetra asetik asit

: elastin

: epitelyal-mezenkimal gecis

: endotel hiicrelerinin mezenkimal gegisi
: src-fokal adezyon kinaz

: fibroblast aktivasyon proteini
: fotal sigir serumu

: fibroblast biiyiime faktorii

: fibronektin-1
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FSP-1 (S100A4)
H>0;

HGF
HNPCC
IGF

IL

LKB

LPS
MAPK
MET
MMP
MUC
N-kaderin
NADPH
NG2
NSCLC
p53 (TP53)
PBS
PDGF
PDGFR
PECAM-1 (CD31)
pERK
PTEN
RhoK
SDF-1
STAT
TAM
TGF-p
TNC

TNF
VEGF
a-SMA (ACTA2)

: fibroblast spesifik protein-1

: hidrojen peroksit

: hepatosit biliylime faktorii

: herediter nonpolipozis kolorektal kanser sendromu
: instilin benzeri biiylime faktori

: interlokin

: karaciger kinaz B

: lipopolisakkarit

: mitojen aktive edici protein kinaz

: mezenkimal-epitelyal gecis

: matriks metaloproteinazlar

: miisin

: noronal kaderin

: nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

: noron glial antijen-2

: kiiglik olmayan hiicreli akciger kanseri

: timor protein 53

: fosfat tampon soliisyonu

: trombosit tlirevli bityiime faktorii

: trombosit tlirevli biiyiime faktorii reseptorii

: trombosit/endotelyal hiicre adezyon molekiilii-1
: fosforillenmis ekstaselliiler sinyal diizenleyici kinaz
: fosfataz ve tensin homologu lipid fosfaztaz

: rodopsin kinaz

: stromal hiicre tlirevli faktor-1

: sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii
: kanser iliskili makrofajlar

: transforme edici biiyiime faktorii-beta

: tenascin

: timor nekrosiz faktor

: vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

: alfa diiz kas aktinin
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Tezin Bashgi: Kiiltiir Ortaminda Kanser Hiicrelerinin Varhginda Fibroblast
Hiicrelerinin Olas1 Davramis Degisikliklerinin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Melike OZGUL ONAL

Damismani: Prof. Dr. H. Seda VATANSEVER

Anabilim Dah: Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal

1. OZET

Amag: Caligmada metastatik kolon kanseri hiicre hatt1 igerisinde bulunan kanser kok
hiicrelerinin ve kok hiicre olmayan kanser hiicrelerinin fibroblast hiicreleri ile
indirekt olarak ko-kiiltiire edilmeleri sonucunda fibroblast hiicreleri iizerindeki
etkilerinin arastirilmast ve kanser iligkili fibroblast gelisimindeki rollerinin
incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Deneyler; kontrol grubu VERO hiicreleri (Grup 1), COLO-741
kanser hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen VERO hiicreleri (Grup 2), CD133+ hiicreleri
ile ko-kiiltiire edilen VERO hiicreleri (Grup 3) ve CD133- kanser hiicreleri ile ko-
kiiltiire edilen VERO hiicreleri (Grup 4) olacak sekilde dort grupta gerceklestirildi.
Ko-kiiltiirlin birinci, {igiincii ve yedinci giinlerinde a-SMA, vimentin, FSP-1, CK19
ve CD31 proteinlerinin dagilimlart indirekt immunositokimya yontemiyle ve TGF-
Bl, FAP-o, VEGF ve IL-6 proteinlerinin kiiltiir vasatlar1 igerisindeki
konsantrasyonlar1 ELISA analizi ile incelendi. Ek olarak in vitro yara iyilesmesi
modeli olusturularak degerlendirildi.

Bulgular: Immunohistokimya analizi sonuglarma gore Grup 2 ve Grup 4 VERO
hiicrelerinde a-SMA’1n arttig1, vimentinin degismedigi ve FSP-1, CK19 ve CD31’in
ise azaldig1 belirlendi. Grup 3’te a-SMA, vimentin ve FSP-1’in arttig1 gozlenirken,
CK19 ve CD31’in azaldig1 tespit edildi. ELISA analizi sonuglarina gére VEGF ve
IL-6 konsantrasyonlarinda anlamli bir degisim belirlenmez iken, sadece Grup 3’te
TGF-B1 ve FAP-a konsantrasyonlarinin anlamli oldugu tespit edildi.

Sonuclar: Kanser kok hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen fibroblast hiicrelerinde a-
SMA, vimentin ve FSP-1 dagilimlarinin arttiginin, CK19 ve CD31 dagilimlarinin ise
azaldiginin ve ayni grupta TGF-B1 ve FAP-a salgilamasinin gergeklestiginin tespit
edilmesi sonucunca, kanser kok hiicrelerin kanser iliskili fibroblastlara
doniistiirebilme kapasitelerinin oldugu diisiiniildi.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, kanser iliskili fibroblastlar, kanser kok hiicreleri.
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2. ABSTRACT

Aim: In this study, it was aimed to investigate the effects of cancer stem cells and
non-cancer stem cells of the metastatic colon cancer cell line on fibroblast cells
under indirect co-culture and examine their roles in cancer associated fibroblast
development.

Material and Method: Assays were performed in four groups: Control group
VERO cells (Group 1), VERO cells co-cultured with COLO-741 cancer cells (Group
2), VERO cells co-cultured with CD133+ cancer cells (Group 3) and VERO cells co-
cultured with CD133- cancer cells (Group 4). In the first, third and seventh days of
co-culture, distributions of a-SMA, vimentin, FSP-1, CK19 and CD31 proteins were
analyzed by indirect immunocytochemistry method and the concentrations of TGF-
B1, FAP-a, VEGF and IL-6 proteins in culture media were detected by ELISA
analysis. In addition, in vitro wound healing model was evaluated.

Results: According to results of immunohistochemistry analysis, it was determined
that a-SMA increased, vimentin remained unchanged and FSP-1, CK19 and CD31
decreased in Group 2 and Group 4 VERO cells. In Group 3, it was observed that a-
SMA, vimentin and FSP-1 increased, while CK19 and CD31 decreased. According
to the results of ELISA, while no significant change in VEGF and IL-6
concentrations was determined, TGF-f1 and FAP-a concentrations were found
significant in only Group 3.

Conclusions: It was thought that cancer stem cells have the capacity to transform
fibroblasts into cancer associated fibroblasts as a result of determination increased a-
SMA, vimentin and FSP-1, and decreased CK 19 and CD31 distributions in fibroblast
cells co-cultured with cancer stem cells, and also detection of TGF-B1 and FAP-a
secretion in the same group.

Key Words: Colon cancer, cancer associated fibroblasts, cancer stem cells.



3. GIRIS ve AMAC

Kolorektal kanserler diinya genelinde morbidite ve mortalite oran1 en yiiksek
epitelyal kanser tiplerindendir. Ulkemizde de 2010-2014 yillar1 arasinda Saglhk
Bakanlig1 Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun en son yayinladig istatistiksel verilere
gore kolon kanseri biitiin kanserler arasinda goriilme siklig1 olarak hem kadinlarda
hem de erkeklerde iiciincii sirada yer almustir.

Bir timo6r mikrogevresi hem kanser hiicrelerinden ve hem de malign olmayan
stromal hiicrelerden olusmaktadir. Stromal hiicreler; fibroblastlar, makrofajlar,
vaskiiler endotel hiicreleri ve immiin sisteme ait hiicrelerdir. Literatiirde bulunan
cogu kanser calismasi kanser hiicrelerinin genetik ve epigenetik degisimlerine
odaklanmis iken kanser stromasini arastiran daha az sayida c¢alisma mevcuttur. Son
yillarda artti§i gozlenen stromal hiicreler ve kanser hiicreleri arasindaki iligkiyi
arastiran caligmalar, tiimor-stroma etkilesimlerinin bir¢ok yOniinii agikliga
kavusturmus ve tiimor mikrogevresindeki stromal hiicrelerin kanser hiicrelerinin
devamlilig1 acisindan destekleyici oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, kanseri kontrol
altina almak ve yok etmek i¢in sadece malign kanser hiicrelerine degil ayn1 zamanda
benign stromal hiicrelere de odaklanilmasi gerekmektedir.

Kanser kok hiicreleri; normal kok hiicrelere benzer sekilde kendi kendini
yenileyebilen, diger kanser hiicrelerine farklilagabilen, 6zelliklerini bir yagam boyu
kaybetmeyen, iyonize radyasyon ve kimyasal ilaglara direncli ve metastaz ile kanseri
sekonder alanlarda baglatabilen hiicrelerdir. Ayrica kanser kok hiicreleri tedaviye
direng gelistirmekte ve kanserin tedavi edilememesi veya niiksiinden sorumlu
tutulmaktadir.  Ozellikle epiteliyal —mezenkimal gecis (EMT) gosterme
potansiyellerinden dolayr da metastatik hiicrelerin olusumunda da rol oynadiklari
bilinmektedir. Son yillarda kanser tedavilerinde basar1 saglayabilecek kanser kok
hiicrelerini hedefleyen stratejiler {izerine yapilan ¢aligmalar hizla artmaktadir. Kolon
kanseri dokularinda da kanser kok hiicrelerinin varlig1 belirlenmistir. Kolon kanseri
kok hiicreleri igin spesifik olan c¢esitli hiicre yiizey belirtecleri de tanimlanmustir.

Bunlardan en temel olanlari; CD133, CD44, CD166, CD29 ve ALDH-1 olarak



sayilabilir. Ayrica kanser kitlelerinin hiicresel olarak homojen degil, heterojen
olduklar1 ortaya konulmus ve kanser dokusu icerisinde kanser kok hiicrelerinin ve
diger farklilasmis, mitotik Ozelliklerini kaybetmis kanser hiicrelerinin birlikte
bulundugu belirlenmistir.

Kanser stromasinin ana bilesenleri olan fibroblastlara, kanser iliskili fibroblastlar
ad1 verilmektedir. Kanser iliskili fibroblastlar tiimdr-stroma iliskisinde ¢ok onemli
bir yere sahiptir. Kanser dokusundaki fibroblastlarin, yara iyilesmesi siirecinde
aktive olan bilyiik ig seklindeki miyofibroblastlara benzer sekilde olduklari
belirtilmektedir. Yara iyilesmesi sirasinda, islem tamamlandiginda miyofibroblastlar
azalmaktadir fakat kanser mikrogevresindeki kanser iligkili fibroblastlar siirekli
olarak aktive olmakta, normal fenotipe geri ddonmemekte veya normal fibroblastlar
gibi apoptoz ile eliminasyona ugramamaktadirlar. Kanser mikrogevresindeki kanser
iligkili fibroblastlarin; fibroblastlar, kanser hiicreleri, epitel hiicreleri, endotel
hiicreleri, adipositler ve kok hiicreler gibi bir¢ok kokeni olabilecegine dair teoriler
ortaya atilmigtir. Fakat en giiclii teori kanserin olustugu dokuda halihazirda bulunan
fibroblastlarin, kanser hiicrelerinin etkisi ile kanser iligkili fibroblastlara doniistiigi
seklinde olanidir.

Kanser iligkili fibroblastlarin, kanser gelisimi ve ilerlemesini destekleyen rolleri
ile ilgili ¢cok fazla aragtirma yapilmistir. Ayrica kanser hiicreleri ve kanser iliskili
fibroblastlarin karsilikli etkilesiminin kanser progresyonunda onemli yolaklarin
aktivasyonunu sagladigi da bilinmektedir. Literatiirdeki ¢cogu calismanin verdigi
ortak mesaj, kanser iliskili fibroblastlarin kanser gelisimi i¢in kritik 6nem tasidigi,
salgiladiklar1 pro-tiimorojenik sinyaller ile kanser gelisimini ve metastazini
ilerlettikleri ve kanser tedavisi i¢in bir secenek olarak kanser iliskili fibroblastlarin da
hedeflenmesi gerektigidir. Fakat literatiirde kanser iliskili fibroblastlarin timor
mikrogevresi icerisinde olusumlari ile ilgili yeterli aragtirma bulunmamaktadir.

Bu calismada, metastatik kolon kanseri hiicre hatti (COLO-741) igerisinde
bulunan kanser kok hiicreleri (CD133+ COLO-741) ve kanser kok hiicre olmayan
(CD133- COLO-741) hiicreler ayrilarak fibroblast hiicreleri ile indirekt ko-kiiltiir
sistemi kurulmustur. Immunositokimya analizi ile kanser iliski fibroblast pozitif
belirtecler olan a-SMA, Vimentin ve FSP-1 ile negatif belirte¢ler olan CK19 ve
CD31’in incelenmesi gerceklestirilmistir. ELISA analizi ile de kiiltiir vasatlarinda

TGF- B1, VEGF, FAP-a ve IL-6 proteinleri incelenmistir.



Heterojen kolon kanser hiicre popiilasyonu icerisindeki farkli kanser hiicreleri
tarafindan meydana getirilen etkilerin birbirleri ile karsilagtirilmasinin yapilmasi ve
fibroblast hiicreleri lizerinde kanser iliskili fibroblastlara doniistiirme kapasitlerinin

olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. KOLOREKTAL KARSINOM

Barsak tlimorleri diinya genelinde morbidite ve mortalite orani1 en yiiksek
epitelyal kanser tiplerindendir. ince ve kalin barsak tiimérlerine bakildiginda rektum
da dahil olmak iizere kolon kanserleri primer neoplazm i¢in diger organlardan daha
fazla kaynak olusturmaktadir. Rektum ve kolon kanserlerini kapsayan c¢alismalar
genellikle tek bir bashik altinda toplanmis olup kolorektal kanserler olarak
adlandirilirlar (Kumar ve ark. 2018).

Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Saghigi Kurumu'nun en son yayinladigi
istatistiksel verilere gore 2010 - 2014 yillart arasinda Tiirkiye’de kolon kanserlerinin
biitiin kanserler arasinda goriilme sikligi olarak hem kadinlarda (kanserlerin %
13,8’1) hem de erkeklerde (kanserlerin % 22,8’1) ligiincii sirada yer almaktadir
(https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-istatistikleri/yillar/495-2014-y1li-tiirkiye-kanser-
istatistikleri.html Erisim Tarihi: 03.01.2020).

Diinya genelinde 2018 yilinda 18,1 milyon yeni kanser vakasinin ortaya ¢iktigi
ve kansere bagli 6liimlerin 9,6 milyon oldugu bildirilmistir. Teshis edilen yeni kanser
vakalarmin % 10,2’sini kolorektal kanserler olusturmus ve toplam kanser sebepli
oliimlerin % 9,2’sine sebep olmustur. 2018 yili istatistiklerinde kolorektal kanserler
her iki cinsiyet i¢in de hem insidans hem de mortalite oranlar1 agisindan iiglincii

sirada yer almistir (Sekil 1) (Bray ve ark. 2018).
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Sekil 1. 2018 yilinda “Global Cancer Statistics (GLOBOCAN)” tarafindan 185

iilkede belirlenen insidans ve mortalite istatistikleri (Bray ve ark. 2018).

Barsak tiimorleri ile ilgili ¢aligmalar agisindan bazi terminolojilerin agiklanmasi
onemlidir. Polip, ince ya da kalin barsak liimenine dogru ¢ikinti yapmis tiimoral
kitlelere wverilen isimdir. Polipler, epitel ve mukoza tabakasinin anormal
proliferasyonunun ve maturasyonunun bir sonucudur. Non-neoplastik polipler
malignite gostermezken, adenomatoz polipler (adenom) neoplastik lezyonlar olup

karsinom onciilleridir (Tablo 1) (Kumar ve ark. 2018).

Tablo 1. Kolorektal tiimorler

Non- Hiperplastik polipler
Neoplastik Hematromatoz polipler
Polipler Jitvenil polipler
Peutz-Jegers polipleri
[Itihabi polipler
Lenfoid polipler
Neoplastik Bening polipler
Epitelyal Polipler - Adenomlar
Malign polipler
- Adenokarsinomlar
- Aniisiin  skuam6z  hiicreli
karsinomu
Diger Gastrointestinal stromal tiimorler
Timorler Karsinoid tlimor
Lenfoma




Kalin barsak kanserlerinin en biiyiik grubu olan kolorektal adenokarsinomlar (%
98) genellikle adendmatoz bir neoplastik polipten kdken alarak ortaya ¢ikarlar (Sekil
2).

NORMAL COLON MUCOSA AT RISK ADENOMAS CARCINOMA

Mucosa | ) MDA

Submucosa e E S0 S0 e S ¢
Muscularis [EET T e —
propria
Germline (inherited) Methylation Protooncogene Homozygous loss of Additional mutations
or somatic (acquired) abnormalities mutations additional cancer Gross chromosomal
mutations of cancer Inactivation of suppressor genes alterations
suppressor genes normal alleles Overexpression of
(“first hit") ("second hit") COX-2
TP53at 17p13
APC at 521 . o K-RAS at 12p12 LOH at 18q21 Lﬂ‘:&"g;ﬁz
(SMAD 2 and 4)

Sekil 2. Kolorektal kanserlerin gelisimi ve agamalar1 (Kumar ve ark. 2018).

Kolorektal karsinomlarin epidemiyolojisine bakildiginda hastaligin insidansinin
en yiiksek oldugu yas grubunun her iki cinsiyet i¢in de 60-70 oldugu goriilmekte ve
bu yas grubu hastalifa sahip bireylerin % 80’ini olusturmaktadir. Kolorektal
kanserler erkeklerde kadinlara oranla % 20 oranla daha sik goriilmektedir.

Kolorektal karsinom gelisimini etkileyen faktorler hem genetik hem de ¢evresel
olabilmektedir. Bireylerde kolorektal karsinom teshisi konuldugunda hastanin tibbi
gecmisginde {lseratif kolit veya polipozis sendromlarinin varligi arastirilmalidir.
Genetik olarak bakildiginda ise herediter nonpolipozis kolorektal kanser sendromu
(HNPCC — Lynch sendromu) olan bireylerde DNA mutasyonlar1 olmasi sebebi ile
kolon kanseri meydana gelme riski yiiksektir (Kumar ve ark. 2018). Kolon kanserini
etkileyen diger genetik sendromlar ise; otozomal dominant olan Muir-Torre
sendromu, APC (adenomatous polposis coli) timdr baskilayici geninde mutasyon
barindiran ailesel polipozis koli sendromu, otozomal dominant Gardner sendromu,
otozomal dominant Turcot sendromu, LKB1 geninde mutasyonlar sonucu meydana
gelen otozomal dominant Peutz-Jeghers sendromu ve PTEN (fosfataz ve tensin
homologu) tiimor baskilayici geninde mutasyonlar sonucu olusan otozomal dominant

Cowden sendromlaridir (Tablo 2) (Rosai 2004).



Tablo 2. Sporadik ve ailesel kolorektal neoplazilerin genel 6zellikleri (Kumar ve

ark. 2018).

Target Predominant
Etiology Molecular Defect  Gene(s) Transmission Site(s) Histology
Familial adenomatous APC/WNT pathway APC Autosomal dominant  None Tubular, villous; typical
polyposis (70% of FAP) adenocarcinoma
Hereditary nonpolyposis DNA mismatch repair ~ MSH2, MLHI  Autosomal dominant  Right side Sessile serrated adenoma;
colorectal cancer mucinous adenocarcinoma
Sporadic colon cancer (80%)  APC/WNT pathway APC None Left side Tubular, villous; typical
adenocarcinoma
Sporadic colon cancer DNA mismatch repair ~ MSH2, MLHI  None Right side Sessile serrated adenoma;
(10%~15%) mucinous adenocarcinoma

FAP, Familial adenomatous polyposis.

Kolon kanserinin gelismis lilkelerde goriilme insidanst az gelismis tilkelere gore
% 30 fazladir (Sekil 3). Bu cografi insidans farkliliginin en 6nemli sebebinin
beslenme aligkanliklar1 oldugu diistiniilmektedir. Bitkisel {iriinlerin az tiiketimi,
islenmis hayvansal yag ve karbonhidrat tiikketiminin fazla olmasi ve diisiik vitamin
iceren diyetlerin barsak florasin1 degistirdigi bilinmektedir. Bahsedilen besinlerin
bakteriyal pargalanmasi sonucunda ortaya ¢ikan zararli oksidatif yan iirlinlerinin,
diisiik lif icerigi sebebi ile diskinin hacimsel olarak az olmasina bagli olarak barsak
icerisinde daha uzun siireler kalmasi ve Ozellikle rafine diyetlerin oksijen
radikallerini yok eden A, C ve E vitaminlerinden zayif olmasinin beslenme
aligkanliklarinin kolon kanserlerinin ¢evresel faktorleri arasinda 6nemli yer aldig
diistiniilmektedir (Kumar ve ark. 2018). Diyete bagl faktorlere ek olarak; obezite,
sigara i¢imi, divertikiilozis, idiyopatik inflamatuvar barsak hastaliklari, radyasyon ve
sistomiyazis de kolon kanseri gelisimini etkileyen c¢evresel faktorler arasinda

sayilmaktadir (Fenoglio-Preiser ve ark. 1999).
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Sekil 3. 2018 yilinda “Global Cancer Statistics (GLOBOCAN)” tarafindan 185
iilkede belirlenen kolon ve rektum kanserleri cinsiye bagli goriilme insidanslari.

(Bray ve ark. 2018).

Kolorektal karsinomlarin % 25’1 ¢ekum ve ¢ikan kolonda, % 25°i rektum ve

distal sigmoidde, % 25’1 inen kolon ve proksimal sigmoidde yerlesim
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gostermektedir. Kalan % 25’lik oran ise cesitli bolgelere dagilmistir. Karsinomlar
genellikle tek olusum gosterir ve kdken aldiklari adenomatdz lezyonu yok ederler.
Birden fazla karsinom olusumu mevcut ise bunlar genellikle birbirlerinden farkli
alanlarda lokalize olmus sekildedir. Kokenleri ayni olmasima ragmen kolorektal
karsinomlar lokalizasyonlarina gére farkli morfolojiler sergilerler. Ornegin proksimal
kolon yerlesimli tiimorler polipoid, mantar sekilli kitleler halinde biiyiir ve
obstrilkksiyona neden olmaz iken, distal kolondaki tiimérler liimende daralmaya
neden olan aniiler lezyonlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kumar ve ark. 2018).
Makroskobik goriintimlerin aksine kolon kanserlerinin mikroskobik o6zellikleri
benzer yapidadir. Farkli gradeler sergilemelerine ragmen tiim kolon tiimor hiicreleri
miisin lretmekte ve salgilamaktadir. Bu salgilar kanserin ilerlemesini hizlandirarak
prognozu kétiilestirir. Tiimor hiicreleri prizmatik hiicreler ile goblet hiicrelerinin bir
kombinasyonu seklinde gozlenir. Nadiren endokrin hiicreler ve paneth hiicreleri ile
iligkilidir.  Klasik adenokarsinomlar histolojik grade olarak degisik seviyelerde
miisin salgilayan bez yapilarmin varligina gore iyi diferansiye, orta derece
diferansiye ve kotii diferansiye adenokarsinomlar olarak siniflandirilirlar (Sekil 4).
o lyi diferansiye tiimorler (Grade I): Timér igerisinden % 75
oranindan fazla bez benzeri yap1 bulunmaktadir.
e Orta derece diferansiye tiimorler (Grade II): Timor icerisinde %
25-75 oraninda bez benzeri yap1 bulunmaktadir.
o Kaotii diferansiye tiimorler (Grade III): Timdr icerisinde % 25

oranindan az bez benzeri yap1 bulunmaktadir.

Sekil 4. Kolorektal kanser hastalarindan aliman dokularin histolojik olarak

siniflandirilmas: (A) lyi diferansiye adenokarsinom, uzamis hiperkromatik niikleus
ile karakterize ve bez liimeninde nekrotik kalintilar gozlenmektedir. (B) Koti

diferansiye adenokarsinom, tiimor hiicreleri ile kaplanmis ve az sayida bez yapist
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mevcuttur. (C) Miisinéz adeneokarsinom (kotii diferansiye adenokarsinomlar
sinifindadir), hiicre dist miisin birikimi ve tash yiizikk yapisinda hiicreler

goriilmektedir (Kumar ve ark. 2018).

Histolojik olarak kolorektal karsinomlar miisin pozitif boyanmaktadir. Ayrica
immunohistokimyasal olarak MUC1, MUC3 ve CK20 pozitif, CK7 negatif
boyanirlar (Rosai 2004).

Kolorektal kanserler molekiiler genetik agisindan iyi anlasilmis ve molekiiler
temelleri lizerinde en ¢ok arastirma yapilmig kanserlerdendir. Kolon karsinogenezine
cesitli spesifik mutasyonlarin sebep oldugu bilinmektedir (Kumar ve ark. 2018).

e Kolon kanserlerinde siklikla adenom-karsinom sekansi olarak da
isimlendirilen APC/B-katenin yolaginda gorev alan tiimor baskilayic
genlerde ve onkogenlerde mutasyonlar gdzlenir. Oncelikle kiigiik
adenomlarin olusumuna sebep olan epitel proliferasyonlar ile gézlenen kolon
polipleri daha sonra displastik hale gelerek invaziv kanserlere doniisiirler.
Kolorektal kanserlerin ¢ok biiylik bir kisminda APC tiimdr baskilayic1 gen
mutasyonu goriilmektedir. Adenomlarin olusmasi i¢in APC genine ait her iki
kopyaninda kaybi meydana gelmelidir. Ailesel polipozis koli ve Gardner
sendromlarinda da goriillen APC kayb1 sonunda yiizlerce adenom meydana
gelmekte ve kansere kadar ilerlemektedir. APC’nin fonksiyon kaybi
sonucunda asir1 B-katenin ekspresyonu meydana gelir ve bu durum hiicre
proliferasyonu istenmeyen bir sekilde hizlandirir. Sporadik kanserler
icerisinde APC mutasyonlarinin orani % 60-80’dir (Kumar ve ark. 2018).

e K-RAS mutasyonu 1 cm’den biiyiik adenomlarin % 50’sinde mevcut
olan patolojik bir durumdur. Mutant RAS apoptozu inhibe ederken, mitotik
sinyallerin aktivasyonuna ve hiicre ¢ogalmasinin kontrolsiiz olarak artisina
neden olmaktadir (Kumar ve ark. 2018).

e 18921 delesyonu kolon kanserlerinin % 60-70’inde saptanmistir. Bu
kromozom bdlgesinde 3 adet gen bulunmaktadir. Bunlar; DCC (deleted in
colon carcinoma), SMAD2 ve SMADA4’tir. SMAD genleri hiicre siklusu
inhibitorii olan TGF-B (transforme edici biiylime faktorii beta) ailesi
iiyelerinin aktivasyonunda rol almaktadir. SMAD ve TGF-f sinyal
yolaklarina ait komponentlerin inaktif olmasi kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile

sonu¢lanmaktadir (Kumar ve ark. 2018).
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e p53 geninin kayb1 da kolon kanserlerinin % 70-80’inde rastlanan bir
timor baskilayici gen mutasyonu cesididir. Adenomlarda kanserlere gore
daha az goriiliyor olmasi karsinogenezin ge¢ basamaklarinda meydana
geldigini diisiindiirmektedir (Kumar ve ark. 2018).

Karsinogenezde ilk adim, kolon mukozasinda spesifik neoplastik polip tiplerinin
olusmasidir. Polip histolojisi, malign potansiyel tespitinde kritik 6neme sahiptir.
Hastaligin tespitinde yaygin olarak kullanilan iki histolojik tip hiperplastik ve
adenomatozdur. Histolojik olarak hiperplastik polipler; sitoplazmik mukusun
azaldig1 ve sayica artmis glandular hiicre igermesi karakterizedir, fakat bu hiicreler
hiperkromatik ¢ekirdege sahip degildirler ve tabakalagma gostermezler. Adenomatoz
poliplerde ise genellikle hiicrelerde hiperkromatik ve genislemis, c¢ekirdekler
gozlenir. Adenomlar tiibiiler veya villoz olarak siniflandirilir. Histolojik olarak,
tibiiler adenomlar dalli tiiblillerden olusur, villoz adenomlar ise bir dalda
diizenlenmis dijit seklinde bir villus igerir. Tiibiilovilloz adenomlar ise her iki

elementi de igerir (Cappell 2008).

4.2. KANSER KOK HUCRELERI

Kanser kok hiicre kavrami 19. ylizyildan beri bilimsel literatiirde
tartisilmaktadir. ilk defa 1874'te Durante tarafindan tiimérlerin kok hiicre
ozelliklerine sahip nadir bir hiicre popiilasyonundan kaynaklandigin1 varsay1
yapilmis ve eszamanli olarak Conheim tarafindan bu hiicrelerin yetiskin
organizmada kalan embriyonal hiicreler olabilecegi ve pluripotensi ozelliklerini
koruduklarini belirtilmistir (Oliveira 2011). Bu kavrama “embriyonal dinlenme
teorisi” ad1 verilmistir (Sell 2009; Oliveira 2011). Daha sonra 19. ylizyilin sonlarinda
bu hipotezin yerini kademeli olarak karsinogenezin farklilagmasi teorisi almistir.
Yetigkin farklilasmis  hiicrelerin, dedifferensiasyon sonrasinda kanser kok
hiicrelerinin kaynagi oldugu varsayilmistir (Sell 2009). Son yillarda kok hiicrelerin
farkli kanser tiplerinde olmalari, olusma mekanizmalarina ait verilerin gelmesi ile

kanser gelisme ve kok hiicre iliskisi lizerine ¢alismalar artmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Kanser kok hiicre arastirmalarinda doniim noktalarini temsil eden

zaman ¢izelgesi (O’Conner ve ark. 2014).

Bazi ¢alismalar kanser kok hiicreleri yerine “tiimor baglatan hiicreler” terimini
kullanmay1 tercih etmektedir (Shiozawa ve ark. 2013). Doku igindeki varligini
tanimlamak icin de “kanserli kok hiicre” terimi kullanilabilmektedir (Nguyen ve ark.
2012). Arastirmacilar arasinda kanser kok hiicrelerin kaynagi konusunda
tutarsizliklar vardir. Aralarindaki benzerlikler goz oniine alindiginda ise normal kok
hiicrelerin kanser kok hiicreleri olusumuna yol agan onkojenik baslangi¢ olmasi

muhtemeldir (Tablo 3) (Nguyen ve ark. 2012).
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Tablo 3. Kanser kok hiicreleri ve normal kok hiicreler arasindaki benzerlikler ve

farkliliklar (Rahman ve ark. 2016).

Acmmmmmmummﬁnoﬂ;wdd..zmm ’

01

Capacity for asymmetric divisions (self-renewal) thatproduces a quiescent stem cell and a dedicated

progenitor and plays important role toward emerging a dangerous cell mass.

02

Regulation of self-renewability by similar signaling pathways (Wnt, Sonic Hedgehog, MAPK and Notch)
and at the epigenetic level by BMI-1.

03

Capacity to arrange a hierarchy of cellular derivatives that includes progenitors and differentiating cells.

04

Extended telomeres and telomerase activity that increases the cellular life span.

05

Predilection for growth factor independence through secretion of growth factors and cytokines.

06

Stimulation of angiogenesis through secretion of angiopoietic factors.

07

Expression of similar surface receptors (e.g., CXCR4, CD133, a6 integrin, c-kit, c-met, LIF-R) those are
either identified as stem cell markers or are associated with homing and metastases.

B. Normal stem cell properties versus CSC properties (Topcul et al., 2013)

Normal stem cell Cancer Stem Cell

Extensive but limited self-renewal capacity Extensive and indefinite self-renewal capacity

Organogenic capacity Tumorigenic capacity

Highly regulated self-renewal and differentiation Highly dysregulated self-renewal and differentiation

Rare in normal adult tissues Infrequent or rare within tumors

Can be identified based on surface markers Similar types of surface markers as ordinary stem cells
in the same tissue

Normal karyotype Abnormal karyotype

Quiescent most of the time Less mitotically active than other cancer cells

Capacity to generate normal progeny with limited Phenotypically diverse progeny

proliferative potential

Kanser kok hiicrelerinin kok hiicrelere benzer 6zellikleri kok hiicrelerden koken

almalar1 varsaymm ile agiklanabildigi gibi klonal evrim modeli ile de Oncili ya da

farklilagmis hiicrelerden meydana gelen kanser hiicrelerinin ilerleyen zamanlarda

genetik ve epigenetik mutasyonlar nedeni ile kanser kok hiicreleri o6zelliklerini

kazanabilecekleri de diisiiniilmektedir (Can 2013) (Sekil 6).
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Sekil 6. Kanser kok hiicrelerin olugsmasini tanimlayan 3 hipotezin sematik
gosterimi. Bu hipotezlere gore (1) Mutasyona ugramis kok hiicreden, (2) bir ya da iki
farklt mutasyona ugramis Oncili (progenit6tor) hiicreden ya da (3) meydana gelen
birden fazla mutasyon ile kok hiicre karakteristigine geri donmiis (dediferansiasyon)
farklilagmis bir hiicreden kanser kok hiicre olusabilir (http://stemcells.nih.gov Erisim

tarihi: 03.01.2020).

Normal dokuya benzer sekilde kanser kok hiicreleri yogun sekilde ¢ogalan bir
hiicre popiilasyonu olan progenitdr hiicreleri verir. Normal progenitorler belirli
sayida bolimden sonra farklilasir ve bdliinme yeteneklerini kaybeder (terminal
farklilagma). Bununla birlikte, kanser Oncii hiicrelerinin ¢ogalma yetenegi ¢ok daha
yliksektir. Boylece, yavru hiicre sayist ¢cok daha fazladir ve bu da tiimér kitlesinde bir
artisa yol acar (Sell 2009; Fulawka ve ark. 2014).

“Klonal evrim teorisi” kanser gelisimi ve yayilimmi tanimlamak i¢in 1970’lerde
ortaya atilmistir. Klonal evrim teorisine gore birkac hiicrede ya da tek bir hiicrede
meydana gelen gen diizeyindeki degisiklikler kontrolsiiz proliferasyona neden olarak
biiylik kanser hiicre topluluklart meydana getirmekte ve hastalik ortaya ¢ikmaktadir.

Klonal evrim teorisi iizerine oturtulan gesitli kanser kok hiicre modelleri ile timor
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gelisimi ve ilerlemesi agiklanmaya calisilmaktadir (Haydaroglu ve ark. 2011) (Sekil
7).

» Stokastik (rastlantiya bagli) modelde her bir kanser hiicresi kanser
kok hiicresi 6zellikleri kazanmaya adaydir. Rastlantisal olarak meydana gelen
mutasyonlarin birikmesi ile meydana gelen kanser kok hiicresi asimetrik
boliinerek kendi kendini yenileyebilir ve farklilasmis yavru hiicreleri
meydana getirebilir (Gottschling ve ark. 2012).

* Hiyerarsik ya da deterministik olarak da tanimlanan kanser kok hiicre
modelinde kanser kok hiicrelerinin tiimor olusturma kapasitesine sahip bir alt
grup oldugu ve tiimdriin geri kalan hiicrelerinin ise tlimor olusturma yetenegi
olmayan hiicrelerden olustugu varsayilmaktadir (Haydaroglu ve ark. 2011).

* Kanser plastisite modelinde ise kanser hiicrelerinin kokliiliik
ozellikleri hizli bir sekilde degigmektedir. Kanser kok hiicreleri, epigenetik
degisikliklikler ve kanser kok hiicre/pluripotensi belirteclerinin kapatilmasi
ile kanser kok hiicre olmayan hiicrelere degisebilmektedir (Vincent ve ark.

2019)
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Sekil 7. Kanser kok hiicre bagimli timoérogenez modelleri. (A) Stokastik model
(B) Kanser kok hiicre modeli (C) Kanser plastisite modeli (Vincent ve ark. 2019).

Cogu malign tiimoriin, neoplastik hiicrelerin fenotipik olarak farkli birgok alt
poptilasyondan olustugu uzun yillardir siiren arastirmalarla kanitlanmigtir (Shibue ve
Weinberg 2017). Giliniimiizde, bir timér i¢indeki neoplastik hiicrelerin fenotipik
cesitliligi, tedaviye direng gelistirilmesinde onemli bir etken olarak goriilmektedir.
Hem genetik hem de genetik olmayan (epigenetik) mekanizmalarin yol agtigi
biyolojik heterojenite, bagimsiz tiimorlerde bulunan kanser hiicrelerinin farkli alt
poptilasyonlar1 arasindaki fenotipik farkliliklara katkida bulunur (Easwaran ve ark.
2014). Genom dizilim teknolojilerindeki geligsmeler, fenotipik degisim ve kanser
hiicrelerinin farklilasmas1 altinda yatan genetik degisikliklerin tanimlanmasini
saglamaktadir (Garraway ve Lander 2013). Buna paralel olarak, ¢esitli mutasyonlarin
etkisinde kalmadan kanser hiicrelerinin ¢oklu alternatif fenotipik durumlar arasinda

sik sik gecis yapabilme kabiliyetleri ile ilgili kanitlar da zaman gectikce artmaktadir.
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Kanser hiicrelerinin ve olusturduklari tiimorlerin davraniglarina biiyiik dl¢iide katkida
bulunan ve heniiz biiyilk o6l¢iide kesfedilmemis olan epigenetik diizenleyici
mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasi, kanser kok hiicre gelisimini kontrol eden
mekanizmalarin tanimlanabilmesini ve hedef olarak kanser kok hiicrelerin se¢ilimini
saglayacaktir (Shibue ve Weinberg 2017).

Histopatolojide maligniteyi tanimlamak i¢in kullanilan terim olan atipi bir
hiicrenin fiziksel 6zelliklerinin normalin disinda olmasi durumunu tanimlamaktadir.
Belli bir fenotipteki tiimor hiicreleri arasinda da islevsellik (6rnegin: yiizey
antijenlerinin ve sitoplazmik proteinlerin ekspresyonu, biyokimyasal siireglerin
aktivitesi, proliferasyon orani, metastaz olusumu, neo-anjiyogenezin aktivasyonu,
sistemik tedaviye direng) acisindan da farkliliklar bulunabilir (Marusyk ve Polyak
2010). Timoér heterojenliginden sorumlu anahtar faktorler genomik heterojenite,
tiimor dokusunun hiyerarsik organizasyonu, ¢evresel etkiler ve rastgele siireglerdir
(Marusyk ve ark. 2012; Saunders ve ark. 2012).

Genomik heterojenite; genomik instabilite ve artan proliferasyon oranindan
kaynaklanmaktadir (Marusyk ve Polyak 2010; Marusyk ve ark. 2012). Mutasyona
ugramis hiicreler, daha iyi hiicreleri tercih eden Darwin’in evrim mekanizmalarina
gore dogal secilimden geger. Bu hiicreler daha uzun yasar ve soyundan gelen
hiicrelerin olusumunu saglamaktadir. Yeni klonlar timor biiytidiikge iiretilir ve bu
nedenle tiimor kitlesi klonal varyantlardan olustugu igin heterojendir (Saunders ve
ark. 2012). Kanser kok hiicre modeli, tiimér dokusunun hiyerarsik olarak organize
oldugunu varsaymaktadir. Kanser kok hiicre popiilasyonu tiimor biiyiimesinden ve
ilerlemesinden sorumludur (Sekil 8). Bu acidan heterojenlik, olgunlasmanin farkli
asamalarinda bulunan hiicrelerin varlig1 anlaminda agiklanabilmektedir (Marusyk ve

ark. 2012).
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Sekil 8. Bir tiimor igerisindeki kanser hiicrelerinin heterojenitesi (Marusyk ve

ark. 2012).

Yukarida bahsedilen kanser kok hiicre modelleri timor gelisimi ve ilerlemesinin
yani sira, timor heterojenligine yol agan temel mekanizmalar1 da tanimlamaktadir
(Sekil 9). Normal doku gibi, tiimor hiicreleri de mikrogevreden (stromal hiicreler,
hiicre dis1 matriks gibi) etkilenmeye egilimlidir. Normal doku ve tiimor doku
arasindaki temel farklilik, timor dokusuna ait mikrocevrenin kanser hiicresi
tarafindan kontrol ediliyor olmasidir. Cok ¢esitli mikrogevresel etkiler tlimor hiicresi

heterojenligine katkida bulunur (Marusyk ve ark. 2012).
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Sekil 9. Tiimdr heterojenite modelleri (A) Klonal evrim modeli (B) Kanser kok

hiicre modeli (Fulawka ve ark. 2014).

Dedifferansiasyon gostermis ve tiimorleri olusturabilen kiiglik bir grup kanser
hiicresi popiilasyonunun varligin1 ortaya koyan “kanser kok hiicreleri kavrami”nin
ortaya atilmasi ile epigenetik diizenleyici mekanizmalarin, farkli kanser hiicrelerinin
farkli alt popiilasyonlarinin fenotipik g¢esitliligine nasil katkida bulunabilecegi
hakkinda yeni bilgiler saglamigtir (Shibue ve Weinberg 2017). Bu kavram, ayni
timor kitlesinde bulunan ve fenotipik agidan farkli kanser hiicrelerinin kok hiicre
hiyerarsisine benzeyen bir hiyerarside organize oldugu fikrine dayanmaktadir
(Avgustinova ve Benitah 2016). Buna gore bir tiimor kitlesinde tanimlanmig kanser
kok hiicrelerinin; yeni kanser kok hiicreleri liretmek icin kendi kendilerini
yenilemeleri ve timoriin biiyiik kismini olusturdugu diisiiniilen, kanser kok hiicreleri
olmayan, daha az tiimdrojenik ve kendi kendini yenileyemeyen soylari ortaya
cikarmalar1 gerekmektedir. Bu paradigmada timor biiyiimesini siirdiiren, tedaviden
sonra metastaz olusumunu ve niiksii saglayan hiicreler kanserlerin nadir bir alt grubu
olarak belirtilebilir ve kanser kok hiicreleri olarak tanimlanabilir (Shibue ve
Weinberg 2017). Kanser kok hiicreleri kavraminin genis uygulanabilirligini gosteren
bircok insan kanser tiiriinii kapsayan calismalar ile de kanser kok hiicrelerininde

kendi icerisinde ¢esitli alt popiilasyonlar1 tanimlanmistir (Kreso ve Dick 2014).
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Kanser kok hiicresi kavraminin, kanser kok hiicrelerinin olusturduklari
mikrocevre ile tedaviden kacisi sagladiklart ve bu nedenle geleneksel anti-kanser
tedavilerinin etkinliginin neden smirli kaldigimi acikladigi diisiiniilmektedir (Diehn
ve ark. 2009). Ozellikle bu kagis mekanizmalar1 ile kanserin niiksiinde esas gorev
aldiklar1 sdylenebilir. Bu veriler dogrultusunda kanser kok hiicrelerini diger
hiicrelerden (normal ve kanser kok hiicresi olmayan) ayiran genetik ve epigenetik
mekanizmalarin anlasilmast ¢ok onemlidir. Ozellikle hiicreye odakli tedavi
seceneklerinin oldugu, kanser tipi, yapisi, kisiye 6zel faktorler g6z oniine alindiginda
bu mekanizmalarin agiklanmasi etkin tedaviyi belirlemede 6nemli olacaktir (Shibue
ve Weinberg 2017).

Kanser kok hiicreleri sahip olduklar1 bazi spesifik 6zellikleri ve bu 6zellikleri
ortaya cikaran sinyal yolaklar1 ile kendi kendilerini yenileyebilmekte, ilag direnci
saglayabilmekte, kanser niikslerine ve metastazlarina neden olabilmektedirler. Bu
ozelliklerin en basinda epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) gelmektedir (Sekil 10).
EMT, epitel hiicrelerin 6zelliklerini degistiren ve embriyonik gelisim sirasinda onlar1
mezenkimal hiicre benzeri fenotiplere doniistiiren bir siirectir (Nieto ve ark. 2016).
Embriyonik gelisime ek olarak, EMT aktivasyonu kok hiicre olusumu, yara
iyilesmesi ve kanser ilerlemesini igeren siirecler i¢cin de c¢ok onemlidir, ¢linkii
hiicreler EMT sonrasinda hareketlilik ve invazivlik kazanirlar (Nieto ve ark. 2016;
Shibue ve Weinberg 2017). EMT ilerlemesi sirasinda epitelyal hiicreler, sik1 baglanti
kompleksleri, desmozomlar ve hemidesmozomlar gibi adezyon molekiillerini
kaybederek apikal bazal polarite kaybina yol agmaktadirlar (Grigore ve ark. 2016;
Shibue ve Weinberg 2017). Bununla birlikte EMT esnasinda, E-kaderin gibi epitelyal
hiicre belirteglerinin azaldigi, N-kaderin, vimentin gibi mezenkimal belirteglerin
arttig1 gosterilmistir (Shibue ve Weinberg 2017). EMT'nin en yaygin indiikleyicisi,
yeterli besin ve oksijen elde etmek i¢in yeni vaskiiler aglarin olugturulmasi anlamina
gelen anjiyogenezi indiikleyen TGF-f olarak kabul edilmektedir (Papageorgis 2015;
Banyard ve Bielenberg 2016). Diger kritik EMT indiikleyicileri VEGF, IGF, Wnt ve
Notch olarak sayilabilir (Jiang ve ark. 2011). Calismalar ayrica TGF ile aktive olan
EMTnin SMAD ve kemik morfogenik protein (BMP) gibi transkripsiyon
faktorlerininde salgilanmasi ile desteklendigini gostermistir (Mitra ve ark. 2015).

Kanser kok hiicrelerinin kemoterapi sirasinda sessiz kalma o6zelligi gostererek
tedavi sonrasinda kanser dokusunu yeniden ortaya cikardiklari diisiiniilmektedir

(Clevers, 2011). Dinlenme/sessiz kalma (dormansi), timdr hiicrelerinin timor
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ilerlemesi sirasinda veya tedavi sonrasinda gizli ve tespit edilemedigi bir saklanma
durumu olarak kanser kok hiicrelerinin en 6nemli 6zelliklerinden biridir (Tabassum
ve Polyak, 2015). Kanser kok hiicreleri tarafindan elde edilen direng genellikle DNA
onarim mekanizmasi i¢in yiiksek kapasite ve aktif oksijen tiirlerine karsi artan
koruma ile diizenlenmektedir. Caligmalar, TGF-f’nin kemoterapi sirasinda
korunmasi ve tedaviden sonra tiimoriin baslamasina katkida bulunmak i¢in meme
kanseri kok hiicrelerinin proliferasyon oranini azaltmada hayati bir rol oynadigini
gostermistir (Bragado ve ark. 2013; Batlle ve Clevers, 2017). Geleneksel tedavilerin
hizla ¢ogalan dokularda, daha sonra kaybedilen kok hiicrelerin yerini alabilecek ve
kanser niiksetmesine neden olabilecek dormansi durumunda olan kanser kok
hiicreleri yerine yiiksek proliferatif farklilagsmis hiicreleri hedefledigi gosterilmistir.
Ayrica, tedaviye direngli kanser kok hiicrelerinin, transmembran proteinleri ABC
ailesinin artmasi ile elde edilen anti-mitotik ilaglara karsi yiiksek direng ile
karakterize oldugu da ortaya konulmustur (Shibue ve Weinberg, 2017). Bazi
caligmalar ile de radyoterapinin c¢esitli kanser tiirlerinde TGF-f sinyalini aktive
ederek EMT’yi indiikleyebilecegi ve metastazi tetikleyebilecegi de vurgulamaktadir
(Mitra ve ark. 2015; Chi ve ark. 2017; Kusoglu ve Aver 2019).
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Sekil 10. Kanser kok hiicrelerinin tedaviden kagabilme ve niikslere sebep olabilme

yetenekleri altinda yatan mekanizmalar (Phi ve ark. 2018).

Giliniimiizde klinik tedavi yaklasimlari, maling kanser hiicrelerinin esit varligi

hastaligin seyrinin kotii olma potansiyeli varsayimi altinda ¢aligmaktadir (Kozovska
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ve ark. 2014). Bununla birlikte, kanser kok hiicreleri anti-neoplastik tedaviye daha
direngli ve metastaza meyilli olma potansiyellerinden dolay1 kanser kok hiicrelerini
ortadan kaldiramayan terapotik yaklagimlarin basarisiz olmasi beklenen bir sonugtur.
Bu nedenle, tedavi se¢iminde kisiye 0zel, dokuya 6zel, molekiiler mekanizmalara
ozel ve de oOzellikle kanser kok hiicreleri alt popiilasyonunu hedef alacak yeni ve
daha etkili anti-timor tedavileri tercih etmek gerekmektedir (Zeimet ve ark. 2012;

Kozovska ve ark. 2014).

4.3. KOLON KANSERiI KOK HUCRELERI

Kanser kok hiicrelerinin farkli dokularda farkli belirtegleri vardir. Bu nedenle
kanser kok hiicrelerinin karakterizasyonu ve izolasyonunda kaynak olan dokuya ait
kanser kok hiicrelerine 6zgii yiizey belirteclerinin bilinmesi gerekmektedir. Kolon
kanseri ile ilgili yapilan ¢calismalar CD133, CD44, CD29, CD166 ve Lgr5 gibi hiicre
ylizey belirteglerinin kolon kanser kok hiicreleri i¢in spesifik oldugunu gostermistir

(Tablo 4) (Phi ve ark. 2018).

Tablo 4. Farkli timorlere ait kanser kok hiicre belirtecleri (Phi ve ark. 2018).

Tumor type Cancer stem cell markers

Lung cancer CD133", CD44", ABCG2, ALDH, CD87", SP, CD90"
Colon cancer CD133", CD44", CD24", CD166", EpCAM’, ALDH, ESA
Liver cancer CD133", CD44", CD49f", CD90", ALDH, ABCG2, CD24", ESA
Breast cancer CD133%, CD44", CD24", EpCAM*, ALDH-1
Gastric cancer CD133", CD44", CD24"

Leukemia (AML) CD34%,CD387, CD123"

Prostate cancer CD133", CD44", a281, ABCG2, ALDH
Pancreatic cancer CD133™ CD44", CD24", ABCG2, ALDH, EpCAM", ESA
Melanoma ABCB5*, CD20"

Head and neck cancer SSEA-17, CD44%, CD133"

Yapilan c¢aligmalar ile insan kolorektal kanserlerinde, kolorektal kanser kok
hiicrelerinin varligina dair kanitlar giin gegtikce artmaktadir. CD133 yiizey belirteci
kullanilarak, insan kolon kanserlerinden elde edilen CD133+ kanser hiicrelerinin
cogalabildikleri, kendi kendilerini yenileyebildikleri ve tiimdr olusumunu
indiikleyebildikleri gosterilmistir. CD133+ hiicrelerin, bir yildan fazla bir siire

farklilagsmadan kaldiklar1 ve orijinal tiimore fenotipik olarak benzer olan in vivo
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tlimorleri baslatabildikleri bildirilmektedir. Literatiirdeki g¢esitli ¢aligmalar CD133+
hiicrelerin tiimor olusturabilme kapasitelerinin oldugunu gosterirken ayni zamanda
CD133- hiicrelerin tiimér baslatamadiklarimi gostermektedir. Ayrica CD133viksek
hiicre popiilasyonlarmm, CD13374%%  hiicrelerden ¢ok daha agresif fenotip
sergilemesi, CD133 artiglarinin tiimdrlesme yeteneginin ve metastazin bir isareti
olarak kabul edilmesine neden olmaktadir. Ek olarak, CD133+ tek hiicreli klinik
tiimor kaynakli kiiltiirlerin ¢oklu farklilagsma potansiyeline sahip oldugu ve in vivo
olarak tiimor baglatma yetenegine sahip olduklari da gosterilmistir. CD133’{ asir
eksprese eden tiimorler 5-FU temelli kemoterapiye daha direngli olmakta ve CD133
ekspresyonu kotii prognoz ile iligkilendirilmektedir (Kozovska 2014).

CD133 ilk olarak insan hematopoietik ve progenitor hiicrelerinde bulunmustur
(Miraglia ve ark. 1997; Yin ve ark. 1997). Bircok calisma bir¢cok kanser tiirlinde
CD133’1in yiiksek protein seviyelerinin varligina isaret etmektedir. Yiiksek oranda
ifade edilen CD133; over kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri, rektal kanser,
akciger kanseri ve glioblastoma hastalarinin kotii prognozlarina isaret etmektedir
(Alamgeer ve ark. 2013; Wu ve ark. 2014; Huang ve ark. 2015). Bunun nedeni,
yiiksek seviyelerde CD133 eksprese eden kanser hiicrelerinin daha metastatik olmast
ve kemoterapi ya da radyasyon terapilerine karsi direncli olmasidir. CDI133+
hiicrelerin kok hiicre 6zellikleri olarak bilinen kendi kendini yenileme, ¢ogalma ve
farkli hiicre tiplerine farklilasabildigi g6z Oniine alindiginda CD133+ kanser
hiicrelerinin kanser kok hiicreleri oldugu anlagilmaktadir (Liou 2019).

Hastalardan izole edilmis CDI133+ kanser hiicrelerinin, bagisiklik iceren
ksenograft farelerinde kanser olusturabildigi gosterilmistir. Insan kolon kanseri
baglatan hiicreleri tanimlamak i¢in immiin yetersiz farelerde renal kapsiil
transplantasyonu kullanildiginda, sadece CD133+ kolon kanseri hiicreleri in vivo
timOr biiylimesini  baglatabilmis, ancak CD133— kolon kanseri hiicreleri
baslatamamistir (O’Brien ve ark. 2007). Bu calisma ile CD133+ kolon kanseri
hiicrelerinin kolon kanseri baslatan hiicreler oldugu ileri siiriilmiistiir. Bahsedilen
ksenogreft NOD/SCID fare modelinden saflagtirilan tiim kolon kanseri baslatan
hiicrelerin CD133’1i eksprese ettigi de gosterilmistir (O'Brien ve ark. 2007). Ayrica,
kolon kanseri metastazi gelisimi sirasinda transgenik bir fare modelinde endojen
CD133+ hiicrelerini izlemek i¢in soy izleme teknigi kullanildiginda, CD133’iin
kolon kanseri epitelinde eksprese edildigi de bulunan sonuglar arasindadir

(Shmelkov ve ark. 2008).
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Yapilan biitiin ¢alismalar sonucunda kolon kanseri olusumunda ve metastazinin
baslangicinda CD133’{iin 6nemli rolii ortaya cikarilmigtir. SW620 insan kolon
kanseri hiicrelerinde, CD133'iin degredasyonu ile, Src-fokal yapisma kinazin (FAK)
fosforilasyonunun azaldigi ve hiicre goégiiniin bozuldugu da gosterilmistir. Ayrica,
CD133 ve Src arasindaki etkilesim, Src’nin gergeklestirdigi FAK aktivasyonu ile
indiiklenen hiicre motilitesi i¢in gereklidir (Sekil 11) (Liu ve ark. 2016; Liou 2019).

ERK Src " B B
A4 ¥

- NF-kB 1

\Z \4

Slug [ N-Cadherin IL-1B Akt FAK Whnt

N/ oL

cancer metastasis

Sekil 11. CD133 tarafindan diizenlenen EMT, kanser hiicre gogii ve metastazi ile

iligkili hiicre sinyal yolaklari (Liou 2019).

4.4. TUMOR MIKROCEVRESI

Kanser hiicreleri ¢evrelerinde bulunan mikrogevre ya da nis ad1 verilen doku ile
sarthdirlar. Bu doku kanser hiicreleri de dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel
elemandan ve hiicre dis1 komponentlerden olusmaktadir. Tiimo6r mikrogevresi ya da
kanser nisi olarak adlandirilan bu dokunun; kanser gelisimi, metastazi ve ilag¢ direnci
ile dogrudan iligkili olduguna dair kanitlar her gegen giin artmaktadir. Tumor
mikrocevresi; kanser hiicrelerinin biiyiimesini, farklilasmasini ve metastatik 6zellik
kazanmasimi saglayan stroma olarak da tanimlanmaktadir. Bu mikrogevre kanser

gelisimi ve metastazi icin kritik olan, kendine 6zgii ekstraselliiler matriksi, cesitli



salgilanan faktorleri, kanser-iligkili fibroblastlar1 ve kanser-iliskili makrofajlari
icermektedir. Kanser mikrogevresini anlamak i¢in kanser mikrogevresini olusturan
spesifik bilesenlerin bilinmesi, bu bilesenlerin hangi mekanizmalar1 kullanarak
iletisim kurduklarinin anlagilmast 6nemlidir (Hirata ve Sahai 2017).

Timorler; fibroblastlar, vaskiiler endotelyal hiicreler, T hiicreleri, makrofajlar ve
notrofiller gibi somatik hiicreleri igermektedir (Sekil 12). Bir¢ok durumda, organa
spesifik drnegin kemik dokusunda osteoblastlar, merkezi sinir sisteminde astrositler
gibi interstisyel hiicreler de mevcuttur. Bu hiicreler ile birlikte hiicre disi matriks,
oksijen seviyeleri ve pH gibi faktorler tlimoér mikrogevresinin bilesenlerini

olustururlar (Hanahan ve Coussens 2012).

Cell type Roles within tumor

Generate blood vessels that provide
. nutrients and oxygen. Provide escape
Endothelial cells route for metastatic cells. Local
“angiocrine” signals can protect cancer
cells.

Produce HGF, CXCL12, TGF-f, and many
other soluble factors. Produce and
physically remodel the tumor extracellular
matrix

Fibroblasts

Depending on subtype, can either favor
or antagonize T-cell function. Promote
cancer cell migration via EGF and vessel
leakiness via VEGF.

Macrophages

Can be both pro- and antitumorigenic.
Can boost stem cells.

Dendritic cells * Gather antigens to present to T cells

Kill tumor cells expressing tumor neo-

Cancer cell "‘ Cytotoxic T cells . antigens. Activity can be limited by PD-

1, CTLA-4, and other microenvironmental
factors.

Neutrophils

Sekil 12. Timor mikrogevresinin temel hiicresel komponentleri ve tiimor

igerisindeki ana rolleri (Hirata ve Sahai 2017).

Endotel hiicreleri timoriin kan damarlarin1 olusturur ve oksijenin, besin
maddelerinin ve ilaglarin tiimoére ulasmasi i¢in kritik Oneme sahiptir. Ayrica,
metabolik atik iiriinler ve metastatik kanser hiicreleri i¢in bir ¢ikis yolu saglarlar
(Reymond ve ark. 2013). Normal vaskiilaritenin aksine, tiimoér damarlar1 genellikle
timor oksijenizasyonunda ve diger cevresel faktorlerde lokal degisikliklere yol
acarlar (Harney ve ark. 2015; Eales ve ark. 2016). Oksidatif fosforilasyondan
glikolize gecisin, kanser hiicrelerinin hipoksik kosullarda hayatta kalabilmeleri i¢in

kullandiklart stratejilerinden biri oldugu diisiiniilmekte (Gatenby ve Gillies 2004) ve
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hiicre proliferasyonun saglanmasi ic¢in niikleik asitler ve nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) iiretmek i¢in de avantajli olarak ¢alismaktadir (Vander
Heiden ve ark. 2009). Bu mekanizmanin bir yan {riinii olan laktat seviyelerinin
artmasit ve diisiik hiicre dist pH, bir timor 6zelligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Damaghi ve ark. 2015).

Rezidiiel doku fibroblastlari, perisitler ve mezenkimal kok hiicreleri iceren
fibroblastik hiicreler de tiimorlerde aktive olmaktadir. Kanser iliskili fibroblastlar
olarak adlandirilan aktive fibroblastlar, tiimor i¢indeki hiicre dist matriksin ¢ogunu
iiretir ve yeniden sekillendirir (Hanahan ve Coussens 2012; Hirata ve Sahai 2017).

Hiicrelerin yani sira ekstraselliiler matriks elemanlart da tiimoér mikrogevresini
organize eden Onemli molekiillerdir ve hiicre davranisi ile gelisimsel siireglerde
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, ekstraselliller matriks kompozisyonu ve
organizasyonunun degisikliklerinin kanser hiicrelerini ve stromal hiicreleri nasil
etkileyebilecegini  belirlemek Onemlidir. Timdr mikrogevresinde bulunan
ekstraselliiler matriks kanser olmayan dokulardaki ekstraselliiler matriks ile
karsilastirildiginda, kanser ya da kanser iligkili hiicreler tarafindan salgilanan
proteazlar ile degistirildigi, kollajen miktarinin azaldigi ve kanser hiicrelerinin
hiicrelerin polarizasyonu ile stabilitesi acisindan avantajli hale gelecek sekilde
diizenlendigi goriilmektedir (Lu ve ark. 2012).

Kanser olmayan hiicrelerin yani sira kanser hiicreleri de tiimér mikrogevresinin
onemli komponentlerindendir. Intra-tiimdér dokusunun heterojenliginden kaynakli
olarak bir tliimor mikrogevresindeki kanser hiicreleri farklilasmis kanser hiicreleri,
progenitdr kanser hiicreleri ve kanser kok hiicreleri olarak ayri ayri ele alinmalidir
(Fulawka ve ark. 2014).

Kok hiicrelerin  normal organlarda lokalizasyonu tanimlanmigtir ve
mikrocevrenin kok hiicrelerin  kokliiliik 6zelligi bakimindan kritik oldugu One
stirilmektedir. Normal organlarda gozlemlendigi gibi, kanser kok hiicreleri de belirli
odaklarda lokalize olabilir ve hiicre hayatta kalma sinyalleri tlimér mikrogevresi
tarafindan saglanabilmektedir. Kanseri tedavi etmek i¢in kanser kok hiicrelerinin
hedeflenmesi, dolayisi ile de kanser kok hiicreleri mikrogevresinin diizenlenmesi bu
hiicrelerin hayatta kalmasini onlemek icin Onemli bir tedavi stratejisi olarak
tanimlanmaktadir (Kise ve ark. 2016).

Barsak kok hiicreleri, lokalizasyonu iyi karakterize edilmis hiicrelerdir (Barker

ve ark. 2010) Ince ve kalm barsagin fonksiyonel birimine kript denir. Bagirsak kok
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hiicreleri  kriptin alt kisminda lokalize olur ve epitelyal hiicrelerin ve
miyofibroblastlarin yakininda Wnt sinyal yollarinin aracilik ettigi bir mekanizma ile
kendini yeniler (Brabletz 2001). Kanser kok hiicrelerinin barsak kanserlerinde
lokalizasyonu tam bilinememesine ragmen, miyofibroblastlarin ve mezenkimal kok
hiicrelerin bu kanserde nisin bilesenleri oldugu belirtilmektedir. Miyofibroblastlardan
salgilanan hepatosit biiylime faktoriiniin (HGF) kanser kok hiicrelerinde Wnt
sinyalini arttirdigt (Vermeulen ve ark. 2010), ayrica, kemik iliginden tiimor
mikrocevresine alinan fibrositlerden farklilasan miyofibrositlerin de matriks
metaloproteinaz (MMP) -2 ve -9’u eksprese ederek kanser kok hiicrelerinin
metastazini destekledigi ileri stiriilmiistiir (Quente ve ark. 2011; Kise ve ark. 2016).
Sonu¢ olarak yapilan caligmalar, timor hiicreleri, stromal hiicreler ve
ekstraselliiler matriks arasinda birbirlerini kontrol eden, 6zellikle de kanser hiicresi
icin bir mikrogevre hazirlayan bir etkilesim ortaya koymaktadir. Son on yilda, kanser
hiicrelerinin, inflamatuar hiicrelerin, endotel hiicrelerinin ve fibroblastik hiicrelerin
etkilesime girdigi mekanizmalar hakkindaki bilgiler artmistir. Tiimdr hiicresi-stromal
hiicre etkilesimlerinin ve tiimor hiicresi-ekstraselliiler matriks iligkisinin, bu diizeni
saglayan ve koruyan faktorlerin karmasikligi nedeni ile etkin kanser tedavilerinin
etkinliginin saglanabilmesi i¢in iyi anlasilmasi gerekmektedir. Klasik kemoterapi ve
radyoterapinin, tiimor mikrogevresini hedef alan anti-inflamatuar ve anti-anjiyogenik
stratejilerle kombinasyonu, uzun siireli basariya ulagsmak icin gerekli goriilmektedir.
Yeni tedavi se¢enekleri gelistirilmesinde kanser hiicrelerinin davraniglarini etkileyen
stromal hiicreler ile ekstraselliiler matriks komponentlerinin de dikkate alinmasi

onemlidir (Sounni ve Noel 2013).

4.5. KANSER ILISKIiLi FIBROBLASTLAR

Normal fizyolojik kosullar altinda, kontraktil olmayan fibroblastlar genellikle
yasst, ig seklindedir ve ekstraselliiler matrikste inert hiicreler olarak bulunur
(Valkenburg ve ark. 2018). Kontraktil olan miyofibroblastlar ise ilk olarak dokularda
yara onarim siire¢lerinde tanimlanmislardir ve fibroblastlardan ya da diiz kas
hiicrelerinden farklilasarak sitoplazmasinda aktin ve miyozin birikimi ile
fibroblastlardan ayrilir. Miyofibroblastlarin yara iyilesmesindeki ana rolleri kasilarak
yara yerinin kapanmasini desteklemek ve ekstraselliller matriks molekiillerini

iireterek yeniden organize etmektir (Darby ve ark. 2014). Miyofibroblastlar, oldukca
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aktif endoplazmik retikulum varlig1 ve alfa diiz kas aktinin (a-SMA) ile vimentinin
artmis seviyeleri ile karakterize edilirler (Tablo 5). Miyofibroblastlardaki
mikrofilament demetleri, ekstraselliiler matriks proteinleriyle adezyon kompleksleri
vasitastyla etkilesime girerek, miyofibroblastlarin mikrogevredeki gerilimi
algilamasina ve hiicre iskeleti proteinleri ag1 boyunca hiicresel kasilma kuvvetini
stirdirmesine izin verir. Geri bildirim tepkisi olarak miyofibroblastlar; kollajen,
elastin (ELN), fibronektin (FN1), tenascin (TNC) ve MMP'ler dahil olmak {izere
remodeling enzimleri ve ¢esitli ekstraselliiler matriks proteinlerini iireterek matriks
fibroplazisini arttirirlar (Liu ve ark. 2019) (Sekil 13). Yara kapanip iyilestikce
myofibroblastlar apoptotik siireg ile birlikte kaybolur (Darby ve ark. 2014).

Similarites between Use of activated human The first attempt with
tumour stroma generation fibroblasts for reconstruction genetically modified
and wound healing begin of human breast tumour FAP-specific CAR T cells
to be deciphered™ xenografts in mice* for stroma depletion and
tumour suppression’**

Identification of The first clinical trial of a

fibroblasts as murine mAb, F19, that targets The first preclinical trial Direct evidence of
spindle-shaped cells FAP* CAFs for treating of myofibroblast CAF hereogeneity in
in connective tissues'’ metastatic colon cancer'* depletion in a GEMM'™® cancer biology****

1994 2003 2004 2007 2009 2010 2013 2014 2017 2018

Validation of the inhibitory The first clinical trial Description of Identification of a novel CAF
effects of normal fibroblasts of a humanized mAb, autocrine TGFB and subset, expressing CD10 and
on the growth of polyoma- sibrotuzumab, for SDF1 as driving CAF GPR77, that determines
transformed cells®’ advanced S100A4" evolution for tumour chemoresistance™
cancers'’® promotion™

Identification of a-SMA Unveiling of the physical Unveiling of the

in stromal myofibroblasts matrix remodelling by pro-tumour function of

of human breast cancer’ CAFs for collective CAF depletion in a GEMM

invasion of cancer cells™ of pancreatic cancer'***

Sekil 13. Normal ve kanser iligkili fibroblastlar ile ilgili aragtirmalarin doniim

noktalarini temsil eden zaman ¢izelgesi (Chen ve Song 2019).
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Tablo 5. Siklikla kullanilan kanser iligkili fibroblastlarin belirtecleri, ekspresyon
ve biolojik fonksiyon 6zellikleri (Chen ve Song 2019).

Marker Examples of other cells that  Expression level  Biological functions Cancer models with marker Refs
express the marker in CAFs expression in CAFs
Cytoskel p and other cytoplasmic proteins
a-SMA Normal fibroblasts, pericytes, Upregulated Cell contractility, motility, Pancreatic, liver and breast
smooth muscle cells, visceral (downregulatedin  structure and integrity cancer
smooth muscle cells and prostate cancer)
cardiomyocytes
S100A4 Normal fibroblasts, epithelial Upregulated Cellmotility, collagen induction  Breast cancer and carcinogen- ~ “%7%17
cells undergoing EMT and and tissue fibrosis mediated malignancies
macrophages
Vimentin Endothelial cells, epithelial cells  Upregulated Cell motility, structure and Breast and prostate cancer
undergoing EMT and neurons integrity
Desmin Skin fibroblasts, pericytes and Downregulated Cell contractility, motility, None
muscle cells structure and integrity

Receptors and other membrane-bound proteins

FAP Reactive stromal fibroblasts, Upregulated ECM remodelling and Over 90% of human cancers
quiescent mesodermal cells and fibrogenesis
CD45* immune cells

PDGFRB Normal fibroblasts, pericytes, Upregulated Receptor tyrosine kinase activity ~Cervical and colorectal cancer
vascular smooth muscle cells,
skeletal muscles and myocardium

CAV1 Adipocytes, endothelial cells, Upregulated or Scaffolding protein Breast, gastrointestinal and
normal fibroblasts and type | downregulated prostate cancer
pneumocytes
CD10 BMSCs, especially pre-B Upregulated Metalloendoprotease Breast cancer N
lymphocytes
GPR77 Polymorphonuclear neutrophils ~ Upregulated Complement activationand pro- Breast cancer —
inflammatory signalling
ECM components
TenascinC  Cancercells Upregulated Cell adhesion Breast cancer and malignant
glioma

a-SMA, a-smooth muscle actin; BMSCs, bone marrow stromal cells; CAFs, cancer-associated fibroblasts; CAV1, caveolin 1; ECM, extracellular matrix; EMT,
epithelial-to-mesenchymal transition; FAP, fibroblast activation protein; GPR77, G protein-coupled receptor 77; PDGFR, platelet-derived growth factor receptor-.

Kanser iligkili fibroblastlar kanser stromasinda bulunan fibroblastlardir ancak
farkli ekstraselliller matriks protein {retmeleri ve pro-timorojenik faktorleri
salgilanmalar1 ile normal fibroblastlardan farklidirlar (Pidsley ve ark. 2018).
Gelisimlerinin aciklanmasi i¢in; yerlesik fibroblastlarin aktivasyonu, yerlesik epitel
hiicrelerinin epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT), yerlesik endotel hiicrelerinin
mezenkimal gegisi (EndMT), kanser hiicrelerinin farklilasmasi ve kemik iligi
mezenkimal hiicrelerinin farklilagmasi gibi ¢esitli hipotezler bulunmaktadir (Sekil
14) (Liu ve ark. 2019).

Bagka bir deyisle, kanser iligkili fibroblastlar tiimdr mikrogevresinde kronik yara
iyilesme siirecine benzer sekilde gelisen bir tlir miyofibroblastlardir. Kanser iligkili
fibroblastlarin biiytik bir kism1 a-SMA pozitiftir (Shiga ve ark. 2015).

Tiimo6r dokularinda bulunan kanser iliskili fibroblastlar1 tespit etmek i¢in en
yaygin kullanilan belirte¢ a-SMA’dir, ama tek basina yeterli degildir (Orimo ve
Weinberg 2007). Ayrica fibroblast aktivasyon proteini (FAP) de belirte¢ olarak
kullanilabilir (Kraman ve ark. 2010). Yiiksek intra-timoral FAP ekspresyonunun

kolorektal kanserlerde kotii prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir (Wikberg ve ark.
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2013). Bununla birlikte, FAP ekspresyonu epitelyal malign hiicrelerde de
saptanabilir (Wikberg ve ark. 2013). Yapilan ¢alismalar ile a-SMA ve FAP’a ek
olarak tenaskin-C (Yoshida ve ark. 2015), periostin (Kikouchi ve ark 2008), néron
glial antijen-2 (NG2) (Sugimoto ve ark. 2006), vimentin, desmin, trombosit tiirevli
bliylime faktorii reseptorii (PDGFR) ve fibroblast spesifik protein-1 (FSP-1)
belirteclerinin ¢esitli seviyelerdeki artmis ekspresyonlari da tiimor dokusunda kanser
iligkili fibroblastlarin karakterizasyonu i¢in Onerilmektedir (Shiga ve ark. 2015).
Kanser iligkili fibroblastlar epitelyal ve endotelyal 6zelliklere sahip olmadiklarindan,
sitokeratin ve CD31 negatif belirte¢ olarak kabul edilir (Sukowati ve ark. 2015;
Shiga ve ark. 2015) (Tablo 6).

Tablo 6. Kanser iligkili fibroblast belirtecleri (Shiga ve ark. 2015).

Positive Marker Negative Marker

a-SMA Cytokeratin
Fibroblast activation protein CD31
tenascin-C
periostin
Neuron glial antigen-2
Vimentin
Desmin
Platelet derived growth factor receptor
Fibroblast specific protein-1

Kanser iligkili fibroblastlar; meme, prostat, pankreas, akciger, mide,
kolanjiyokarsinom ve kolorektal kanser gibi ¢esitli kanser tiirlerinden izole edilebilir.
Bununla birlikte, kanser iligkili fibroblastlar beyin, bobrek ve ovaryum kanserlerinde

nispeten nadirdir (Shiga ve ark. 2015).
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Sekil 14. Kanser iliskili fibroblastlarlarin koken aldiklar1 hiicreler ile ilgili ¢esitli
hipotezler bulunmaktadir (Takebe ve ark. 2013).

Yapilmis caligmalar, kanser iligkili fibroblastlarin tiimoér biiylimesini
desteklediklerini ve kanser hiicrelerinin apoptozunun baskiladiklarin1 gostermektedir
(Sekil 12) (Pietras ve Ostman 2010). Kanser iligkili fibroblastlar, salgilandiklari
dokularda parakrin etki gosteren IGF-1 ve IGF-2 gibi sagkalim faktorleri salgilarlar.
Ayrica, normal doku stromasindan farkli olan neoplastik ekstraselliiler matriks
olusumunu saglayan molekiillerin ve proteazlarin sentezini de gergeklestirerek
kanser hiicrelerinin sagkalimini diizenledikleri diisiintilmektedir (Lu ve ark. 2011).

Literatiirde, kanser iligkili fibroblastlarin farkli tiimor tiplerinde tiimor
anjiyogenezinin diizenlenmesine onemli 6l¢iide katki sagladigini gosteren ¢alismalar
da bulunmaktadir. Farkli timér mikrogevrelerinde bulunan kanser iliskili
fibroblastlarin; VEGF, FGF2, IL-8/CXCL8 ve PDGF-C dahil olmak {iizere ¢esitli
pro-anjiyogenik sinyal proteinlerinin iiretimini sagladigi ve bu sayede anjiyogenezi
destekledigi bildirilmistir (Pietras ve Ostman 2010). Ek olarak, normal bag dokusu
fibroblastlarinin yan1 sira kanser iliskili fibroblastlar, anjiyogenik biiyiime

faktorlerinin etki ettigi ekstraselliller matriks proteinlerinin de ana sentez
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kaynaklaridir. Tipik normal fibroblastlarin aksine, kanser iliskili fibroblastlar
bahsedilen latent anjiyogenik faktorleri (bFGF, VEGF, TGF-B) serbest birakan ve
bunlar1 endotel hiicreleri ilizerindeki reseptorlerine baglanmasini saglayan cesitli
ekstraselliiler matriksi eriten enzimleri de tiretmektedirler (Pietras ve Ostman 2010;
Rasaenen ve Vaheri 2010). Bunlara ek olarak kanser iliskili fibroblastlar pro-
anjiyogenik makrofajlar, notrofiller ve diger miyeloid hiicreler i¢in kemoatraktan
maddeler {iretebilir, boylece dolayli olarak da tiimor anjiyogenezini diizenlerler
(Raenen ve Vaheri 2010; Vong ve Kalluri 2011).

Kanser iliskili fibroblastlarin kanser hiicrelerinin birincil tiimor alanlarinda
invazyon saglama ve uzak metastatik bolgelerde ikincil tiimorler olusturma
yeteneklerini modiile ettigi gosteren caligmalar da bulunmaktadir. Bu fonksiyonu
saglayan kanser iligkili fibroblastlardan salgilanan hem invazyon hem de
proliferasyona desteklik eden hepatosit biiyiime faktori (HGF)’diir. Diger bir
faktorde TGF-B olup, EMT programlarini aktive ederek tiimdr hiicrelerinin invazyon
ve metastaz kabiliyetlerini desteklemektedir (Chaffer ve Weinberg 2011).

Kanser iligkili fibroblastlar ekstraselliller matriks proteinlerini normal
fibroblastlardan farkli sekilde organize eder ve tiimor mikrogevresine daha uygun
olmasi i¢in gereken ekstraselliiler matriksin yeniden sekillenmesi igin gerekli
enzimleri de iireterek, ortami kanser hiicresi invazyonuna daha uygun hale getirirler
(Chaffer ve Weinberg 2011). Ayrica bir¢ok sitokin ve kemokinleri de salgilayarak
bagisiklik hiicrelerinin  fonksiyonel farklilasmasina aracilik eden karsilikli
etkilesimlere de dahil olarak tiimorlerin bagisiklik hiicrelerinden kagmasina da
katkida bulunurlar. Kanser iligkili fibroblastlar sitotoksik lenfositlerin islevini
dogrudan ortadan kaldirmakta ve boylece tiimor hiicrelerinin oldiiriilmesinin de

engellenmesini saglamaktadir (Sekil 15) (Monteran ve Erez 2019).
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Sekil 15. Kanser iligkili fibroblastlarin kanser mikrogevresi igerisinde

diizenledigi mekanizmalarin sematik gosterimi (Monteran ve Erez 2019).

Kanser hiicreleri genetik olarak kararsizdir ve siklikla mutasyona ugrarlar.
Bunun aksine, kanser mikrogevresinde bulunan ve genetik olarak daha kararli kanser
iliskili fibroblastlarin varligi kanser tedavileri i¢in uygun hedef olmalarim
saglamaktadir. Literatiirde kanser iliskili fibroblastlardan salgilanan FAP’1
hedefleyen caligmalar bulunmaktadir. Bununla birlikte klinik agidan kanser iliskili
fibroblastlar1 hedefleyen tedavilerin etkinligi konusunda yapilmis olan c¢alisma sayist
azdir. Bu nedenle kanser iliskili fibroblastlarin 6zelliklerinin ve kinetiklerinin analiz
edilebilecegi ve kanser iligkili fibroblastarin hedeflendigi in vitro ve/veya in vivo

deneysel modeller ile ¢caligmalarin yapilmast 6nemlidir (Ishii ve ark. 2015).
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4.5.1. Calismada Incelenecek Olan Kanser iliskili Fibroblastlara Ozgii
Pozitif ve Negatif Biyobelirtecler

4.5.1.1. Alfa diiz kas aktin (a-SMA)

Alfa diiz kas aktin (a-SMA ya da ACTA?2), yara bolgelerinde bulunan diiz kas
hiicrelerine ve miyofibroblastlara 6zgii bir aktin izoformudur. Ifadesi, doku kasilmasi
ile dogrudan iliskilidir ve mekanik gerilim ile tetiklenebilir. a-SMA, periniikleer
bolgede monomerik aktin veya stres liflerinde filamentli aktin seklinde bulunarak
kontraktilite, adezyon ve migrasyonda yer almaktadir (Attich ve Vignjevic 2016).

a-SMA hiicre motilitesi, yapist ve biitiinliiglinde 6nemli rol oynayan yiiksek
diizeyde korunmus bir protein grubu olan aktin ailesinin bir iyesidir. a-SMA
mikrofilaman demeti ve stres lifi regiilasyonu yoluyla miyofibroblast kasilmasinin
baslica nedenlerinden biri olan yara iyilesmesindeki rolii ile bilinmektedir. a-SMA’in
neden oldugu bu mekanik stres, yara iyilesmesi siirecinde yara yiizeyinde olusan yeni
bag dokusu olan graniilasyon dokusunun kasilmasi ve olgunlagsmasini saglamaktadir.
Miyofibroblastlarin sayist tiimér mikrogevresinde ¢ok fazla oldugundan a-SMA,
kanser iliskili fibroblast popiilasyonlarini tanimlamak i¢in kullanilan belirte¢lerden
ilki haline gelmistir (Sekil 16) (Mezawa ve Orimo 2016; Gascard ve Tlsty 2016).

Bununla beraber a-SMA, kanser hastalarinda da belirgin bir prognostik faktor
olarak tanimlanmistir ve a-SMA ekspresyonu, kolon kanseri hastalarinda ytiksek
niiks riski ile giicli bir sekilde iliskilidir. a-SMA pozitif fibroblastlardaki yiiksek
ekspresyon, meme ve kolon kanserinde diisiik sagkalim ile iligkilendirilmistir
(Nurmik ve ark. 2020). a-SMA pozitif miyofibroblastlar, CXCL12 ve interlokin 6
(IL-6) gibi sitokinlerin salgilanmasinin yani sira 6zofagus, kolorektal ve bag-boyun
kanserlerinde hasta sagkalim oranlarin1 énemli dl¢iide degistirdigi gosterilen hiicre
dis1 matriksin fiziksel olarak yeniden modellenmesinde gorev almaktadirlar (Hanley

ve ark. 2015).

36



feed -forward loop of

o + Inflammatory signals . .
%%’1{;, + pro-fibrotic cytokines B m:'f"“ enhanced contraction,
® 5 + stitfened ECM ECM stiffening, and
‘/‘ _— ﬁ TGF1 activation
3 -
¥s B ons : E
R s N\ stk S caumm)
¢ r
stromal proto- Se0% g cancer- o /
precursor myofibroblast .." N assoclated o /
y ot & myofibroblast % " e
o ".‘ g ",
- o
. .;‘v .'. Y \
.. "‘ .. .
.0 ‘.0 ° 2
i ) ’ ot '
! N a !
UHUH e T A A DA
= >
e .
epithelial cells ke tumor - " tumor

Invasion
4

= :"_‘.”:::::::::"""’ _ey mechanically relaxed ECM

o cell£CM adhes bon e machanically stressed ECM

Sekil 16. a-SMA ve kanser iliskili fibroblastlar iliskisi (Otranto ve ark. 2012).

4.5.1.2. Vimentin

Vimentin, 0Ozellikle mezenkimal kokenli hiicrelerde hiicre iskeleti aginin
olusumunda 6nemli rol oynayan bir tip III ara filaman proteinidir. Hiicre iskeletinin
organizasyonu, organel yerlesimi, hiicresel go¢ ve adezyon i¢in anahtar rol
oynamaktadir. Ayrica vimentin, pERK ve rhodopsin kinaza (RhoK) baglanmakta ve
aktin organizasyonunun degismesini ile MAPK sinyal yolaklarinin baslatilmasini
saglamaktadir (Perez-Sala ve ark. 2015). Fibroblastlar mezenkimal fenotipleri ile
giiclii bir sekilde karakterize edildiginden, vimentin biitiin fibroblast gesitlerinde
yliksek oranda eksprese edilebilir (Nurmik ve ark. 2020). Vimentinin, kanser iligkili
fibroblastlarda artmis ekspresyonu olusum fenotipinin bir biyobelirteci olarak

degerlendirilmektedir (Kuzet ve Gaggioli 2016) (Sekil 17).
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Sekil 17. Normal fibroblastlarin aktiflesmesi sonrasinda kanser iligkili

fibroblastlarda ifadesi artan molekiiller (Kuzet ve Gaggioli 2016).

Vimentin ekspresyonu c¢ok sayida solid tiimor tipinde artan metastatik potansiyel
ile korelasyon gostermektedir. Bununla birlikte, kanser ilerlemesinde vimentin i¢in
fonksiyonel bir rol heniiz aydinlatilamamistir (Richardson ve ark. 2018). Cesitli
caligmalar vimentinin metastaz ve progresyon i¢in gerekli oldugunu, ancak primer
timor olusumu i¢in gerekli olmadigint belirtmektedir. Bu nedenle vimentinin bir
EMT biyobelirtecinden daha fazlasi oldugu ve kanser invazyonu ile metastazinda
fonksiyonel bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. /n vitro homotipik (sadece kanser
iliskili fibroblastlar) ve heterotipik (kanser iliskili fibroblastlar ve kanser hiicreleri)
kiiltiirlerde vimentini inceleyen caligmalar, vimentinin sadece homotipik kanser

iliskili fibroblastlarin invazyonunu degil, ayn1 zamanda heterotipik kolektif invazyon
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zincirlerinin olusumunu ve korunmasimi da sagladigini gostermektedir. Vimentin
fonksiyonu bozuldugunda, kanser iliskili fibroblastlarin fonksiyonlarinda azalma
nedeniyle heterotipik etkilesimler énemli Olgiide azalmaktadir. Bu veriler, primer
timorden hiicresel kagmayr yonlendiren vimentin pozitif kanser iliskili
fibroblastlarin metastaz i¢in gerekli oldugunu gostermekte ve vimentinin erken evre
kanser tedavileri i¢in bir hedef olabilecegini diisiindiirmektedir (Richardson ve ark.

2018).

4.5.1.3. Fibroblast spesifik protein (FSP-1)

Fibroblast spesifik protein-1 (FSP-1, S100A4), adina ragmen; kanser iliskili
fibroblastlar, makrofajlar ve malign hiicreler de dahil olmak {izere tiimor
mikrocevresi iginde cesitli hiicre tiplerinde ifade edilmektedir (Cabezon ve ark.
2007). Bu nedenle, FSP-1 fonksiyonlarinin belirli bir hiicre alt kiimesine atfedilmesi
zordur, ancak FSP-1 eksik farelerde gelisen tiimdrlerin ilerlemesinin azaldigi acik¢a
gbzlenmistir (Grum-Schwensen ve ark. 2005).

FSP-1 eksprese eden kanser iligkili fibroblast hiicrelerinin malign fenotip
iizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmaya yonelik bir dizi ¢alisma yapilmistir. Yapilan
caligmalar ile FSP-1 eksprese eden kanser iligkili fibroblast hiicrelerinin, TGF-3
sinyalizasyonunu sagladigi, HGF ekspresyonunu arttirdigi ve bu nedenle birden fazla
bolgede neoplazi olusumu meydana geldigi gosterilmistir. FSP-1 eksprese eden
hiicrelerin ~ yoklugu, stromal hiicreler tarafindan VEGF-A ve tenascin-C
ekspresyonunu azaltarak metastatik kolonizasyonu biiylik Olciide azalttigi da
bilinmektedir (Cortez ve ark. 2014).

Cesitli belirtecler arasinda, FSP-1 diger belirtecler ile karsilagtirildiginda kanser
iliskili fibroblastlarin benzersiz bir alt popiilasyonunun secilimi ve aktive edilmis
fibroblastlarin tespiti agisindan en etkili belirteglerden biri olarak tanimlanmaktadir.
Kanser iligkili fibroblastlarin biyobelirteglerinin farkli kombinasyonlarinin kanser
ilerlemesinde muhtemelen farkli rolleri paylasan heterojen hiicre popiilasyonlarindan

olustugunu gosterdigi diistiniilmektedir (Kuzet ve Gaggioli 2016).
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4.5.1.4. Sitokeratin 19 (CK19)

Sitokeratin (CK) ailesi iiyeleri olan sitokeratinler molekiiler agirliklarina ve
kimyasal yapilarina gore siniflandirilmaktadirlar. CK1-CKS8 sitokeratinler yiiksek
molekiil agirlikli, bazik/nétr tip II olarak siniflandirilirken; CK9-CK20 sitokinler
diistik molekiil agirlikli, asidik tip I keratinler grubudur. Hiicresel sinyal iletim
yolaklarindaki ana iglevleri; stres reaksiyonlarinin diizenlenmesi, apoptoz, epitelyal
hiicrelerin  6zgilinliigiiniin korunmasit ve hiicresel ¢ogalmanin saglanmasidir
(Mehrpouya ve ark. 2019).

Epitelyal CK'lar arasinda sitokeratin 19 (CK19) en az asidik olan sitokeratindir
ve molekiiler agirhigi 40 kDa’dir. CK19; pankreas, safra kesesi, bobrek ve sindirim
sisteminin periderminde ve epitel hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Epitel
hiicrelere ek olarak CK19’un ekspresyonu ¢esitli kanser hiicrelerinde ve kanser
dokularinda bulunan diger hiicrelerde de goriilmektedir. Ayn1 zamanda, CK19un
erken evrelerde kolorektal karsinom tanisinda da 6nemli oldugu bildirilmektedir
(Mohammadi ve ark. 2016). Periferik kanda CK19 mRNA'sinin ekspresyonu,
heterotipik malign tiimdr hiicrelerinin varligin1 gostermektedir. Varsayimsal olarak
bu durumun, metastaz gelisim riskinin yiiksek oldugunu belirttigi diisiiniilmektedir
(Xu ve ark. 2006).

CK19’un da igerisinde bulundugu bir grup sitokeratinin kanser iligkili
fibroblastlarlar i¢in negatif biyobelirtecler oldugu bildirilmistir (Sekil 15) (Shiga ve
ark. 2015; O'Malley ve ark. 2016). CKI19 epitelyal belirtecinin kanser iliskili
fibroblastlarda eksprese olmamasi, bu hiicrelerin EMT ge¢irmis kanser hiicrelerinden

koken almadiginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Amornsupa ve ark. 2014).

4.5.1.5. CD31

CD31 ya da diger adi ile trombosit/endotelyal hiicre adezyon molekiilii-1
(PECAM-1) 1980'lerin ortalarinda insan graniilositleri, monositleri ve trombositlerin
ylizeyinde eksprese edilen farklilasma antijeni olarak tanimlanmistir. CD31’in
dolasimdaki trombositlerin ve l6kositlerin aktivasyonunu inhibe etmek, endotel
hiicre-hiicre baglantilarinin biitiinligiinii desteklemek ve vaskiiler yatagin apoptotik
uyaranlara karsi korunmasini saglamak gibi 6nemli rolleri vardir (Lertkiatmongkol

ve ark. 2016).
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Trombositler, monositler ve graniilositlere ek olarak CD31 endotelyal hiicrelerde
de ifade edilir. CD31 ayrica vaskiiler tiimorler, histiyositik maligniteler ve
plazmasitomalar da dahil olmak iizere baz1 tiimdrlerde de eksprese edilmektedir.
Immiinohistokimyada CD31, &ncelikle histolojik doku kesitlerinde endotelyal
hiicrelerin varhigin1 gostermek icin kullanilir ve siddeti tiimdr anjiyogenezinin
derecesini degerlendirmeye yardimci olabilir. Malign endotel hiicreleri de genellikle
antijeni korur ve bdylece CD31 immiinohistokimyasi hem anjiyomlar1 hem de
anjiyosarkomlar1 gostermek icin kullanilmaktadir (Guttaso 2010).

Literatiirde CD31’in kanser iliskili fibroblastlar i¢in negatif biyobelirteg oldugu
bildirilmis ve ¢aligmalarda kullanilmistir (Sekil 18) (Shiga ve ark. 2015; O'Malley ve
ark. 2016).
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Sekil 18. CK19 ve CD31 proteinleri kanser iligkili fibroblastlari¢in negatif
biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir (O'Malley ve ark. 2016).
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4.5.2. Cahsmada Iincelenecek Olan Kanser Iliskili Fibroblastlarin
Salgiladig1 Faktorler

4.5.2.1. Transforme edici biiyiime faktorii beta-1 (TGF-p1)

Kanser hiicreleri ve kanser iligkili fibroblastlar bliylime faktorleri araciligiyla
iletisim kurmaktadirlar. Bu biiyiime faktorlerinden en Onemlisi, tranforme edici
bliylime faktorii beta (TGF-B) 'dir. Kanser hiicrelerinin ve kanser iligkili
fibroblastlarin, kanser iligkili fibroblastlarin olusumunu ve normal fibroblastlarin
miyofibroblastlara farklilagsmasini koordine eden {i¢ TGF-f izoformunu (TGF-1-3)
salgiladiklar1 bilinmektedir (Sekil 19). Meme kanseri hastalarindan elde edilen
kanser iligkili fibroblastlar TGF-B ile inkiibe edildiginde, miyofibroblastlarin
ylizdesinin arttig1, ancak normal fibroblastlarda artis olmadigr ve her iki hiicre
poptilasyonunda a-SMA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Ayrica in vivo timor
bliylimesinin TGF-f uyarimi ile arttig1 cesitli hayvan modellerinde bildirilmistir
(Takebe ve ark. 2013). TGF-f1 ve TGF-B2 seviyelerinin kanser iligkili
fibroblastlarda arttig1 ve miyofibroblastik fenotipi ve dolayisiyla otokrin olarak TGF
iiretimine devam ettikleri bilinmektedir (Kojima ve ark. 2010). TGF-1 komsu tiimor
hiicreleri iizerinde de parakrin tarzda hareket ederek epitelyal hiicre biiylimesini
negatif olarak diizenleyebilmektedir. TGF-1’in timdr baskilayicidan tiimor ilerletici
ozellige gecisi, kemokin SDF-1/CXCL12 ile karsilikli iletisimi ile agiklanabilir
(Shimoda ve ark. 2010). Kanser iligkili fibroblastlarin yapisal olarak yiiksek
miktarlarda kemokin salgiladigi ve ozellikle {irettikleri SDF-1'in meme kanseri
hiicrelerinde tiimér biiyiimesini ve anjiyogenezi destekledigi gdsterilmistir. Iyi huylu
prostat hiperplastik dokusunda in vivo timor biiyiimesini uyarmak icin kanser iligkili
fibroblastlardan hem TGF-f1 hem de SDF-1 salgilanmasimin gerektigi
bildirilmektedir (Takebe ve ark. 2013). Normal fibroblastlarin timor biiylimesi
iizerinde sadece nominal bir etkisi olsa da kanser iligkili fibroblastlar tarafindan
iiretilen SDF-1/CXCR4 ve TGF-B1 arasindaki bu etkilesim, kanser hiicrelerinin
yayilimi ve invazivligi ile sonuglanmaktadir. Bu sinyal dongiisiiniin 6nemi, kii¢iik
olmayan hiicreli akciger kanserinin (NSCLC) klinik 6rneklerinde de onaylanmistir

(Wals ve ark 2011).
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Sekil 19. Neoplazi ve desmoplaziye neden olan Onemli biiylime faktorleri.
Kanser iliskili fibroblast kokenli TGF-B ve kanser tirevli TGF-f timor
mikrocevresinde hiicre-hiicre etkilesim i¢in 6nemli bir faktordiir (Takebe ve ark.

2013).

4.5.2.2. Fibroblast aktivasyon proteini (FAP)

Kanser iligkili fibroblastlar normal fibroblastlardan farkli olarak, tiimor
olusumunu, kanser hiicrelerinin anjiyogenezini ve metastatik yayilmasini arttirma
yetenekleri ile kanser ilerlemesi ve metastazina daha fazla katilmaktadirlar
(Karagiannis ve ark. 2012). Normal fibroblastlarda saptanmayan ve fibroblast
aktivasyon proteini (FAP) adi verilen membrana bagli bir serum proteaz (tip II
integral membran proteini) kanser iligkili fibroblastlarda eksprese edilmektedir (Sekil
20). FAP ekspresyonu; kolon, over, pankreas ve hepatoselliiler karsinom da dahil
olmak {tizere bircok kanser tipinde genel olarak daha koti prognoz ile
iligkilendirilmistir ancak meme kanserinde goriilmemistir (Brennen ve ark. 2012).
Immiinohistokimyasal ¢aligmalar ile FAP':n esas olarak tiimdr hiicrelerine bitisik
stromada lokalize oldugu, ancak normal doku stromalarinda bulunmadig1 gosterilmis
ve timor hedefli tedaviler i¢in 6nemli bir aday oldugu belirtilmistir (Xing ve ark
2010; Sounni ve Noel 2013).

FAP’mn kanser iligkili fibroblastlarin proteolitik aktivitesinde de rol oynadigi

diistiniilmektedir. FAP, hem jelatin hem de kollajen I'i pargalayabilen bir serin
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proteazdir (Attich ve Vignjevic 2016). FAP eksprese eden fibroblastlar, kanser
invazyonunu destekleyen paralel ve diizenli kollajen lifleri ile fibronektin agisindan
zengin bir ekstraselliiler matriks olusturmaktadirlar (Lee ve ark. 2011). FAP+
fibroblastlar ayrica a-SMA'nin da artmis regiilasyonunu gostermektedirler, bu da
proteolitik aktivitesine ek olarak FAP’in kanser iliskili fibroblastlarda dolayli olarak
bir kasilma fenotipine neden olabilecegini diisiindiirmektedir (Lee ve ark. 2011).
FAP gelencksel olarak dipeptidil peptidaz ve kollajenaz aktivitesi nedeniyle
fibroblastlar tarafindan doku onarimi, fibroz ve hiicre dist matriks yikimi ile
iligkilendirilmistir ancak ayn1 zamanda fotal mezenkimal dokularda ve embriyogenez
sirasinda da arttigt  gosterilmistir (Tuyeson ve ark. 2014). FAP epitelyal
karsinomlarin % 90''mdan fazlasinda artmistir (Brennen ve ark. 2012). Timor
stromasindaki yliksek ekspresyonu nedeniyle, ¢ok sayida ¢alisma kanser iliskili
fibroblastlar belirteci olarak FAP'1 kullanmistir ve potansiyel klinik uygulamalar i¢in

de en uygun belirteglerden biri olarak kabul edilmektedir (Nurmik ve ark. 2020).
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Sekil 20. FAP ve kanser iliskili fibroblast iligkisi (Zi ve ark. 2015).
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4.5.2.3. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), kanser anjiyogenezinde Onemli
rol oynamasi, bir¢cok kanser tiirii tarafindan salgilanmasi ve salgilanma derecesinin
hastanin  prognozunu etkilemesi sebebi ile kanser gelisiminin Onemli
molekiillerdendir (Liu ve ark. 2015).

Kanser iligkili fibroblastlarin timor anjiyogenezindeki rolleri heniiz tam net
degildir. Yapilan ¢alisamalarda fibroblast tiplerinin VEGF'i IL-6'nin etkisi altinda
salgiladig1 ve salgilama seviyelerinin farkli fibroblast tiirleri arasinda farkli oldugu
gosterilmigtir. Dermal ve malign olmayan kolon fibroblastlar1 tarafindan VEGF
salgilanmasi seviyeleri ihmal edilebilir diizeyde iken artmis VEGF ekspresyonu
kanser iligkili fibroblast fenotipi ile parallelik gostermektedir (Sekil 21) (Shiga ve ark.
2015).

W survival and
proliferation

TGF-B, SDF1

Fibroblasts g
Agen, VE(\
IL1, MCP1 :

MMP,
TGF-B

Endothelial cells
activation and

Immune cell proliferation

suppression

Sekil 21. Kanser iligkili fibroblastlardan salgilanan TGF-B ve VEGEF’in
fonksiyonlar1 (Roy ve Li 2016).

4.5.2.4. interlokin-6 (IL-6)

Interlokin-6  (IL-6), inflamatuvar ve diger bagisiklik  yanitlarinin

diizenlenmesinde merkezi rol oynayan ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir ve anjiyogenik
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ozellige sahiptir. Birgok calisma, kanserlerde IL-6'nin proliferasyon, migrasyon ve
anjiyogenez gibi kanser ilerlemesinde 6nemli islevleri yerine getirdigini gostermistir
(Nagazaki ve ark. 2014). Kolon kanserinden izole edilen stromal fibroblastlarin
onemli miktarlarda IL-6 tirettigi ve kanser hiicrelerini de IL-6 {iretimlerini arttirmaya
tesvik ettigi bulunmustur. Ayrica IL-6, fibroblastlar tarafindan VEGF {iretimini
arttirmakta ve boylece anjiyogenezi indiiklemektedir (Shiga ve ark. 2015).

Ortaya c¢ikarilan veriler, gelisim sirasinda timor hiicreleri ile stromal
fibroblastlar arasindaki dinamik etkilesimin karsilikli oldugunu gdstermektedir. Bazi
hiicreler yiiksek diizeyde IL-6 iiretmekte ve IL-6, EMT'yi tetikleyen ve kanser kok
hiicrelerinin olusumunu destekleyen MMP-2 ve MMP-9'u salgilayan komsu
fibroblastlar1 harekete gecirmektedir (Gioannoni ve ark. 2010) (Sekil 22). Ek olarak,
otokrin IL-6 iiretemeyen tiimdr hiicreleri, kanser iligkili fibroblastlardan gelen
parakrin IL-6 sinyaline belirgin sekilde yanit vermektedir. IL-6, STAT3 aracilig1 ile
kanser hiicrelerinin biliylimesini ve metastazini arttirmaktadir. Buna paralel olarak,
IL-6 ile indiiklenen STAT3, kanser hiicrelerini apoptozdan korur. Biitiin sonuglar,
IL-6'nin tiim6r dokusunun hayatta kalmasini destekledigi ve nihai tiimor niiksii i¢in
bir rezervuar gorevi goren bir “kemo-direngli mikrogevre” yarattigini géstermektedir
(Li ve ark. 2015).

IL-6 ile aktive olan fibroblastlardan salgilanan VEGEF’in neredeyse kanser
iligkili fibroblastlardan salgilanan VEGF seviyesine ulastigi gozlenmis ve IL-6
varliginda fibroblast hiicrelerinin kanser gelisimini saglayacak sekilde hareket ettigi
bildirilmistir. TNF ve lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilan fibroblastlarin salgiladiklar1
IL-6 miktarinin arttig1 ve fibroblastlarin kanser iligkili fibroblastlara benzer 6zellikler
kazandig1 da goriilmiistiir (Nagasaki ve ark. 2014). Kanser hiicrelerinden salgilanan
bazi sitokinlerin yerlesik fibroblastlarin, kanser iliskili fibroblastlara gegisini
destekledigi ve bu degisikligin IL-6 sekresyonuna yol actigi kabul edilmektedir
(Shiga ve ark. 2015).

46



IGFR-I

IGF-1I HH Ligand
: IL-6, TGF-B, [
% e WNT, HGF, :Eha
- or
o Lipids 'LLmem SDF-1, CXCR4 (e
& Nanog Hedgeh\o)?‘
< pathway
Exosomes pathway
ithelial .
lls ’
Collagen, l ~ Self-renewal
ﬂbronectlggmlnln Tumor progression
// /) Tumor survival  Other tumor
* Poor prognosis f cells
ytokines, ( Mestastasis "J‘
Metalloproteins, Disease recurrance
Growth factors Clinical resistance

Sekil 22. Kanser iligkili fibroblast ve kanser kok hiicresi iligkisi (Alguacil-Nufiez
ve ark. 2018).

Bu doktora tez ¢alismasinda metastatik kolon kanseri hiicre hattt (COLO-741)
icerisinde bulunan kanser kok hiicrelerinin (CD133+ COLO-741) ve kanser kok
hiicre olmayan (CD133- COLO-741) kanser hiicrelerinin fibroblast hiicreleri ile
indirekt olarak ko-kiiltiire edilmeleri sonucunda fibroblast hiicreleri iizerindeki
etkilerinin arastirilmast ve kanser iligkili fibroblast gelisimindeki rollerinin

incelenmesi amag¢lanmistir.
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5. GEREC ve YONTEM

Bu tez, Mugla Sitki Kogman Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan 19/087/08/3/4 numarali proje ve Manisa Celal Bayar
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2019-036
numaralt proje ile desteklendi. Doktora tez caligmalari Manisa Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile Mugla Sitki
Kogman Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

5.1. KOLON KANSER HUCRELERININ VE VERO HUCRELERININ
KULTURU

COLO-741 (ECACC 93052621) metastatik kolon kanser hiicreleri %10 Fotal
Sigir Serumu (FBS) (Katalog No: FBS-11B, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Germany), 2 mM L-Glutamin (Katalog No: 25030-024, Gibco, USA) ve %l
Penisilin/Streptomisin (Katalog No: PS-B, Lot No: CP18-2207, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Germany) iceren RPMI-1640 hiicre vasatinda (Katalog No: R8758,
Lot No: NBHO0315, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA); VERO (ATCC®
CCL81™) hiicreleri ise %10 FBS, 2 mM L-Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin
icecren DMEM Low Glucose (Katalog No: DMEM-LPA, Lot No: CP17-1857,
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany) hiicre vasatinda %5 CO, ve hava
ortam1 saglayan 37°C nemli inkiibatdrde (CellCulture, ESCO) kiiltiire edildi.

COLO-741 ve VERO hiicrelerinin kiiltiir vasatlart iki giinde bir degistirilerek
%80 konfluent oluncaya kadar kiiltiir islemine devam edildi. Hiicreler %80 konfluent
olduklarinda kiiltiir kaplarma %0,25 Tripsin-EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik
Asit) (Katalog No: TRY-1B10, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany)
ilave edildi ve 37°C’de 5 dakika bekletilerek hiicreler kaldirild1 ve iizerine kullanilan
Tripsin-EDTA miktarinin iki kati miktarda vasat eklenerek Tripsin-EDTA aktivitesi

inhibe edildi. Kiiltiir kabindan ayrilan hiicreler, igerisinde daha dnceden 5 ml kiiltiir
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vasat1 igeren tiiplere toplanarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Her iki
hiicrenin supernatantlar1 atilarak pelletler {izerine hiicrelere uygun hiicre vasatlari
ilave edilerek 1:3 oraninda pasajlandi. Caligmada kullanilacak hiicre sayisina
ulagincaya kadar pasajlanan hiicrelerin bir kismi tripsinizasyon isleminden sonra
ayrildi ve 9 birim FBS ile 1 birim Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Katalog No: A3672,
AppliChem, Darmstadt, Germany) kullanilarak hazirlanan dondurma vasati igerisine
alindi. Hiicreler es zamanli olarak sivi azot tanki ve -80°C’ de saklandi. Toplanan
diger hiicreler ¢aligmada kullanilmak {izere uygun sekilde ekilerek kiiltiir islemine

devam edildi.

5.2. KOLON KANSERI KOK HUCRELERININ ELDESI

Kolon kanseri kok hiicrelerinin eldesi i¢in manyetik-aktive hiicre ayristirma
teknigi (Mini MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) kullanildi.
Kolon kanser kok hiicre yiizey belirteci olan CD133’e kars1 hazirlanmis anti-CD133
primer antikoru igeren immiino-manyetik beadler ile COLO-741 hiicreleri 37°C’ de
15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda tripsinizasyon ile
toplanan hiicreler kiiltlir vasati ile 2 defa yikandi. Kiiltiir vasat1 ile birlikte toplanan
hiicreler manyetik alana yerlestirilen kolondan gecirildi. Kolondan direkt olarak
gecen hiicreler CDI133- hiicreler olarak toplandi ve kolon manyetik alandan
cikartildiktan sonra yikanarak elde edilen hiicreler ise CD133+ hiicreler olarak
toplandi. Tiim ornekler 1000 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra CD133+
COLO-741 ve CD133- COLO-741 hiicreler %10 FBS, 2 mM L-Glutamin ve %1
Penisilin/Streptomisin iceren RPMI-1640 vasati kullanilarak %5 CO2 ve 37°C

sartlarint saglayan nemli inkiibatorde ayr1 ayr kiiltiire edildi.

5.3. KOLON KANSER KOK HUCRELERININ KARAKTERIZASYONU

MiniMACS ile elde edilen CD133+ COLO-741 hiicrelerin karakterizasyonu i¢in
indirekt immunositokimya yontemi kullanildi.

FBS ile kaplanmis steril yuvarlak lameller lizerinde COLO-741, CDI133+
COLO-741 ve CD133- COLO-741 hiicreleri 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 24
kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi ve 48 saat sonra %4’liik paraformaldehit (Katalog
No:387507, Carla Erba, France) ile 30 dakika tespit edildi. Tespit isleminden sonra
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kuyucuklar 3 kez 5 dakika Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) (Katalog No:
PBS404.100, BioShop, Canada) ile yikandi. Daha sonra %3 liik Hidrojen Peroksit
(H202) (Katalog No: K40391897, Merck, Darmstadt, Germany) uygulanarak 5
dakika 3 defa PBS ile yikanan hiicreler permeabilizasyon icin %0,1’lik Triton®-X-
100 (Katalog No: A4025, Lot#8H56511, Biomatic, Canada) ile 15 dakika buz
iizerinde inkiibe edildikten sonra 3 defa PBS ile tekrar yikama islemi yapildi. Tim
orneklere 1 saat bloklama soliisyonu (Katalog No: AEN080, Lot#38705, ScyTek,
USA) uygulamasindan sonra yikama islemi gerceklestirilmeden anti-CD133 primer
antikoru (rabbit polyclonal, Katalog No: orb99113, Lot No: RB190, Biorbyt, UK) ile
1 gece +4 C° de inkiibe edildi. Ertesi giin 3 defa PBS ile yikandiktan sonra
biotinlenmis sekonder antikor (Katalog No: AEN080, Lot#38705, ScyTek, USA) (30
dakika) ve ardindan streptavidin-peroksidaz (HRP) (Katalog No: AENO0SO0,
Lot#38705, ScyTek, USA) (30 dakika) uygulandi. Iki uygulama arasinda ve son
uygulamadan sonra 3 defa PBS ile yikamalar yapildi ve 2 dakika diaminobenzidine
(DAB) kromojeni (DAB Kit, Katalog No: ACK125, ScyTek, USA) uygulanarak
immunoreaktivitelerin goriiniirliigii saglandi. Immunoreaktivitelerin spesifik olup
olmadigini test etmek amaci ile primer antikorlar kullanilmayarak negatif kontrol
boyamalar1 gerceklestirildi. Mayer’in Hematoksileni (Katalog No: BS-005,
Lot#072019001, Beslab, Tiirkiye) ile artalan boyamasi yapildiktan sonra distile su ile
yikanan 6rnekler kapatma soliisyonu (Katalog No: K002, Lot No: H701, Diagnostic
Biosystems, Holland) ile kapatildi ve 151k mikroskobunda (Nicon Eclips 80i, Japan)
iki bagimsiz arastirmaci tarafindan fotograflar1 cekilerek skorlandi (Tablo 7).

Caligsma birbirinden bagimsiz ii¢ tekrar olacak sekilde gergeklestirildi.
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Tablo 7. indirekt immunositokimya y&ntemi

Yapilan Islem Kullamlan Madde Uygulanan

Siire

Yikama PBS 3x5dk.
Fiksasyon %4’ liik Paraformaldehit 30 dk.

Yikama PBS 3x5dk.
Bloklama %?3’lik H2O2 5 dk.

Yikama PBS 3x5dk.
Permeabilizasyon %0,1 lik Triton-X 100 15 dk.

Yikama PBS 3x5dk.
Bloklama Bloklama soliisyonu 1 saat
Primer Antikor Uygulamasi Poliklonal primer antikor Oda

Sicakliginda 2
Saat veya
+4°C’de 1 Gece

Yikama PBS 3x5dk.
Sekonder Antikor Uygulamas1  Biotinlenmis sekonder antikor 30 dk.

Yikama PBS 3x5dk.
Sekonder Antikor Uygulamasi Streptavidin HRP 30 dk.

Yikama PBS 3x5dk.
Boyama DAB 2 dk.

Yikama PBS 3x5dk.
Artalan Boyamasi Mayer’in Hematoksileni 1 dk

Yikama Distile su 3x5dk.

Kapatma Kapatma mediumu

5.4. DENEY GRUPLARININ BELIRLENMESiI VE INDIREKT KO-
KULTUR SISTEMININ KURULMASI

Tez caligmasinin amacina uygun olarak dort grup planlandi ve asagidaki sekilde

adlandirild: (Sekil 23).

GRUP 1: Kontrol grubu VERO hiicreleri
GRUP 2: Metastatik kolon kanser hiicre hattt (COLO-741) ile VERO

hiicrelerinin indirekt ko-kuiltiiri
GRUP 3: CDI133+

hiicrelerinin indirekt ko-kuiltiiri

COLO-741 kolon kanser kok hicreleri i1le VERO

GRUP 4: CD133- COLO-741 kanser kok hiicresi olmayan hiicreler ile VERO

hiicrelerinin indirekt ko-kuiltiiri
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Sekil 23. Deney gruplarinin sematik gdsterimi

Projede VERO hiicrelerinin kanser hiicreleri tarafindan etkisi incelendiginden
dolay1 calisma gruplarinda kiiltiir vasati olarak VERO hiicrelerinin kiiltiir vasati ile
devam edildi. FBS ile kaplanmis steril yuvarlak lameller iceren 24 gozli kiiltiir
kaplarina her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde VERO hiicreleri ekildi ve bir gece
inkiibe edildi. Ko-kiiltlir olusturmak iizere kullanilan 0,4 pm por c¢apina sahip
insert’lerin (ThinCert™ Cell Culture Inserts 24 Well, Katalog No:662640, Granier,
Germany) igerisine 3 farkli grup kanser hiicreleri her insert igerisinde 5x10° hiicre
olacak sekilde ekildi ve 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra igerisinde VERO hiicreleri
bulunan 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarmin {izerlerine igerisinde kanser hiicreleri
bulunan insertler yerlestirilerek indirekt ko-kiiltiir sistemleri kuruldu ve hiicreler

37°C, %5 COz kosullarina sahip nemli inkiibatorde inkiibasyona birakildi (Sekil 24).

'*.
*

Cells interact through secreted
signalling molecules.

KANSER HUCRELER| s kememmm =t
FIBROBLASTLAR sy <

Sekil 24. Kanser hiicreleri ile fibroblast hiicrelerinin steril insertler kullanilarak

olusturulan ko-kiiltiir isleminin sematik gosterimi.

5.5. IMMUNOSITOKIMYA ANALIZI

Tiim gruplara ait VERO hiicreleri ko-kiiltiiriin 1., 3. ve 7. giinlerinde %4’liik
paraformaldehit ile 30 dakika tespit edildikten sonra yontem 5.3 de anlatilan sekilde

immunositokimyasal analiz gergeklestirildi. Analizde primer antikorlar olarak (Tablo
8);
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e anti-a-SMA (rabbit polyclonal, Katalog No: FNab09409, Lot No:
20191025, FineTest, China)

e anti-Vimentin (rabbit polyclonal, Katalog No: FNab08038, Lot No:
20191025, FineTest, China)

e anti-FSP-1 (S100A4) (rabbit polyclonal, Katalog No: FNab07560,
Lot No: 20191025, FineTest, China)

e anti-Sitokeratin 19 (CK19) (rabbit polyclonal, Katalog No:
FNab02208, Lot No: 20191025, FineTest, China)

e anti-CD31 (rabbit polyclonal, Katalog No: FNab09993, Lot No:
20191025, FineTest, China) kullanildi.

Tablo 8. Immiinositokimya analizi ile incelenen kanser iliskili fibroblast

biyobelirtegleri
Pozitif belirtecler Negatif Belirtecler
a-SMA Sitokeratin 19
Vimentin CD31

FSP-1 (S100A4)

5.6. ELISA ANALIZi

Indirekt ko-kiiltiir sistemi igerisinde kiiltiire edilen hiicrelerin vasatlar kiiltiiriin
1., 3. ve 7. giinlerinde toplandi. Toplanan hiicre kiiltiir vasatlar1 20 dk 1000xg 4°C’de
santrifiij edildi. Siipernatant alinarak, pellet uzaklastirildi. Calismaya baslamadan
once soliisyonlar iireticinin talimatlarina gore hazirlandi. Analizi gergeklestirilecek
orneklerden 100 pL alinarak 100 pL o6rnek diliisyon soliisyonu ile karistirildi ve
ornekler 2 kat seyreltilmis oldu. TGF-p1 (Katalog No: EH0287, Lot No:
HO0287E108, FineTest, China), FAP-a (Katalog No: EH3037, Lot No: H3037E108,
FineTest, China), VEGF (Katalog No: EH0327, Lot No: H0327E108, FineTest,
China) ve IL-6 (Katalog No: EH0201, Lot No: HO201E108, FineTest, China) ile
kaplanmis 96 g6zl kiiltiir kaplar1 ¢alisma baglamadan 6nce 2 defa 1 dakika yikama

soliisyonu ile yikandi. Kit igerisinden ¢ikan standartlar hazirlandi ve her bir
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standarttan (2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5
pg/mL, 31.25 pg/mL) 100 pL alinarak standart kuyucuklarina 3 tekrar olacak sekilde
konuldu. Kontrol (zero) kuyucugu i¢in 100 pL 6rnek/standart diliisyon soliisyonu 3
tekrar olacak sekilde konuldu. Seyreltilmis 6rneklerden 100 pL kuyucuklara her
ornek icin 3 tekrar olacak sekilde eklendi. Kiiltiir kaplarimin istii kapatildi ve 90
dakika 37°C’de inkiibe edildi. iki defa 1 dakika yikama soliisyonu ile yikanan
kuyucuklar igerisine 100 puL biotin ile isarelenmis antikor soliisyonu eklendi. Kiiltiir
kaplarinin tstii tekrar kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Kiiltlir kaplar1
icerisindeki soliisyonlar ¢ekildi ve 3 kere 1 dakika olacak sekilde yikama soliisyonu
ile yikandi. Takiben 100 pL. HRP-streptavidin konjuge (SABC) soliisyonundan
biitiin kuyucuklara eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Kiiltiir kaplari
icerisindeki soliisyonlar ¢ekildi ve 5 kere 1 dakika olacak sekilde yikama soliisyonu
ile tekrar yikandi. Her kuyucuga 90 pL TMB substrat eklenerek, 15-20 dakika
37°C’de karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 50 pL durdurma (stop)
soliisyonu her kuyucuga eklendi ve bekletilmeden mikroplaka okuyucuda

(SpectraMax 13, Molecular Devices) 450 nm absorbansta okutuldu (Tablo 9).

Tablo 9. ELISA yontemi

Yapilan Islem Kullamlan Madde Uygulanan
Siire
Santrifiij 1000xg 4°C’ de
20 dk.
Yikama Yikama Soliisyonu 2 x 1 dk.
Standartlarin ve érneklerin 37°C’ de 90 dk.
inkiibasyonu
Yikama Yikama Soliisyonu 2 x 1 dk.
Sekonder Antikor Uygulamas1  Biotinlenmis sekonder antikor ~ 37°C’ de 60 dk.
Yikama Yikama Soliisyonu 5x1dk.
Sekonder Antikor Uygulamasi Streptavidin HRP 37°C’ de 30 dk.
Yikama Yikama Soliisyonu 5x1dk.
Boyama TMB Substrat 37°C’ de
15-20 dk.
Durdurma Durdurma (stop) soliisyonu
Mikroplaka okuyucu okutma
450 nm
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5.7.IN VITRO YARA IYILESMESI MODELI

VERO hiicreleri 24 gozli kiiltiir kaplarma 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
pasajland1 ve konfluent oluncaya kadar (ii¢ giin) inkiibe edildikten sonra monolayer
hiicre tabakasi steril 200 pl sar1 pipet ucu yardimiyla ¢apraz olacak sekilde tek
hamlede cizilerek in vitro yara iyilesme modeli olusturuldu. Daha sonra indirekt ko-
kiiltiir sistemleri belirlenen gruplara uygun olarak kuruldu ve deney diizenegi 37°C’
de %5 COy’ li atmosfer i¢eren inkiibatorde hiicre ¢ogalmasi icin birakildi. Kiiltiiriin
0., 1., 2., 3., 4., ve 7.glinlerinde yara alanlar1 inverted mikroskop (Olympus IX71,
Japan) ile 10x biiylitme altinda goriintiilendi. Elde edilen goriintiilerden toplam alan
ve yara alanlar1 Image J goriintii analiz programi (1.50i, National Institutes of Health,
USA) kullanilarak hesaplandi. Programdan elde edilen toplam alan ve yara alani
degerlerinden Microsoft Excel (Microsoft®, USA) programu kullanilarak yiizde (%)
yara alanlar1 hesaplandi. 1., 2., 3., 4., ve 7. giinlerde elde edilen oranlar sifinci giin ile
karsilastirilarak yiizde (%) kapanma oranlart belirlendi. Formiil: % Yara Alam
Kapanma = [(sifirinct giin yara genisligi — calisilan gilin yara genisligi) x100) /
sifirinc1 giin yara genigligi]. Her bir deney grubu i¢in bes farkli alandan goriintii
alindi ve elde edilen sonuclarin ortalamalari hesaplandi. Calisma birbirinden

bagimsiz ii¢ tekrar olacak sekilde gerceklestirildi.

5.8. BULGULARIN DEGERLENDIRILMESI VE IiSTATISTIKSEL
ANALIZLER

Immunoreaktivite boyanma siddetleri; boyanma yok (0), zayif (1), orta (2),
kuvvetli (3) ve ¢cok kuvvetli (4) olarak degerlendirildi. Her grup igin rastgele secilmis
5 alanda her 100 hiicre i¢inde pozitif boyanan hiicreler sayilarak semi-kantitatif H-
SCORE degerleri hesaplandi. [H-SCORE: > Pi (i+1) (Pi: % pozitif boyanmis hiicre
sayis1; i: boyanma siddeti)]. Immunositokimya sonuclar1 “ortalama =+ standart
sapma” olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, USA) programi kullanilarak; CD133 HSCORE
degerlerinin tayini i¢in “One-way ANOVA (nonparametric)” istatistiksel testi ve
post-test olarak da “Tukey’s Multiple Comparison Test” ile degerlendirildi. p<0,05
olan degerler istatistiksel yonden anlamli olarak kabul edildi. a-SMA, Vimentin,

FSP-1, Sitokeratin 19 ve CD31 HSCORE degerlerinin tayininde ise SPSS Version 18
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(SPSS Inc., Chicago, Illinois, ABD) kullanilarak non-parametrik Kruskal-Wallis H
testi ile degerlendirildi ve p<0,05 diizeyi anlamli olarak kabul edildi. Grafikler
GraphPad Prism 6 programi ile ¢izildi.

ELISA analizi sonucunda standartlardan elde edilen veriler ile her bir antikor
icin GraphPad Prism 6 programi kullanilarak OD/konsantrasyon egrileri olusturuldu.
Orneklerden elde edilen verilere ait OD degerlerinin ortalamalar1 kullanilarak
karsilik gelen konsantrasyon degerleri grafik iizerinden hesaplandi. Elde edilen
sonuglar SPSS Version 18 kullanilarak non-parametrik Kruskal-Wallis H testi ile ile
degerlendirildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel yonden anlamli olarak kabul edildi.
Grafikler GraphPad Prism 6 programu ile ¢izildi.

Yara modeli sonuglar1 arasindaki alan farkinin kantitatif olarak Slgiilmesi igin
Image J (1.50i, National Institutes of Health, USA) goriintii analiz ydntemi
kullanildi. Analiz i¢in her grup icin x100 biyiklikteki 5 alanin goriintiileri
kullanildi. “Analyze” sekmesi altinda “Set Scale” kismindan piksel cinsinden birimin
mikrometre (um) cinsine doniisiimii saglandi. Analiz edilecek goriintii programa
yiiklendikten sonra “Freehand” simgesi kullanarak yara alani ¢izildi ve takiben
“Analyze” sekmesi altinda “Measure (Cmd+M)” kismina tiklanarak segilen alan
degeri belirlendi. Biitiin alana orami hesaplanarak “% Yara Alan1” belirlendi ve
GraphPad Prism 6 programi kullanilarak “Two-way ANOVA (nonparametric)”
istatistiksel testi ve post-test olarak da “Tukey’s Multiple Comparison Test” ile

degerlendirildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel yonden anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. KOLON KANSER HUCRELERININ VE VERO HUCRELERININ
KULTURU

VERO hiicrelerinin kiiltiir kosullarinda adherent 6zellikte ve epitelyal hiicre
karakteristigine sahip olduklar1 gozlendi (Resim 1). Hiicrelerin ¢ogaltilmas1 sirasinda
DMEM ve RPMI-1640 hiicre vasatlari kullanildi ve hiicre vasati degisikliginin
VERO hiicrelerinin morfolojisi ve konfluent olma siireleri ile ilgili 6zelliklerini
etkilemedigi 151k mikroskobik olarak tespit edildi. Bilinen ikilenme zamani olan 24
saate uygun sekilde cogaldiklart gozlenen VERO hiicreleri %70-80 konfluent

olduklarinda pasajlama islemi gerceklestirildi. Vasat farkliliginin hiicrelerin ikilenme

zamanlarini degistirmedigi belirlendi.

Resim 1. DMEM hiicre vasatinda kiiltiire edilen VERO hiicrelerinin genel
goriintiisii (A), RPMI-1640 hiicre vasatinda kiiltiire edilen VERO hiicrelerinin genel
goriintiisii (B). Olgek: 100 um.
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COLO-741 metastatik kolon kanser hiicreleri kiiltiir kosullarinda adherent
ozellikte olduklar1 ve igsi hiicre tipi morfolojisine sahip olduklar1 gozlendi (Resim
2). COLO-741 hiicrelerinin ikilenme zamani1 30 saat olarak belirlendi ve %70-80

konfluent olduklarinda pasajlama islemi gerceklestirildi.

Resim 2. COLO-741 hiicrelerin genel goriintiisii. Olgek: 100 um.

6.2. KOLON KANSER KOK HUCRELERININ ELDESI

COLO-741 metastatik kolon kanser hiicreleri miniMACS sistemi ile CD133+ ve
CD133- hiicrelerin ayrimi yapildiktan sonra kiiltiire ayr1 kiiltiir kaplarinda devam
edildi. Ayn kiiltiire edilen CD133+, CD133- ve ayirim yapilmayan COLO-741
hiicrelerin morfolojik olarak birbirlerine benzer, igsi yapida olduklar1 gézlendi ve

hiicreler arasinda morfolojik olarak farklilik saptanmadi (Resim 3A, 3B, 3C).

Resim 3. COLO-741 (A), COLO-741 CD133+ (B) ve COLO-741 CD133- (C)

kolon kanseri hiicrelerinin kiiltiir isleminin 24. saatindeki inverted mikroskop

goriintiileri. Olgek: 100 pm.
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6.3. KOLON KANSER KOK HUCRELERININ KARAKTERIZASYONU

CD133+ ve CDI133- hiicrelerin histolojik olarak karakterizasyonu i¢in anti-
CD133 antikoru kullanilarak indirekt immunositokimyasal analizi gerc¢eklestirildi.
Ayirma igleminden sonra 48 saat kiiltire edilen hiicrelerin CD133
immunoreaktiviteleri incelendiginde; COLO-741 hiicrelerinde orta siddette (++) ve
yer yer zayif (+) (Resim 4A), CD133+ hiicrelerinde kuvvetli (+++) (Resim 4B)
immunoreaktivite tespit edilirken CD133- hiicrelerinde ise nadiren zay1f (+/-) CD133
immunoreaktivitesi oldugu gozlendi (Resim 4C). H-SCORE degerleri sirasi ile 285,8
+ 7,09; 390,8 £ 1,64 ve 139 + 8,94 olarak hesaplandi (Tablo 10) (Sekil 25). H-
SCORE degerlerine gore; CD133+ ve CD133- COLO-741 hiicrelerinin COLO-741
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlendi (p<0,001). Biitiin

kanser hiicrelerine ait negatif kontrol boyamalar1 ger¢eklestirildi (Resim 4D, 4E, 4F).

- AP o amm_ L Js s a ® B oW S

Resim 4. COLO-741 (A), COLO-741 CD133+ (B) ve COLO-741 CD133- (C)
hiicrelerine ait CD133 immunoreaktivitelerinin goriintiileri. COLO-741 (D), COLO-
741 CD133+ (E) ve COLO-741 CDI133- (F) hiicrelerine ait negatif kontrol

boyamalart.
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Tablo 10. CD133 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.
CD133, H-SCORE degerleri

COLO 741 285,8 + 7,09
COLO-741 CD133+ 390,8 + 1,64
COLO-741 CD133- 139 + 8,94

CD133
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Sekil 25. Kanser hiicrelerine ait CD133 H-SCORE degerleri (*p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001).

6.4. VERO HUCRELERININ INDIREKT KO-KULTUR SONRASINDA
IMMUNOSITOKIMYASAL BULGULARI

6.4.1. a-SMA immunoreaktivitesi

VERO hiicrelerinin COLO-741, CD133+ COLO-741 ve CD133- COLO_741
hiicreleri ile birlikte kiiltiirii sonrasinda, kiiltiiriin  birinci giiniinde a-SMA
immunoreaktivitesinin Grup 1 VERO hiicrelerinde zayif (+), yer yer orta (++)
(Resim 5A); Grup 2 VERO hiicrelerinde orta (++) (Resim 5B), Grup 3 ve Grup 4
VERO hiicrelerinde ise orta (++) siddette immunoreaktivite gézlendi (Resim 5C, 5D).
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Birinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait a-SMA H-SCORE degerleri sirast ile
215,4 +4,04; 285 + 4,24; 305,2 + 6,26 ve 242 + 13,79 olarak hesaplandi (Tablo 11).
Kontrol  grubu ile  ko-kiiltiir =~ gruplar1  karsilastirildiginda,  a-SMA
immunoreaktivitesinin ko-kiiltlir gruplarinda yiiksek oldugu ve kontrol grubuna gore
Grup 2 ve Grup 3 sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0,001) (Sekil 26). VERO hiicrelerinde birinci giin kiiltiir sonucunda en yiiksek a-
SMA immunoreaktivitesi ise CD133+ COLO-741 hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen
Grup 3’te gozlendigi tespit edildi (Tablo 11) (Sekil 26). Kontrol grubu ve CD133-
hiicreler ile ko-kiiltiire edilen Grup 4 VERO hiicreleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 26).

Resim 5. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltlir sonrasinda birinci giin a-SMA
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.
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Tablo 11. Birinci giin a-SMA immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar a-SMA, H-SCORE degerleri
Grup 1 215,4 £ 4,04
Grup 2 285 +4,24
Grup 3 305,2 £6,26
Grup 4 242 + 13,79

Ucgiincii giin kiiltiir sonucunda 0-SMA immunoreaktivitesinin Grup 1 VERO
hiicrelerinde zayif/orta (+/++) (Resim 6A), Grup 2 VERO hiicrelerinde orta (++) yer
yer zayif (+) (Resim 6B), Grup 3 VERO hiicrelerinde kuvvetli (+++) yer yer orta
(++) (Resim 6C) ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise zayif (+) yer yer orta (++) oldugu
belirlendi (Resim 6D).

Ucgiincii giin kiiltiir sonucunda gruplara ait a-SMA H-SCORE degerleri sirast ile
233,2 + 11,80; 284,4 + 19,62; 352,8 £ 7,56 ve 244,8 + 6,10 olarak hesaplandi (Tablo
12). Istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirildiginde immunoreaktivitenin Grup 2 ve
Grup 3’te yliksek oldugu ve bu gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
oldugu belirlendi (p<0,001) (Tablo 12) (Sekil 26). VERO hiicrelerinde iiglincii giin
kiiltiir sonucunda en yiiksek a-SMA immunoreaktivitesi ise CD133+ hiicreleri ile ko-
kiiltiire edilen Grup 3’te gozlendi (Tablo 12). Kontrol grubu ve Grup 4 arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 26).

Deney gruplarma ait ii¢lincii giin sonuglar1 birinci gilin ile karsilastirildiginda
Grup 1 (p<0,05) ve Grup 3’te (p<0,001) a-SMA immiinoreaktivitesine ait artigin
istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi, Grup 2 ve Grup 4’te istatistiksel olarak

anlamlilik olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil 26).
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Resim 6. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda {i¢iincii giin a-SMA
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 12. Ucgiincii giin a-SMA immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar a-SMA, H-SCORE degerleri
Grup 1 233,2+ 11,80
Grup 2 2844 + 19,62
Grup 3 352,8 £7,56
Grup 4 244.8 £ 6,10

Yedinci giin kiiltir sonucunda Grup 1 VERO hiicrelerinde o-SMA
immunoreaktivitelerinin zayif/orta (+/++) (Resim 7A), Grup 2 ve Grup 3 VERO
hiicrelerinde orta/kuvvetli (++/+++) (Resim 7B) ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise
orta (++) ve yer yer zayif (+) siddette oldugu belirlendi (Resim 7C, 7D).

Yedinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait a-SMA H-SCORE degerleri sirasi ile
248,4 +9,10; 336 £ 8,67; 350,8 £ 4,60 ve 273,8 + 12,85 olarak hesapland1 (Tablo 13).

Istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirildiginde immunoreaktivitenin ko-kiiltiir
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gruplarinda yiiksek oldugu ve kontrol grubuna goére anlamli fark oldugu belirlendi
(Sekil 26). VERO hiicrelerinde yedinci gilin kiiltiir sonucunda en yiiksek a-SMA
immunoreaktivitesinin CD133+ hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen Grup 3’te oldugu
gozlendi (Tablo 13).

Yedinci giin immunoreaktivite sonuglari birinci giin ile karsilastirildiginda,
yedinci giin sonunda biitiin gruplara ait a-SMA immunoreaktivitesindeki artisin

istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (p<0,001) (Sekil 26).

Resim 7. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltlir sonrasinda yedinci giin a-SMA
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 13. Yedinci giin a-SMA immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar a-SMA, H-SCORE degerleri
Grup 1 248.4 +£9,10
Grup 2 336 + 8,67
Grup 3 350,8 £ 4,60
Grup 4 273,8 + 12,85
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Sekil 26. Tiim gruplara ait a-SMA H-SCORE grafigi.
2 Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
b Birinci giine gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).

6.4.2. Vimentin immunoreaktivitesi

VERO hiicrelerinin COLO-741, CD133+ COLO-741 ve CD133- COLO-741
hiicreleri ile birlikte kiiltiirii sonrasinda, Kkiiltiirin birinci giinlinde vimentin
immunoreaktivitesinin biitiin gruplara ait VERO hiicrelerinde orta (++) siddette
oldugu gozlendi (Resim 8A, 8B, 8C, 8D).

Birinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait vimentin H-SCORE degerleri sirast ile
297,6 £ 6,23; 300,4 + 9,74; 300,4 £+ 6,23 ve 298,4 + 3,29 olarak hesaplandi (Tablo
14). Istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol grubu ile ko-kiiltiir
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil
27).
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Resim 8. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltlir sonrasinda birinci giin vimentin

immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 14. Birinci giin vimentin immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar Vimentin, H-SCORE degerleri
Grup 1 297.6 £ 6,23
Grup 2 300,4 + 9,74
Grup 3 300,4 £ 6,23
Grup 4 298.,4 £+ 3,29

Ucgiincii giin kiiltiir sonucunda vimentin immunoreaktivitesinin Grup 1 VERO
hiicrelerinde orta (++) (Resim 9A), Grup 2 VERO hiicrelerinde orta (++) yer yer
kuvvetli (+++) (Resim 9B), Grup 3 VERO hiicrelerinde orta/kuvvetli (++/+++)
(Resim 9C) ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise orta (++) siddette oldugu belirlendi
(Resim 9D).

Ucgiincii giin kiiltiir sonucunda gruplara ait vimentin H-SCORE degerleri sirasi

ile 305,2 + 5,76; 320,8 £ 7,56; 347,6 = 15,71 ve 295,2 + 4,15 olarak hesapland1
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(Tablo 15). Kontrol grubu ile ko-kiiltiir gruplar1 karsilastirildiginda Grup 2 (p<0,05)
ve Grup 3 (p<0,001) vimentin immunoreaktivitesinin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (Sekil 27). VERO hiicrelerinde {i¢iincii giin kiiltiir sonucunda en
yliksek vimentin immunoreaktivitesi ise CD133+ hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen Grup
3’te gozlendi (Tablo 15). Kontrol grubu ve CD133- hiicreler ile ko-kiiltiire edilen
Grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi (p>0,05) (Sekil 27).

Deney gruplarina ait ii¢lincii giin sonuglar1 birinci gilin ile karsilastirildiginda
vimentin immunoreaktivitesindeki artisin Grup 2 (p<0,01) ve Grup 3’te (p<0,001)
istatistiksel olarak anlamlilik gosterir iken, Grup 1 ve Grup 4’te ise istatistiksel

olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 27).

Resim 9. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda ii¢lincii giin vimentin

immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.
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Tablo 15. Ugiincii giin vimentin immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar Vimentin, H-SCORE degerleri
Grup 1 305,2 £5,76
Grup 2 320,8 + 7,56
Grup 3 347,6 £15,71
Grup 4 295,2 £4,15

Yedinci giin kiiltiir sonucunda Grup 1 ve Grup 2 VERO hiicrelerinde vimentin
immunoreaktivitesinin orta (++) (Resim 10A, 10B), Grup 3 VERO hiicrelerinde
orta/kuvvetli (++/+++) (Resim 10C) ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise orta (++)
siddette oldugu belirlendi (Resim 10D).

Yedinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait vimentin H-SCORE degerleri sirast
ile 297 + 2,74; 299,8 + 8,07; 369 £+ 6,16 ve 298,8 + 7,46 olarak hesaplandi (Tablo 16).
VERO  hiicrelerinde yedinci gilin kiiltiir sonucunda en yiliksek vimentin
immunoreaktivitesi CD133+ hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen Grup 3’te gozlendi ve
kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0,001) (Sekil
27). Kontrol grubu ve diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmedi (p>0,05) (Sekil 27).

Yedinci giin immunoreaktivite sonuglar1 birinci giin ile karsilastirildiginda ise
yedinci giin sonunda sadece Grup 3’e ait vimentin immunoreaktivitesinin istatistiksel

olarak anlamli artig gosterdigi tespit edildi (p<0,001) (Sekil 27).
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Resim 10. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda yedinci giin

vimentin immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D).

Olgek: 50 um.

Tablo 16. Yedinci giin vimentin immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar Vimentin, H-SCORE degerleri
Grup 1 297 +£2,74
Grup 2 299,8 £ 8,07
Grup 3 369 £ 6,16
Grup 4 298,8 +£ 7,46
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Sekil 27. Tiim gruplara ait vimentin H-SCORE grafigi.
2 Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
b Birinci giine gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).

6.4.3. FSP-1 immunoreaktivitesi

VERO hiicrelerinin COLO-741, CD133+ ve CD133- kanser hiicreleri ile birlikte
kiiltiirii sonrasinda, kiiltiirtin birinci giiniinde FSP-1 immunoreaktivitesinin Grup 1 ve
Grup 2 VERO hiicrelerinde zayif (+) (Resim 11A, 11B), Grup 3 VERO hiicrelerinde
zay1f (+) yer yer orta (++) (Resim 11C) siddette ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise
zayif (+) siddette ve yer yer boyanmamis (-) hiicreler oldugu gozlendi (Resim 11D).

Birinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait FSP-1 H-SCORE degerleri sirast ile
197,4 + 3,72; 206,6 + 14,33; 209,2 + 8,90 ve 184,4 + 4,10 olarak hesapland: (Tablo
17). Istatistiksel analiz sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol grubu ile ko-kiiltiir
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlendi (p>0,05) (Sekil
28).
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Resim 11. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda birinci giin FSP-1
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 17. Birinci giin FSP-1 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar FSP-1, H-SCORE degerleri
Grup 1 197,4 £ 3,72
Grup 2 206,6 + 14,33
Grup 3 209,2 + 8,90
Grup 4 184,4 + 4,10

Ucgiincii giin kiiltiir sonucunda FSP-1 immunoreaktivitesinin Grup 1 ve Grup 2
VERO hiicrelerinde zayif (+) yer yer orta (++) (Resim 12A, 12B), Grup 3 VERO
hiicrelerinde zayif/orta (+/++) (Resim 12C) ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise zay1f
(+) siddette oldugu belirlendi (Resim 12D).

Uciincii giin kiiltiir sonucunda gruplara ait FSP-1 H-SCORE degerleri sirast ile
222 +5,87;236,8 £ 6,87; 246,8 £ 8,79 ve 193,4 £ 12,56 olarak hesapland:1 (Tablo 18).
Kontrol grubu ile ko-kiiltiir gruplar1 karsilagtirildiginda Grup 2 (p<0,05), Grup 3
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(p<0,001) ve Grup 4 (p<0,001) FSP-1 immunoreaktivitesinin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (Sekil 28). VERO hiicrelerinde {igiincii gilin kiiltiir
sonucunda en yliksek FSP-1 immunoreaktivitesinin CD133+ hiicreleri ile ko-kiiltiire
edilen Grup 3’te gozlenirken, en diisik FSP-1 immunoreaktivitesi ise CD133-
hiicreler ile ko-kiiltiire edilen Grup 4’te tespit edildi (Tablo 18).

Deney gruplarina ait ii¢lincii giin sonuglar1 birinci gilin ile karsilastirildiginda
FSP-1 immunoreaktivitesindeki artisin Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’te istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0,001), Grup 4’te istatistiksel olarak anlamli bir artig
olmadig belirlendi (p>0,05) (Sekil 28).

Resim 12. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltlir sonrasinda ii¢iincii giin FSP-1
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.
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Tablo 18. Ugiincii giin FSP-1 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar FSP-1, H-SCORE degerleri
Grup 1 222 +5,87
Grup 2 236,8 £ 6,87
Grup 3 246,8 £ 8,79
Grup 4 193,4 £ 12,56

Yedinci giin kiiltir sonucunda Grup 1 VERO hiicrelerinde FSP-1
immunoreaktivitelerinin zayif (+) yer yer orta (++) (Resim 13A), Grup 2 VERO
hiicrelerinde zayif (+) (Resim 13B), Grup 3 VERO hiicrelerinde zayif (+) yer yer
orta (++) (Resim 13C) ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise zayif (+) ve yer yer
boyanmamis (-) hiicrelerin oldugu belirlendi (Resim 13D).

Yedinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait FSP-1 H-SCORE degerleri sirasi ile
231 £ 6,16; 179 + 7,42; 221 + 6,16 ve 171,4 + 5,46 olarak hesaplandi (Tablo 19).
VERO hiicrelerinde yedinci giin kiiltiir sonucunda en yiiksek FSP-1
immunoreaktivitesi kontrol grubunda gozlendi (Tablo 19). Kontrol grubu ile Grup 2
ve Grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi (p<0,001)
(Sekil 28).

Yedinci glin immunoreaktivite sonuglari birinci giin ile karsilagtirildiginda
yedinci giin sonunda Grup 1’e ait FSP-1 immunoreaktivitesindeki artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0,001); Grup 2 ve Grup 4’e ait FSP-1
immunoreaktivitesindeki azaligin ise istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi

belirlendi (p<0,001) (p<0,05) (Sekil 28).
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Resim 13. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda yedinci giin FSP-1
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 19. Yedinci giin FSP-1 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar FSP-1, H-SCORE degerleri
Grup 1 231 +£6,16
Grup 2 179 +£ 7,42
Grup 3 221 £ 6,16
Grup 4 171,4 £ 5,46
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Sekil 28. Tiim gruplara ait FSP-1 H-SCORE grafigi.
2 Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
b Birinci giine gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).

6.4.4. CK19 immunoreaktivitesi

VERO hiicrelerinin COLO-741, CD133+ ve CD133- kanser hiicreleri ile birlikte
kiiltiirti sonrasinda, kiiltiiriin birinci giiniinde CK19 immunoreaktivitesinin Grup 1
VERO hiicrelerinde zayif (+) (Resim 14A), Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 VERO
hiicrelerinde ise zayif (+) siddette ve yer yer boyanmamis (-) hiicreler oldugu
gozlendi (Resim 14B, 14C, 14D).

Birinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait CK19 H-SCORE degerleri sirast ile
200 £ 5,10; 154,4 + 5,18; 150,8 £+ 3,63 ve 149,2 + 4,38 olarak hesapland1 (Tablo 20).
VERO hiicrelerinde  birinci  giin  kiiltir sonucunda en yiiksek CK19
immunoreaktivitesi kontrol grubu olan Grup 1’de gozlenirken, ko-kiiltiir gruplarinda
(Grup 2, 3 ve 4) immunoreaktivitenin azaldig1 belirlendi. Istatistiksel analiz sonuglari
degerlendirildiginde kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark oldugu belirlendi (p<0,001) (Sekil 29).
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Resim 14. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda birinci giin CK19
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 20. Birinci giin CK19 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar CK19, H-SCORE degerleri
Grup 1 200 £ 5,10
Grup 2 154,4 £ 5,18
Grup 3 150,8 + 3,63
Grup 4 149,2 + 4,38

Ucgiincii giin VERO hiicrelerinin COLO-741, CD133+ ve CD133- kanser
hiicreleri ile birlikte kiiltiirii sonrasinda CK19 immunoreaktivitesinin Grup 1 VERO
hiicrelerinde orta (++) yer yer zayif (+) (Resim 15A), Grup 2 ve Grup 3 VERO
hiicrelerinde zay1f (+) yer yer orta (++) siddette (Resim 15B, 15C) ve Grup 4 VERO
hiicrelerinde ise zayif (+) ve yer yer boyanmamis (-) hiicreler oldugu gozlendi

(Resim 15D).
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Uciincii giin kiiltiir sonucunda gruplara ait CK19 H-SCORE degerleri sirasi ile
250 + 8,72; 186,4 + 15,96; 170 £+ 5,10 ve 150 + 2,45 olarak hesaplandi (Tablo 21).
Kontrol grubu ile ko-kiiltiir gruplar1 karsilastirildiginda ko-kiiltiir gruplarma ait
sonuclarin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p<0,001) (Sekil 29). VERO
hiicrelerinde {igiincii giin kiiltiir sonucunda en yiiksek CK19 immunoreaktivitesi ise
birinci giin ile benzer sekilde kontrol grubu olan Grup 1’de gézlenirken, ko-kiiltiir
gruplarinda immunoreaktivitenin azaldigi belirlendi (Tablo 21).

Deney gruplaria ait ii¢lincii giin sonuglar1 birinci giin ile karsilastirildiginda
CK19 immunoreaktivitesi Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’te istatistiksel olarak anlaml1 bir
artis gosterirken (p<0,001), Grup 4’te istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit
edilmedi (p>0,05) (Sekil 29).

Resim 15. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda tiglincii giin CK19
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

77



Tablo 21. Ugiincii giin CK19 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar CK19, H-SCORE degerleri
Grup 1 250+ 8,72
Grup 2 186,4 + 15,96
Grup 3 170 £ 5,10
Grup 4 150 £2,45

Yedinci gilin kiiltiir sonucunda Grup 1 ve Grup 2 VERO hiicrelerinde CK19
immunoreaktivitelerinin zayif (+) yer yer orta (++) (Resim 16A, 16B), Grup 3 ve
Grup 4 VERO hiicrelerinde ise zayif (+) ve yer yer boyanmamis (-) hiicrelerin
oldugu belirlendi (Resim 16C, 16D).

Yedinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait CK19 H-SCORE degerleri sirasi ile
232 + 6,07; 200 £ 5,10; 169,2 + 5,02 ve 150,4 + 4,34 olarak hesapland:1 (Tablo 22).
VERO hiicrelerinde yedinci giin kiiltlir sonucunda en yiiksek CKI19
immunoreaktivitesi kontrol grubunda gozlendi (Tablo 22). Kontrol grubu ile ko-
kiiltiir gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi (p<<0,001)
(Sekil 29).

Yedinci giin immunoreaktivite sonuglari birinci giin ile karsilastirildiginda Grup
1, Grup 2 ve Grup 3’te gozlenen CK19 immiinoreaktivitelerindeki artis istatistiksel
anlamlilik gosterirken (p<0,001), Grup 4’te istatistiksel anlamlilik belirlenmedi
(p>0,05) (Sekil 29).
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Resim 16. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda yedinci giin CK19
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 22. Yedinci giin CK19 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar CK19, H-SCORE degerleri
Grup 1 232+ 6,07
Grup 2 200 £ 5,10
Grup 3 169,2 £ 5,02
Grup 4 150,4 + 4,34
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Sekil 29. Tiim gruplara ait CK19 H-SCORE grafigi.
2 Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
b Birinci giine gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).

6.4.5. CD31 immunoreaktivitesi

VERO hiicrelerinin COLO-741, CD133+ COLO-741 ve CD133- COLO-741
hiicreleri ile birlikte kiltlirli sonrasinda, kiiltliriin - birinci  glinlinde CD31
immunoreaktivitesinin Grup 1 ve Grup 2 VERO hiicrelerinde zayif (+) (Resim 17A,
17B), Grup 3 ve Grup 4 VERO hiicrelerinde ise zayif (+) siddette ve yer yer
boyanmamis (-) hiicreler oldugu gozlendi (Resim 17C, 17D).

Birinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait CD31 H-SCORE degerleri sirast ile
200 £ 5,10; 190,4 + 4,34; 150,8 £+ 3,63 ve 143,6 + 4,10 olarak hesapland1 (Tablo 23).
VERO hiicrelerinde  birinci  giin  kiiltiir sonucunda en yiliksek CD31
immunoreaktivitesi kontrol grubu olan Grup 1’de gozlenirken, Grup 3 ve Grup 4
hiicrelerinde immunoreaktivitenin azaldig1 belirlendi (Tablo 23). Istatistiksel analiz
sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol grubu (Grup 1) ile Grup 3 ve Grup 4 ko-kiiltiir
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamlik oldugu (p<0,001) fakat Grup 2 ile
anlamli fark bulunmadig tespit edildi (Sekil 30).
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Resim 17. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda birinci giin CD31
immunoreaktiviterleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 23. Birinci giin CD31 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar CD31, H-SCORE degerleri
Grup 1 200 £ 5,10
Grup 2 190,4 + 4,34
Grup 3 150,8 + 3,63
Grup 4 143,6 £4,10

Uciincii giin VERO hiicrelerinin COLO-741, CD133+ ve CDI133- kanser
hiicreleri ile birlikte kiiltiirii sonrasinda CD31 immunoreaktivitesinin Grup 1 VERO
hiicrelerinde orta (++) yer yer zayif (+) (Resim 18A), Grup 2 VERO hiicrelerinde
zayif (+) siddette ve yer yer boyanmamis (-) (Resim 18B), Grup 3 VERO
hiicrelerinde zayif (+) yer yer orta (+) ve yer yer boyanmamis (-) (Resim 18C) ve
Grup 4 VERO hiicrelerinde ise ¢ogunlukla boyanmamis (-) ve yer yer zayif (+)
oldugu gozlendi (Resim 18D).
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Uciincii giin kiiltiir sonucunda gruplara ait CD31 H-SCORE degerleri sirasi ile
250 + 8,72; 160 + 5,83; 186 = 8,12 ve 119 + 4,18 olarak hesapland1 (Tablo 24).
Kontrol grubu ile ko-kiiltiir gruplar1 karsilastirildiginda ko-kiiltiir gruplarma ait
sonuclarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,001) (Sekil 30). VERO
hiicrelerinde {igiincii giin kiiltiir sonucunda en yiiksek CD31 immunoreaktivitesi
birinci giin ile benzer sekilde kontrol grubu olan Grup 1°de gozlendi (Tablo 24).

Gruplara ait iglincli giin sonuglar1 birinci giin ile karsilastirildiginda CD31
immunoreaktivitesinin artist Grup 1 ve Grup 3’te istatistiksel anlamlilik gosterirdi
(p<0,001) (Sekil 30). Grup 2 ve Grup 3’te gézlenen CD31 immunoreaktivitesinin
azalisinda da istatistiksel anlamlilik belirlendi (p<0,001) (Sekil 30).

Resim 18. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda {igiincii giin CD31
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.
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Tablo 24. Uciincii giin CD31 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar CD31, H-SCORE degerleri
Grup 1 250+ 8,72
Grup 2 160 £+ 5,83
Grup 3 186 + 8,12
Grup 4 119 £4,18

Yedinci giin  kiiltiir sonucunda Grup 1 VERO hiicrelerinde CD31
immunoreaktivitelerinin zayif/orta (+/++) (Resim 19A); Grup 2, Grup 3 ve Grup 4
VERO hiicrelerinde ise zayif (+) ve yer yer boyanmamis (-) hiicrelerin oldugu
belirlendi (Resim 19B, 19C, 19D).

Yedinci giin kiiltiir sonucunda gruplara ait CD31 H-SCORE degerleri sirasi ile
284,4 £ 4,56; 155,06 + 1,67; 172,8 + 11,37 ve 145,2 + 4,60 olarak hesaplandi (Tablo
25). VERO hiicrelerinde yedinci giin kiiltiir sonucunda en yiiksek CD31
immunoreaktivitesi kontrol grubunda gozlendi (Tablo 25). Kontrol grubu ile ko-
kiiltiir gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu tespit edildi (p<0,001)
(Sekil 30).

Yedinci giin immunoreaktivite sonuglari birinci giin ile karsilastirildiginda Grup
1 ve Grup 3’te CD31 immiinoreaktivitesinde meydana gelen artis (p<<0,001) ile Grup
2’de meydana gelen azalis istatistiksel olarak anlamlilik gosterdi (p<0,001) (Sekil
30). Yedinci gin Grup 4’te ise CD31 immiinoreaktivitesi birinci giin ile

karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik tespit edilmedi (p>0,05) (Sekil 30).
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Resim 19. VERO hiicrelerinin indirekt ko-kiiltiir sonrasinda yedinci giin CD31
immunoreaktiviteleri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Tablo 25. Yedinci giin CD31 immunoreaktivitesine ait H-SCORE degerleri.

Deney Gruplar CD31, H-SCORE degerleri
Grup 1 284,4 + 4,56
Grup 2 155,6 £ 1,67
Grup 3 172,8 £ 11,37
Grup 4 145,2 + 4,60
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Sekil 30. Tiim gruplara ait CD31 H-SCORE grafigi.
2 Kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).
b Birinci giine gore istatistiksel anlamli (***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05).

Tiim gruplara ait immunositokimyasal c¢alismalar esnasinda negatif
immunohistokimya kontrol boyamalar1  gergeklestirildi ve herhangi bir
immunoreaktivite gézlenmedi (Resim 20A, 20B, 20C, 20D; Resim 21A, 21B, 21C,
21D; Resim 22A, 22B, 22C, 22D).
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Resim 20. Birinci giin deney gruplarina ait ait VERO hiicrelerinin negatif
kontrol boyamalari. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.

Resim 21. Ugiincii giin deney gruplarmna ait ait VERO hiicrelerinin negatif
kontrol boyamalari. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

um.
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Resim 22. Yedinci giin deney gruplarina ait ait VERO hiicrelerinin negatif
kontrol boyamalari. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4 (D). Olgek: 50

pm.
6.5. VERO HUCRELERININ ELISA ANALIiZi BULGULARI
6.5.1. TGF-p1
TGF-B1 proteinin bilinen konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar1
kullanilarak (Tablo 26) ELISA metodu sonucu TGF-B1 standart egrisi

(OD4so/konsantrasyon) olusturuldu (Sekil 31).

Tablo 26. TGF-B1 proteinine ait bilinen konsantrasyonlardaki standartlarin

ODusso degerleri.
Konsantrasyon
1000 500 250 125 62.5 31.25 O
(pg/mL)
Absorbans
2,883 2,502 1,963 1,329 0,947 0355 O
(OD4s0)
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TGF-pB1 Standart Grafigi
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Sekil 31. TGF-B1 standart egrisi.

Standart egrisi formiiliinden gruplara ait OD4so degerlerine karsilik gelen TGF-
B1 konsantrasyonlar1 (pg/mL) hesaplandi ve Grup 1, Grup 2 ve Grup 4 hiicrelerine
ait kiiltiir vasatinda tiim inkiibasyon giinlerinde TGF-B1 proteininin bulunmadig:
tespit edildi (Tablo 27) (Sekil 32). CD133+ COLO-741 hiicreleri ile ko-kiiltiire
edilen Grup 3’e ait kiiltiir vasatlarinda ise birinci giin TGF-B1 proteininin
bulunmadig: tespit edilirken (Tablo 27), ii¢lincii glin 6rneginde 705,28 pg/mL TGF-
B1 ve yedinci giin 6rneginde 388,87 pg/mL TGF-B1 proteinin varligi tespit edildi
(Tablo 27) (Sekil 32). VERO hiicrelerinin 7 giin boyunca vasat igerisine
salgiladiklar1 toplam TGF-B1 proteinine ait konsantrasyon degerlerini belirlemek i¢in

elde edilen degerler toplanarak grafik olusturuldu (Tablo 27) (Sekil 32).

Tablo 27. TGF-B1 konsantrasyonlar1 (pg/mL).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Birinci giine gore istatistiksel anlamlilik.

Deney Gruplar 1. Giin 3. Giin 7. Giin TOPLAM
Grup 1 0 0 0 0
Grup 2 0 0 0 0
Grup 3 0 705,28 388,87 1094,15
Grup 4 0 0 0 0
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Sekil 32. TGF-B1 konsantrasyonun deney gruplarindaki toplam degerleri.

Deney gruplarina ait TGF-B1 protein konsantrasyonlar: istatistiksel olarak
degerlendirildiginde ii¢ilincii ve yedinci giin sonuglarina goére Grup 3 ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0,001) (Tablo 27). TGF-
B1 proteininin konsantrasyonunun Grup 3’e ait sonuglar1 kendi icerisinde istatistiksel
olarak degerlendirildiginde; TGF-B1 protein konsantrasyonunun birinci gilin ile
ticlincili giin arasinda (p<0,001), birinci giin ile yedinci giin arasinda (p<0,001) ve
ticlincli giin ile yedinci gilin arasinda (p<0,01) istatistiksel olarak anlamli farklilik

oldugu belirlendi (Tablo 27).

6.5.2. FAP-a

FAP-a proteinin bilinen konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar1 kullanilarak
(Tablo 28) ELISA metodu sonucu FAP-a standart egrisi (ODasso/konsantrasyon)
olusturuldu (Sekil 33).

Tablo 28. FAP-a proteinine ait bilinen konsantrasyonlardaki standartlarin ODaso

degerleri.
Konsantrasyon
40 20 10 5 2.5 1.25  0.625 0
(ng/mL)
Absorbans
3,1797 2,8223 2,096 1,7133 1,117 0,8017 0,4427 0
(ODy4s0)
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Sekil 33. FAP-a standart egrisi.

Standart egrisi formiiliinden gruplara ait ODaso degerlerine karsilik gelen FAP-a
konsantrasyonlar1 (ng/mL) hesaplandi ve Grup 1, Grup 2 ve Grup 4 hiicrelerine ait
kiiltiir vasatinda tiim inkiibasyon giinlerinde FAP-a proteininin bulunmadig1 tespit
edildi (Tablo 29) (Sekil 34). CD133+ COLO-741 hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen Grup
3’e ait kiiltiir vasatlarinda ise birinci glin FAP-a proteininin bulunmadigi tespit
edilirken, ti¢iincii giin 6rneginde 3,187 ng/mL FAP-a ve yedinci giin 6rneginde 5,967
ng/mL FAP-a proteinin varligr tespit edildi (Tablo 29) (Sekil 34). VERO
hiicrelerinin 7 giin boyunca vasat igerisine salgiladiklar1 toplam FAP-a proteinine ait
konsantrasyon degerlerini belirlemek icin elde edilen degerler toplanarak grafik

olusturuldu (Tablo 29) (Sekil 34).

Tablo 29. FAP-a konsantrasyonlar1 (ng/mL).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Birinci giine gore istatistiksel anlamlilik.

Deney Gruplar 1. Giin 3. Giin 7. Giin TOPLAM
Grup 1 0 0 0 0
Grup 2 0 0 0 0
Grup 3 0 3,187 5,967 9,154
Grup 4 0 0 0 0
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Sekil 34. FAP-a konsantrasyonun deney gruplarindaki toplam degerleri.

Deney gruplarina ait FAP-o protein konsantrasyonlar: istatistiksel olarak
degerlendirildiginde yedinci giin sonuglarina gore Grup 3 ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0,001) (Tablo 29). FAP-a
proteininin konsantrasyonunun Grup 3’e ait sonuglar1 kendi icerisinde istatistiksel
olarak degerlendirildiginde; FAP-a protein konsantrasyonunun birinci giin ile ti¢iincii
giin arasinda (p<0,05) ve birinci giin ile yedinci giin arasinda (p<0,001) istatistiksel

olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (Tablo 29).

6.5.3. VEGF

VEGF proteinin bilinen konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar1 kullanilarak
(Tablo 30) ELISA metodu sonucu VEGF standart egrisi (ODsso/konsantrasyon)

olusturuldu (Sekil 35).

Tablo 30. VEGF proteinine ait bilinen konsantrasyonlardaki standartlarin ODa4so

degerleri.
Konsantrasyon
1000 500 250 125 62.5 31.25 0
(pg/mL)
Absorbans
0,957 0,422 0,257 0,125 0,053 0,019 0
(OD4s0)
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Sekil 35. VEGF standart egrisi.

Standart egrisi formiiliinden gruplara ait ODa4so degerlerine karsilik gelen VEGF
konsantrasyonlar1 (pg/mL) hesaplandi. Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’e ait
VEGF konsantrasyon degerleri sirasi ile birinci giin 3858,44 pg/mL, 2495,48 pg/mL,
3013,25 pg/mL ve 2791,04 pg/mL olarak; iiclincii giin 5231,04 pg/mL, 4476,96
pg/mL, 4146,59 pg/mL ve 4295,48 pg/mL olarak ve yedinci giin 4429,56 pg/mL,
3056,22 pg/mL, 3652,52 pg/mL ve 3045,85 pg/mL olarak hesaplandi (Tablo 31)
(Sekil 36). VERO hiicrelerinin 7 giin boyunca vasat igerisine salgiladiklar1 toplam

VEGF proteinine ait konsantrasyon degerlerini belirlemek icin elde edilen degerler

VEGF Standart Grafigi

R2=0.9799
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L

800 1000
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toplanarak grafik olusturuldu (Tablo 31) (Sekil 36).

Tablo 31. VEGF konsantrasyonlar1 (pg/mL).

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Birinci giine gore istatistiksel anlamlilik.

Deney Gruplar 1. Giin 3. Giin 7. Giin TOPLAM
Grup 1 3858,44 5231,04™ 4429,56" 13519,04
Grup 2 2495,48 4476,96™" 3056,22" 10028,66
Grup 3 3013,25 4146,59™" 3652,52™ 10812,36
Grup 4 2791,04 4295,48™" 3045,85 10132,37
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Sekil 36. VEGF konsantrasyonun deney gruplarindaki toplam degerleri.

Deney gruplarina ait VEGF protein konsantrasyonlar: istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; birinci glin sonuglarina gore biitiin gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0,001) ve en fazla VEGF konsantrasyonunun
Grup 1’de oldugu saptand1 (Tablo 31). Ugiincii giin sonuglarna goére VEGF
konsantrasyonu en fazla Grup 1’de saptandi ve diger gruplardan istatistiksel olarak
anlaml idi (p<0,001). Yedinci giin sonuglarina gore ise, VEGF konsantrasyonunun
Grup 2 ve Grup’4 de benzer oldugu (p>0,005), fakat diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik goriildii (p<<0,01) (Tablo 31).

VEGF proteininin konsantrasyonunun Grup 1’e ait sonuglar1 kendi icerisinde
istatistiksel olarak degerlendirildiginde; birinci giin ile {glinci glin arasinda
(p<0,001), birinci giin ile yedinci giin arasinda (p<0,05) ve tiglincii giin ile yedinci
giin arasinda (p<0,01) istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi. Grup
2’ye ait sonuclar kendi igerisinde degerlendirildiginde; birinci giin ile ii¢lincii giin
arasinda (p<0,001), birinci giin ile yedinci giin arasinda (p<0,05) ve {i¢iincii giin ile
yedinci giin arasinda (p<0,001) istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi.
Grup 3’e ait sonuglar kendi igerisinde degerlendirildiginde; birinci giin ile {igiincii
giin arasinda (p<0,001), birinci giin ile yedinci giin arasinda (p<0,01) ve ii¢lincii giin
ile yedinci giin arasinda (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
gozlendi. Grup 4’e ait sonuglar kendi icerisinde degerlendirildiginde ise; birinci giin

ile ti¢lincii giin arasinda (p<0,001) ve {iglincii giin ile yedinci giin arasinda (p<0,001)
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istatistiksel olarak anlaml farklilik oldugu fakat birinci giin ile yedinci gilin arasinda

(p>0,05) anlaml1 farklilik olmadig: tespit edildi (Tablo 31).

6.5.4. IL-6

IL-6 proteinin bilinen konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar1 kullanilarak
(Tablo 32) ELISA metodu sonucu IL-6 standart egrisi (ODasso/konsantrasyon)

olusturuldu (Sekil 37).

Tablo 32. IL-6 proteinine ait bilinen konsantrasyonlardaki standartlarin ODa4so

degerleri.
Konsantrasyon
300 150 75 37.5 1875 9375 4.688 0
(pg/mL)
Absorbans
2,8733 2,272 1,4473 10,7823 0,4503 0,1677 0,97 0
(OD4s0)

IL-6 Standart Grafigi

R?=0.9787

Absorbans (450 nm)
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Sekil 37. IL-6 standart egrisi.
Standart egrisi formiiliinden gruplara ait ODa4so degerlerine karsilik gelen IL-6

konsantrasyonlar1 (pg/mL) hesaplandi. Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’e ait 11-6
konsantrasyon degerleri sirasi ile birinci giin 512,59 pg/mL, 523,88 pg/mL, 541,63
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pg/mL ve 490,15 pg/mL olarak; iiclincli giin 544,49 pg/mL, 521,21 pg/mL, 487,63
pg/mL ve 617,38 pg/mL olarak ve yedinci giin 585,38 pg/mL, 414,35 pg/mL, 536,67
pg/mL ve 532,20 pg/mL olarak hesaplandi (Tablo 33) (Sekil 38). VERO hiicrelerinin
7 glin boyunca vasat icerisine salgiladiklar1 toplam IL-6 proteinine ait konsantrasyon
degerlerini belirlemek icin elde edilen degerler toplanarak grafik olusturuldu (Tablo

33) (Sekil 38).

Tablo 33. IL-6 konsantrasyonlar1 (pg/mL).

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001: Birinci giine gore istatistiksel anlamlilik.

Deney Gruplar 1. Giin 3. Giin 7. Giin TOPLAM
Grup 1 512,59 544,49 585,38 1642,46
Grup 2 523,88 521,21 414,35 1459,44
Grup 3 541,63 487,63 536,67 1565,93
Grup 4 490,15 617,38" 532,20 1639,73
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Sekil 38. IL-6 konsantrasyonun deney gruplarindaki toplam degerleri.

Deney gruplarina ait IL-6 protein konsantrasyonlar1 gruplar arasinda istatistiksel
olarak degerlendirildiginde sadece Grup 1 ile Grup 2 IL-6 konsantrasyonunda
yedinci giinde istatistiksel olarak anlamlilik saptanir iken, (p<0,05), diger giin ve

gruplar arasindaki karsilagtirma sonrasinda anlamlilik goriilmedi (p>0,05) (Tablo
33).
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IL-6 proteininin konsantrasyonunun giinler bazinda Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’e
ait sonuclart grup i¢inde degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadig1 saptanmaz iken (p>0,05), Grup 4’e IL-6 konsantrasyondaki i¢iincii giindeki
artisin sadece birinci giin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) tespit edildi

(Tablo 33).

6.6. IN VITRO YARA IYILESMESI MODELI BULGULARI

In vitro yara iyilesmesi modelinde yara alanlar1 Image J goriintii analiz programi
kullanilarak &lgiildii. Ik olusturulan yara alanlar1 sifirinc1 giin degeri olarak kabul
edildi ve takiben 1., 2., 3., 4., ve 7.giin d6l¢iimleri gerceklestirildi. Grup 1 ve Grup
2’de yara alaninin {igiincii giinde kapandigi, Grup 3’te kapanmanin dordiincii glinde
gerceklestigi ve Grup 4’te ise kapanmanin besinci giinde tamamlandigir ve en geg
yara alaninda kapanmanin Grup 4’de gerceklestigi belirlendi (Resim 23).

VERO hiicrelerinin kanser hiicreleri ile ko-kiiltiir sonrasinda yara modeli
analizlerinin Image J goriintli analiz programu ile elde edilen sonuglar sifirinct giin
yara alanina gore % kapanma orani olarak verildi. Hesaplamalar sonucunda; Grup 1
VERO hiicrelerinin ylizde kapanma oranlarinin birinci giin %44,9; ikinci giin %85,3;
ticlincii, dordiincii ve yedinci gilinlerde ise %100 oldugu hesaplandi (Tablo 34).
COLO-741 hiicreleri ile ko-kiiltire edilen Grup 2 VERO hiicrelerinin yiizde
kapanma oranlarinin birinci giin %45,2; ikinci giin %85; lglincl, dordiincti ve
yedinci glinlerde ise %100 oldugu belirlendi. CD133+ hiicreler ile ko-kiiltiire edilen
Grup 3’te ise VERO hiicrelerinin yiizde kapanma oranlarinin birinci giin %34,6;
ikinci glin %69,6; liciincii glin %86,7; dordiincii ve yedinci gilinlerde %100 oldugu
tespit edildi. Son grup olan CD133- hiicreler ile ko-kiiltiire edilen Grup 4 VERO
hiicrelerinin yiizde kapanma oranlarinin ise birinci glin %27,9; ikinci giin %52;
ticlincli giin %77,9; dordiincii giin 87,7 ve yedinci giin %100 oldugu hesaplandi
(Tablo 34) (Sekil 39).

Yara analizi kapanma verileri degerlendirildiginde, birinci giin sonunda Grup 1
ve Grup 3 (p<0,01), Grup 1 ve Grup 4 (p<0,001), Grup 2 ve Grup 3 (p<0,001), Grup
3 ve Grup 4 (p<0,001) arasinda istatistiksel anlamlilik tespit edildi (Sekil 39). ikinci
ve Ugciincii giin sonuclar1 incelendiginde Grup 1 ve Grup 2 arasinda istatistiksel
anlamlilik bulunmazken (p>0,05) diger biitiin gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik belirlendi (p<0,001). Dordiincii giinlin verilerine bakildiginda ise
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Grup 1 ve Grup 4 (p<0,001), Grup 2 ve Grup 3 (p<0,001), Grup 3 ve Grup 4
(p<0,001) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (Sekil 39).

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

1.GUN

2.GUN

3.GUN

4.GUN

7.GUN

Resim 23. Gruplara ve gilinlere gore VERO hiicrelerinin yara iyilesmesi analizi

inverted mikroskop fotograflari. Olgek: 100 um. *: Yara alanlar

Tablo 34. Yara alan1 kapanma oranlari.

Deney 1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Giin 7. Giin
Gruplan

Grup 1 %44.,9 %835,3 %100 %100 %100

Grup 2 %45,2 %85,0 %100 %100 %100

Grup 3 %34,6 %69,6 %86,7 %100 %100

Grup 4 %32,0 %52,0 %77,9 %87,7 %100
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Sekil 39. Giinlere goére VERO hiicrelerinin yilizde kapanma oranlari
(***p<0,001).
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7. TARTISMA

Kolorektal kanserler her yil yaklasik 700 000 mortaliteye neden olmasi ile
diinyanin en 6liimciil dordiincii kanser tipidir. En yiiksek insidans oranlari, gelismis
iilkelerdedir ve modern bati1 diyetlerinin artmasi ile kolorektal kanser insidansinin
artmasit beklenmektedir (Brody 2015). Bu nedenler ile kolorektal kanser, diinya
capinda milyonlarca insan etkileyen kiiresel bir sorundur.

Kolorektal kanser semptomlari genellikle hastalifin ileri evrelerinde ortaya
cikmaktadir (Loktionov 2020). Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, kolorektal
kanserlerde de kanserinin erken evrede saptanmasi daha iyi prognoza yol agmaktadir
(Xie ve Lin 2020). Kolorektal kanser hastalarinin yaklasik % 25'i periton metastazi
gostermektedir. Son yillarda, cerrahi tedavilerdeki ilerlemelere ve yeni terapdtik
hedeflerin tanimlanmasina ragmen cerrahi ve kemoterapi temelli tedaviler kolorektal
periton metastazi gosteren hastalarda yeterli etkiyi gosterememektedir (Ceelen ve ark.
2020). Kolorektal kanserlerin 2030 yilina kadar yaklasik 2.2 milyon yeni vaka ve 1.1
milyon 6liime neden olacagi tahmin edilmektedir (Xie ve Lin 2020).

Tim gelisimsel siiregler gibi, timor gelisimi de mikrogevre tarafindan
sekillendirilmektedir. Timor mikrogevresi (tiimor stromasi) tiimor hiicrelerinin,
transforme olmamis hiicre tiplerinin ve hiicre dist matriksin kompleks bir
karisimindan olusur. Timor mikrogevresi, kanser gelisiminin bir¢ok asamasinda
kritik rol oynamaktadir. Tiimor anjiyogenezini saglar ve metastazin ilerlemesinde
oldukca etkilidir. Yapilan c¢alismalar ile tiimor mikrogevresinin tedavilere verilen
yanitlar1  etkiledigi agikca ortaya konulmustur. Ayrica, timor stromasini
diizenlemenin mevcut tedavilerin etkinligini arttirabilecegi ve terapotik hedefleme
icin yeni firsatlar sunabilecegi disiiniilmektedir (Hirata ve Sahai 2017). Kolon
kanser gelisimi, ilerlemesi ve metastazinda Onciilik ettigi bilinen timor
mikrogevresine ait hiicrelerin ve mekanizmalarinin iyi anlagilmasi gerekmekte ve bu
basamaklar1 agiklayacak caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir (Ceelen ve ark. 2020).

Kanser dokusu, icerisinde yer alan farkli 6zellikteki kanser hiicrelerinin varligi

sebebiyle heterojendir. Kanser stromasi igerisinde, sinirsiz kendini yenileme, ilag
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direnci gelistirme ve apoptoza direngli olma &zelliklerine sahip kanser kok hiicreleri
yer almaktadir (Haydaroglu ve ark. 2011). Kanser kok hiicrelerinin tanimlanmasi ile
kanser tedavilerinde kanser kok hiicreleri hedeflenmesine yonelik ¢aligmalar biiyiik
artis gostermistir. Normal hiicreleri ve normal kok hiicreleri koruyarak, kanser kok
hiicrelerini ve mikrogevrelerini etkileyebilecek tedavi girisimlerinin gelistirilmesi
icin kanser mikrogevresini olusturan hiicrelerin iyi anlagilmasi gerekmektedir
(Haydaroglu ve ark. 2011).

Bu c¢alismada kanser hiicreleri ile fibroblast hiicrelerinin ko-kiiltiir sistemi
araciligr ile etkilesimi sonrasinda, fibroblast hiicrelerinin kanser iligkili fibroblast
Ozellikleri kazanma potansiyellerinin arastirilmast amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda metastatik kolon kanser hiicrelerinden (COLO-741) izole edilen
CD133+ (kolon kanser kok hiicre) ve CD133- (kdk hiicre olmayan) kanser hiicreleri
ile fibroblastlar (VERO) arasinda kurulan indirekt ko-kiiltiirlin birinci, {igiincii ve
yedinci giinlerinde kanser iligkili fibroblast belirtegleri olarak bilinen a-SMA,
vimentin, FSP-1, CKI19 ve CD31 proteinlerinin dagilimlar1  indirekt
immunositokimya yontemi ile ve es zamanli olarak kanser iliskili fibroblastlardan
salgilandig1 bilinen TGF-B1, FAP, VEGF ve IL-6 proteinlerinin kiiltiir vasatlari
icerisindeki konsantrasyonlar1 ELISA analizi ile incelendi. Analizlere ek olarak in
vitro yara iyilesmesi modeli olusturularak degerlendirildi.

Kanser kitlesi igerisinde bulunan farkli kanser hiicrelerinin 6zelliklerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Son yillarda kanser kok hiicrelerinden salgilanan
faktorlerin diger tiimor hiicrelerinden farkli olduguna dair kanitlar ortaya ¢ikmuistir
(Paltridge ve ark. 2013). Bu konuda yapilmis bir c¢alismada, insan
glioblastomalarindan izole edilen CDI133+ kanser kok hiicreleri ve CDI133-
hiicrelerin farelere enjekte edilmesi ile CD133+ hiicrelerin olusturdugu tiimoérlerin
CD133- hiicrelerinden elde edilenlere gore tiimor boyutunun ve vaskiilaritesinin
fazla oldugu gozlenmis ve CD133+ kanser kok hiicrelerinden VEGF dahil birgok
pro-anjiyogenik faktoriin de daha yiiksek seviyelerde salgilandigi bildirilmistir.
Kanser kok hiicrelerin vaskiilarite iizerindeki etkisinin salgilanan faktorler
araciligiyla gergeklestigi ve tiimoriin biiylimesi ile hayatta kalmasini aktif olarak
tesvik edebilecegini diisiindliirmiistir (Bao ve ark. 2006). Bu nedenle ¢alisma
heterojen kanser hiicre popiilasyonlar1 igerisindeki farkli kanser hiicrelerinin
fibroblast hiicreleri {izerinde meydana getirebilecegi etkilerin birbirleri ile

karsilastirilmali olarak incelenmesini amaglamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda
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calismada COLO-741 metastatik kolon kanseri hiicrelerinden kok hiicre olan ve
olmayan hiicrelerin izole edilmesi hedeflenmistir.

COLO-741 hiicreleri manyetik ayristirma teknigi kullanilarak CD133+ ve
CD133- COLO-741 hiicrelerine ayrildiktan sonra hiicrelerin karakterizasyonu igin
immunositokimyasal olarak CD133 boyamas1 gerceklestirildi ve CD133+ COLO-
741 hiicrelerinin kuvvetli CD133 imunoreaktivitesine sahip olduklar1 gosterildi.
Literatiirde kolon kanseri kok hiicrelerinin izolasyonu ve karakterizasyonu i¢in en stk
kullanilan hiicre ylizey belirteci CD133 olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kozovska ve ark.
2014). CD133; kolon, karaciger ve akciger kanserleri de dahil olmak iizere gesitli
kanser tiirlerinde kanser kok hiicresi yiizey belirteci olarak tanimlanmig bir
transmembran glikoproteindir (Schneider ve ark. 2012) Ayrica CD133, onkojenik
sinyal yolaklartyla da yakindan iligkilidir (Mak ve ark. 2012). Kolon kanseri iizerine
yapilmis olan iki temel ¢alismada, CD133 kullanilarak kolon kanserinde kanser kok
hiicrelerin varlig1 gosterilmis ve bu c¢aligmalar1 takiben kolon kanser kok hiicre
arastirmalart hiz kazanmistir (O’Brien ve ark. 2007; Ricci-Vitiani ve ark. 2007).
CD133, timoér dokulariyla karsilastirildiginda nadiren normal kolon dokularinda
eksprese edilmektedir (O’Brien ve ark. 2007). Yiiksek CD133 ekspresyon diizeyleri
sergileyen kolon kanseri hastalarinin metastaz olusumuna ve niikslere yatkin oldugu
da gosterilmistir. Lim ve arkadaslarinin yaptiklart bir ¢calismada CD133'iin, cerrahi
insan kolorektal kanser 6rneklerinde kanser kok hiicrelerini tanimlamak igin gegerli
bir belirteg oldugu gosterilmis ve calisilan Orneklerin % 28'inin, % 3'ten fazla
CD133+ kanser kok hiicresi igerdigi belirtilmistir (Lim ve ark. 2014). Kolon ve over
kanserlerinde CD133'lin ifadesinin azalmasinin epitelyal-mezenkimal gegise bagh
gen ekspresyonunun azalmasina ve tiimdr biiylimesinin inhibisyonuna yol agtig1 da
bilinmektedir (Kang ve ark. 2019). Kim ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada
HT29 ve HCTI116 insan kolon kanseri hiicrelerinde CD133 susturulmus ve
CDI133%n  susturulmasmin, kanser hiicre ¢ogalmasinin, viabilitesinin,
migrasyonunun, invazyonunun ve glikoz tagimmasinin azalmasi ile sonug¢landigi
gosterilmistir (Kim ve ark. 2019). Bu c¢alismada COLO-741 kolon kanseri
hiicrelerinden CD133+ kanser kok hiicrelerinin ayrilmasi isleminin bagarili bir
sekilde gergeklestirildigi goriilmektedir.

Embriyonik gelisimin ilk asamalarinda, epitelyal ve mezenkimal kokenli
hiicreler gelisen organlarin yapilarina ve islevlerine katkida bulunurlar. Bununla

birlikte, bu fenotipler her zaman kalic1 degildir ve uygun kosullar altinda epitelyal ve
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mezenkimal hiicreler bu iki fenotip arasinda doniisiim yapabilirler (Micalizzi ve ark.
2010). Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) veya mezenkimal-epitelyal gecis (MET)
olarak adlandirilan bu siirecler, embriyogenez ve morfogenez siiregleri i¢in gereklidir.
Kanser ¢alismalari, epitelyal kanser hiicrelerinin primer tiimdrden uzaklagsmasina izin
veren mezenkimal Ozellikler kazandigimi gostermektedir. Lokal invazyonun
metastatik yayilimda gerekli bir ilk adim oldugu diisiiniildiigiinden, EMT ve epitelyal
plastisitenin tiimor ilerlemesine katkida bulundugu varsayilmaktadir. EMT, apikal-
bazal polarite kaybiyla baslamakta ve hiicre-hiicre temasi ile bazal membrana
baglanma ortadan kalkmaktadir (Peinado ve ark. 2004). Hiicrelerin komsu hiicrelere
ve bazal membrana baglanmasina aracilik eden E-kaderin gibi hiicre ylizey
proteinlerinin yerini, mezenkimal fenotip icin gerekli olan N-kaderin gibi hiicre
ylizey proteinleri alir. Ek olarak, hiicre iskelet elemanlar1 yeniden diizenlenir ve
periferik aktin filamentler, stres filamentleri (a-SMA) ile yer degistirirken,
sitokeratin ara filamentleri ile de vimentin yer degistirmektedir. Bu degisiklikler
hiicreleri kiiboidal sekilden daha igsi bir morfolojiye gecirir. Kanser hiicreleri EMT
sonucunda herhangi bir hiicre-hiicre temasindan bagimsiz, hiicre dis1 matriks igine
hareket edebilme yetenegi kazanmis, primer tiimor alanlarini terk edebilecek ve
metastatik yayilimi1 gergeklestirebilecek fenotipik ozellikleri kazanmis olmaktadir
(Micalizzi ve ark. 2010).

Tiim6r mikrogevresinde bulunan ve kanser olmayan hiicrelerin tiimdr gelisimine
olan 6nemli katkis1 son yillarda yapilan ¢aligmalar ile ortaya konulmustur. Kanser
iligkili fibroblastlar timor mikrogevresinde bulunan ve kanserin diizenlenmesinde rol
oynayan en dnemli stromal hiicre olarak gosterilmektedir. Kanser iliskili fibroblastlar,
iyilesme yarasindaki graniilasyon dokusunun klasik miyofibroblastlarina ¢ok
benzemektedirler. Kanser iligkili fibroblastlarin kanser hiicreleri, lokal fibroblastlar,
mezenkimal kok hiicreler, perisitler, endotel hiicreleri ve/veya makrofajlardan
kaynaklandigina dair bazi teoriler ve ¢alismalar vardir (De Wever ve ark. 2008).
Kanser iligkili fibroblastlarin olusumu hakkindaki veriler toplu olarak ele alindiginda,
kanser iliskili fibroblastlarin mezenkimal hiicrelerden koken almalar1 kanser
hiicrelerinden olugsmalarindan daha olas1 oldugu goriilmektedir (Lacina ve ark. 2015).
Kanser iligkili fibroblastlarin kanser gelisimini etkileme mekanizmalar1 tam olarak
anlagilmasina ragmen, olusma mekanizmalar: ile ilgili hala agiklanmamis kisimlar
bulunmaktadir. Fibroblastlarin kanser iligkili fibroblastlara doniisiimiinii inceleyen

cok az sayida mevcuttur. Bu calismalar 6zellikle kanser hiicrelerinden salgilanan
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eksozomlarin ya da mikrovezikiillerin hedef hiicrelerde kanser destekleyici fenotipler
ortaya ¢ikardigini gostermektedir (Webber ve ark. 2010) (Zhao ark. 2015). Fakat bu
caligmalarda kanser kok hiicresi olan veya olmayan hiicrelere odaklaniimamuistir.
Meme kanseri ile ilgili yapilmis bir in vivo ¢aligmada ise kanser kok hiicrelerinin
tiimor mikrogevresinde var olan kanser kok hiicrelerin fonksiyonlarini aktive ettikleri
gosterilmis fakat kanser iliskili fibroblastlarin meydana gelme mekanizmalar: ile
ilgili bir aragtirma yapilmamistir (Valenti ve ark. 2017). Literatiirde CD133+ kolon
kanser kok hiicreleri ve CD133- kanser kok hiicre olmayan kolon kanser hiicrelerinin
etkilerini karsilastiran bir calismaya rastlanmamistir. Bu calismada kanser iliskili
fibroblastlarin tanimlanmasi i¢in en fazla kullanilan pozitif (a-SMA, vimentin, FSP-
1) ve negatif (CK-19, CD31) proteinler immunositokimyasal olarak incelenmistir.

Calismada a-SMA immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore, kanser hiicreleri
ile ko-kiiltire edilen fibroblast hiicrelerinde kiiltiiriin biitiin giinlerinde arttig1
gozlendi. En yiiksek artig CD133+ COLO-741 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen
VERO hiicrelerinde tespit edildi. Stres fiberleri olarak da adlandirilan a-SMA, hiicre
motilitesi ve kontraksiyonu ile iligkilidir (Mezawa ve Orimo 2016). Son yillarda
yapilan g¢alismalar ile, kanser dokusunda bulunan kanser iligkili fibroblastlarda
meydana gelen spesifik morfolojik farkliliklarin yani sira tiimérle iliskili bu
hiicrelerde normal fibroblastlara gore daha fazla eksprese olan biyobelirtegler
tanimlanmis ve a-SMA hem miyofibroblastlarin hem de kanser iligkili fibroblastlarin
tanimlanmalar1 i¢in temel spesifik marker olarak kabul edilmistir (Alguacil-Nufiez ve
ark. 2018). Kanser hiicrelerinin varliinda fibroblast hiicrelerinde o-SMA
immunoreaktivitesinin artmasi fibroblast hiicrelerinin motilite ve invaziv 6zellik
kazandigin1 ve kanser iliskili fibroblast fenotipine yoneldigini gostermektedir. Bu
artisin en ¢ok CDI133+ COLO-741 ile kiiltiire edilen fibroblastlarda goriilmesi,
fibroblastlarin a-SMA ekspresyonu iizerine en etkili kanser hiicre grubunun kanser
kok hiicreleri oldugunu diistindlirm{istiir.

Caligmada birinci giin gruplar arasinda vimentin immunoreaktiviteleri arasinda
fark goriilmezken, iiclincli giin COLO-741 ve CD133+ COLO-741 hiicreleri ile
kiiltiire edilen VERO hiicrelerinde vimentin immunoreaktivitesinin arttig1 gozlendi.
Yedinci giline gelindiginde COLO-741 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen VERO
hiicrelerindeki artigin biraz diistiigii fakat CD133+ COLO-741 hiicreleri ile birlikte
kiiltiire edilen VERO hiicrelerinde vimentin artisinin devam ettigi belirlendi.

Meydana gelen bu siirekli artis, kanser kok hiicrelerin fibroblastlarin vimentin
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ekpresyonunu etkilemede en etkili kanser hiicre grubu oldugunu diistindiirmiistiir.
Literatiirde kanser iligkili fibroblast izolasyon caligmalarina bakildiginda temel
olarak a-SMA ve vimentinin pozitif belirtegler olarak kullanildigi goriilmektedir
(Fuyuhiro ve ark. 2011). Bhattacharya ve arkadaglarinin yaptiklar1 mezenkimal kok
hiicre ve hepatoselliiler kanser hiicre (SK-Hepl) direkt ko-kiiltiir ¢alismasinda,
kanser iligkili fibroblast ve EMT belirteci oldugu vurgulanan vimentinin kanser
hiicrelerinde arttig1 gosterilmistir (Bhattacharya ve ark. 2012). Valenti ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 in vivo meme kanseri modelinde meme kanseri
olusumundan sonra tiimdr dokusunun a-SMA ve vimentin protein seviyelerinin iki
katina ¢iktig1 immiinfloresan ve western blot teknikleri ile gosterilmis ve
olusturduklart meme kanseri modelinde tiimor biiyiimesi sirasinda vimentin pozitif
kanser iligkili fibroblast olusumunun meydana geldigini bildirmislerdir. Ayni
calisgmada meme tiimor dokularindan kanser iligkili fibroblastlar izole edilmis ve
CD24+ CD49+ meme kanser kok hiicreleri ile birlikte indirekt ko-kiiltiir sistemi ile
kiiltiire edildiklerinde kanser mamosferlerinin kanser iligkili fibroblastlarin
salgiladig1 faktorler ile kanser kok hiicrelerinin iki kat daha fazla proliferasyon
kapasitesine sahip olduklarini belirtmislerdir (Valenti ve ark. 2017).

Caligmada fibroblast hiicrelerinde a-SMA ve vimentinin paralel olarak artisinin
ozelikle kanser kok hiicreler ile birlikte kiiltiire edilen grupta gézlenmesi, bu grupta
bulunan fibroblast hiicrelerinin farklilastigin1 ve kanser iliskili fibroblast benzeri
ozellik kazandigini diisiindiirmektedir.

Caligmada birinci giin gruplar arasinda FSP-1 immunoreaktiviteleri arasinda fark
goriilmezken, ticlincii giin COLO-741 ve CD133+ COLO-741 hiicreleri ile kiiltiire
edilen VERO hiicrelerinde FSP-1 immunoreaktivitesinin arttigi gozlendi. Yedinci
giine gelindiginde ise COLO-741 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen VERO
hiicrelerindeki artisin ciddi bir sekilde diistiigii fakat CD133+ COLO-741 hiicreleri
ile birlikte kiiltire edilen VERO hiicrelerinde FSP-1 diisiisiiniin daha az oldugu
belirlendi. Kontrol grubunda ise iiclincii giin ve yedinci giinde FSP-1
immunoreaktivitesinde artis gozlendi. FSP-1; fibroblastlar, makrofajlar ve malign
hiicreler dahil olmak iizere tiimor stromasi igerisinde ¢ok cesitli hiicre tiplerinde
eksprese olmaktadir ve bu nedenle, FSP-1 fonksiyonlarinin belirli bir hiicre alt
kiimesine atfedilmesi zordur (Cortez ve ark. 2014). Esas olarak FSP-1 cogu
caligmada kanser iligkili fibroblastlar i¢in pozitif belirte¢ olarak kabul edilse de bazi

caligmalarda aksi iddia edilebilmekte ve kanser iligkili fibroblastlarin ayni stroma
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icinde farkli popiilasyonlar: olabilecegi belirtilmektedir. Ornegin Sugimato ve
arkadaglari meme ve pankreas tiimorlerinin baz1 memeli modellerinde, tek bir stroma
icinde en az iki kanser iliskili fibroblast popiilasyonunun var oldugunu One
stirmektedirler: Bunlar FSP-1 ifade eden, ancak NG2, a-SMA veya PDGFR-f ifade
etmeyen ve FSP-1 ifade etmezken NG2, a-SMA ve PDGFR- ifade edenler olarak
siniflandirilmistir (Sugimoto ve ark. 2006). Bu durum heniiz ortaya ¢ikarilamamis ve
soru isaretleri barindiran bir kanser iligkili fibroblast kokenine ve fonksiyonuna isaret
etmektedir (Takebe ve ark. 2013). In vitro olarak, tiimor hiicresi igeren bir kiiltiir
ortamina maruz birakilan insan kemik iligi tiirevi mezenkimal kok hiicrelerin, kanser
iliskili fibroblast benzeri bir fenotip kazandig1 gosterilmistir; bu deneyde fenotipin
hem a-SMA hem de FSP-1 i¢in pozitif oldugu karakterize edilmistir (Mishra ve ark.
2008). FSP-1’1 kanser iligkili fibroblastlar igin spesifik bir belirte¢ olarak kabul
etmeyen caligmalar olmasina ragmen FSP-1+ hiicrelerin, malign ilerleme sirasinda
tiimor mikrogcevresinde dnemli rolleri oldugu agik¢a goriilmektedir (Cortez ve ark.
2014). Douroda ve arkadaglarinin 2017 yilinda oral skuamoz hiicre karsinomu
hastalarindan aliman Orneklerde yaptiklar1 bir calismada histolojik olarak
siniflandirilmis kanser iligkili fibroblastlarin % 82,3’iiniin FSP-1 pozitif oldugu, %
97’sinin vimentin pozitif oldugu ve % 88,2’sinin ise a-SMA pozitif oldugu
bildirilmektedir (Dourado ve ark. 2017). Bununla birlikte, FSP pozitif hiicrelerin
insan kanserlerindeki spesifik fonksiyonel ve prognostik yeteneklerini tam olarak
aciklamak icin daha fazla c¢alismaya ihtiya¢ vardir. Calismada kontrol grubu
fibroblast hiicrelerinde meydana gelen siirekli FSP-1 artis1 géz Oniine alindiginda;
normal fibroblastlarin FSP-1°1 artan derecelerde ifade ettigi, kanser iliskili
fibroblastlar i¢in belirteg olarak diisiiniilemeyecegi fakat kanser hiicrelerinin
varliginda FSP-1 ekpresyonunun etkilendigi sonucuna varildi. Caligmanin bulgular
ve literatiir degerlendirmesi sonucunda fibroblast harici diger hiicrelerden kanser
iligkili fibroblast olusumlar ile ilgili ¢alismalarda FSP-1’in karakterizasyon igin
kullanilmasinin daha uygun olacag: degerlendirildi.

Caligmaya ait bir diger bulgu olan CK19 immunoreaktivite sonuclarina gore,
kanser hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen VERO hiicrelerinin kontrol grubuna gore
azalan seviyelerde CK19 immunoreaktivitesi gosterdigi belirlendi. Azalis gilinlere
gore anlamli olmamakla ile birlikte kanser hiicre tiplerine gore de farklilik
gozlenmedi. CK19 epitelyal hiicreler i¢in spesifik bir biyobelirte¢ olmasinin yani sira

hiicre gogalmast sinyal yolaklarinda da gorev almaktadir (Mehrpouya ve ark. 2019).
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Kanser stromasi c¢alismalarinda CK19, kanser iliskili fibroblastlar i¢in negatif
belirte¢ olarak tanimlanmaktadir (O'Malley ve ark. 2016). CK19’un negatif olmasi
incelenen hiicrelerin epitelyal-mezenkimal gecis sonucu meydana gelmediginin
gostergesi olarak kabul edilir (Amornsupa ve ark. 2014). Amornsupa ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada meme kanserli hastalardan izole edilen kanser
iligkili fibroblastlarin a-SMA pozitif ve CD19 negatif olduklar1 gosterilmis ve bu
hiicrelerin meme kanseri kemoresistansina katkida bulunma potansiyelleri oldugu
bildirilmistir (Amornsupa ve ark. 2014). Ba ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada dil skuamoz hiicreli karsinom dokularinda, kanser iliskili fibroblastlar ile
normal  fibroblastlar  arasindaki  farklar  arastirllmis  ve  c¢alismanin
immiinohistokimyasal sonuglarina goére CK19 ve vimentin pozitif hiicre sayilari
acisindan bir farklilik tespit edilmezken, a-SMA pozitif kanser iligkili fibroblast
hiicre sayisinin normal fibroblastlara gore yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayni
calismada kanser iligkili fibroblastlarda oa-SMA proteininin varli§inin normal
fibroblastlardan 4,3 kat daha fazla oldugu Western blot analizi ile de gosterilmistir
(Ba ve ark. 2019).

Bu calismanin sonuglar1 kanser hiicreleri ile kiiltiirliniin ilerleyen zamanlarinda
fibroblast hiicrelerinde, a-SMA ve vimentin immunoreaktiviteleri artarken, CK19
immunoraktivitesinin azaliyor olmasi fibroblast hiicrelerinin kanser iligkili fibroblast
benzeri 6zellikler kazandigin1 géstermektedir.

Bu calismada birinci giin gruplar arasinda CD31 immunoreaktivitesinin kontrol
grubuna gore, CD133+ ve CD133- COLO-741 kanser hiicreleri ile birlikte kiiltiire
edilen gruplarda azalirken, COLO-741 kanser hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen
grupta degismedigi bulundu. Kontrol grubunda ise CD31 immunoreaktivitesinin
giinlere gore siirekli bir atis gosterdigi belirlendi. Uciincii giin ve yedinci giin
sonuglarina bakildiginda COLO-741 hiicreleri ile kiiltiire edilen VERO hiicrelerinde
CD31 immunoreaktivitesinin birden azaldigi gozlendi. Epitelyal hiicre
karakteristiginin belirtecleri olan CK19 ve CD31’in kontrol grubu hiicrelerinde
artmasi epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT)’in tam tersi bir slire¢ olan mezenkimal-
epitelyal gecis (MET)’e dikkat ¢ekmistir. MET; hareketli, cok kutuplu veya ig sekilli
mezenkimal hiicrelerden polarize epitel hiicrelere gegisi iceren geri doniisiimlii bir
biyolojik siirectir. MET embriyogenez, uyarilmis pluripotent kok hiicre yeniden
programlamast (iPS olusumu), kanser metastazi ve yara iyilesmesinde ortaya

cikabilmektedir (Pei ve ark. 2019). Elde edilen kontrol grubu sonuglari, VERO
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hiicrelerinin epitelyal hiicre karakteristikleri kazanmaya yatkin olabilecekleri ve
uygun uyaranlar varliginda trans-diferansiasyona ugrayabileceklerini
diisiindiirmektedir.

Kanser iligkili fibroblastlara 6zgii belirteglerin immiinositokimyasal incelemesi
sonucunda; kanser kok hiicreleri CD133+ COLO-741 ile ko-kiiltiire edilen VERO
hiicrelerinde a-SMA, vimentin ve FSP-1 dagilimlarinin artmasi ile CK19 ve CD31
dagilimlarinin azalmasi, bu gruba ait fibroblast hiicrelerinin kanser iligkili fibroblast
hiicrelerine ait oOzellikleri kazandigmni gostermektedir. COLO-741 ve CDI133-
COLO-741 kanser hiicreleri ile kiiltiire edilen gruplardaki VERO hiicrelerinde ise
vimentin dagiliminin degismemesi ve FSP-1 dagiliminin azalmasi sonucunda bu
gruplardaki fibroblastlarin kanser iligkili fibroblast olarak tanimlandirilamayacaklari
belirlenmigtir. Bu gruplardaki fibroblastlarda gozlenen o-SMA artisi, kanser
hiicrelerinin fibroblastlar iizerinde bir stres meydana getirdigi fakat bu etkinin kanser
kok hiicrelerinin olusturdugu kadar siddetli olamadigini gdstermektedir. Bu
gruplarda bulunan fibroblast hiicrelerinin kanser iliskili fibroblast 6zelliklerinden

ziyade aktif fibroblast/miyofibroblast 6zellikleri kazandig1 belirlenmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. Kanser iligkili fibroblast belirteclerinin ¢alisma sonuglari.

107



Tyan ve arkadaglarimin yaptiklar1 bir ¢aligmada kanser iligkili fibroblastlarin
meme kanseri hiicre biiylimesi ve invazivligini, ayni hastalardan elde edilen normal
fibroblastlara gore daha fazla arttirdig: bildirilmektedir (Tyan ve ark. 2011). MDA-
MB-468 meme kanseri hiicreleri, normal fibroblastlara kiyasla kanser iliskili
fibroblastlar ile birlikte kiiltiire edildiginde kanser hiicrelerinde yaklasik iki kat daha
fazla proliferasyon ve invazyon gozlenmistir (Orimo ve ark. 2005). Eiro ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanser hiicre
hatlar1 kanser iliskili fibroblastlar ile ko-kiiltiire edilmis ve kanser hiicrelerinde gen
ekspresyonunu (TGF-B, FGF2, FGF7), invazyonu (S100A4, MMP2, MMP9) ve
anjiyogenezi (VEGF) diizenleyen birgok onemli molekiiliin ekpresyonunun arttigi
gosterilmistir (Eiro ve ark. 2018). Yapilan ¢alismalar kanser iliskili fibroblastlarin
primer olarak salgiladiklar1 faktorler etkisi ile tiimor mikrogevresi iizerinde belirgin
bir etki yaptiklarini ortaya koymaktadir. Normal fibroblastlari, kanser iliskili
fibroblastlar ile salgiladiklar1 faktorler {izerinden karsilagtirarak malignitenin
baslangicindaki potansiyel efektorleri tanimlamak kanser ilerleme mekanizmalarinin
anlasilmasini saglayabilir.

Kanser iligkili fibroblastlarin ve normal fibroblastlarin salgiladigi cesitli
faktorler bulunmaktadir. Bu faktorlerden bazilari ortak iken bazilari farklidir. Kanser
iliskili fibroblastlar da normal fibroblastlar gibi, kollajen, fibronektin ve laminin gibi
ekstraselliiler matriks formasyonunu saglayan molekiilleri sentezlerler. Farkli olarak
ise HGF, TNF-a, cesitli IL’ler ve TGF-f1 gibi EMT’yi diizenleyen ve kanser
gelisimine katki saglayan proteinleri de iiretir ve salgilarlar (Alguacil-Nufiez ve ark.
2018). Kanser calismalarinda kanser iligkili fibroblastlar i¢in 6nerilen rol gbz dniine
alindiginda, son yapilan c¢alismalar, kanser iligkili fibroblastlarin salgiladiklari
molekiillerin normal fibroblastlardan nasil farkli olduguna ve bu farkliliklarin
mikrocevreyi degistirerek kansere nasil katkida bulunabilecegine odaklanmaktadir
(Paltridge ve ark. 2013). Bu ¢alismada kanser iliskili fibroblastlardan salgilandigi ve
literatiirde kanser gelisimini ilerletici yonde diizenledigi belirtilen proteinler (TGF-1,
FAP-0, VEGF, IL-6) hiicre vasatlari i¢erisinde incelenmistir.

Calismada kontrol grubu, COLO-741 kolon kanser hiicreleri ve CD133- COLO-
741 hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmis VERO hiicrelerinin kiiltiir vasatlarinda TGF-
B1 proteininin bulunmadig: tespit edildi. CD133+ COLO-741 hiicreleri ile ko-kiiltiire
edilen VERO hiicrelerine ait kiiltlir vasatlarinda ise birinci glin TGF-1 proteininin

bulunmadig: tespit edilirken {iglincli ve yedinci giin vasatlarinda TGF-B1 proteinin

108



varligi tespit edildi. TGF-P sinyal yolagi iki ana boliimden olugsmaktadir. Bunlardan
ilki BMP ve GDF uyarimma bagli olarak Smad 1, 4, 5 ve 8 proteinlerinin
fosforilasyonunun gerceklestigi ve hiicrede transkripsiyon faktorlerinin aktive oldugu
yolaktir. Ikincisi ise Aktivin ve Nodal uyarimma bagli olarak Smad 2, 3 ve 4
proteinlerinin fosforilasyonunun gergeklestigi yolaktir. Her iki yolaginda ortak
mediatorii olan Smad 4’iin TGF-f mutasyonlarina bagli olarak azalmis aktivasyonu
bir¢ok kanser tipi ile iliskilendirilmesine ragmen TGF-f sinyal yolaklarinin asiri
aktivasyonu kanser gelisimi ile dogrudan iliskilidir. Smad 4 aracili TGF-§ sinyal
yolaginin aktivasyonu cekirdekte metastaz ve anjiyogenezden sorumlu genlerin
aktivasyonunu saglamaktadir. Buna ek olarak TGF-$ epitelyal kanser hiicrelerinin
hareket kazanmasina, hiicrelerin transdiferansiasyonuna ve metastaz ile
anjiyogenezin arttirtlmasi ile de immiin sistemden kagisa olanak saglamaktadir.
Boylece TGF-f’nin tiimor hiicreleri iizerine direkt etkisinin yani sira timor
hiicrelerinin lokal davraniglarin1 uyarabilmesi ile de tiimdr mikrogevresi iizerinde de
in-direkt etkisi oldugu goriilmektedir (Haydaroglu ve ark. 2011). TGF-B1, TGF-j
ailesinin li¢ izoformundan biridir ve kanser gelisiminde ¢ok fonksiyonu olan bir
molekiildiir. Kanser iligkili fibroblastlardan salgilanan TGF-B1’in kanser gelisimini,
anjiyogenezi ve metastazi destekledigi o6zellikle kanser kok hiicrelerin sag kalimina
destek oldugu gosterilmistir. Ayrica parakrin olarak kanser kok hiicrelerinden ve
aynt zamanda otokrin olarak kanser iligkili fibroblastlar TGF-B1 etkisinde
aktivasyonlarin1 korumaktadirlar (Alguacil-Nufiez ve ark. 2018). TGF-B1 varliginda
kanser iligkili fibroblastlarda a-SMA ekspresyonunun artmakta ve miyofibroblast
ozellikleri korunmaktadir (Takebe ve ark. 2013). Ba ve arkadaslariin yaptiklar1 bir
caligsmada, kanser iligkili fibroblastlar ile normal fibroblastlarin salgiladig1 faktorler
karsilastirilmis ve TGF-B1’in kanser iligkili fibroblast hiicrelerinden daha fazla
salgilandig1 RT-PCR ve ELISA analizleri ile gosterilmistir (Ba ve ark. 2019).

Kontrol grubuna ait normal fibroblastlarda, TGF-B1 proteininin bulunmamasi
literatiire uygun olarak ortaya g¢ikmaktadir. Sadece kanser kok hiicreleri ile ko-
kiiltiire edilen fibroblast hiicreleri grubunda TGF-B1 salgisinin tespit edilmesi ise,
kanser kok hiicreleri varliginda fibroblast hiicrelerinin kanser iligkili fibroblast
benzeri 6zellikler kazandigini diisiindiirmektedir.

ELISA analizi ile calismada kontrol grubuna, COLO-741 ve CD133- COLO-741
hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmis gruplara ait kiiltiir vasatlarinda, FAP-a

proteininin bulunmadig: tespit edildi. CD133+ COLO-741 hiicreleri ile ko-kiiltiire
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edilen VERO hiicrelerine ait kiiltiir vasatlarinda ise birinci giin FAP-o proteininin
bulunmadig tespit edilirken, iiclincii ve yedinci giin vasatlarinda FAP-a proteinin
varligr belirlendi. FAP-o, yara iyilesmesi sirasinda gorev alan ya da timor
stromasinda bulunan aktif fibroblastlar/miyofibroblastlar haricinde olgun hiicreler
tarafindan eksprese edilmemektedir (Brennen ve ark. 2012). Bu nedenle kanser
iligkili fibroblastlar i¢in pozitif bir biyobelirtegtir ve kanser iliskili fibroblastlar1 6zel
olarak hedeflemek icin aday olarak gosterilmektedir (Li ve ark 2016). Tiikriik bezi
adenoid kistik karsinoma dokularinda yapilan bir calismada kanser iliskili
fibroblastlarin FAP-a ve FSP-1 pozitif olduklari, normal fibroblastlarin ise negatif
olduklart bildirilmistir (Li ve ark 2016). Renal hiicre karsinomundan elde edilen
kanser iliskili fibroblast hiicrelerinin de FAP-a pozitif, a-SMA pozitif, vimentin
pozitif ve CK19 negatif olduklar1 vurgulanmaktadir (Yap ve ark. 2019). Genel
kaninin aksine Du ve arkadaslarmin akciger kanser dokularinda yaptiklari bir
caligmada ise kanser iligkili fibroblastlarin FAP-a ekspresyonu gostermedigi fakat
kanser hiicrelerinin sitoplazmalarinda FAP-a ifadesinin bulundugu bildirilmektedir
(Du ve ark. 2014).

Literatiirde belirtildigi gibi normal fibroblastlarin FAP-a ifade etmemesi durumu
ile uygun olarak (Brennen ve ark. 2012; Li ve ark 2016), ¢alismada kontrol grubuna
ait normal fibroblastlarda FAP-a proteini tespit edilmemistir. TGF-B1 sonuglar ile
paralel bir sekilde sadece kanser kok hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen fibroblast
hiicreleri grubunda FAP-a salgisinin tespit edilmesi ise, kanser kok hiicreleri
varliginda fibroblast hiicrelerinin kanser iliskili fibroblast benzeri 6zellikler
kazandigini disiindiirmektedir. Heterojen COLO-741 kanser hiicrelerinin ve CD133-
COLO-741 hiicrelerinin, TGF-B1 ve FAP-a iizerinde ayni etkiyi saglayamamasi
kanser gelisimi ve kanser mikrogevresi g¢aligmalarinda kanser kok hiicrelerinin
Onemini gostermektedir.

ELISA analizi ile calismada tiim gruplara ait kiiltiir vasatlarinda VEGF varlig
gosterildi. Kontrol grubuna ait VEGF salgisinin, kanser hiicreleri ile ko-kiiltiire
edilen gruplara gore fazla oldugu tespit edildi. VEGF, kanser hiicrelerinden ve
kanser iligkili fibroblastlardan salgilandigi bilinen en Onemli pro-anjiyogenik
proteindir. Yapilan transgenik fare modeli c¢alismalarinda kanser iligkili
fibroblastlardan salgilanan VEGF’in anjiyogenezi sagladigi bildirilmektedir (Takebe
ve ark. 2013). Calismada kontrol grubuna ait VERO hiicrelerinin yiiksek seviyelerde

VEGF salgilamasi beklenmeyen bir durumdur. Kanser hiicreleri ile kiiltiire edilen
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VERO hiicreleri de VEGF salgilamis fakat salginin seviyesi kontrol grubundan
diisiik olarak gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglarin VEGF’in indirekt ko-kiiltiir
sistemleri kullanan in vitro kanser iligkili fibroblast caligsmalar1 i¢in uygun bir
belirte¢ olmadigini gosterdigi diisiiniilmiistiir.

Calismada tim gruplara ait IL-6 konsantrasyonun varligi ELISA analizi ile
gosterildi. Kanser hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen fibroblast hiicrelerinin IL-6
konsantrasyonlar1 ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi. Kanser
iliskili fibroblastlar tarafindan salgilanan ve en kapsamli incelenen sitokinler olan IL-
6 ve IL-8’in, kanser invazyonu ve metastazinin yani sira kanser kok hiicrelerinin
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde de onemli rol oynadigi gosterilmistir. Cesitli
caligmalar IL-6'nin kanser kok hiicre fenotipinin diizenlenmesine ve siirdiiriilmesine
esas olarak STAT-3/NF-kB sinyal yolagi aracilig1 ile katildigini gostermektedir.
Meme kanser hiicreleri iizerinde, IL-6 ekspresyonunun kanser kok hiicre fenotipinin
olusumunda rol oynayan EMT fenotipini korudugu bildirilmektedir. Meme
kanserinde mezenkimal 6zelliklere sahip kanser kok hiicrelerin indiiklenmesinde IL-
6 inflamatuar dongiisiiniin rolii bulunmaktadir (Chan ve ark. 2019).

IL-6 hem kanser iligkili fibroblastlar hem de kanser kok hiicreler tarafindan
iiretilmektedir (Najafi ve ark. 2019). Ayrica timoér mikrogevresinde IL-6 saliniminin
kanser iligkili fibroblast biiyiimesini otokrin olarak destekledigi bilinmektedir (Bai ve
ark. 2018). Zhang ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinladig1 bir ¢alismada, gastrik
kanser doku orneklerinden vimentin ile a-SMA pozitif kanser iliskili fibroblastlar
izole edilmislerdir. Izole edilen kanser iliskili fibroblastlara Ostrojen tedavisi
uygulayarak doza bagl IL-6 salgilanmasinin arttigit ELISA analizi ile gosterilmistir.
Gastrik kanser iligkili fibroblastlardan salgilanan IL-6'nin ifadesinin artmasi ile
kanser hiicrelerinin ¢ogalma ve invazyon yeteneklerinin de arttigi bildirilmistir
(Zhang ve ark. 2020). Literatiirde IL-6 salgis1 ile VEGF arasinda parallelik oldugu
bircok calisma ile gosterilmistir (Hanahan ve Coussens 2012; Najafi ve ark. 2019;
Monteran ve Erez, 2019). Bu calismada da biitiin gruplara ait kiiltiir vasatlarinda
tespit edilen VEGF ve IL-6 konsantrasyon degerlerinin gruplar arasinda anlamlilik
olusturacak bir veri sunmadig1 gozlenmistir. Fakat kanser iligkili fibroblastlardan
salgilandig1 ve kanser gelisimini diizenledigi bilinen TGF-f1 ve FAP-a
konsantrasyonlarinin varliginin sadece kanser kok hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen
fibroblast hiicreleri grubunda tespit edilmesi, kanser kok hiicreleri varliginda

fibroblast hiicrelerinin kanser iligkili fibroblast benzeri o6zellikler kazandigini
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diisiindiirmektedir. Bu sonuglar TGF-B1 ve FAP-o molekiillerinin kanser iligkili

fibroblast ve kanser kok hiicre calismalarinda 6nemli oldugunu ortaya g¢ikarmistir
(Sekil 41).
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Sekil 41. Kanser iligkili fibroblastlarin salgiladiklar1 faktorlerin ¢alisma

sonugclari.

Kanser iliskili fibroblastlarin kanser biyolojisini sekillendirdikleri ve tiimoriin
zayif prognozu ve terapi direnci ile iliskili olduklar1 bilinmektedir. Kanser kok
hiicrelerinin genel olarak kanser iligkili fibroblastlara yakin bir mesafede lokalize
olduklar1 ifade edilmektedir. Kanser iligkili fibroblastlar muhtemelen TGF-$1
salgilanmasi yoluyla kanser hiicrelerinde dediferansiasyon meydana getirirler ve
hiicrelerin dis etkilerden korunmasi ve ilag¢ direnci 6zelliginin elde edilmesi igin
kanser kok hiicrelerine destekleyici bir mikrogevre saglarlar. Tam tersi bir sekilde de
kanser kok hiicreleri kendilerini ya da etraftaki hiicreleri kanser iligkili fibroblastlara
doniistirme kapasitesine sahiptir. Bu donilisime ayni sekilde kanser iliskili
fibroblastlar salinan TGF-B1 aracilik etmektedir (Najafi ve ark. 2019). Kanser iligkili
fibroblastlarin, kanser hiicreleriyle ve kanser kok hiicreleriyle parakrin olarak
karsilikli  etkilesimleri akciger kanser gelisiminde gosterilmistir. Chen ve

arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada kanser iligkili fibroblastlarin akciger kanseri
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kokliginii ve plastisitesini diizenleyebildigi ortaya konulmustur. Calismada,
IGFII/IGF1-R aktivasyonunun ardindan, ¢ok sayida otokrin (LIF ve LIFR; TGFpB1 ve
TGFBR1; Wnt ve Frizzled) ve parakrin (HGF ve HGFR/c-MET; SDF-1 ve CXCR4)
sinyal molekiillerinin indiiklendigi bildirilmistir (Chen ve ark. 2014).

Calisma sonugclari, kanser kok hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen fibroblast
hiicrelerinde immmunositokimyasal olarak incelenen proteinler a-SMA, vimentin ve
FSP-1’in artmis, CK19 ve CD31’un azalmig oldugunun goriilmesi ve ELISA analizi
ile de aym1 grupta TGF-B1 ve FAP-a proteinlerinin kiiltiir vasat1 icerisinde tespit
edilmesi CD133+ COLO-741 kanser kok hiicreleri ile ko-kiiltiire edilen VERO
hiicrelerinin kanser iliskili fibroblast 6zellikleri kazandigini ortaya koymustur. Diger
kanser hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen VERO hiicrelerinde de ifade edilen yiizey
belirteglerinin degistigi gozlenmekle birlikte salgilanan faktorlerde bir degisikligin
olmamasi1 bu gruplara ait fibroblast hiicrelerinin kanser iliskili fibroblastlar olarak
tanimlanamayacagini géstermektedir.

Calismada son olarak in vitro yara iyilesmesi modeli analizi ile, Grup 1 ve Grup
2’de yara alanlarinin iigiincii giinde, Grup 3’te dordiincii giinde ve Grup 4’te ise
besinci giinde kapandigi belirlendi. Fibroblastlar yara iyilesmesinin meydana
gelmesinde rol oynayan temel hiicre tipidir (Lacina ve ark 2015). Yara olusumuna
cevap olarak aktive olan fibroblastlar, hiicre proliferasyonu, graniiler dokunun
olusmasi ve kasilmasi asamalarina kadar yara iyilesmesinin tiim énemli adimlarinda
yer alirlar. Kasilma Ozelliklerine sahip aktif fibroblastlar olan miyofibroblastlar;
vimentin, desmin, o-SMA ve FAP ifade etmeleri ile tanimlanir ve fibroblastlardan
ayirt edilirler. Ozellikle stres kosullarinda fibroblast hiicrelerinde artan a-SMA
ifadesi kasilabilme fenotipini dogrudan gdsteren belirtegtir (Kuzet ve Gaggioli 2016).
Bu nedenle bu c¢aligmada kontrol grubu fibroblast hiicrelerinin kapanma zamaninin
kisa olmas1 beklenen bir durum olarak ortaya ¢ikmistir. Buna ek olarak in vitro yara
iyilesmesi modeli analizinin bulgularina gore, kanser hiicrelerinin varliginda a-SMA
pozitif olduklar1 tespit edilmis fibroblast hiicre proliferasyonunun azalarak yara
kapanmasinin  geciktigi tespit edilmis, kanser hiicreleri etkisinde fibroblast
hiicrelerinin diferensiasyon kapasitelerinde meydana gelen artisin proliferasyon

kapasiteleri ile ters orantili olarak diizenlendigi diisiiniilmiistiir.
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8. SONUC ve ONERILER

Bu calisma in vitro in-direkt ko-kiiltiir ortaminda kanser hiicrelerinin varliginda
fibroblast hiicrelerinin kanser iligkili fibroblastlara farklilasabilme kapasitelerinin
arastirilmasin1 amaglamistir. Kanser kok hiicreleri ile kok hiicre olmayan kanser
hiicrelerinin karsilagtirilmasinin yapilmasi ile kanser mikrogevre calismalari igin
ozglindiir. CD133+ COLO741 kolon kanser kok hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilen
fibroblastlarda a-SMA, vimentin ve FSP-1 dagilimlarinin artmig, CK19 ve CD31
dagilimlarinin azalmig ifadelerinin belirlenmesi ile bu hiicrelerin kanser iligkili
fibroblastlara doniistigli diistiniilmustiir. Ayrica ayn1 grup fibroblast hiicrelerinin
TGF-1 ve FAP-a salgis1 iiretme Ozellikleri kazanmis olmasi da kanser kok
hiicrelerinin fibroblast hiicrelerini kanser iliskili fibroblastlara doniistiirmekte oldugu
ifademizi giiclendirmistir.

Sonug olarak kanser iligkili fibroblastlarin karakteristik ve molekiiler 6zellikleri
cok arastirilmis olmasina ragmen, literatiirde kokenleri ile ilgili bir fikir birligine
vartlamamistir. Normal fibroblastlar en kuvvetli aday olarak gosterilirken ikinci
sirada kanser hiicrelerinin farklilagmasi ile olustuklari hipotezi gelmektedir. Bu
calisma 1ile kanser kok hiicrelerinin varliginda fibroblastlarin kanser iliskili
fibroblastlara doniisebilecekleri gosterilmistir. Elde ettigimiz bulgular ile kanser kok
hiicresi olan ve olmayan hiicrelerin fibroblast hiicrelerinin kanser iligkili

fibroblastlara doniisme potansiyellerinin farkli oldugunu belirlenmistir.
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4- TURNITIN intihal tespit programina yiklenen dosyanin sireglenmesinde, ilgili programdaki filtreleme segenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga harig, - Alintilar harig, - 5 kelimeden daha az 6rtdsme iceren metin kisimlart harig (Limit match size to 5 words)
s-istege bagl ayarlar kismindan; “Odevleri suraya gonder?” secenegi mutioka DEPO YOK seklinde isaretlenmesi gerekmektedir; aksi
durumda ayni tezin ikinci kez yiklenmesi durumunda benzerlik %100 gikacaktir ve depodan tezi silmek gok uzun sireg gerektirecektir.

6- Raporlama islemi 1diktan sonra, is olan ekranin gorintsiin sag Gst kdsesinde yuzdelik sayr olarak belirtilen “benzerlik
orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yuksek Lisans/Doktora
Tez Galismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- il da tim ] iye aittir.

8-Tez savunma sinavi sonrasinda basarili bulunan dgrenci, tez savunma sinavi tarihi sonrasinda tezde yapilmis muhtemel degisiklikleri iceren
dosya kullanilarak alinmig ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmig ve tez i kil
ikinci bir “Yksek Lisans/Doktora Tez Galismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitiiye teslim etmekle yukumlidir.
9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html
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11. OZGECMIS

Ad1 Melike Soyadi Ozgiil Onal
Dogum Yeri  Fatih Dogum Tarihi  08.06.1989
Uyrugu T.C Tel 0(554)2091157
E-mail melikeozgulonal@gmail.com

Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih
Doktora Manisa Celal Bayar Universitesi 2020
Yiiksek Lisans Manisa Celal Bayar Universitesi 2016
Lisans Istanbul Teknik Universitesi 2012
Lise Dalaman Anadolu Lisesi 2007
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Y1l — Y1)

Arastirma Gorevlisi Mugla Sitkt Kogman Universitesi 2018-Halen
Arastirma Gorevlisi Manisa Celal Bayar Universitesi 2013-2018
(35.madde ile gorevlendirme)

Yabanci Dilleri  Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Iyi Iyi Iyi
Yabanci Dil Sinav Notu #

YDS UDS YOKDIL IELTS TOEFL TOEFL TOEFL FCE CAE
IBT PBT CBT

73.75 81.25
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma Becerisi
Microsoft Office Iyi
Os X iWork Iyi
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