T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

( YUKSEK LISANS TEZi )

SKUAMOZ HUCRELI LARENKS KANSER
ORNEKLERINDEN KANSER KOK HUCRESI
ELDE EDILMESI VE KARAKTERIZASYONU

ILKNUR SUER

DANISMAN
PROF. DR. MUSTAFA OZEN

GENETIK ANABILiM DALI
GENETIK PROGRAMI

ISTANBUL-2014




TEZ ONAYI

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Genetik Anabilim Dal1 Yiiksek
Lisans Programinda Ilknur SUER tarafindan hazirlanan "Skuamoz Hiicreli Larenks
Kanser Orneklerinden Kanser K6k Hiicresi Elde Edilmesi ve Karakterizasyonu" baslikli
Yilsek Lisans tezi, yapilan tez sinavinda Jiirimiz tarafindan basarili bulunarak kabul

edilmistir.
24/06/2014
Tez Sinav Jiirisi
Unvani Adi Soyadi (Universitesi, Fakiiltesi, Anabilim Dal) Imzasi,
1.Prof. Dr. Mustafa OZEN (1.0. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik A.D.) |/ 2~
2.Prof. Dr. Siikrii OZTURK (1.U. Istanbul T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik A.D.)

3.Dog. Dr. Omer Faruk BAYRAK (Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi, T1ibbi Genetik A. I
4.Yrd. Dog. Dr. Giilgiin GUVEN  (1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik A.D.)

5.Yrd. Dog. Dr. Mehmet YILMAZ (I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, K.B.B A.D.)



iii

BEYAN

Bu tez c¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik disi davramigimin olmadifim, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez galigmasiyla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da kaynaklar listesine
aldigimy, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarin ihlal edici

bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.

ILKNUR SUER



ITHAF

Bu tez projesini;

Elimi her zaman simsiki tutan ve destegini hi¢ esirgemeyen sevgili esim Metin’e,
Hayat nesem biricik kizim Elif’e,

Erdemiyle anlayisiyla ufkumu genisleten ve bana her konuda giivenen canim Babam’ a,
Sevgisini ve destegini daima yanimda hissettigim canim Annem’ e,

Varliklariyla beni mutlu kilan canim kardeslerim Ayse ve Biisra’ ya,

ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim boyunca akademik ¢aligmalarimda destegini
esirgemeyip bilgi birikimiyle her zaman yanimda olan, her tiirlii bilimsel soruna karsi
bana gliven ve cesaret veren, engin bilgi ve deneyimlerinden her zaman yararlandigim
cok degerli tez danismanim Sn. Prof. Dr. Mustafa OZEN’ e,

Isine olan sevgisini ve galisma disiplinini her zaman 6rnek alacagim Sn. Yrd.
Dog. Dr. Giilgiin S. GUVEN’ e,

Yiiksek Lisans egitimim boyunca giiler yiizlerini benden esirgemeyen Sn. Prof.
Dr. Mehmet SEVEN’ e, Sn. Do¢. Dr. Hakan ULUCAN’ a ve Sn. Uz. Dr. Elif
YOSUNKAYA’ ya,

Tez projemde yer alan hastalara ait dokulara ulasmamda yardimlarini
esirgemeyen Sn. Yrd. Dog. Dr. Mehmet YILMAZ’ a,

Tiim bilimsel zorluklar1 kolay hale getirmeyi basarabilen, ¢alisma azmi ve istegi
ile bana ilham veren ve her zaman yanimda olacagim bildigim sevgili kardesim Omer
Faruk KARATAS’ a,

Bilgi ve birikimini hi¢cbir zaman paylasmaktan c¢ekinmeyen degerli
meslektaslarim Serhat SEVLI, Esra AYDEMIR, Esra GUZEL, Murat POLAT, Seda
SALMAN, Murat KAYA, Derya AKYUZ, Betiil YUCETURK, Abdullah CELEBI, Ali
GOKGOZ, Dilek BAYRAKTAR ve Nazli BILGE’ ye,

Tibbi Genetik Poliklinigi asistanlarrmiz olan Dr. Bugrahan DUZ, Dr. Asuman
KOPARIR, Dr. Erkan KOPARIR, Dr. Bahtiyar MAMMADOV, Dr. Emre KIRAT ve
Dr. Emre KIRTAS’ a,

Tibbi Genetik Anabilim Dali calisanlari olan Azize TURAN, Fatma ONER,
Salih ISENC, Liitfiye ALTIN ve Senay SAYIN’ a,

Ve desteklerini daima yanimda hissettigim sevgili aileme,

Cok Tesekkiir Ederim...

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 19710



Vi

ICINDEKILER

TEZ ONAY L oottt ettt sttt et st ren bt nenne st II
BEY AN .ottt et R ettt ne et ne e I
1 5 N PP RRP SRR v
TESEKKUR ..ottt ettt s sttt n sttt en st s s s et asen e eeeas \Y,
ICINDEKILER .....cocvivititevetctctetetetesetete ettt tesess et saess st s esesssssesssssesesesssesesesssesesesesssssnsns Vi
TABLOLAR LISTESL.....oiiiieiiiicceteeeetee ettt X
SEKILLER LISTEST ...ocviiiitieceeee ettt X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ..ot Xii
(0 )72 S OO PP PPPTPPPPRP XIII
ABSTRACT ...ttt e ettt e sttt re et et neere s Xiv
1. GIRIS VE AMACGC ..ottt es st en sttt en st s sttt an s et 1
2. GENEL BILGILER ......coeviiiiiieiiiiisiesie ettt 3
2.1, Larenks ANALOMISE .cveiviiiiiiiiieieiesie sttt sttt bbb sne e e e 3
2.2. Larenks EMDIiyOIOJiSi......c.cccveiiiiiiiciice et 5
2.3. Larenks HISTOIOJIST ..c.vevitiiiieiieieieeie sttt 5
2.4, Larenks FIZYOIOJISH.....ccuuiueiuiiieieiesiesie st 6
2.4.1. Alt Solunum Yollarinin Korunmasi Fonksiyonu...........ccccooviiiiiiniininiiinnn, 6
2.4.2. SOIUNUM FONKSIYONU ...c.veiiiiiieiiiciie ettt reeae e nne s 7
2.4.3. Konusma FONKSIYONU .........coiiiiiiiiiiiiieiii e 7
2.5, Larenks KanSEIIEIT ......ccuviieiiesi ettt e s 7
2.5.1. Insidans ve EpidemiyolofiSi.......cociererririirirerersiisireieresissesesesesessssesesesesesesessesesens 7
T = 1Yo [0 RSP SR 10
T T o 1 (0] [0 TSSOSO 11
05 TR T I 1 1 SRR 14
2.5.5. Larenks Kanserinde MEetaStazZ ..........cccccveuervereeiesieeniesieseesie e ie e s 14
2.5.6. EVICIBIME ... et 15
2.5.7. Larenks Kanserlerinde Tedavide Genel Prensipler........c.ccccccovvivieiieiiecinnenne. 18
T ) 5 1 103 (=] (< SR 21
2.6.1. KOk HUcrelerin Tartngesi......cuveiivieiieieiiiie e 21

2.6.2. Kok Hiicrelerin Biyolojisi......cccciiiviiieiiiiiiiciiciciiciecsee e 21



vii

2.6.2.1. Totipotent KOK HUCTEIET ........ccevviiiiiiiiiciccec e 22
2.6.2.2. Pluripotent KOK HUCTEIET ........ccoiveiiiiiiiiiiicc e 23
2.6.2.3. Multipotent KOK HUCTEIET .......ccuviiiiiiiiiiie s 24
2.6.3. KOK HUCIE CESItICTT .vvvieiiiiiieeiiiiii ettt e st e e s e e e e e 28
2.6.3.1. Embriyonik KOk HUCTEIET ........c.ccveiiiiiiiiiiiie e 28
2.6.3.2. Fetal KOK HUCTELET .......coiiiiiiiiiiieiee ettt 28
2.6.3.3. Eriskin KOK HUCTCICT ........ccoiiiiiiiiiiiiic e 28
2.6.3.4. Kanser KOK HUCTEIET..........ccoviiiiiiiiiii e 29
2.6.4. Kanser Kok Hiicrelerinde Tedaviye Direng.........cocevveviiieniiiiieciiccseens 32
2.6.5. Kanser Kok Hiicreleri izole Etmede Kullanilan Giiniimiiz Metodlar1 ve Yiizey
3 (11031 (S5 o PR UPRPR 33
2.6.5.1. Hoechst 33342 Boyasi Kullanilarak Yan Popiilasyon Fenotipinin Tespiti..33
2.6.5.2. Kiire (Sphere) Olusturarak Kanser Kok Hiicrelerin Zenginlestirilmesi....... 33
2.6.5.3. Aldehit dehidrogenaz (ALDH) Aktivite Analizinin Yapilmasi................... 34
2.6.5.4. Kanser Kok Hiicrelerin Yiizey Isaretcileri Kullanilarak Ayristirilmasit....... 34

3. GEREC VE YONTEM .....cocooioiieisiitieeeeieeteseseeete e ess et es st s s sss s e 37
I R € 1<) (OO PP PP PPPPPPPPPPRI 37
3.1.1. OrneKIerin BIAESI .....c.ccvevvieeveieririeececte ettt en et 37
3.1.2. Hep-2 HUcrelerin TemMINi .......cooviviieeniiiieiieiesee e 37
3.1.3. Gereg VO CINAZIAT........oiiiiiiiiiii e e 39
3.1.3.1. Calismada Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri...........c.cccevoveiiennnnen, 39
3.1.3.2. SOIUSYONIAT ..ot 40
3.1.3.3. Bilgisayar Programlart ..........c.ccocoiiiiiiiiiiiiii s 42
I 0] 111<) 1 1 DO TSP OTPRROPPR 42
3.2.1. Hep-2 Hiicre Kiiltiirti ve Primer Hiicre Kiiltiirii Yapilmasi .........cccccocvvvvenenne. 42

3.2.2. Immiinomanyetik Yéntem ile Hep-2 Hiicre Hattindan ve Taze Larenks Tiimér
Dokularindan Kanser Kok Hiicrelerinin E1desi .........cccooviiiiiiiiciicce 42

3.2.3. Akim Sitometrisi Yontemi ile Kanser Kok Hiicre Ayriminin Dogrulanmasi...46

3.2.4. Hep-2 Hiicrelerinden ve Primer Kiiltlir Hiicrelerinden Kiire Olusturma Deneyi

(Sphere Formation Assay) Yapilmast ........ccccivviiiiiiiiiiiciccseeee s 46
3.2.5. Primer Kiiltriirii Yapilan Hiicrelerden TRIzolle RNA izolasyonu .................. 47
3.2.6. CD133+ ve CD133- Hiicrelerden RNA 1z0lasyonu ...........ccccccevvveucvererennnnne, 47

3.2.7. RNA Derisimlerinin OIGUIMESI .....c.ceveveerereeeereeeeeececececceceeeesessesesssseesssenens 48



viii

3.2.8. Komplementer DNA (CDNA) SENEEZI ......ovveiviiiiiieriecie e 48
3.2.9. Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR) ile Kok
Hiicre Isaret¢ilerinin Ifade Diizeylerinin Aragtirtlmast........ccooceeveeiiiiiieniieniee e 50
3.2.10. IStatiSIKSEl ANALIZ......c.cvveeceeeeiereeececee ettt 52
4. BULGULAR ...ttt ettt ettt nne s 53
4.1, HaSta BIGIIEIT ..ot 53
4.2. Larenks Tiimor ve Normal Dokulardan Elde Edilen Hiicrelerin CD34 Yiizey
[saret¢isi Acisindan Degerlendirilmesi.......cccevvveiieiieiiiiiiie e 58

4.3. Hep-2 Hiicrelerinde CD133 ya da CD44 Yiizey Isaretcileri ile Ayristirilan
Hiicrelerin Kok Hiicre Potansiyellerinin  Kiire  Olusturma  Deneyi Ile
KarsilastirImast ........cccoiiiie i s 60
4.4. Immiinomanyetik Yontem ile Taze Larenks Tiimor Dokularindan Kanser Kok
Hilcrelerinin EIAEST .....cueiiiiiiiiii e 62
4.5. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Ayristirilan Hiicrelerin Akim  Sitometri

Yontemi ile Kanser Kok Hiicre Ayriminin Dogrulanmast ..........cccccceeiveiiiiieesiennenne 62

4.6. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Ayristirilan Hiicrelerin CD133+ Olduklarinin

gRT-PZR ile Gen ifade Analizleri Yapilarak Dogrulanmast.............cccccvvevrvreceerennne. 64
4.7. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Ayristirilan CD133+ Hiicrelerin Kok Hiicre
Karakterizasyonlarinin qRT-PZR ile Degerlendirilmesi ..........ccocovveiiiiiiiiieniennnnne 67

4.8. Taze Larenks Timor Dokularindan Ayristirllan CD133+ Hiicrelerin Kiiltiir
Edilmesi CaliSmalari.........cccuvoiiiiiiiiiii e 81

4.9. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Olusturulan Primer Kiiltiir Hiicrelerinden Kiire

Olusturulmasi ve Bu Kiirelerin Kok Hiicre Karakterizasyonlarmin qRT-PZR ile

DeZerlendirilmesi.......ccouviiiiiiii e 81
4.9.1. Primer Kiiltiirlerin Olusturulmast ...........ccccovviiiiiiiiiiiiiieceee e 81
4.9.2. Kiire Olusturma Deneyi ve Olusan Kiirelerde qRT-PZR ile Kok Hiicre
KAraKIBIZASYONU ....c.viiiiiiiiieiieeie ettt bbbt 82
5. TARTISMA ..o 85
KAYNAKLAR L. 90
ETIK KURUL KARARI ......ocuiviiiiiiicietcie ettt 101

OZGECMIS oo ees e e s ee s ee s s e e es s s e eee s eeenes 102



TABLOLAR LISTESI
Tablo 2-1: Yillara gore erkeklerde en sik goriilen 10 kanser tiirliniin insidansi............... 9
Tablo 2-2: Larenks kanserlerinin bazi iilkelerdeki yerlesim siklig1 .........ccoovvviiiiennnne. 12
Tablo 2-3: TNM evreleme SiSteMi........ccccoviiiiiiiiiiic 16
Tablo 2-3 devami: TNM evreleme SISEIM .......evevirerierieiiisieieesie s 17
Tablo 2-4: Kanser kok hiicrelerin normal kok hiicreler ile benzer 6zellikleri................ 29
Tablo 3-1: Projede kullanilan geregler ve kullanim amaglari...........ccooveveiieneenciinnnnn, 39
Tablo 3-2: Tavsiye Edilen Besi Yeri IGeriZi......c.cuvvmmieerereereeeeeeee e e, 43
Tablo 3-3: Reaktifler ve cDNA sentezi igin gerekli miktarlar..........cccoocevcvnivniviiininnnnn, 49
Tablo 3-4: qRT-PZR reaktifleri ..o 51
Tablo 3-5: qRT-PZR s1caklik KOSUIATT .....ccviiieiieiiiie e 51
Tablo 3-6: qRT-PZR ¢alismalarinda kullanilan primer ¢iftleri ...........ccccovvvveiieeieiennn, 52

Tablo 4-1: Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dali’ ndan temin edilen Larenks Kanseri tiimér orneklerine ve hastalara ait
DUHIGIIET e 54

Tablo 4-1 devami: Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dalr’ ndan temin edilen Larenks Kanseri tiimor 6rneklerine ve hastalara
AT DIIGHIET L. 55

Tablo 4-2: 30 skuamdz hiicreli larenks kanserli hastanin klinik ve patolojik 6zellikleri 56

Tablo 4-3: CD133+ ve — hiicrelere ait RNA konsantrasyon ve safliklari....................... 57


file:///F:/yüksek%20lisans%20tezde%20kullanılacak%20veriler/Y.LİSANS%20TEZİMMMMM/TezYazimSablonu%20İSuer-24.06.2014-son.doc%23_Toc391734282
file:///F:/yüksek%20lisans%20tezde%20kullanılacak%20veriler/Y.LİSANS%20TEZİMMMMM/TezYazimSablonu%20İSuer-24.06.2014-son.doc%23_Toc391734282
file:///F:/yüksek%20lisans%20tezde%20kullanılacak%20veriler/Y.LİSANS%20TEZİMMMMM/TezYazimSablonu%20İSuer-24.06.2014-son.doc%23_Toc391734282

SEKILLER LISTESI

Sekil 2-1: Larenksin anatomik @OTTNTMI ....oovveveiiieniiiiiiiie e 4

Sekil 2-2: Larenksin {ist boliimiiniin ¢ok katli yassi epitel ile kapli goriintiisii (x40,

HemMatoKSIlen EOSIN) .......c.iiiiiii e 6
Sekil 2-3: Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kanser 6liimleri oranlarti ..................... 7
Sekil 2-4: Larenks kanserlerinin bolgesel dagilimi ........ccccvvvviiiiiiiiiiiin e 12
Sekil 2-5: Total larenjektomi sonras1 6zofagiyal valf yardimiyla konusma saglanmasi 20
Sekil 2-6: Blastosist icinde bulunan kok hiicreler ..o 23
Sekil 2-7: Totipotent ve pluripotent hlicTeler...........ccovviiiiiiiiiiiiee e 24

Sekil 2-8: Multipotent 6zellikteki kok hiicrelerin olusturdugu embriyonik tabakalar ve
bunlardan koken alan yapilar...........cocceiiiiiiiii 25

Sekil 2-9: Farkli derecelerde farklilasma potansiyeline sahip kok hiicreler (Kok hiicre

PIASTISTEEST) ...ttt bbbt 25
Sekil 2-10: Simetrik ve asimetrik bOITNME ......c.ceovvviiiiiiiiiie i 27
Sekil 2-11: Kok hiicreleri etkileyen sinyal yolaklart ..........ccocoeiiiiiiiiiiiineeeeee 27
Sekil 2-12: Kanser kok hiicrelerin kdkeni ile ilgili ortaya atilan goriigler...................... 30

Sekil 3-1: Hep-2 hiicrelerinin invert mikroskopta elde edilmis goriintiisii (x4ve x10).. 38
Sekil 3-2: Taze larenks tiimor dokularindan elde edilen tek hiicre soliisyonu ............... 45
SeKil 3-3: CDNA SENLEZI ...vvcveeiiceie ettt re e 50
Sekil 4-1: Manyetik hiicre ayristirmasi sonrasinda CD34 ile boyanmamis kontrol
hiicreleri, CD34 ile boyanmis tiimor doku hiicreleri ve CD34 ile boyanmig normal
doku hiicrelerinde CD34 isaret¢isi igin yapilan akim sitometri analizi................... 59
Sekil 4-2: CD133+, CD133-, CD44+, CD44- ve ayristirma yapilmamig Hep-2 hiicreleri
ile yapilan kiire olugturma deneyi (X10) ......ccccovviiiiiiiiiiiiiei e 60
Sekil 4-3: CD133+ Hep-2, CD133- Hep-2, CD44+ Hep-2, CD44- Hep-2 ve ayristirma
yapilmamis Hep-2 hiicreleri (kontrol) ile yapilan kiire olusturma potansiyellerinin
KarSIaStITTIMAST ..eeiviie i 61
Sekil 4-4: Manyetik hiicre ayristirmasi sonrasinda CDI133 ile boyanmamis kontrol
hiicreleri, CD133 isaretlemesi yapilan CD133- ve CDI133+ hiicrelerde CD133
isaret¢isi i¢in yapilan akim sitometri analizi.........cccocceevieiniieniiiesiiee e 63
Sekil 4-5: CD133+ ve CD133- hiicrelerde CD133 ifade diizeyi .........cccocvrveiiiiiiiennne, 65
Sekil 4-6: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama CD133 ifade diizeyi ..................... 66



Xi

Sekil 4-7: CD133+ ve CD133- hiicrelerde SOX2 ifade dlizeyi.........covvvvrveiiiinieennnnn, 68
Sekil 4-8: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama SOX2 ifade diizeyi..........ccc.eeuee.. 69
Sekil 4-9: SOX2 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gésterimi. 69
Sekil 4-10: CD133+ ve CD133- hiicrelerde OCT4 ifade diizeyi........ccoovvvvrvivnvnnennn, 70
Sekil 4-11: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama OCT4 ifade diizeyi..................... 71
Sekil 4-12: OCT4 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gosterimi71
Sekil 4-13: CD133+ ve CD133- hiicrelerde KLF4 ifade dUzeyi ........cccovvviviiiinineenn, 72
Sekil 4-14: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama KLF4 ifade diizeyi ..................... 73
Sekil 4-15: KLF4 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gésterimi 73
Sekil 4-16: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ABCG2 ifade diizeyi.........cccoovevirvrinennnne 74
Sekil 4-17: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama ABCG?2 ifade diizeyi.................. 75
Sekil 4-18: ABCG2 ve CDI33 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot

OSTEIIME Lttt bbbt bttt ettt bbb 75
Sekil 4-19: CD133+ ve CD133- hiicrelerde CXCR4 ifade dizeyi.........cccoovervrvrreennne. 76
Sekil 4-20: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama CXCR4 ifade diizeyi.................. 77
Sekil 4-21: CXCR4 ve CDI133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot

JeCe 10100 RO PSPPSR 77
Sekil 4-22: CD133+ ve CD133- hiicrelerde CD44 ifade dlizeyi .........ccovrverirvrinennnn, 78
Sekil 4-23: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama CD44 ifade diizeyi ..................... 79

Sekil 4-24: CD44 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gésterimi 79
Sekil 4-25: Analiz edilen genlerin ifade diizeylerinin heatmap gosterimi...................... 80
Sekil 4-26: Primer kiltlir hiicrelerinin invert mikroskopta elde edilmis ornek
GOTUNTTILETT. et e e 82
Sekil 4-27: Primer Kkiiltiir hiicrelerinin uygun kok hiicre kiiltiir kosullarinda
olusturduklari kiire goriintiileri (X10 Ve X40)......ccoiiiiiiiiiiiieie e 83
Sekil 4-28: Diisiik baglanma kapasiteli (Low attachment) platelerde normal besi yeri ve
kok hiicre besi yerinde kiiltiir edilen primer kiiltiir hiicrelerinde Oct4 gen
ekspresyon diizeyi karsilagtirilmast .........ccooeviiiiiiiiii 84
Sekil 4-29: Diisiik baglanma kapasiteli (Low attachment) platelerde normal besi yeri ve
kok hiicre besi yerinde kiiltiir edilen primer kiiltiir hiicrelerinde KIf4 gen

ekspresyon diizeyi kargilastirtlmast ...........coooieiiiiiiii 84



ABCG2
AJCC
ALDH1
AML
bFGF
CD
CXCR4
EGF
EGFR
FACS
FBS
IGF
IVF
kDa
KKH
KLF4
L-Glu
M

pm

miR

N
NOD/SCID
OCT4
PBS

PE

PSA
SHK
SOX2
SP

T

UICC

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

ATP-binding cassette sub-family G member 2

xii

American Joint Commitee for Cancer Staging and End Result Reporting

Aldehid dehidrogenaz 1

Akut miyeloid l6semi

Recombinant Human Fibroblast Growth Factor- Basic
Cluster of differentiation

Chemokine receptor 4

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor
Fluorescence-activated cell sorting

Fetal Bovine Serum

Insulin Growth Factor

In vitro fertilizasyon

Kilo dalton

Kanser kok hiicre

Kruppel-like family of transcription factor 4
L-Glutamin

Metastaz

Mikrometre

Mikro-RNA

Lenf nodu sayisi

Non-obese diabetic/severe combined immunodeficient
Octamer-binding protein 4

Phosphate Buffered Saline

Phycoerythrine
Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin
Skuamoz hiicreli karsinom

Sex determining region Y-box 2

Side population

Timor boyutu

Union International Counter Cancer



Xiii

OZET

Suer, |. Skuamdz hiicreli larenks kanser orneklerinden kanser kok hiicresi elde edilmesi
ve karakterizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, DETAE Genetik
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2014.

Larenks malignitelerinin  %90-95’ i skuamoz hiicreli karsinom olup bas-boyun
bolgesindeki bu cins tiimorlerin % 25' i larenkste yerlesmistir. Larenks kanseri 100.000°
de 3-10 siklikla erkeklerde en sik goriilen kanserlerden biridir. Timor evrelemesi igin
anotomik olarak glottik, subglottik ve supraglottik seklinde simiflandirilirlar. Cogu
vakada tiimor glottik yerlesimlidir. Larenkste skuamdz hiicreli kanser gelisiminde sigara
¢ok 6nemli bir faktordiir. Alkol kullanimi da larenks kanseri insidansini arttirict etkiye
sahiptir. Kanser kok hiicreleri kanser kitlesi i¢inde bulunan nadir hiicre popiilasyonudur
ve kok hiicre gibi davranarak tiimor gelisiminden ve metastazindan sorumlu olduklari
diisiiniilmektedir. Kanser kok hiicreleri bugiine kadar bir¢ok kanser tiirlinde izole
edilmistir. Normal kok hiicrelere benzer sekilde kanser kok hiicreleri de birgok farkli
hiicreye farklilasma yetenegine sahiptirler. Bunun yaninda timor gelisiminin
idamesinde ve tomor dokusundaki heterojen yapida etkili olduklar1 diistintilmektedir.
Larenks kanserinde kanser kok hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in CD133 hiicre yiizey
isaretcisi ile yapilan hiicre ayristirmasi ¢aligmalari larenks kanseri hiicre hatt1 olan Hep-

2 hiicreleriyle sinirlidir.

L.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda opere olan 30
skuamoz hiicreli larenks kanseri vakasinda rutin patolojik inceleme i¢in alinan tiimor
dokular1 bu ¢aligmaya dahil edildi. Elde edilen bu dokulardan immiinomanyetik ayirma
teknigi kullanilarak kanser kok hiicreler ayristirildi. Ayristirilan CD133 pozitif
hiicrelerinin kok hiicre isaretcileri agisindan degerlendirilmesi akim sitometri ve gergek
zamanli PZR ile yapildi. Sonug olarak, taze larenks tiimér dokusunda CD133 pozitif
kanser kok hiicrelerin varlig1 ve karakterizasyonu literatiirde ilk kez bu tez projesi
araciligiyla gosterildi. Boylece larenks kanserinde kanser kok hiicreleri agisindan
zenginlesmis CD133 pozitif hiicreleri hedefleyen yeni terapotik araglarin gelistirilmesi

i¢in yararli bir yaklasim sunulmus oldu.

Anahtar Kelimeler: Skuamoz hiicreli larenks kanseri, kanser kok hiicresi, CD133, qRT-
PZR, Akim Sitometri

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 19710
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ABSTRACT

Suer, |. Cancer stem cell identification and characterization from the squamous cell
larynx cancer’ s samples. Istanbul University, Institute of Health Science, DETAE
Department of Genetics. Master of Science Thesis. Istanbul. 2014.

In head and neck region, 25% of the tumors are localized at larynx and 90-95% of these
laryngeal malignancies are squamous cell carcinoma. Larynx cancer is one of the most
prevalent tumor types with a ratio of 3-10 out of 100,000. Larynx tumors are classified
as glottic, subglottic and supraglottic according to their anatomical position. In most
cases tumor is localized in glottic region. Smoking is an important factor that involves
in the development of squamous cell carcinoma at larynx and alcohol usage increases
the incidence of the laryngeal malignancies. Cancer stem cells (CSCs), comprised of a
rare subpopulation of tumor masses, are thought to act as stem cells and be responsible
for cancer initiation, progression and metastasis. They have been isolated from several
cancer types and similar to normal stem cells, they have potential to differentiate into
several cell lineages. Besides, they are thought to have effects on maintenance of tumor
progression and heterogeneity of tumor tissue. CD133 has been suggested as a putative
marker for CSCs in larynx cancer, however, attempts to characterize CSCs were
restricted to functional studies carried out with Hep-2 cells.

30 patients with squamous cell larynx carcinoma who were operated at 1.U. Cerrahpasa
Medical School Department of Otolaryngology were included in this study. CSCs were
separated from the freshly resected tumor samples via magnetic activated cell sorting
technique. CD133 positive cells were evaluated for the expression of stem cell markers
by flow cytometry and real-time PCR analysis. In conclusion, to our knowledge, the
presence of CD133 positive cells with cancer stem cell properties in freshly resected
larynx tumor tissue and their characterization is demonstrated for the first time in the
literature in this study. Thus, our results provides a useful approach to characterize
CD133 positive cells which are enriched for CSCs that will help developing novel
therapeutic tools specifically targeting these cells.

Key Words: Squamous cell larynx cancer, cancer stem cell, CD133, gRT-PCR, Flow
Cytometry

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Genetik ve/veya epigenetik olmak tizere bir¢ok degiskenin meydana getirdigi
kanser gliniimiiz hastaliklar1 arasinda onemli bir hastaliktir ve larenks kanseri de bu
noktada bir istisna degildir (1). Boynun 6n kisminda 3-6. boyun vertebralar1 seviyesinde
yerlesmis solunum ile konusma fonksiyonunun gercgeklestirilmesinde rol oynayan bir
organ olan larenks supraglottik, glottik ve subglottik olmak iizere 3 bdliimden
olusmaktadir (2). Eriskinlerde tiim kanserlerin % 2’sini olusturan larenks kanseri
erkeklerde % 2,2 oraninda gézlenirken kadinlarda ise bu oran % 0,4’ tiir (3).

Son yillarda kadinlarda goriilme siklig1 artmistir ve buna etken olarak kadinlarin
sigara kullanim1 ile meslek hayatinda toksik maddelere maruziyetinin artmasi
gosterilmistir (3, 4). Tedavi planlamasi yeterince dogru yapilirsa larenks kanserlerinin
bas-boyun kanserleri arasinda tedaviye iyi yanit veren kanserlerden oldugu
bilinmektedir (5).

Ozellikle erken evre larenks kanserlerinde radyoterapi veya parsiyel
larenjektomi ile tedavi sansi daha da artmaktadir. Bu sayede hastanin hem 6lim riski
minimize edilmekte hem de ses ve larenks islevleri korunmaktadir. fleri evre larenks
kanserlerinde ise genellikle total larenjektomi tercih edilmektedir (6).

Sinirsiz ¢ogalabilme, kendini yenileyebilme ve tek bir hiicreden birden fazla
hiicre serisine farklilagabilme yetenegi gibi Ozelliklere sahip olan kok hiicrelerin (7)
kanser dokusu iginde de bulunup kanserin baslamasindan, metastazindan ve kanserin
giiniimiiz tedavi tekniklerine kars1 direncinden sorumlu olduguna inanilmaktadir. Timor
dokusu iginde yer alan kiiciik hiicre popiilasyonu olan bu hiicrelere kanser kok hiicreler
denilmektedir (8).

Kanser tedavisinden sonra ¢ogu zaman hastaligin tekrarladigi gézlenmektedir.
Bu durumdan sorumlu olan seyin tedavi asamasinda tedaviye direngli olan kanser kok
hiicrelerinin yok edilememesi olabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle kanser kdok
hiicrelerini dogru yontemlerle hedefleyerek 6ldiirmek 6nem kazanmaktadir. Kanser kok

hiicrelerine spesifik hiicre ylizey isaretcileri ile yeni tedavi teknikleri gelistirilmesi
hedeflenmelidir (9).



Cesitli ayristirma teknikleri ile tiimor dokusundaki diger kanser hiicrelerinden
ayristirilabilen kanser kok hiicreler bugiine dek birgok kanser tiirtinde elde edilmistir.
Bu tez projesi kapsaminda immiinomanyetik ayirma teknigi kullanilarak 1.U.
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz AD’ dan temin edilen toplam 30 skuaméz
hiicreli larenks karsinom hastasindan rutin patolojik inceleme i¢in alinan timdr
dokusunun bir kismi ile galisilarak kanser kok hiicre ayristirmasi yapilip CD44+,
CD133+ velveya CD34- fenotiplerinden hangisi ya da hangilerinin bulundugu
arastirilmistir. Akim sitometri teknigi ile dogrulamasi yapilmistir. Bu sayede skuamoz
hiicreli larenks karsinomlarinda mevcut olan kanser kok hiicreler kantitatif gergek
zamanlt Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PZR) teknigiyle karakterize edilerek
kendilerine spesifik hiicre yiizey isaret¢i proteinlerinin belirlenmesi ve bu hiicrelerin
belirli kok hiicre isaretcisi genleri eksprese edip etmediginin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu veriler 1s18inda larenks kanser kok hiicrelerini hedefleyen yeni tedavi

teknikleri gelistirilmesine katki saglanmis olacaktir (10).



2. GENEL BILGILER

2.1. Larenks Anatomisi

Larenks boynun 6n kisminda 3-6. boyun vertebralari seviyesinde yerlesmis
solunum ile konugsma fonksiyonunun gergeklestirilmesinde rol oynayan bir organdir.
Cocuklarda 1-4. boyun vertebralar1 seviyesinde yerlesen larenks yasla birlikte asagiya
inerek ergenlik ¢aginda 3-6. boyun vertebralar1 seviyesine yerlesmektedir (2).

Dil kokii ile trakea arasinda bulunan larenks arkada farenksin alt parcasi ile
temas halindedir ve burada farenksin 6n duvarini yapar (11).

Hiyoid kemik ile trakea arasinda yerlesmis olan larenks hiyoid kemigine
ligamanlar ve tirohiyoid kas ile baghdir. Ayrica yapisinda 3 ¢ift ve 3 tek olmak iizere
toplam 9 adet kikirdak mevcuttur. Cift olan kikirdaklar; aritenoid, kuneiform,
kornikulat; tek olanlar ise tiroid, krikoid ve epiglottistir (Sekil 2-1) (12).

Epiglottis elastik kikirdak, digerleri ise hyalen kikirdak tiptedir. Hyalen tipte
olan tiroid kikirdak ile krikoid kikirdagin kalsifikasyonu erkekte yirmili yaslarda
gozlenirken kadinlarda daha ge¢ yaslarda baslamaktadir. Kanser yayilimina direngli
olan hyalen kikirdaga, timdrler ancak kalsifikasyon sonrasi yayilabilmektedir (2, 11).

Larenksin iist kismi solunum yolunu daraltabilecek ve gerektiginde tamamen
kapatabilecek ozelliktedir. Larenks kaslart bu sayede yabanci maddelerin solunum
yollarina geg¢isini engellemede rol oynamaktadir. Ayrica larenks kaslari, larenks
kikirdaklariin seklini degistirmede rol oynayarak dolayli yoldan ses plikalarinin ses
olusturacak hale gelmesinde de etki gostermektedir (11).

Larenksin lenf damarlar1 mukozal ve submukozal sistem olmak tizere iki
sistemden olugmaktadir. Tim mukoza boyunca yayilan mukozal sistemin aksine
submukozal sistem birbirinden bagimsiz boliimlere ayrildigindan kanser metastazlarinin
aranmasinda veya metastaza gore kanserin larenksin hangi bolgesinde oldugunu
saptamada Onem kazanmaktadir. Lenfatik kanallarin az sayida oldugu glottik alanda
karsinomun metastazi nadirken lenfatiklerden zengin olan supraglottik alanda ise daha

siktir (13).
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Sekil 2-1: Larenksin anatomik goriiniimii

(14)’ ten degistirilerek alinmustir.

Larenks lenfatik dagilim yapist ve fonksiyon agisindan degerlendirildiginde

baslica ti¢ boliimde incelenmektedir (15).

Supraglottik bolge: Epiglottis ile aritenoid kikirdagin larengeal yiizi,
ariepiglottik plikalar, yalanct vokal kordlar (ventrikuler bandlar) ve
ventrikiillerin yer aldigi bu bolim epiglottisin basindan gergek vokal korda
kadar uzanmaktadir. Iki tarafli olarak lenfatiklerden oldukga zengin olan
supraglottik bolgenin glottik bolge ile arasinda, vokal kordun skuamoéz epiteli ve
ventrikiiliin respiratuar mukozasi1 bulunmaktadir.

Glottik bélge: Iki vokal kord ile onlar1 birlestiren anterior komissiir ve posterior
kommissiiriin yer aldigi bu boliim ventrikiil apeksi ile horizontal plan arasini
kaplamaktadir. Lenfatiklerden oldukga fakirdir.

Subglottik bolge: Gergek kordlarin alt sinirt ile birinci trakea kikirdag arasinda
yer alan bu boliimiin glottik bolgeyle arasindaki smir, vokal kordun serbest
kenarinin Smm altindan baglamaktadir. Subglottik bolgenin alt sinir1 ise krikoid

kikirdagin alt kenarindadir (3, 16).



Larenksin anatomisinin iyi bilinmesi bu bdlge kanserlerinin hizli ve dogru olarak

belirlenip en etkin tedavinin segilebilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (17).

2.2. Larenks Embriyolojisi

Embriyolojik gelisimin 4. haftasinda orta laringotrakeal yarik halinde farinks ventral
duvarindan baslayarak olusan yarigin derinlesmesiyle laringotrakeal tiip olusur. Bu tiip
endoderm ile kaplanir. Laringotrakeal tiipiin bas kismindan larenks ve trakea gelisirken,
alt ucundan iki lateral ¢ikint1 olusarak bronslar ile sag ve sol akciger loblar1 gelisir (18).

Larenksin epiteli endoderm kokenliyken, kikirdak ve kaslari mezensim
kokenlidir. Bu mezensimin prolifere olmasiyla laringeal bosluk T seklindeki bir agiklik
haline gelir. Mezensimin tiroid, krikoid ve aritenoid kikirdaklara doniismesiyle laringeal
bosluk tipik yapisini kazanmaya basglar (19).

Laringeal epitelin kikirdaklarin olusumunu takiben hizla ¢ogalmasi sonucu
laringeal bosluk gegici olarak tikanir. Bu kanalin 10. hafta civarinda tekrar agilmasiyla
laringeal ventrikiil ad1 verilen bir ¢ift lateral ¢ukur olusur ve bunlar ileride yalanci ve
gercek vokal kordlara degisecek olan doku katlantilariyla g¢evrelenir (19). Postnatal
donemde de gelisimi devam eden larenksin, 25 yas civarinda baslayan kemiklesme

slireci 65 yas civarinda tamamlanir (20).

2.3. Larenks Histolojisi

Yenidogan larenksinde vokal kord disindaki alanlar silli kolumnar epitelle
doseliyken, 6. aydan itibaren yalanci vokal kord stratifiye skuamoz epitelle (¢ok katl
yassi epitel) doselidir (21). Epiglottisin lingual (6n) yiizliniin tiimii ¢ok katl1 yassi epitel
ile ortiiliyken, larengeal (arka) tarafinin Gist bolimii ise ¢ok katli yassi epitelden silli
kolumnar tip epitele dogru degisir. Bu iki tip epitel arasindaki gecis keskin veya 1-2
mm’lik bir transizyonel zon ig¢erecek sekilde meydana gelir. Larenksin supraglottik ve
infraglottik kismu silli kolumnar tip epitelle ortiiliiyken glottik kisim ¢ok katli yassi
epitelle ortiliidiir (22).

Birgok hiicre tabakasindan olusan ¢ok katli yassi epitel, dokunun oldukga kalin
olmasini saglamaktadir. Yiizeydeki hiicreler yassiyken bazal lamina lizerine oturan ve
hiicre tiretiminden sorumlu olan hiicreler kiibik veya prizmatik olabilmektedir (Sekil 2-
2). Yeni hiicreler biiyiirken, yash hiicreler yukari itilir ve bu hiicreler yassilasmaya
baslar. Cok katli yassi epitel hiicreler viicutta agiz, 6zefagus, epiglosittisin bir kismi,

kornea ve derinin epidermisi gibi ¢esitli bolgelerde bulunabilmektedir (23).


http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
http://tr.wikipedia.org/wiki/Doku
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bazal_lamina
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%96zefagus
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Epiglosittis&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kornea
http://tr.wikipedia.org/wiki/Epidermis

Silli kolumnar tip epitel ise silindir seklinde hiicrelere sahip olup solunum
yollari, mide, bagirsak ve benzeri yapilarin i¢ bosluklarin1 doseyerek koruma,
kayganlastirma, salgilama ve absorbe etme gibi fonksiyonlarda rol oynamaktadir (24).

Sigara igmeyen erigkinlerin bir kisminda supraglottik ve infraglottik bolgelerde
silli kolumnar tip epitelin i¢inde ¢ok katli yass1 epitel adalari vardir buna karsilik sigara
igen bireylerde larenksin silli kolumnar epiteli tamamen ¢ok katli yassi epitel ile yer
degistirebilmektedir (3).

Sekil 2-2: Larenksin iist boliimiiniin cok kath yassi epitel ile kaph goriintiisii (x40,
Hematoksilen Eosin)

(25)’ ten degistirilerek alinmustir.

2.4. Larenks Fizyolojisi

Larenks 3 6nemli fonksiyona sahiptir.

2.4.1. Alt Solunum Yollarinin Korunmasi Fonksiyonu

Sindirim yoluna besin alinmasini takiben yutma gerceklestiginde solunum
yolunun kapatilarak, akcigerlerin sivi ve kati gidalarin girisinden korunmasi gorevini

larenks Ustlenir.



2.4.2. Solunum Fonksiyonu

Inspirasyonun baslamasi igin solunum merkezi olan medulla oblongatadan gelen
uyartyla n.laryngeus inferiorun uyarilmasi ve bunun sonucunda da glottik agilma
gereklidir. Ardindan diger mekanizmalarin devreye girmesiyle diyafram asagiya iner ve

boylece solunum gerceklesir.

2.4.3. Konusma Fonksiyonu

Larenksin konusmadaki rolii en ileri fonksiyonu olarak kabul edilmektedir (15).

2.5. Larenks Kanserleri

2.5.1. Insidans ve Epidemiyolojisi

Kanser olduk¢a degisken genetik ve epigenetik degisikliklerle olusan bir
hastaliktir. Sekil 2-3’teki Diinyadaki kanser degerlendirmesine bakildiginda gelismekte
olan {ilkelerde gelismis iilkelere kiyasla kanserin daha sik oldugu goriilmektedir.
Fonksiyonel c¢alismalarda kanserin karmagikligini ve polimorfizmlerini anlamak
onemlidir. Insanlarda kanserin baslamasi ve gelismesi cesitli mutasyonlar,
kromozomlarda olusan bozukluklar ve artan/azalan gen ekspresyonlar ile karakterize
edilmektedir. Kanserli genomlarda artan transkript seviyesi, onkogenlerin ¢ogalmasiyla
beraber artan gen kopya sayist ve tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonu ile

iliskilendirilmektedir (1).

Diinyada Kanser
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Sekil 2-3: Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kanser 6liimleri oranlari

(26) T.C. Saghk Bakanligi Tirkiye Halk Sagligi Kurumu verilerinden degistirilerek
hazirlanmustir.



Agiz boslugu, yutak, larenks ve burun boslugunda olusan cesitli epitelyal
kokenli timorleri ifade eden bas ve boyun kanserleri her y1l yaklasik yarim milyon yeni
vaka ile diinya capinda altinci en yaygin kanserdir. insidansi hala gesitli cografik
bolgelerde artan bu kanserler giinlimiizde geng bireyleri de etkilemektedir (27).

Eriskinlerde tiim kanserlerin %2’ sini ve Diinya genelindeki tiim kanser
Olumlerinin ise %2,1' ini olusturan larenks kanseri bas-boyun skuamdéz hiicreli
karsinomlar1 arasinda en sik gozlenen 2. kanserdir. Ust solunum yolu kanserleri
arasinda da en sik gozlenen kanser tiirii olan larenks kanserlerinin yaklasik %90-95" i
skuamoz (yassi) hiicreli karsinom (SHK) veya epidermoid karsinom varyasyonlarindan
olugmaktadir. Ayrica bas-boyun bolgesindeki bu cins tiimorlerin %25°i larenkste
yerlesmistir (1, 13, 28, 29).

Larenks kanserinin en sik goriilme yasi 5-7. dekadlar arasinda yogunlasmakla
birlikte daha geng yaslarda goriilme siklig1 %1 olarak bildirilmistir (13, 30, 31). Larenks
kanseri goriilme sikligi 3-10/100.000 araliginda insidanslar ile {ilkelere gore
degismektedir (32). 2012 verilerine gore en yiiksek insidans yilda 7,6/100.000 ile Kiiba’
da saptanmig olup 5.7-6.3/100.000 insidans ile Giircistan, Ermenistan ve Macaristan
diger sik goriilen iilkelerdir. Bu tiilkeleri 3,8-4,1/100.000 insidans ile Belarus, Fransa,
Tiirkiye, Ispanya takip etmektedir. Afrika iilkeleri, dogu Asya, Yeni Zelanda ve Norveg
gibi tilkelerde ise 1,9/100.000’ in altinda oldugu bildirilmistir (33).

Bir¢ok iilkede 5:1 olarak bildirilen larenks kanserli erkek/kadin orani, bazi
tilkelerde 30:1 olabilmektedir (32, 34). Bu oran bazi kaynaklarda ise diinya genelinde
7:1 olarak bildirilmigtir (35). Tablo 2-1’deki Saglik Bakanligi kayitlari
degerlendirildiginde 2011 yili verilerine gore Tiirkiye’ de larenks kanseri 7. en sik
goriilen kanser olarak belirtilmektedir. Larenks kanserli hastalarda siklikla akciger, bas-
boyun ve 6zofagusta olmak tizere % 4-30 oraninda sekonder kanserler gelisebilmektedir
(36).



Tablo 2-1: Yillara gore erkeklerde en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin insidansi

(37)’ den degistirilerek hazirlanmustir. (* Bu yillara ait insidans degerleri tahmini degerlerdir)
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2.5.2. Etyoloji

Larenks kanseri etyolojisinde kalitim, boya-benzin gibi kimyasallar, odun tozu,
asbest, cesitli metal tozlari, kisinin hormonal durumu ile beslenme diyeti, siilfirik asit,
komiir gibi hava kirliligine yol acabilecek diger etmenler ve radyasyon gibi birgok
etmen rol oynarken en 6nemli faktoriin sigara oldugu bilinmektedir (22, 38-42). Yani
larenksi etkileyebilecek etmenler konjenital, inflamatuar veya travmatik anomaliler
olabilmektedir (43, 44).

Larenks kanserli hastalarin % 95’ inde sigara kullaniminin mevcut oldugu tespit
edilmistir. Larenks kanserinin agresifligini sigara kullanim siiresi ve yillik paket
sayisinin etkiledigi belirtilmistir (45). Bazi arastirmacilara gore risk faktorlerinin
ortadan kalkmasi icin sigarayr biraktiktan sonra yaklasik 10-15 yil kadar bir siirenin
geemesi gerekmektedir. Buna karsin bazi arastirmacilar hiicrede belirgin miktarda
kiimiilatif hasar olustuktan sonra sigarayr birakmanin etkisinin az oldugunu belirtmistir
(46).

Sigara kullanmayan kisilerde larenks kanserinin nadiren gozlendigi
bilinmektedir (16). Sigara ve alkol kullanmayanlarda kullanan kisilere kiyasla larenks
kanserinin yaklasik 10 yil ge¢ ortaya ¢iktigi ve bu kanserlerin siklikla metastaz
kapasitesi az olan glottik bolgede yerlestigi saptanmistir. Ayrica bu kisilerin sagkalim
oranlart sigara-alkol tiiketenlere gore daha yiiksek bulunmustur (47).

Alkol de larenks kanserinde rol oynayan bir risk faktoriidiir ve sigara ile bir
arada kullanildiginda sinerjist karsinojenik etkili olduklar1 bilinmektedir (1, 48). Yapilan
bir calismada larenks kanseri riskinin, sigara kullanmayan alkol bagimlilarinda 2,46 kat
ve alkol kullanmayan sigara bagimlilarinda 9,38 kat arttig1 gozlenmistir (49). Hem alkol
hem de sigara tiiketenlerde ise bu riskin 26 kat arttig1 tespit edilmistir (45).

Sigara ve alkol kullanmayan kisilerde goriilen larenks kanserinde
Larengofarengeal reflii, Gastroozofagiyal reflii gibi durumlarin etken olabilecegi
bildirilmektedir (1, 50).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda larenksin skuaméz hiicreli karsinomlarinin
etyolojisinde viral faktorlerin (Epstein Barr Virlis, Human Papilloma Viriis) rol
alabilecegi iizerinde durulmustur (51, 52). Bir diger risk faktorii olarak da kesin
kanitlanmis olmamakla birlikte gen polimorfizmleri gosterilmektedir. Ozellikle

sigaradaki karsinojen maddelerin olusturdugu hasar i¢gin DNA onarimu ile ilgili olan
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genlerin polimorfizmi iizerinde durulmaktadir (53). Monteiro ve arkadaslarinin
caligmalarinda Cyclin D1 gen amplifikasyonu ile glottik kanserler arasinda iligki oldugu
belirtilmistir (54). Kisinin hormonal durumu ile beslenme diyetindeki dengesizliklerin
de larenks kanseri i¢in risk oldugu bildirilmektedir (32, 53, 55). Alkol ve sigara tiiketen
larenks kanserli hastalarin % 25-50’sinde kanser ile beslenme diyeti arasinda iligki
bulunmustur (56). Larenks kanseri i¢in bir diger risk faktorii olarak iyonize radyasyon
ileri stirlilmektedir. (36, 45).

2.5.3. Patoloji

Skuamoz hiicreli karsinom (SHK, yassi epitel hiicreli karsinom) en fazla deride
gozlenirken diger en sik gozlendigi bolge larenkstir (57).

Histopatolojik olarak % 90-95’i SHK olan larenks kanserlerinin % 50-65’i
glottik bolgede, % 30-45’ i supraglottik bolgede, % 1-3” i subglottik bolgede ve %
5’den az1 transglottik bolgede yerlesmektedir (35, 58, 59) (Sekil 2-4).

e Supraglottik kanserler: Supraglottik bolgenin lenfatikten zengin olmasi
nedeniyle, epiglottisin serbest ucundan ventrikiile kadar olan kisima yerlesebilen
bu tiimorlerin lenfatik metastaz riski yiiksektir (58). Kolayca tiroid kikirdaga
yerlesebildiklerinden ve preepiglottik alana yayilabildiklerinden prognozun kotii
oldugu kanserlerdir (3).

e Glottik kanserler: Genellikle 6ne ve arkaya dogru yayilarak vokal kasi
tutabilen ve ¢ogu zaman iyi diferansiye (grade 1) timor olarak ortaya ¢ikan bu
kanserlerin, glottik bolgenin lenfatikten oldukga fakir olmasi nedeniyle lenfatik
metastaz riski diigliktiir. Prognozun daha iyi seyrettigi bu kanserlerde o6n
komissurlara yerlesim s6z konusu olursa prognoz kétiilesmektedir (60).

e Subglottik kanserler: Vokal kordlardan 1 c¢cm asagidan baglayarak krikoid
kikirdak alt kenarina kadar uzanabilen bu tiimorler metastaz kapasitesi yliksek
timorlerdir. Siklikla Delphian lenf bezi metastazi yapan bu tiimérlerin krikoid
ve tiroid kikirdaga yayilma orani yiiksektir. Yukartya dogru metastaz ile glotttik
ve supraglottik bolgelere, asagiya dogru metastaz ile trakeaya ve geriye dogru
metastaz ile  krikoid kikirdagin  altindan  G6zofagusa veya tiroide
yerlesebilmektedir (61).
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e Transglottik kanserler: Supraglottik veya subglottik bélgeden glottisi vertikal
(dikey) gecerek diger bir bolgeyi tutan tiimorlerdir. Servikal lenf bezi metastazi
yiiksek olan bu kanserler erken donemde paraglottik alana yayilabildiklerinden

prognozlari kétidiir (3, 52).

Supraglottik
%41

\

A Subglottik
Glottlk\ P / 043
%56 \‘x_

Sekil 2-4: Larenks kanserlerinin bolgesel dagilim

(16)’ dan degistirilerek alinmustir.

Larenks kanserlerinin bazi iilkelerdeki yerlesim sikligi Tablo 2-2° de
goriilmektedir. Glottik karsinomanin supraglottik karsinomaya orani diinyada cografi

dagilimda farkliliklar gostermektedir (62).

Tablo 2-2: Larenks kanserlerinin baz iilkelerdeki yerlesim sikligi

(62)’ den degistirilerek alinmustir.

Japonya | Finlandiya|Yugoslavya| ABD | Isvec
Supraglottik % 49 67 62 34 11
Glottik % 50 32 35 65 87
Subglottik % 0,9 1 3,5 1 2
Hasta Sayis1 6360 638 722 1645 578

Topuz ve arkadaglarmin yaptiklari ¢aligmada da Akdeniz iilkelerinde %60 oranla
gbzlenen supraglottik larenks kanserlerinin glottik larenks kanserlerinden daha sik
oldugu buna karsin diger iilkelerde ise glottik larenks kanserlerinin daha sik oldugu

belirtilmistir (34).
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Larenks karsinomlar1 diferansiasyon derecesi ve mitotik aktivitelerine gore 3
gruba ayrilmaktadir;
e iyidiferansiye (Histolojik grade 1),
e orta derecede diferansiye (Histolojik grade 2)

e az diferansiye (undiferansiye) (Histolojik grade3) (3, 12)

Histolojik grade’ in (derecenin) prognozu ne sekilde etkiledigi orneklenecek
olursa; az differansiye tiimorler kotii prognozla iliskiliyken iyi ve orta derecede
differansiye tiimorler arasinda prognoz agisindan istatistiksel olarak farklilik olmadigi
bildirilmektedir (63). Ayrica histolojik grade’ in radyoterapi etkinligi {izerine etkili
oldugu gosterilip grade 2 tiimorlere nazaran grade 1 ve grade 3 tiimorlerde daha iyi
bolgesel kontrol saglandigi belirtilmistir (64). Bunun yani sira grade 1 kanserlerde erken
metastaz riskinin daha az oldugu ve genellikle cerrahi tedaviyle kiir saglamanin olasi
oldugu belirtilmektedir (12).

Larenkste en sik goriilen skuamoz hiicreli karsinom disinda su kanserler
goriilebilmektedir;

e Kiigiik hiicreli karsinom

e Mukoepidermoid karsinom

e Adenokarsinom

e Adenoid kistik karsinom

e Sarkomlar (kondrosarkom, fibrosarkom, rabdosarkom vb.)
e Epidermoid karsinom varyasyonlari (12)

Epidermoid karsinom varyasyonlar1 ¢esitli derecede diferansiasyon ve stroma
ozellikleri gosteren yassi epitel hiicreli karsinomlardir (62).

Iyi huylu larenks tiimorleri %5’den azdir. Bunlar arasinda papillomlar,
kornomlar, miyoblastomlar, lipomlar, hemanjiomlar ve nérofibromlar sayilabilmektedir
(22).
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2.5.4. Tam

Glottik larenks karsinomlar1 cogunlukla ses tellerine yerlestiginden bu bolgedeki
timorlerin en belirgin belirtisi ses kisilmasidir (62, 65). Ses kisilmasina neden olmasi
yiiziinden erken tani alan glottik larenks karsinomlarina kiyasla supraglottik larenks
karsinomlar1 genellikle ge¢ tani almaktadir. Ciinkii semptomlar1 siliphelidir ve bazi
durumlarda bogazda iritasyon bulgular1 olabilmektedir. Supraglottik timor zamanla
boyutu biiyliyiince bogazda takilma hissi, kulak agris1 ve yutma zorlugu gibi belirtilere
yol agmaktadir (16). Ses kisikligi genelde gozlenmez ancak gozleniyorsa bu durum
timoriin  transglottik hale gectiginin ve daha agresiflestiginin bir gdstergesi
olabilmektedir. Subglottik larenks karsinomlar1 ise genellikle hava yolu tikanikligi
belirtisine yol agmaktadir ve bunlarda da ses kisiklig1 kanserin ilerleyen evrelerinde
gozlenmektedir (12).

Larenks kanseri tanisinda anamnez, fizik muayene, radyolojik inceleme ve
endoskopinin yeri vardir. Ancak kesin tani, biyopsi alinarak histopatolojik inceleme
yapilmasiyla miimkiin olabilmektedir (22, 66). Biyopsi indirekt larengoskopiyle,
fleksibl endoskopiyle alinabilir veya genel/lokal anestezi altinda direkt larengoskopiyle
alinmaktadir (12, 67). Indirekt larengoskopi larenks aynasi kullanilarak uygulanan ve
tiimdriin yeri, uzandig1 bolgeler ile vokal kord hareketleri hakkinda bilgi saglayan bir

muayene yontemidir. (22, 68).

2.5.5. Larenks Kanserinde Metastaz

Larenks kanseri direkt yayilim, lenfatik yayilim ile hematojen ve perindral yollar
ile yayllim gostermektedir (12). Larenks kanserli hastalardaki otopsi ¢aligmalarinda
%44 hastada uzak metastazin varlig1 ile bu metastazlarin da en fazla akciger ve
kemiklere oldugu saptanmuistir (22).

Supraglottik kanserlerde yayilim preepiglottik bosluk, paraglottik bosluk veya
priform siniisii tutabilmektedir (22). Supraglottik niikslerin genellikle dil kokiinde
oldugu belirtilmektedir (69). Herhangi bir bariyer olmamasina ragmen asagi yonde
yayllimin nadir olmasi bu timoérlerin sadece %1’ inin glottise yayilmasindan
anlagilmaktadir. Buna karsilik bu bélgenin lenfatik yonden zengin olmasina bagl olarak
lenf nodu metastazlart yaklasik %40’ tir (65). Tiimor yayilimimin nadiren goézlendigi
hiyoid kemik, postoperatif donemde yutma kolayligi saglamasi bakimindan,

supraglottik larenjektomi sirasinda korunmaktadir. On kommissiir tendonu dne yayilimi
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engelleyen bir bariyer gorevi gordiigiinden tiroid kikirdak tutulumu da son derece
nadirdir (17).

Glottik kanserlerde yayilim ventrikiil yolu ile paraglottik bosluga, 6n
komissiirden tiroid kikirdaga ve subglottik bolgeye olabilmektedir (12).

Subglottik kanserlerde yayilim krikotiroid aralik yoluyla larenks disina gikarak
tiroidi, Ozefagusu veya trakeayr hedefleyebilmektedir. Krikoid kikirdaga da
yayilabilmektedir (22, 70).

Transglottik kanserlerde yayilim lenfatik sistem araciligiyla olmaktadir ve diger

bolgelerdeki metastaza gore daha agresiftir (65).

2.5.6. Evreleme

Larenks kanserli hastalarda tiim diinyada kullanilan TNM evrelemesi, dogru
tedavi segeneklerini belirlerken kullanilmaktadir. Ilk olarak 1940’ da Denoix tarafindan
gelistirilen evreleme sistemi daha sonraki yillarda iki kurulus tarafindan diizenmistir.
1950 de Union International Counter Cancer (UICC) tarafindan diizenlenen TNM
evreleme sistemi, 2002°de American Joint Commitee for Cancer Staging and End
Result Reporting (AJCC) tarafindan bir takim degisikliklerle giiniimiizde de
kullanilmaktadir (Tablo 2-3) (71).

TNM sistemi kanserin klinik ve biyolojik 6zelliklerini igermemekle birlikte
adinda gecen T ‘timdr’, N ‘bolgesel lenf nodlar1 ile olan metastaz’ ve M ‘uzak
metastaz’ anlamina gelmektedir. T evrelemesi i¢in temel olarak tiimoriin yerlesim
bolgesi ile vokal kord hareketliligine bakilmaktadir. N evrelemesi icin lenf nodu
boyutuna ve sayisina bakilmaktadir. M evrelemesi icin ise boyun ve larenksin disina

ulasan uzak metastazlara bakilmaktadir (72).
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Tablo 2-3: TNM evreleme sistemi

(15, 71) referanslari kullanilarak hazirlanmigtir.

Primer Tiimoér (T)

TX: Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO: Primer tiimor bulgusu yok

Tis: Karsinoma in situ

Supraglottis

T1: Timor supraglottisin bir alt bolgesine sinirlidir, kord hareketleri normaldir

T2: Tiimor supraglottisin birden fazla alt bolgesinin mukozasini veya glottisi veya
supraglottis disindaki bir bolgeyi (6rnegin dil kokii mukozasi, vallekula,

piriform siniis medial duvari) tutmustur, kord hareketleri normaldir

T3: Tiimor larenks icinde sinirli olmakla birlikte vokal kord fiksasyonu vardir ve/veya
postkrikoid alan, preepiglottik dokular, paraglottik bosluga invazedir ve/veya

mindr tiroid kikirdak invazyonu (i¢ korteks) vardir

T4a: Timdr tiroid kikirdagi invaze etmistir ve/veya larenks dis1 dokulara yayilmigtir

T4b: Tumor prevertebral boslugu, karotid arteri veya mediastinal yapilari invaze
etmistir

Glottis

T1: Tiimor vokal kordlarla sinirlidir ve kord hareketleri normaldir

(anterior veya posterior komissiir invazyonu olabilir)

Tla: Timor tek bir vokal korddadir

T1b: Her iki vokal kordda timor mevcuttur

T2: Tumdr supraglottis ve/veya subglottise uzanmaktadir ve/veya kord hareketleri
kisitlanmistir

T3: Tiimor larenks i¢inde sinirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir ve/veya
paraglottik bosluga invazyonu vardir ve/veya mindr tiroid kikirdak invazyonu vardir
T4a: Tiimdr tiroid kikirdagi invaze etmistir ve/veya larenks dis1 dokulara tagmigtir
T4b: Timor prevertebral boslugu invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya
mediastinal yapilar invaze etmistir

Subglottis

T1: Tiimor subglottise sinirlidir

T2: Timor vokal kordlara uzanmakla birlikte kord hareketleri normal

T3: Tiimor larenks iginde sinirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir

T4a: Tiimor krikoid veya tiroid kikirdagi invaze etmistir ve/veya larenks dis1 dokulara
tasmistir

T4b: Timor prevertebral boslugu invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya
mediastinal yapilari invaze etmistir
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Tablo 2-4 devami: TNM evreleme sistemi

Bolgesel Lenf Nodlar1 (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememektedir

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yoktur

N1: En biiyiik ¢ap1 <3 cm olan tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir

N2: En biiylik ¢cap1 3—6 cm arasinda tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir
veya

hi(,}:birinin cap1 6 cm’yi gegcmeyen multipl ipsilateral lenf nodlarinda metastaz vardir
veya

Hiz birinin ¢apt1 6 cm’yi ge¢meyen bilateral veya kontralateral lenf nodlarinda
metastaz vardir

N2a: En biiyiik ¢ap1 3—6 cm arasinda tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir
N2b: Cap1 <6 cm olan multipl ipsilateral lenf nodlarinda metastaz vardir

N2c: Cap1 <6 cm olan bilateral veya kontralateral lenf nodlarinda metastaz vardir

N3: Bir lenf nodunda >6 cm olan metastaz vardir

Uzak Metastaz (M)

Mx: Uzak metastazlar degerlendirilememektedir
MO: Uzak metastaz yoktur

M1: Uzak metastaz vardir

Evre 0 Tis NO MO

Evre 1l T1 NO MO

Evre 2 T2 NO MO

Evre 3 T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO

Evre 4a T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO

Evre 4b T4b Herhangi N MO
Herhangi T N3 MO

Evre 4c Herhangi T Herhangi N M1




18

Bazi arastirmacilara gére AJCC tarafindan diizenlenen TNM sistemi kanserin
klinik ve biyolojik dzellikleri hari¢ sadece morfolojik dzelliklerini belirtmesi nedeniyle
yetersiz bulunmaktadir (73). Evreleme sirasinda klinik muayenenin yanisira hasta ile
ilgili faktorleri, radyolojik degerlendirmeyi ve intraoperatif degerlendirmeyi de icerecek
yeni bir siniflandirmaya ihtiyag oldugu belirtilmistir (74).

TNM evrelemesi yapabilmek i¢in indirekt ve direkt larengoskopik yontemler ile
radyolojik goriintileme yOntemleri uygulanmaktadir (62). Ozellikle teknolojinin
gelismesiyle ortaya ¢ikan yeni teknikler sayesinde tedavi Oncesi larenks kanseri
evrelemesi kolaylikla yapilarak en dogru tedavi seceneklerinin belirlenmesi miimkiin
olmaktadir (6, 75). Ayrica hastanin hangi TNM evresinde oldugunun bilinmesi,
sagkalim siiresini tahmin etmede de kullanildigindan 6nem tasimaktadir (32). TNM
sistemiyle sagkalimi belirlemede T ve N diger parametrelere gore daha fazla baz
alinmaktadir. Nodal metastazi olan hastalarda 5 yillik sagkalim oran1 % 29-54 arasinda
iken, bolgesel metastazi olmayan hastalarda ise % 64-94,5 arasindadir (76). Ayrica evre
yikselmesi ile sagkalim siiresi ters orantili seyretmektedir (10). Yapilan bazi
calismalarda T1 evredeki hastalarin T4 evredeki hastalara gore belirgin olarak daha
uzun yasam siiresine sahip olduklari bildirilmistir (72). Tiimoriin yerlesim yerine bagl
olarak 5 yillik sagkalim oranlari glottik yerlesimde T1:%90, T2:%85, T3:%60, T4:
<%35; supraglottik yerlesimde T1:%85, T2:%75, T3:%45, T4: <%S5; subglottik
yerlesimde %40 ve transglottik yerlesimde ise %50 olarak belirtilmektedir (3). Glottik
kanserler lenfatiklerden fakir oldugu icin supraglottik ve subglottik kanserlerden daha
az siklikla metastaz yaptiklar1 bilinmektedir (55, 63). Ayrica timér c¢apinin >2cm
oldugu durumlarda metastaz riski %40 olarak bilinmektedir (77).

2.5.7. Larenks Kanserlerinde Tedavide Genel Prensipler

Prognostik faktor olarak larengeal karsinomalarda tiimor bolgesi, histolojik
derece, evre ve lenf nodu durumu dikkate alinmaktadir. Lenf nodu tutulumu larenks
kanserinde en 6nemli prognostik faktorlerden biridir (78).

TNM evrelemesi ve histolojik derecelendirme yapildiktan sonra uygun tedaviyi
planlama asamas1 gelmektedir. Bu planlama yeterince dogru yapilirsa larenks
kanserlerinin bas-boyun kanserleri arasinda tedaviye iyi yanit veren (total kiir sansi

ortalama %67) kanserlerden oldugu bilinmektedir (10).
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Bunun yami sira bazi durumlarda, yerlesimi ayni olan tiimdrlere sahip ayni
yastaki hastalara benzer tedavi girisimi yapilsa da sonuglar farkli olabilmektedir, bu
yiizden TNM evrelemesi ve histolojik derecelendirmenin en dogru tedaviye karar
vermede her zaman yeterli olmadig1 diisiiniilmektedir. Bu sebeple farkli prognostik
marker (isaret¢i) calismalar1 ile kanser Onleyici tedavilerin gelistirilmesi, timoriin
biyolojisinin incelenmesi ve larenks kanserindeki metastazlarin 6nceden tahmin
edilmesi gibi calismalar 6nem kazanmaktadir. Bu calismalar arasinda molekiiler
marker’lar 6nemli yer tutmaktadir (1, 10, 79). Her tedavi yonteminin avantaj ve
dezavantajlart mevcuttur, bu yilizden tedaviye karar verilirken, hastanin tedavi
stirecinden sonra hayatini zorlastirmayacagi diisiiniilen tekniklere Oncelik verilerek
hastanin yasam kalitesinin korunmasi amaglanmaktadir (80).

Larenks kanserlerinin tedavisinde en sik kullanilan tedavi yontemleri cerrahi
tedavi, radyoterapi ve kemoterapi tedavisidir.

Kemoterapi tedavisi genellikle ileri evredeki, metastaz yapmis ve diger
tedavilere olumsuz yanit vermis larenks kanseri durumlarinda cerrahi ya da radyoterapi
tedavilerine eslik edecek sekilde kullanilmaktadir. Ozellikle uzak metastaz varhiginda
onemli bir secenek olmaktadir (81).

Cerrahi tedavi yontemlerini baslica 2 ana gruba ayirmak miimkiindiir. Bunlar;
Parsiyel Larenjektomi kendi i¢inde konservatif tedavi (Larenksin ii¢ ana fonksiyonu
olan konusma, solunum ve yutmaya yardimci fonksiyonun da korundugu tedavilerdir)
(82) ve nonkonservatif tedavi (Larenksin konusma ve yutmaya yardimci
fonksiyonlarinin korunmasma karsin agiz solunumunun korunamamasi nedeniyle
hastada kalic1 trakeostomi birakilan tedavidir) olarak ikiye ayrilmaktadir (16, 22, 80).
Total Larenjektomi solunum ve sindirim yollarinin tam olarak ayrilmasini
kapsamaktadir (Sekil 2-5) (16). Larenksin tiimiiniin, hiyoid kemigin ve ist trakeal
halkalarin da ¢ikarildigi bir teknik olan total larenjektomi kalici trakeostomiyi de
icermektedir. Genellikle ileri evre larenks kanserlerinde tercih edilmektedir (83).
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Sekil 2-5: Total larenjektomi sonrasi 6zofagiyal valf yardimiyla konusma saglanmasi

(84)’ ten degistirilerek alinmustir.

Larenks kanserine erken evrede tani konmugsa radyoterapi veya parsiyel
larenjektomi gibi tedavi teknikleri kullanilarak ayni zamanda da hastanin larenks
fonksiyonlar1 (ses kalitesinin saglanmasi, normal yutma fonksiyonunun korunmasi vb.)
yani hayat kalitesi goz ardi edilmeden tedavi saglanmaktadir. Bu sebeple erken evreli
timorlerde tedavi yonteminin belirlenmesinde tiimoriin durumu kadar hastanin
tercihleri de O6nem kazanmaktadir. Ancak kanser ileri evredeyse Oncelik hastanin
sagkalim siiresini uzatmak oldugundan larenks fonksiyonlar1 goz ardi edilerek total
larenjektomi gibi radikal yontemlerle tedavi saglanmaktadir (12, 29, 42).

Erken evrelerdeki (evre 1 ve 2) skuamdz hiicreli larenks kanserlerinde cerrahi
velveya radyoterapi ile %60-80 oranda kiir saglanirken, ileri evrelerdeki (evre 3 ve 4)
larenks kanserlerinde bu oran %30 olmaktadir. Ayrica ileri evre larenks kanserlerinde
yapilan cerrahi veya radyoterapi tedavisinin ardindan meydana gelen metastaz oranlari
daha yiiksektir (85). ileri evre larenks kanserlerinde kanserin tekrarlama oranlarini
diistirebilmek icin uygulanan teknikler arasinda cerrahi tedaviyi takip eden radyoterapi
tedavisi bulunmaktadir. Cerrahi tedavi sonras1 uygulanan radyoterapi tedavisinin hem
etkili kiir saglamada etkin oldugu hem de kanserin tekrarlama oranlarini distrdigi
tespit edildiginden standart teknik olarak kullanilir hale gelmistir (86). Ameliyat sonrasi
biyopsi bulgularinin iyi olmas1 durumunda bile rutin yapilan larengoskopik kontrollerin,
belli donemlerde tekrar1 ve hastanin sigara basta olmak tizere kanserojen maddelerden

uzak durmasi 6nerilmektedir (87).
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2.6. Kok Hiicreler

2.6.1. Kok Hiicrelerin Tarihcesi

‘Kok hiicre’ teriminin terminolojiye kazandirilmasi ilk olarak kemik iligindeki bir
grup hiicrenin kan hiicrelerini olusturmasinin kesfiyle gerceklesmistir. Kemik iliginin
bu 6zelligi sayesinde kan kanseri gibi bir ¢ok hastalikta saglikli bireyden hasta bireye
kemik iligi nakilleri ile tedavi imkan1 saglanmistir. Daha sonraki donemlerde periferik
kandaki kok hiicrelerin de ayn1 amaca yonelik is gorebildigi anlasilmis ve periferik kok
hiicre nakli seklinde tedavide kullanilmigtir (88).

1980’ 1i yillarda kordon kaninda kok hiicrelerin bol oldugu diisiincesi giindeme
gelirken, kordon kani ilk olarak 1992 yilinda Dr. David Harris tarafindan kendi
¢ocugundan elde edilip dondurulmustur. 1994 yilinda Amerika Birlesik Devletleri' nde
Diinya’ daki ilk kordon kan1 bankas1 kurulmustur (89).

1998 yilinda ilk defa James Thomson tarafindan IVF (in vitro fertilizasyon)
tedavisi goren hastalardan toplanan spermlerle yumurtalarin yapay dollenmesi sonucu
elde edilen embriyolardan “insan embriyonik kok  hiicreleri” ayristirilmistir.
Proliferasyon ve farklilasma yetisi bakimindan daha 6nceden kesfedilmis olan kemik
iligi kok hiicrelerine kiyasla kapasitelerinin daha iyi oldugu yapilan ¢alismalarla
anlasilmistir (88).

Daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalarda, herhangi bir dokudan izole edilen kok
hiicrelerin, gerekli ortam saglanip uygun uyaranlarla muamele edildiginde farkli doku

hiicrelerine doniisebildikleri (plastisite 6zelligi) gosterilmistir (90).

2.6.2. Kok Hiicrelerin Biyolojisi

Sinirsiz gogalabilme, kendini yenileyebilme (self-renewal) 6zelliklerinin yaninda
tek bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farklilagabilme yetenegi (multi-lineage
differentiation) olmak iizere kendilerine 6zgli 3 Onemli Ozellige sahip olan kok
hiicrelerin her organda bulundugu diistiniilmektedir (7).

Kok hiicreler diger viicut hiicreleri gibi rutin gorevlerde rol almayip daha ¢ok ait
olduklar1 doku veya organda meydana gelen hasar1 onararak doku veya organin
yenilenmesini saglamak (homeostasis) ve toksinlerin eleminasyonu gibi gorevleri
tistlenmiglerdir (91).

Kemik iligindeki kok hiicreler hizli boliinme kapasitesine sahipken derideki kok

hiicreler yavas boliinmektedir. Bunlara kiyasla beyinde herhangi bir hasar olugma azlig1
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nedeniyle buradaki kok hiicreler genellikle ¢ok yavas boliinmektedir. Buradan kok
hiicrelerin bulunduklar1 dokuya goére boliinme hizlarmin degisken oldugu sonucunu
¢ikarmak miimkiindiir (92).
Terapotik uygulamalar i¢in kok hiicrelerin tanimlanmasi veya karakterizasyonu
gibi islemlerin bazi nedenlerden dolay1 zor oldugu bilinmektedir;
e Normal kok hiicrelerinin mutlak sayis1 bireyden bireye 6nemli olgiide farklilik
gostermektedir.
e Normal kok hiicreler ile farklilasmis hiicreler arasindaki ya da kanser kok hiicre
ile tiimor dokusunda bulunan diger kanser hiicreleri arasindaki oran degiskendir.
e Kanser kok hiicrelerinin histolojik kokeni bu konuda ortaya atilan hipotezler

olmasina ragmen belirsizdir (91).

Farklilasma kapasitesi goz Oniine alindiginda kok hiicreleri totipotent kok
hiicreler, pluripotent kok hiicreler ve multipotent kok hiicreler seklinde 3 siifa ayirmak

miimkiindiir (92, 93).

2.6.2.1. Totipotent Kok Hiicreler

Totipotent kok hiicreler kendi basina bir organizmayr olusturabilecek
potansiyele sahip hiicrelerdir (93). Embriyonik kok hiicreler totipotent &zellikleri
sayesinde bir canlinin bastan sona gelisimini saglayabilecek kapasiteye sahiptirler (94).
Embriyonun iginde yer alan embriyonik bilesenler blastosistin i¢ hiicre kiitlesi anlamina
gelip embriyonun, fetiislin ve yetiskin organizmanin tiim organlarinin olusturulmasini
saglamaktadir (95).
Embriyo, farklilagip 6zellesmis 200’ e yakin hiicre ¢esidini igeren kompleks bir canliy1
olusturabilecek genetik bilgiye ve kapasiteye sahiptir (Sekil 2-6). Ancak bu embriyo
déllenmeden sonraki 5.giin olan blastula evresine kadar totipotent olup, sonrasinda bu

ozelligi degismektedir.
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Déllenmis yumurta .

g

Blastosist
S.giin

Sekil 2-6: Blastosist icinde bulunan kok hiicreler

(96)’ dan degistirilerek alinmustr.

I¢c hiicre kiitlesi ayrica embriyonik k&k hiicre kaynagidir ve 3 embriyonik germ
tabakasinin kokenidir;

o ektoderm (epidermal doku ve sinir sistemi)

e endoderm (sindirim sistemi, akcigerler)

e mezoderm (kas, kemik, kan, irogenital sistem) (97, 98).

2.6.2.2. Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicreler, tek baslarina tiim organizmay1 olusturacak kapasiteye
sahip olmamalarina ragmen bilinen yaklasik 200 hiicre c¢esidine farklilasabilme
kapasitesine sahip olan hiicrelerdir. Ddllenme sonrasi 5. gilinden itibaren olusan
hiicrelerin yaptig1 kiiresel sekil olan blastosist icerisinde yer alan hiicreler pluripotent
ozelliktedirler (93, 99).
Embriyonik gelismenin ilerleyen agamalarinda i¢ hiicre kiitlesinin embriyonik kok
hiicreleri sadece viicuttaki tiim hiicre tiplerine doniisebildiginden totipotent 6zelliklerini
kaybederek pluripotent Ozellik tasimaktadir (Sekil 2-7). Bu pluripotent 6zellik ise

somatik kok hiicrelerin olusmasiyla dokuya 6zgii multipotent 6zellige doniismektedir.
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Yani gelismenin devamui ile birlikte kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerinde bir
azalma oldugunu soylemek miimkiindiir (92).
Totipotent

@ Embriyo (8 hiicre)

@

Blastosist

Kan hiicreleri
Sinir hiicreleri

Kalp kasi hiicreleri

Sekil 2-7: Totipotent ve pluripotent hiicreler

(100)’ den degistirilerek alinmustir.

2.6.2.3. Multipotent Kok Hiicreler

Bulundugu doku ve organdaki hiicre tiplerine farklilasma kapasitesine sahip
olmasina karsin diger hiicre tiplerine farklilagsamayan hiicrelere ise multipotent kok
hiicre denilmektedir (Sekil 2-8). Embriyonik gelismenin ilerleyen safhalarinda
hiicrelerin bir kismi pluripotent o6zelliklerini korurken bir kismi ise multipotent
hiicrelere doniismektedir. Eriskin kok hiicreler multipotent 6zellik tasimaktadir. Kemik
iliginde bulunan hematopoetik kok hiicreleri erigkin kok hiicredir ve kan hiicrelerinde
(trombosit, 16kosit, eritrosit) hasar oldugunda bunlara farklilasabilmektedir. Multipotent
hiicreler dogum sonrasi diisiiniildiigiinde kordon kaninda, kemik iligi ve yag dokusunda

bulunmaktadir (93, 101).
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W Pluripotent Kok Hiicreler
gl

Multipotent Kok Hiicreler

EKTODERM MEZODERM ENDODERM

Deri  Beyin Memebezleri Kas Kemik Yag Klardak Kemikiligi, Mide Karaciger Akciger
doku Kan hiicreleri
ve damarlar

Sekil 2-8: Multipotent 6zellikteki kok hiicrelerin olusturdugu embriyonik tabakalar ve
bunlardan kéken alan yapilar

(102)’ den degistirilerek alinmustir.

Ayrica, multipotent kok hiicreler daha 6zel hale gelerek sadece tek bir hiicre hattina
farklilasabilen unipotent kok hiicreleri olusturmaktadir. Unipotent kok hiicrelerin
farkli dokular igin islevi hiicre rezervi olarak hareket etmektir. Unipotent kok
hiicrelerden koken alarak da oldukga farklilasmis ve kendini yenileme yeteneklerini

kaybetmis olan nullipotent hiicreler olusmaktadir (Sekil 2-9) (103).

Totipotent ~ Pluripotent  Multipotent  Unipotent Nullipotent

() o o 0
- -.G-. ® - 0/}-»0

Sekil 2-9: Farkh derecelerde farklilasma potansiyeline sahip kok hiicreler (Kok hiicre
plastisitesi)

(102)’ den degistirilerek alinmustir.
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Doku biitiinligli, diizenli olarak farklilasan ve Olen hiicrelerin siirekli
degistirilmesiyle saglanmaktadir. Bu yiizden ¢ogu yetiskin dokuda progenitdr (6ncii)
hiicre havuzlar1 vardir. Bunlar farklilagmamis hiicrelerin rezervini saglarken ayni
zamanda ¢ogalma ve farklilasma yoluyla 0Ozellesmis dokunun kokenini de
olusturmaktadir. Bu yetigskin progenitor hiicreler, yetiskin dokuya spesifik kok hiicre

veya somatik kok hiicreler olarak tanimlanmaktadir (102).

Ozetlenecek olursa kok hiicreler viicuttaki diger hiicrelerden farkli olarak su ana

ozellikleri tasimaktadir;

e Farklilasmamis ve 6zellesmemis hiicrelerdir.

e  Ozel bir dokunun spesifik hiicrelerine farklilagabilme yetenegine sahiptirler.
e Farklilagsmadan kalarak uzun siire cogalmay1 bagarabilmektedirler.

e Ozelliklerini kaybetmeden transplante edilebilirler.

e Telomeraz enzim aktivitesine sahiptirler.

e Asimetrik olarak bolunebilirler.

Bu 6zelliklerin birlesimi, genel olarak ‘stemness’ olarak adlandirilmaktadir. Kanser kok
hiicrelerin de ‘stemness’ ozelliklere sahip oldugu ve tim bu 6zelliklerin saghkli kok
hiicrelerle ayn1 yolaklar iizerinden diizenlendigi bildirilmistir (104).

Kok hiicreler, simetrik ve asimetrik olarak boliinebilmektedir (Sekil 2-10). Embriyonik
gelisim ya da dokusal onarim gibi bir durum nedeniyle kok hiicre havuzundaki hiicre
sayisinin arttirilmasi gerektiginde asimetrik boliinmeyle bir kok hiicrenin boliinmesi
sonucunda olusan hiicrelerden biri herhangi bir uyaran gelene dek sessiz kalirken digeri
ise progenitdr hiicreye doniismektedir. Progenitor hiicreler iizerinden gerekli olan

farklilasmalarla doku tamiri gibi islemler gergeklestirilmektedir (105).
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Simetrik boliinme  Asimetrik Boliinme Simetrik Boliinme

(" Eendini venileme A o H‘.. i
- ‘ > e
”- B -ﬁ
> o
o —r—
Ban ’f S—_
W L i
KoK hiicre - < -
Farkhlasms
havuzu

hiicre havuzu

Sekil 2-10: Simetrik ve asimetrik boliinme

(102)’ den degistirilerek alinmustir.

Gerekli uyaran gelince sessiz donemden ayrilan kok hiicreler i¢ ve dis uyarict
sinyallerin etkisiyle kendini yenilemektedir veya progenitor hiicreye farklilasmaktadir.
Pozitif ve negatif yonde olan bu diizenleyici sinyal yolaklar1 arasinda bir denge vardir.
TGF-B yolag1 kok hiicre ¢ogalmasinda negatif diizenleyiciyken; Wnt, Notch ve Sonic
Hedgehog sinyal yolaklart ise kok hiicrelerin kendini yenilemesinde pozitif
diizenleyicilerdir (Sekil 2-11). Bu sinyal yolaklarinda olusabilecek olan herhangi bir

degisimin kansere onciiliik edebilecegi 6ngoriilmektedir (102).

Oct4 Klf4 Sox2
Notch wnt Hedgehog |TGF-P
Kok Hiicreler + + + +
Karsinogenez + + + +
Kok hiicrelerin kendini yenilemesinin korunmasi |+ + +
Kok hiicre farkhilasmasinin diizenlenmesi + +
Kok hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi + +
Progenitor hiicre farklilagmasinda rol oynama - - +
Kok hiicrelerin sessizliginin korunmasi
Progenitdr hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi |- + +

Sekil 2-11: Kok hiicreleri etkileyen sinyal yolaklar

(106)’ dan degistirilerek hazirlanmustir.
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2.6.3. Kok Hiicre Cesitleri
Elde edildikleri kaynak dokulara gore kok hiicreleler embriyonik kok hiicre, fetal

kok hiicre, eriskin kok hiicre ve kanser kok hiicre olmak lizere 4 ¢esittir.

2.6.3.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden alinan totipotent o6zellikteki embriyonik kok
hiicrelerin telomer boylar1 olduk¢a uzundur. Embriyonik kok hiicreler ¢ok hizli ¢ogalma
ve ¢ok fazla hiicre tipine farklilasma kapasitelerine sahiptir (107-109). Insan embriyonik
kok hiicreleri koloniler olusturarak c¢ogalabilmektedir. Ayrica farklilagsmamis kok
hiicrelere ait olan isaretgiler (Oct-4, Sox-2, KIf-4 ve Nanog) gibi transkripsiyon
faktorleri ile alkalin fosfataz gibi yiizey proteinlerini eksprese etmektedirler (102).
Kiiltiir ortamina bazi biiyiime faktorleri verilerek embriyonik kok hiicrelerin istenilen
yonde farklilasmasini saglamak icin ¢aligmalar yapilabilmektedir ancak tedaviye
yonelik embriyonik kok hiicrelerle arastirma yapilmasia dair etik agidan sorunlar

vardir (110).

2.6.3.2. Fetal Kok Hiicreler

Pluripotent 6zellikte olan fetal kok hiicreler fetiislerden elde edilmektedir. Tek
baslarima tiim organizmay1 olusturacak kapasiteye sahip olmamalarina ragmen
pluripotent 6zellikleri sayesinde bilinen tiim hiicre ¢esitlerine farklilagabildiklerinden
bilimsel c¢alismalarda embriyonik kok hiicrelerin alternatifi  olabilmektedirler.
Embriyonik kok hiicrelere kiyasla daha yavas cogalma kapasitesine sahip olan fetal kok
hiicreler, habitiiel abortus (diisiik) sonucu veya bazi hastaliklara bagli olarak gebelige

son verilmesiyle elde edilen fetiislerden izole edilebilmektedir (98, 111).

2.6.3.3. Eriskin Kok Hiicreler

Erigkin kok hiicreler embriyonik kok hiicrelere kiyasla daha yavas ¢cogalma ve
daha az hiicre tipine farklilasma kapasitesine sahip hiicrelerdir (109). Eriskin kok
hiicreler kendilerini yenileyebilir ve bulunduklar1 dokularda herhangi bir hasar meydana
geldiginde tahrip olan veya 6len hiicrelerin yerine yenilerini yapmak icin farklisabilirler.
En ¢ok bulunduklar1 yer kemik iligi olup goz, karaciger, deri, kas ve sinir gibi dokularda
da bulunabilirler. Hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler de erigkin tip
kok hiicrelerdendir (112, 113).
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2.6.3.4. Kanser Kok Hiicreler

Karsinogenez ile ilgili ortaya atilan kanser kok hiicre teorisi dis ya da ig
ctkenlerin kok hiicrelerde kalitimsal ve/veya kazanimsal olarak genetik hasara yol
acmast sonucu embriyonik gelisim sirasinda bu hiicrelerin yanlis yerlesmis olabilecegi
ve bu hasar almig kok hiicrelerin kendi kok hiicre 6zelliklerini koruyarak canlinin
yasaminin ilerleyen zamanlarinda timor gelisimi ile metastazindan sorumlu olduklar1 ve
ayrica tiimor hiicrelerini giiniimiizde kullanilan tedavi tekniklerine karsi direngli hale
getirme potansiyeline de sahip olduklar1 esasina dayanmaktadir (114-117).
Kok hiicrelerde meydana gelen genetik degisikliklerin kanser kok hiicre (KKH)
olusumuna yol agmasimin mikrogevrelerindeki siki kontrolden bu durumun kagmasiyla
miimkiin oldugu ileri siiriilmektedir (7). Onkogenik mutasyonlarin kok hiicreleri diger
hiicrelere kiyasla daha fazla hedefleyebilecegi diisliniilmektedir. Bu diisiince, uzun
Oomiirli-farklilagmamis kok hiicrelerin diger farklilasmis hiicrelere kiyasla genotoksik
strese daha fazla maruz kalmasindan ileri gelmektedir. (118).

Kanser kok hiicreler Tablo 2-4 te gosterildigi iizere normal kok hiicreler ile

benzer 6zelliklere sahiptir.

Tablo 2-5: Kanser kok hiicrelerin normal kok hiicreler ile benzer ozellikleri

(99, 119) kaynaklarindan yararlanilarak olusturulmustur.

Normal | Kanser
kok kok
hiicreler | hicreler

Kendini yenileme

Farkl1 hiicre tiplerine farklilasabilme

Oct4, Nanog, KIf4, Sox-2 gibi transkripsiyon faktorlerini igerme
Belli sinyal yolaklarindan etkilenme (Wnt, Notch ve TGF-f vb.)
Telomeraz enzim aktivitesi

ABC tasiyici proteinleri sayesinde kemoterapdtiklere direng

Aktif DNA onarim mekanizmasi

+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+
N o R A A A A

Apoptoza direng
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Bir diger teori Klonal evrim teorisidir. Buna gore karsinogenez, kendini yenileme
Ozelligini tekrar kazanan progenitér hiicrelerin herhangi bir sebeple KKH’ ne
donlisimiinden veya somatik hiicrelerde meydana gelen genetik anormalliklerin
birikiminden kaynaklanmaktadir (Sekil 2-12) (112, 120).

Kok Hiicre Progenitor Hiicre Farkhlasms Hiicre

Kok Hiicre @ Norma! =
- progenitor
/(IR \ "/ hiicre
| e
\ !
i \ ‘

Mutasyona uJam; progenitor

hiicre/kendini yenileme 6zelliginin Tekrar
7 aktive olm farkhlasms
Normal Kok Hiicre £ JSi5p ‘ hiicre
/, ..%1‘ ....' . <
" - ) A v -
\ ‘ Diizenli l*
Mutasyona ugrams kok "l;fi::n esillllcill;eka\'bl Kendini yenileme
hiicre/kendini yenileme : 7 dzelliginin aktive olmas1
dzelliginin aktive olmas1
NV,
Kanser Kok Hiicre

Sekil 2-12: Kanser kok hiicrelerin kokeni ile ilgili ortaya atilan goriisler

(121)’ den degistirilerek hazirlanmistir.

1977 yilinda bazi arastirmacilar yaptiklar1 biyoanalizlerde malign lezyonlarin
cokca bliylimesini, sinirsiz bdliinme gibi kok hiicre 6zelliklerini tasiyan kanser kok
hiicrelerin varligina baglamislardir (122). 1983 yilinda Mackillop ‘her tiimoriin
fonksiyonel olarak tam bir kok hiicre 6zelliginde olan kanser kok hiicre popiilasyonu
igerdigi’ seklindeki goriisiinii ortaya atmistir (123).

Kanser kok hiicrelerin tiimor kitlesindeki hiicrelerin yaklasik %0,3-2° sini
olusturdugu goriisii yaygindir (91). Kanser kok hiicre popiilasyonundaki az sayidaki

hiicrenin bile kanseri baglatarak kanser hiicrelerini ¢ogaltmada yeterli olabilecegi
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belirtilmistir (124). Kanser kok hiicreleri kendini yenileyebilme yetenekleri, yavas hiicre
boliinmesine sahip olmalari, bir¢ok farkli hiicreye farklilasabilmeleri, herhangi bir
tiimorii baglatabilme yetenekleri, kendilerine 6zgii detoksifikasyon enzim sistemleri
olmasi, molekiiler hiicre ylizey isaretcileri ve embriyonik sinyal yolaklarina sahip
olmalar1 sayesinde oldukga 6zel hiicrelerdir (118, 125). KKH varligi ilk olarak akut
lenfoblastik 16semide gosterilmistir (126). Daha sonra beyin (127), meme (128), kolon
(129), pankreas (130), prostat (131), akciger (132) ve bas-boyun (133) kanseri gibi
cesitli solid timorlerde de KKH varligi yapilan bazi ¢alismalarla gosterilmistir.

Larenks kanser kok hiicreleri ile alakali caligmalar Hep-2 hiicre hatt1 ile yapilan
calismalarla sinirhidir. 2008 yilinda Wei ve arkadaslar tarafindan Hep-2 hiicre hattinda
CD133’1in olas1 kanser kok hiicresi isaret¢isi olarak incelenmesine yonelik bir ¢alisma
yaymlanmistir. Arastirmacilar Hep-2 hiicre hattinda olduk¢a sinirli sayida bir hiicre
grubunun yiizeyinde CD133 tasidiklarint ve bu hiicre grubunun belirgin bir sekilde
timor formasyonu kapasitesine sahip olduklarmi in vivo olarak gosterdiklerini
bildirmislerdir (134). Wan ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir diger
calisma ise larenks kanseri hiicre hatlarinda ‘yan popiilasyon’ karakterizasyonu ile ilgili
olup arastirmacilar yine Hep-2 hiicre hattinda yiiksek kendini yenileme, proliferasyon,
radyoterapi direnci ve tiimorojeniteye sahip olan bir yan popiilasyonun (side population)
varhigimi gosterdiler (135). 2011 yilinda Wu ve arkadaslari Hep-2 hiicre hattinda
CD133-PE antikoru kullanarak FACS sistemi aracilifiyla ayristirma saglamistir. Bu
CD133+ ve — hiicrelerde kiire olusturma ve ilag duyarlilif1 gibi deneyler yapilmistir.
CD133+ hiicrelerde CD133- hiicrelere kiyasla daha fazla kiire olusumu ve ilaglara daha
fazla diren¢ g6zlenmistir (136). 2012 yilinda Wu ve arkadaglari tarafindan Hep-2 hiicre
hattindan CD133 ile ayristirillan hiicreler, NOD/SCID farelere enjekte edilerek bu
hiicrelerin tiimor olusturma kapasitesine sahip olduklart gosterilmistir (137). 2013
yilinda Wei ve arkadaslar1 tarafindan Hep-2 hiicre hattindaki CD133+ hiicrelerin
biyolojik karakterleri incelenmis ve sonug¢ olarak CD133+ hiicrelerin CD133- olan
hiicrelere kiyasla kemoterapotiklere daha fazla direncli olduklar1 ve radyoterapi sonrasi

biiyiime inhibisyonlarinin ise daha az oldugu gosterilmistir (138).
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Tiimordeki farklilasmig hiicreler tiimor kiitlesini olusturmaktadir fakat kendini
yenileme 6zellikleri olmadigindan ve sinirl ¢ogalma potansiyellerinden dolay1 yeni bir
tiimor olusturamazlar. Buna baglh olarak timoér dokusu i¢inde ayni zamanda timori
olusturabilme yetenegine sahip kanser kok hiicrelerin varligi birgok ¢alismada kabul

gormektedir (139).

2.6.4. Kanser Kok Hiicrelerinde Tedaviye Direnc

Gunimiizde kullanilan kanser tedavi tekniklerinde timoriin kigiiltiilmesi
hedeflenmektedir. Oysa tiimoriin devamliligini saglayan kanser kok hiicreler yok
edilmediginde kanserin tekrarlama riski devam etmektedir (115). Ayrica farkli tip
kanserlerde yapilan ¢aligmalarda kanser kok hiicrelerin giiniimiizde tedavide kullanilan

ilaglara direng gosterdikleri bildirilmektedir (116).

Kanser kok hiicrelerinin tedaviye direng¢ saglamasinda etkili oldugu diisiiniilen

mekanizmalar sdyle 6zetlenebilir;

e Kanser kok hiicreler, kendilerine zarar verebilecek tiim kimyasallarin segici
olarak hiicreden atilimini saglayan ilag dislama pompalarina sahiptir. Bu sayede
DNA biitiinliigiinii kolayca koruyabilmektedirler. ATP-baglayic1 kaset (ABC)
stiper ailesinin tiyeleri KKH’ de ila¢ dislama pompalari olarak is gormektedir
(140). Bu sayede KKH’ lerde toksik ajanlar hiicre disina kolayca
atilabildiginden tedaviye direngli hiicreler olduklari diistiniilmektedir (141).

e DNA hasarlarina ve mutasyonlara kars1 ¢ok gii¢lii olan tamir mekanizmalari
sayesinde KKH’ lerin , tedavide kullanilan radyasyon ve kemoterapétik ajanlara
kars1 direng gosterip olusan hasar1 hizla onarabildikleri bazi calismalarla
gosterilmistir (142).

e Kanser kok hiicrelerin bir kismi asimetrik bolinme sonrasi sessiz durumda
kalmaktadir. Tedaviye direnci bu sessiz durumdaki hiicrelerin olusturabilecegi
ongoriilmektedir (143).

e Kanser kok hiicrelerin 6zellesmis mikrogevrelerinin (nislerinin) de davranislarini
etkiledigi diistiniilmektedir. Serbest radikallerden korunabilmek igin oksijenden
fakir bir mikrogevreye yerlesmeleri beklenen KKH’ lerin tam tersine oksijenden
zengin kan damarlari yakinina yerlestikleri ¢alismalarla gosterilmistir (144).

Yapilan ¢alismalarla bas-boyun kanserlerindeki kanser kok hiicrelerin normal
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kok hiicrelere benzer sekilde artmis antioksidan koruma sistemine sahip
olduklar1 bulunmustur (145). Boylece hem oksijenden zengin bir mikrogevrede
yerlesip hem de nasil serbest radikallerden korunabildikleri agiga kavugmustur.

e Wnt sinyal yolagimin kanser kdok hiicrelerin hayatta kalmalariyla baglantili
oldugu gosterilmistir (146).

e Kanser kok hiicrelerin apoptoz mekanizmalarina karsi diren¢ sagladigi igin

tedaviye direng gosterdigi de diisiiniilmektedir (147).

2.6.5. Kanser Kok Hiicreleri izole Etmede Kullanilan Giiniimiiz Metodlar1 ve
Yiizey Isaretcileri

Kanser kok hiicrelerini belirlemek ve ayristirmak igin giinlimiizde kullanilan 4
ana metod vardir. Bunlar;
« Hoechst 33342 boyasi kullanilarak yan popiilasyon fenotipinin tespiti (148).
« Kiire (sphere) olusturarak kanser kok hiicrelerin zenginlestirilmesi (149).
« Aldehit dehidrogenaz (ALDH) aktivite analizinin yapilmasi (150).

« Kanser kok hiicrelerin yiizey isaret¢ileri kullanilarak ayristirilmasi (151).

2.6.5.1. Hoechst 33342 Boyasi Kullanilarak Yan Popiilasyon Fenotipinin Tespiti
Hoechst 33342 (Hoe) ile yan popiilasyon tayini kullanilan yontemlerden biridir
(152). Kok hiicre isaretgilerini yiiksek diizeyde eksprese eden yan popiilasyon hiicreleri
farklilagsma isaretgilerini ise diisiik diizeyde eksprese etmektedir (153). Bu nedenle
calisilan kok hiicrelere spesifik hiicre ylizey isaret¢isi bulunmadigr durumlarda yan
poplilasyon hiicrelerinin karakterizasyonu faydali bir ara¢ olabilmektedir. Yan
popiilasyon, kemik iligi (154), akciger (155), karaciger (156) gibi ¢esitli dokulardan

kok hiicreleri tanimlamak ve izole etmek i¢in kullanilmistir.

2.6.5.2. Kiire (Sphere) Olusturarak Kanser Kok Hiicrelerin Zenginlestirilmesi
Kiire olusturma deneyi (Sphere Formation Assay), kok hiicre ozelligindeki
hiicrelerin diisiik baglanma kapasiteli flaska FBS i¢cermeyen epidermal biiylime faktorii
(EGF), insiilin (IGF) ve fibroblast biiyime faktorii (FGF) iceren besiyeri ortaminda
kiiltiir edilerek ortak bir hiicreden koken alip hiicre kolonileri olusturmalar1 esasina
dayanmaktadir. Olusturulan bu kiireler (hiicre kolonileri), daha sonrasinda deneylerde

kullanilmak i¢in pasajlanarak cogaltilabilmektedir. Olusan koloniler toplanip akim
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sitometri yontemiyle incelenenerek bu hiicrelerin farklilasarak hangi tip hiicre serisini
olusturdugu anlagilabilmektedir (157). Beyin ve kolon gibi kanser hiicrelerinden
ayristirtlan CD133+ hiicrelerin  kiireler meydana getirerek biliylimeyi basardiklari
gozlenmistir. Buna kiyasla CD133- hiicrelerin ise bunu basaramadigi gdosterilmistir

(127).

2.6.5.3. Aldehit dehidrogenaz (ALDH) Aktivite Analizinin Yapilmasi

Aldehit dehidrogenaz (ALDH) enzim ailesi hiicre i¢i aldehitlerin
oksidasyonundan sorumlu olan ve erken kok hiicre farklilagsmasinda retinol’ iin retinoik
asit” e oksidasyonuna katki saglayan enzimlerdir. Ayrica gelisim sirasinda kok
hiicrelerin kendini korumasinda rol oynayarak hiicresel farklilasmayla baglantili
bulunmustur (158). Artmus ila¢ dislama kapasitelerine ek olarak kanser kok hiicreler
Aldehit dehidrogenaz (ALDH) gibi aract molekiiller eksprese ederek bazi
kemoterapotik ajanlart inaktif hale getirebilmektedir. Bu sayede ALDH’ 1n, meme ve
kolon kanseri gibi ¢esitli dokulara ait hiicre hatlarinda kemoterapéotik ajanlara direng
sagladigr gozlenmistir. Ayrica direngli kolorektal kanser kok hiicrelerinde ALDH’ 1n
ekspresyonunun susturulmasi sonucu bu direncin azaldigi gozlenmistir (159). Artmis
ALDH ekspresyonu bas-boyun skuamdoz hiicreli karsinom dahil olmak {izere ¢ok sayida

kanserde kotii prognozla baglantili bulunmustur (139).

2.6.5.4. Kanser Kok Hiicrelerin Yiizey Isaretcileri Kullamlarak Ayristirilmasi
Kansere kars1 daha yeni ve daha etkili tedavi imkanlar1 saglamak i¢in kanser kok
hiicrelerini molekiiler diizeyde ayristirmak ve karakterize etmek son derece onem arz
etmektedir. Kanser kok hiicrelerini ayristirmada CD44, CD24, CD29, CD90, CD133,
integrin-alfa-2 beta-1, epitelyal spesifik antijen ve aldehit dehidrogenaz-1 (ALDH1)
gibi yiizey isaret¢i proteinleri kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda siklikla kullanilanlar

CD133 ve CD44’ tiir (128, 139, 160).

e (D133 yiizey isaretci proteini
CD133, 117 kDa molekiiler agirliginda ve hiicre ¢ikintilaria lokalize olan bir
transmembran glikoproteindir. CD133” iin gorevsel ozellikleri tam olarak karakterize
edilememis olmasma ragmen bu molekiiliin kolesterol ile etkilestigi ve plazma

membran organizasyonuna katildigina dair diisiinceler vardir (161).
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CD133 geni 4pl5 kromozomal yerlesime sahiptir ve sinonim isimleri PROM1
(Prominin 1), AC133, CORDI12 ve RP41’ dir (162). CD133 (Prominin 1) geni 4349
bazdan ve 27 ekzondan olusan bir gen olup 856 aminoasit igermektedir (163).

CD133 proteini ilk olarak fare noroepitelyal kok hiicrelerinde tanimlanmistir
(164). CD133+ hiicreler agisindan zenginlestirilmis hiicre popiilasyonlarinin artmis
kendini yenileme kapasitesine ve birden fazla hiicre serisine farklilagabilme yetenegine
sahip olduklar1 gosterilmistir (151). Ayrica CD133” iin hem normal kok hiicreler i¢in
hem de kanser kok hiicre i¢in hiicre ylizey isaretgisi oldugu bilinmektedir. Larenks
kanserinde kanser kok hiicrelerinin karakterizasyonu Hep-2 hiicreleri ile yapilan
fonksiyonel calismalarla sinirlt olmasina ragmen, CD133 larenks kanserindeki kanser
kok hiicreleri igin de olasi isaret¢i olarak oOnerilmistir (134, 165). CD133+ Hep-2
hiicrelerinin in vivo ve in vitro ortamda kemoterapiye artmis direng gostermelerine ek

olarak yiiksek klonojenik potansiyel gosterdikleri de tespit edilmistir (165, 166).

e (D44 yiizey isaretci proteini

CD44, 11pl13 kromozomal yerlesime sahip bir gendir ve sinonim isimleri
CD44R, chondroitin sulfate proteoglycan 8, CSPG8, HCELL, hematopoetic cell E- and
L- selection ligand, IN, MC56 ve Pgpl’ dir (167). CD44 geni 3046 bazdan ve 18
ekzondan olusan bir gen olup 742 aminoasit igermektedir (168).

Meme, kolorektal, bas ve boyun kanseri dahil olmak iizere ¢ok sayida kanserde
kanser kok hiicre antijeni olarak tanimlanan CD44 biiyik ve glikozillenmis bir
transmembran proteindir. Islevleri ile ilgili olarak hiicre yapismasi, sinyalizasyon, go¢
ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunma gibi durumlarda rol oynadig: bilinmektedir
(169). Larenks kanserinin radyoterapi ile tedavisinden sonra artmig CD44

ekspresyonunun niiks ile iliskili oldugu belirtilmistir (170).

e (D34 yiizey isaretci proteini
CD34, 115 kDa molekiiller agirhgmda bir transmembran proteini olup
hematopoetik kok hiicreler ve ¢esitli organlarda eksprese edilmektedir (171). CD34
geni, 1g32 kromozomal yerlesime sahiptir (172). CD34 geni 2874 bazdan ve 8

ekzondan olusan bir gen olup 328 aminoasit igermektedir (173).
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Kok hiicrelerin genel olarak CD34 yiizey proteini tasimadiklar1 da belirlenmistir.
Hiicrelerin bu 6zelliklerinden faydalanarak negatif ayirma teknigi ile CD34 tagimayan

hiicrelerin digerlerinden ayrilmasi saglanabilmektedir (174).

e Yiizey Isaretcileri Aracihigiyla Kanser Kok Hiicrelerin Ayristirilmasinda

Immiinomanyetik Yontem Kullanilmasi

Son yillarda tiimor igindeki hiicre popiilasyonlarmni ve buna direkt kiyaslama
olanagi saglamasi i¢in timor hiicre popiilasyonuna denk gelen normal hiicre
popiilasyonlarin1 ayristirmak i¢in manyetik nanopargacik ayristirma teknikleri siklikla
kullanilmaktadir. immiinomanyetik ayristirma teknikleri, hiicrelere antikor veya lektin
gibi ara molekiiller aracilifiyla manyetik nanoparcaciklarin baglanmasi esasina
dayanmaktadir. Nanopargaciklarla isaretli hiicreler daha sonrasinda manyetik ortama
yerlestirildiginde isaretlenmemis hiicrelerden kolayca ayrilabilmektedir. Bu manyetik
nanoparcaciklar hiicre ayristirmasi i¢in olusturulabildigi gibi baz1 molekiillerin (6rnegin
niikleik asitlerin) piirifikasyonu igin de dizayn edilebilmektedir (175).

Ayristirilmasi istenilen hiicre tipine spesifik bir antikor yoksa bu durumda
negatif ayrisirma adi verilen teknik kullanilabilmektedir. Bu teknikte sadece
ayristirtlmasi istenen hiicre grubu isaretlenmediginden manyetik alanda diger isaretli
hiicrelerden kolayca ayristirilmalart saglanmaktadir (176). Diger ayristirma teknigi olan
pozitif ayristirmada ise ayristirilmas: istenen hiicre grubu spesifik antikorlara bagh
nanoparcaciklar ile isaretlenerek, immunomanyetik isaretleme yapilmamig

(ayristirilmasi istenmeyen) hiicre grubundan ayrigtirilmaktadir (176).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Orneklerin Eldesi

Larenks skuamoz hiicreli karsinom teshisi konulmus ve goniillii olarak
calismaya katilmay1 kabul ederek onam formu imzalayan 30 hasta c¢alismaya dahil
edildi ve Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii tarafindan onaylanan
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurul Raporu alinarak ¢aligmalar yapildi. Tanis1 konulan
bireylerden total ya da parsiyel larenjektomi sonrasinda alinan skuaméz hiicreli larenks
kanseri timdr doku ornekleri Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak
Burun Bogaz Anabilim Dali’ndan temin edildi. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda dokularin patolojik incelemesi yapilarak skuamoz
hiicreli karsinom olduklar1 dogrulandi. Ameliyat sonrasi Fetal Bovin Serumu (FBS)
eklenmemis ve %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin (PSA) igeren RPMI 1640 besi
yeri icerisinde alinan tiimdr dokularindan kanser kok hiicre ayristirmasi ve primer kiiltiir

islemleri gerceklestirildi.

3.1.2. Hep-2 Hiicrelerin Temini

Hep-2 hiicre hatti CD133 ve CD44 yiizey isaret¢i proteinlerinin araciliiyla
hiicre ayristirilmas: deneylerinde kullanilmak iizere Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 Sap Enstitilisii’nden temin edildi. Epitelyal kokenli olan Hep-2 hiicrelerinin

invert mikroskopta elde edilmis goriintiisii Sekil 3-1" de gosterilmektedir.



Sekil 3-1: Hep-2 hiicrelerinin invert mikroskopta elde edilmis goriintiisii (x4ve x10)
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3.1.3. Gerec ve Cihazlar
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3.1.3.1. Cahsmada Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri

Yapilan arastirmada Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’ nin

sahip oldugu olanaklardan faydalanildi (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Projede kullamilan geregler ve kullamim amaglari

Adi/Modeli

Projede Kullanim Amaci

Is1 dongii cihazi / Thermal Cycler —

Techne

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Gergek-Zamanli PZR / Light Cycler —
Roche

Gen ekspresyonlarinin ve kok

hiicre ayristirma isleminin dogrulanmasi

Elektroforez aletleri, gii¢ kaynaklari /
Thermo

RNA Kkalitesinin tespiti

Laminar giivenlik kabini / Heal Force

PZR i¢in gerekli amplifikasyon

reaksiyonlarinin kurulmasi

Derin dondurucu -20 / Vestel

Analizlerde kullanilacak reaktif, soliisyon,

kit ve orneklerin saklanmasi

Derin dondurucu -80 / WiseCryo

Analizlerde kullanilacak RNA orneklerinin

saklanmasi

Kit saklama dolabi +4 / Vestel

Analizlerde kullanilacak reaktif ve

sollisyonlarin saklanmasi

Spektrofotometre / NanoDrop —

Thermo Sci.

Ayrigtirilan RNA 6rneklerinin derisimlerinin

belirlenmesi

Sogutmali Mikrosantrifiij / Hettich
Rotina 420R

RNA izolasyonu

Akim Sitometre

Kok hiicre ayristirma iglemlerinin

konfirmasyonu
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Otoklav Kullanilacak malzeme ve soliisyonlarin

sterilizasyonu

Jel dokiimantasyon sistemi / Vilber PZR iiriinlerini goriintiileme, kaydetme
Lourmat

Magnet Antikor ile ayristirma yapma
LightCycler plate Gergek zamanli PZR galismalari igin
T25, T75 ve diisiik baglanma Hiicre kiiltiirii caligmalari igin

kapasiteli flask (BD, USA)

Polystyrene Tiip (5ml, 12x75 mm, Kok hiicre ayristirma galigmalart igin
BD, USA)

40 ve70 pm porlu filtre (Cell Strainer, | Homojen tek hiicre soliisyonu elde edilmesi
BD Falcon, Durham, NC, ABD) icin

0.22 pum porlu filtre (Minisart syringe | Kollajenazin sterilizasyon islemlerinde
filter, Sartorius Stedim Biotech, kullanilmak i¢in

Almanya)

Parafilm, Soguk Blok, Ceker Ocak, Serolojik pipet, Vortex (Wisd), Molekiiler

Genetik uygulamalari i¢in gerekli diger sarf malzemeler

3.1.3.2. Soliisyonlar
e (D133 Antibody (CD133/1 (AC133)- PE Human, (Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Almanya)
e CD44 Antibody (Anti-Human/Mouse CD44 PE, Clone:IM7, eBioscience, San
Diego, Kaliforniya)
e CD34 Antibody (Anti-Human CD34 Class Il PE (Gen-Probe Diaclone SAS.,
Fransa)
o Liyofilize kollajenaz (GIBCO Lyophilized Collagenase, 255,000 units/mg, ABD)
e Kok Hiicre Ayristirma Kiti (EasySep Positive Selection Human PE Selection Kit,
StemCell Technologies, Vancouver, BC, Kanada)
» Anti- Human CD32 (Fc gamma RII) Blocker (1ml)
» PE (Phycoerythrine) Selection Cocktail (1ml)
» Magnetic Nanoparticles (1ml)



41

e Hiicre kiiltiirii i¢in gerekli soliisyonlar

>
>

RPMI 1640 besi yeri (Lonza, Verviers, Belgika)

Tripsin (0.05 % Trypsin/0.53 mM EDTA, Wisent Inc., Saint-Jean-
Baptiste, Kanada)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste,
Kanada)

Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin (PSA) (Multicell, Wisent Inc., Saint-
Jean-Baptiste, Kanada)

L-Glutamine (L-Glu) (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste,
Kanada)

Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-
Baptiste, Kanada)

e RNA Izolasyon Kiti (mirVana miRNA Isolation Kit, Ambion, ABD)

>
>
>
>

Acid Phenol: ChCls, 5:1 Solution)
Lysis/Binding Buffer (100ml)

miRNA Homogenate Additive (10 ml)
Elution Buffer

e cDNA Sentez Kiti ( Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Basel Stadt,

Isvigre)

>
>
>
>

>

Es Zamanl PZR (LightCycler 480 SYBR Green I Master, Mannheim, Almanya)
Trizolle RNA Izolasyonu

TRIzol (Ambion, ABD)

Kloroform (Sigma-Aldrich, ABD)
[zopropanol (Sigma-Aldrich, ABD)
Etanol (Merck, Darmstadt, Almanya)

Kiire Olusturma Deneyi

RPMI 1640 besiyeri (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste,
Kanada)

Epidermal Growth Factor (EGF) (0.1 mg/ml, Human Recombinant
Protein, Almanya)

Insulin Growth Factor (IGF) (Gibco, Human Recombinant Zinc, ABD)
Recombinant Human Fibroblast Growth Factor- Basic (bFGF) (0.2
mg/ml, Millipore, Almanya)
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3.1.3.3. Bilgisayar Programlari
e BD CellQuest Pro Software (BD Biosciences, San Jose, CA)
e SPSS15.0

3.2. Yontem

3.2.1. Hep-2 Hiicre Kiiltiirii ve Primer Hiicre Kiiltiirii Yapilmasi

Temin edilen Hep-2 hiicreleri %1 PSA, %10 FBS ve %1 L-Glu iceren RPMI
1640 besi yeri igerisinde ve %5 CO; iceren inkiibatorde 37°C’ de kiiltiir edilerek
cogaltildi. Yeterince pasajlama yapilarak ¢ogaltilan hiicreler %10 DMSO igeren FBS
soliisyonunda -80°C’ de saklanmak iizere stoklandi.

Ameliyat sonras1t Fetal Bovin Serumu (FBS) eklenmemis ve %1 PSA igeren
RPMI besi yeri igerisinde alinan tiimdr dokularindan kanser kok hiicre ayristirmasi
yapilmasiyla es zamanli primer kiiltiir islemlerine baslandi. Bunun i¢in PBS ile yikanan
doku pargasi steril petri kabi iizerinde bisturi araciligiyla fiziksel olarak pargalandi. 10
dakika 0,4 mg/ml kollajenaz igerisinde 37°C’ de bekletilen doku pargalar1 %10 FBS,
%1 PSA ve L-Glu igeren RPMI 1640 besi yeri igerisinde T25 flasklara ekildi. Hiicre
tutunmast gergeklestikten sonra 2 giinde bir besiyeri degisimi saglanarak hiicreler
cogaltildi. Primer kiiltiirler 3. pasaja kadar pasajlanip %10 DMSO igeren Fetal Calf
Serum (FCS) soliisyonunda -80°C’ de saklanmak iizere stoklandi. Bu primer hiicre
hatlarindan biri, kok hiicre medyumunda kiiltiir edilme islemlerinin optimizasyon

caligmalarinda kullanildi.

3.2.2. Immiinomanyetik Yontem ile Hep-2 Hiicre Hattindan ve Taze Larenks
Tiim6r Dokularindan Kanser Kok Hiicrelerinin Eldesi

Cogaltilip stoklanan Hep-2 hiicreleri ¢6ziiliip CD133 ve CD44 yiizey isaretgi
proteinleri kullanilarak kanser kok hiicre ayristirmasi yapildi. CD133+, CD133-,
CD44+, CD44- ve kontrol olarak kullanilan ayristirma yapilmamis hiicreler kiire
olusturma deneyi (sphere formation assay) ¢alismalarinda kullanildi ve kiire olusturma
kapasiteleri agisindan degerlendirildi.

Hiicre ayristirma islemi icin Fikoeritrin (PE) ayristirma kiti (StemCell-EasySep
Positive Selection Human-PE Kit) kullanildi. Manyetik demir nanoparcaciklarin
kullanildigi bu igslemde CD133/1 (AC-133)-PE antikoru ya da CD44 (CD44-PE)

kullanilarak CD133+ ve CD44+ hiicrelerin ayristirmasi saglandi. Ayristirma sonrasinda
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faz-kontrast mikroskopta yapilan incelemelerde hiicrelerin tek hiicre olarak elde edildigi
dogrulanarak hiicre ayristirma isleminin basariyla gergeklestirildigi teyit edildi.
Ayristirma liretici firmanin protokoliine gore su sekilde gergeklestirildi;

CD133 ayristirmasi igin 20x10° ve de CD44 ayristirmasi igin 5x10° Hep-2
hiicresi 250 pl Tavsiye Edilen Besi Yeri (Tablo 3-2) igerisinde ¢oziildiikten sonra
ayristirmada kullanilan polistren tiiplere aktarildi.

Tablo 3-2: Tavsiye Edilen Besi Yeri icerigi

EDTA (0.5 M) 100 pl
FBS iml
PBS 48.9 ml
Toplam 50 ml

(Tavsiye Edilen Besi Yeri ; 1 mM EDTA ve %2 FBS igeren PBS soliisyonudur)

Hiicrelerin aktarildig1 polistren tiipler i¢in sirastyla su islemler uygulandi;

25 ul Blocking antibody anti-human CD32 eklendi.

!

15 ul Antibody (CD133/1 AC-133-Biotin) eklenip yavasca pipetaj yapilarak oda
sicakliginda 20 dakika bekletildi.

!

25 ul EasySep PE Selection Cocktail eklendi ve pipetaj yapilarak oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi.

!

12.5 ul EasySep Manyetik Nanopargaciklar eklenerek hizlica en az 5 kez olacak
sekilde pipetaj yapildi ve sonrasinda pipetaj yapilmadan oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.

!

2,5 ml Tavsiye Edilen Besi Yeri eklendi ve bu karisim 2-3 defa yavasca pipetaj
yapilarak homojenize edildi. Polistren tiip magnet i¢cine konularak 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. 5 dakika sonunda magnet icindeki polistren tiip magnetten
ayrilmadan ters g¢evrilerek icindeki sivi tek hamlede 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi.

Boylece CD133 agisindan negatif hiicreler bu tiipte toplanmis oldu.
!
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Polistren tiip magnetin iginden ¢ikartildi. Tiipe tekrar 2,5 ml tavsiye edilen
soliisyondan eklenip tiip duvarlar1 iyice yikandi. Polistren tiip magnet ig¢ine yeniden
konularak 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 5 dakika sonunda magnet i¢indeki
polistren tlip magnetten ayrilmadan ters g¢evrilerek i¢indeki sivi tek hamlede ayn1 15
ml’lik falkon tiipe aktarildi. Bu islem 1 kez daha tekrarlandi. Boylece bu falkon tiipteki
7,5 ml Tavsiye Edilen Besi Yeri i¢cinde CD133 negatif hiicreler toplanmis oldu.

!

Magnetin igindeki polistren tiip en son asamada ¢ikartilarak i¢ine 7,5 ml tavsiye
edilen soliisyon eklendi ve CD133 vyiizey isaret¢isi bakimindan pozitif hiicreler bu
soliisyon igerisine alindi. Elde edilen bu hiicreler de ayr1 bir 15 ml’lik falkon tiipe
aktarildi. Boylelikle Hep-2 hiicre hattinda CD133(+) ve CD133(-) hiicreler elde edilmis
oldu. Falkon tiiplere alinan hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.
Stipernatant atilarak CD133+ ve CD133- hiicre pelletleri elde edildi. Ayni islemler
CD44 antikoru i¢in de gerceklestirildi.

Larenjektomi sonrasi FBS eklenmemis ve %1 PSA iceren RPMI besi yeri
icerisinde alinan timor dokular1 ncelikle fiziksel par¢alamaya maruz birakildi. Bistiiri
ile iyice kii¢iik pargalara ayrilan dokular 0,4 mg/ml kollajenaz + %1 PSA igeren RPMI
(hazirlanan kollajenaz soliisyonu 0,22 pum porlu filtreden gecirilerek sterilize edildi)
icinde 3 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Yapilan optimizasyon deneyleri sonucunda
3 saat boyunca yapilan enzimatik par¢alama igleminin tek hiicre soliisyonu elde etmede
yeterli olmasindan dolayr 3 saatlik inkiibasyon tercih edildi. Enzimatik parcalama
sonrasinda birbirine yapisik kalmig hiicreler olabilecegi diistiniilerek hiicreler 40 um ya
da 70 um c¢apli porlar1 olan filtrelerden (cell strainer) gegirilerek homojen tek hiicre
soliisyonu elde edilmesi amaglandi ve 40 um capli porlar: olan filtrelerin soliisyondaki
hiicre sayisinda ciddi azalmaya sebep oldugu goriildii ve 70 um ¢aplh porlar1 olan
filtrelerin kullanimmin daha elverisli oldugu belirlendi. Elde edilen tek hiicre

soliisyonundaki hiicrelere ait gorintii Sekil 3-2” de verilmektedir.
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Sekil 3-2: Taze larenks tiimor dokularindan elde edilen tek hiicre soliisyonu

Larenks tlimor dokularindan hiicre ayristirma islemleri i¢in de Hep-2 hiicreleri
icin kullanilan Fikoeritrin (PE) ayristirma kiti (StemCell-EasySep Positive Selection
Human-PE Kit) kullamldi. Uretici firmanin protokolii uygulanarak sonucta timor
dokudaki CD133+ ve CD133- hiicreler elde edilmis oldu. Falkon tiiplere alinan hiicreler
1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant atilarak pellet 300 pl
“Lysis Binding Solution” (mirVana miRNA Isolation Kit, Ambion, USA) eklenerek

RNA izolasyonu ile devam etmek iizere -80 dereceye kaldirildi.
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3.2.3. Akim Sitometrisi Yontemi ile Kanser Kok Hiicre Ayriminin Dogrulanmasi
CD34 ve CD133 hiicre isaret¢isi kullanilarak ayristirilan hiicrelerin verimli bir
sekilde ayristirildiklarini kontrol etmek icin akim sitometri ¢alismalar gergeklestirildi.
Ayristirilan hiicreler %80 ethanol ve %20 serumsuz besi yeri karigtirilarak olusturulan
soliisyonda +4°C’ de fikse edildi. Ardindan santrifiijle ¢oktiiriilip daha sonra PBS ile
coziilerek FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA) ile analiz edildi. Kontrol
olarak “CDI133 isaretlemesi yapilmamis hiicreler” ve “ayristirma sonucunda CD133-
olarak  elde edilen  hiicreler”  kullanildi. Sonuglarin  analizi icin
BD CellQuest Pro Software (BD Biosciences, San Jose, CA) yazilimi kullanildi. Akim
sitometrisi ile paralel olarak PZR teknigi ile de CD133 i¢in dogrulama yapildi. Akim
sitometrisi daha kesin bir yontem oldugu i¢in baslangicta tercih edildi. PZR’a gore daha
pahali ve daha ¢ok is gerektiren bir teknik oldugu i¢in ise dogrulama islemine yalnizca

PZR yontemi ile devam edildi.

3.2.4. Hep-2 Hiicrelerinden ve Primer Kiiltiir Hiicrelerinden Kiire Olusturma
Deneyi (Sphere Formation Assay) Yapilmasi

Hep-2 hiicrelerinden immiinomanyetik ayristirma sonrasi elde edilen CD133+,
CD133-, CD44+, CD44- hiicreler ve ayristirma yapilmamuis hiicreler, ayrica olusturulan
primer kiiltiir hiicre hatlar1 kok hiicre medyumunda biiyiitiilerek kok hiicre
zenginlestirmesi yapilmasi amaglandi. Kok hiicre medyumu olarak FBS icermeyen ve
bFGF (basic fibroblast growth factor, 20 ng/mL), EGF (epidermal growth factor, 20
ng/mL) ve insulin (5 pg/mL) biliylime faktorleri eklenmis RPMI 1640 besi yeri
hazirlandi. Kok hiicre kiiltiirii yapilirken hiicrelerin flask yiizeyine minimum diizeyde
tutunmalar1 gerekmektedir. Hiicrelerin yilizeye tutunamadiklart ortamda “kiire”
olusturarak kok hiicre zenginlesmesine yol ac¢tig1 bilinmektedir. Bu sebeple hiicreler kok
hiicre medyumu olarak hazirlanan besiyerinde coziilerek diisiik baglanma kapasiteli
(Low attachment) 96 kuyucuklu plate’lere kuyucuk basina 500 hiicre gelecek sekilde 2
tekrarli olarak ekildi ve %5 CO2 ile 37°C kosullarinda kiiltiir edildi. Kiire olusumu igin
3 gilinde bir pasajlama yapildi (135). 10 giin sonunda her 6rnek i¢in 10x bilyiitmede 3
farkli bolgeden kiire sayimi yapildi. Cap1 50 um’ den biiyiik olan kiireler sayildi. Bu
islem sonrasinda hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi ve normal besi yerinde biiyiitiilen
hiicreler kontrol olarak kullanilarak kok hiicre isaretcisi genlerinin ekspresyon diizeyleri

analiz edildi.
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3.2.5. Primer Kiiltriirii Yapilan Hiicrelerden TRIzolle RNA izolasyonu

Hiicreler kiiltiir edildikleri besi yerleri uzaklastirilip sonrasinda Tripsin
icerisinde 37°C’ de 5 dakika inkiibe edilerek tutunduklari T75 flask yiizeyinden
kaldirildi. 1500 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek c¢oktiirtilen hiicreler sonrasinda PBS
ile yikanarak RNA izolasyonu i¢in hazir hale getirildi. Hiicrelerden RNA izolasyonu
TRIzol kitiyle iiretici firmanin protokoliine gére yapildi.

Primer kiiltiir hiicreleri santrifiij edildikten sonra elde edilen pellet 1 ml TRIzol
soliisyonu ile muamele edildi. TRIzol igerisinde oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek
hiicrelerin 1iyice parcalanmasi ve niikleik asitlere baglanan proteinlerin niikleik
asitlerden ayrigmasi saglandi. Sonrasinda 200 pl kloroform eklenerek 6rnek iyice
karigtirlldt ve oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 12.000xg’de 15
dakika santrifiijlendi. Faz ayrigmasi gergeklesen sollisyonun istteki (aqueous phase)
RNA igeren organik fazi yeni mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Ardindan 500 pl
izopropanol eklenerek iyice karistirilan 6rnek 15-30°C° de 10 dakika bekletildikten
sonra 4°C’de 12.000xg 10 dakika santrifiijlendi. Bu adim sonrasinda beyaz renkte ya da
renksiz ¢okelti seklinde goriilebilen RNA %75 etanol ile yikanarak 4°C’de 7.500xg’de
5 dakika santrifiij yapildi. Son olarak kurumaya birakilan RNA iyice kuruduktan sonra
niikleaz icermeyen steril su igerisinde ¢oziildii. RNA konsantrasyon ve safliklari

spektrofotometre yardimiyla 6lgiildii.

3.2.6. CD133+ ve CD133- Hiicrelerden RNA izolasyonu

Cok az miktarda hiicreyle bile kaliteli ve yeterli konsantrasyonda iirlin veren
“miRVana miRNA Izolasyon Kiti” (Ambion, Darmstadt, Germany) ile RNA izolasyonu
yapildi. Uretici firmanin protokoliine gore sirastyla su islemler uygulandi;
Lysis Binding Solution eklenerek -80°C’ ye kaldirilan hiicreler vortekslenerek iizerine
30 pl ‘miRNA Homogenate Additive’ eklendi ve tekrar vortekslendikten sonra 10
dakika buz iizerinde bekletildi. 300 ul asit fenol kloroform eklenerek 30-60 saniye
vortekslendi. Ardindan oda sicakliginda maksimum hizda (10.000xg), 5 dakika santrifiij
yapilinca faz ayrimi gerceklesti. Ustteki seffaf faz RNA’ yi1, ara faz yiiksek molekiiler
agirhkli DNA’ y1, alttaki faz ise ekstraselliler membrani ve polisakkaritleri
icermektedir. Bu ylizden RNA’y1 igeren iisttteki faz steril ependorf tiipe aktarildi. Elde
edilen iist fazin miktarmin 1.25 kati kadar %100 etanol (oda sicakliginda bulunan)

eklenerek karigim kolonlu tiipe aktarildi. 15 saniye 10.000xg’ de santrifiij yapildiktan
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sonra yikama islemine gecildi. Bunun igin sirasiyla 6nce 700 pl “mirVana Wash
Solution 17 eklenerek 5-10 saniye santrifiij yapilarak alttaki toplama tiipiindeki sivi
uzaklastirildi. Daha sonra kolona 500 pl “mirVana Wash Solution 2-3” ilave edilerek 5-
10 saniye santrifiijiin ardindan tekrar toplama tiipiine gecen sivi dokiilerek “500 pl
Wash Solution 2-3” ile ayni islem tekrarlandi. Son olarak filtreli tiip i¢ine herhangi bir
soliisyon koyulmaksizin bos olarak santrifiij edildi. Temiz toplama tiipii lizerine alinan
filtreye onceden 95°C sicakliga getirilen 30 ul elution buffer eklendi. Oda sicakliginda
1-2 dakika bekletildikten sonra 30 saniye maksimum hizda santrifiijlenerek total RNA
eldesi gerceklestirildi. RNA’lar kullanilacaklari zamana kadar -80°C” de saklandi.

3.2.7. RNA Derisimlerinin Olgiilmesi

Izole edilen RNA 6rneklerinin NanoDrop ND-2000c (Thermo Fisher Scientific,
Inc., Wilmington, DE) spektrofotometre ile absorbans degerleri odlgildi.
Spektrofotometre ile 6l¢iilen 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri
kullanilarak, RNA oOrneklerinin derisimlerinin ve saflik derecelerinin hesaplanmasi,
karsilastirilmasi ve sonuglarin deneysel uygulama asamalar1 agisindan degerlendirilmesi
gerekmektedir.

RNA derisimi; absorbans degerinin, DNA katsayist ve sulandirma katsayisiyla

carpilmastyla hesaplandi. Formiile etmek gerekirse;
RNA derisimi (ng/ml) = (OD260 x Seyreltme katsayis1 x 40 pg/ml) / 1000

Absorbans degerinin “1” olusu 1 cm® liik kiivette 50 pg/ml miktarinda gift
zincirli DNA” y1, 33 png/ml tek zincirli oligoniikleotidleri ve 40 pg/ml ise tek zincirli
RNA’ y1 temsil etmektedir. Bunun yani sira drneklerin safligi, spektrometrede 260 nm
ve 280 nm ile yapilan Ol¢limlerin karsilastirilmasiyla elde edildi. 260/280 orani,

orneklerin safligin1 belirtmektedir ve RNA i¢in en ideal deger 2’ dir.

3.2.8. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

25 adet CD133+ ve CD133- hiicre ¢iftinden 12 ¢iftin RNA konsantrasyonlari
cDNA sentezi i¢in yeterli bulundu. Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Version 6.0, Roche, Almanya) kullanilarak total 200 ng RNA’dan kantitatif RT-PZR
icin standart prosediir uygulanarak Random Hexamer ve Oligo dT primerler ile cDNA

sentezi yapildi. Primer kiiltiirlerden olusturulan kiirelerden elde edilen RNA’ lardan ise
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total 1000 ng kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Tiim reaktifler sentez islemleri
sirasinda buzda bekletildi. Ependorf tiip igerisinde total RNA, Random Hexamer ve
Oligo dT primerler ve niikleaz igermeyen su tabloda belirtilen oranlarda karistirildi
(Tablo 3-3). Bu karisim 10 dakika 65°C” de inkiibe edilerek RNA molekiiliiniin ikincil

katlanmalarinin agilmasi gerceklestirildi. Ardindan tiip hemen buza alindi.

Tablo 3-3: Reaktifler ve cDNA sentezi icin gerekli miktarlar

Son
Reaktifler Hacim (pL) Konsantrasyon
Total RNA Degisken 0,2 ug
Anchored-oligo(dT) Primer 1 2,5 mM
Random Hexamer Primer 1 2,5 mM

Toplam hacim 11,4

PZR i¢in niikleazsiz su Degisken ul' ye tamamlanir
Transcriptor RT Reaction buffer, 5x 4 1x(8mM MgCl2)
Protector RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 20U

dNTP Mix 10mM 2 1ImM

DTT 1 5mM
Transcriptor Reverse Transcriptase 1,1 10U

Total 20

RNA, primer ve su igeren karisima Tablo 3-3° teki diger reaktiflerle karisim
hazirlanarak ilave edildi. Elde edilen bu son karisim 1sitici blok iizerinde 10 dakika
29°C’ de ve ardindan da 60 dakika 48°C’ de inkiibasyona birakildi.

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase enziminin aktivitesini
durdurmak i¢in karisim 5 dakika 85°C’ de inkiibe edildi. Ardindan tiipler buza alinarak
reaksiyon sonlandirildi (Sekil 3-3). Gen ekspresyon calismalart yapilincaya kadar
tiretilen cDNA’ lar -20°C” de bekletildi.



50

RNA, Random Hexamer Primer ve su eklenir.

10 dakika 65°C’ de ardindan buzda inkiibasyon

Buffer, Protector, ANTP’ler, DTT ve Reverse Transcriptase eklenir.

[ 10 dakika 29°C’ de inkiibasyon

60 dakika 48°C’ de inkiibasyon

5 dakika 85°C’ de inkiibasyon

Sekil 3-3: cDNA sentezi

3.2.9. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR) ile Kok
Hiicre Isaretcilerinin Ifade Diizeylerinin Arastirilmasi

Primer kiiltiirlerden olusturulan kiirelerden ve kontrol grubu hiicrelerinden,
ayrica taze larenks timor dokusundan ayristirlan CD133+ ve CD133- RNA
orneklerinden hazirlanan cDNA” lar, hedef gen ekspresyon seviyesi analizi i¢in yapilan
gRT-PZR’ de kullanildi. Bu reaksiyon SYBR Green metodu kullanilarak 2 tekrarl
olarak gerceklestirildi. gqRT-PZR karisimi ve PZR sicaklik kosullar1 Tablo 3-4 ve 3-5 te
verilmektedir.



Tablo 3-4: gqRT-PZR reaktifleri

Icerik Hacim (pL) / reaksiyon
SYBR Green Master Mix 5
Niikleazsiz su 2,5
RT Primer prob F ve R 0,5
cDNA 0Ornegi 2
Total 10
Tablo 3-5: gqRT-PZR sicakhik kosullari
95°C’ de 5 dakika
95°C’ de 10 saniye
60°C” de 15 saniye x40

72°C’ de 25 saniye

40°C’ de 30 saniye
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Primer kiiltiirlerden olusturulan kiireler ile kontrol grubu olarak normal besi yerinde

biiyiitiilen hiicrelerde OCT4 ve KLF4 genlerinin ifade diizeyleri rolatif kantitasyon

yontemi kullanilarak incelendi. Taze larenks dokusundan ayristirilan hiicrelerde ise
CD133, CXCR4, KLF4, ABCG2, OCT4, SOX2 ve CD44 genlerinin ifade diizeyleri

rolatif kantitasyon yontemi kullanilarak incelendi. Internal kontrol olarak B-aktin geni

kullanildi.  Optimizasyon c¢aligmalari

biitlin primerler i¢in optimum baglanma

(annealing) sicakliginin 60°C oldugunu gosterdi. Kanser kok hiicre karakterizasyonunda

kok hiicrelere 6zgii genlerin ifade diizeylerinin analizi i¢in Tablo 3-6’ da verilen primer

ciftleri kullanilda.
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Tablo 3-6: qRT-PZR ¢alismalarinda kullanilan primer ciftleri

Primer Liste Baz Sayis1 | Referans
Beta-actin-F | 5’-GCCTCGCCTTTGCCGATC-3’ 18 *
Beta-actin-R | 5’-CCCACGATGGAGGGGAAG-3’ 18 *
CD133-F 5’-CGGCACCATTGGTCTCTGG-3’ 19 *
CD133-R 5’-CAGCACACTCCACACATGGC-3> |20 *
CXCR4-F 5’-CCCTCAAGACCACAGTCATCC-3’ |21 *
CXCR4-R 5>-TTCTCAAACTCACACCCTTGC3’ 21 *
KLF4-F 5’-CCCAATTACCCATCCTTCCTG-3* |21 *
KLF4-R 5’-GTCTTCCCCTCTTTGGCTTG-3° 20 *
OCT4-F 5’-CTGGAGAAGGAGAAGCTGGA-3* |20 am
OCT4-R 5-CAAATTGCTCGAGTTCTTTCTG3’ |22 ar
Sox2-F 5’- CTCCGGGACATGATCAGC-3’ 18 (178)
Sox2-R 5’-GGTAGTGCTGGGACATGTGAA3Y |21 (178)
ABCG2-F 5’- AGCAGCAGGTCAGAGTGTGG-3* |20 *
ABCG2-R 5’-GATCGATGCCCTGCTTTACC-3° 20 *
CD44-F 5’-ACTGCAGCCAACTTCCGAGG-3* |20 *
CD44-R 5’-GGAATACACCTGCAAAGCGG-3" |20 *

* Ensemble, Primer 3, Primer Blast, SNP Check, UCSC in slico PCR internet programlari kullanilarak tasarlanan

primerleri ifade etmektedir.

3.2.10. istatistiksel Analiz

RT- PZR i¢in normalizasyonda B-aktin geni kullanildi. Hedef gen ekspresyon
seviyesi analizleri yapilan genler ACt degerleri hesaplanarak rolatif kantitasyon
yontemleri kullanilarak incelendi. Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterildi ve
istatistiksel analizler Student’s t test kullanilarak yapildi. Her bir genin ekspresyonunun
CD133 ekspresyonu ile korelasyonu Pearson korelasyon testi kullanilarak analiz edildi.
Bunun yanisira test edilen tiim genlerin ekspresyonunun CD133 ekspresyonuyla
korelasyonu Kruskal Wallis testi kullanilarak da degerlendirildi. ‘p’ degeri 0,05 ten
kiiciik olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Matrix2png arayiizii kullanilarak

test edilen genler i¢in cluster (kiime) histogrami hazirlandi (179).
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Bilgileri

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dali’ndan temin edilen 30 adet Larenks Kanseri tiimor 6rneklerinin skuaméz hiicreli
karsinom olduklarina dair patolojik incelemeler Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Patoloji Boliimii tarafindan yapilarak dogrulanmistir. Elde edilen timor
dokularinin patoloji inceleme sonuglari ve hastalarla ilgili bilgiler asagida Tablo 4-1" de
verilmektedir. 29 erkek ve 1 kadin hastadan saglanan tiimor dokularindan 20 adeti total
larenjektomi ile ve 8 adeti parsiyel larenjektomi ile elde edilirken 2 adeti ise biyopsi
olarak alinmustir. Patolojik incelemeler sonucunda histolojik grade, 20 hastada 11, 10
hastada II tespit edilmistir. 7 hastada nekroz goriilmemistir, nekroz goriilen hastalarda
ise %5-40 arasinda hastadan hastaya degisken oranda nekroz mevcuttur. Timor
yerlesimleri agirlikli olarak supraglottik bolge tespit edilmis olan bu hasta grubunda yas

ortalamasi 61,5 + 2,1 bulunmustur. Hasta bilgileri Tablo 4-2’ de 6zetlenmistir.



Tablo 4-1: istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’ ndan temin edilen Larenks Kanseri tiimor

orneklerine ve hastalara ait bilgiler

Ornek | Yas1  / . - Tiimér TNM Histolojik .

adi Cinsiyeti Ameliyat Tiri Cap1 (cm) | Evrelemesi | Grade Patolojik Tani Nekroz

C1 56/E Total Larenjektomi |4,2x3x2,3 | T3NO i Sol glotik + supraglotik bolge yerlesimli | %10
Parsiyel - . L - .

C2 67/E Larenjektomi 2x1,6x0,8 | T2NO i Sag frontolateral bolge yerlesimli Gorlilmedi

cs |e1/g |Parsyel 3,5 T2NO 1l Sag supraglotik bolge yerlesimli %10
Larenjektomi ’

C4 75/E Total Larenjektomi | 3,5 T4N1 i Supraglotik bolge yerlesimli %10

C5 |64/E |Total Larenjektomi |3,5x15xL5 |T3N2B |l Epiglotik - kdk ve supraglotik  bdlge| 4,14 5

yerlesimli
C6 |62/E |Total Larenjektomi |5x3,5x2 | T3NO 1 Epiglotik kok ve supraglotik  bolge |,
yerlesimli

C7 63/E Total Larenjektomi |5x3,5x1,5 |T4N2B i Sag piriform siniis bolge yerlesimli %30

C8 49/ E Total Larenjektomi |4 T4N2C i Supraglottik bolge yerlesimli %40

C9 60/E Total Larenjektomi |2,6 T3NO I Sag glottik bolge yerlesimli %5

Cl10 |65/E Total Larenjektomi |7 T4NO i Transglottik bolge yerlesimli %20
Parsiyel - " I 0

Cl1 |53/E Larenjektomi 1 TINO I Sag frontolateral bolge yerlesimli <%20

C12 721 E Total Larenjektomi |2x1,4x0,8 | T3NO | Posterior krikoid bolge yerlesimli Gortlmedi
Parsiyel I oL e .

Cl13 |45/E Larenjektomi 4x3,5x1,8 | TINO i Supraglottik bolge yerlesimli Goriilmedi
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Parsiyel

Cl4 |64/E Larenjektomi 2,7x2x1,9 | T1IN2 i Supraglottik bolge yerlesimli %30
(Epiglottektomi)
Parsiyel o o - .

Cl5 |53/E L . . 2x2x0,4 TINO I Frontoanterior bolge yerlesimli Goriilmedi

arenjektomi

C16 |61/E |Total Larenjektomi |4x4x3 T4NOMO |11 Sag glottik bolge yerlesimli %20

Cl7 |54/E Total Larenjektomi |4x3x1,2 T4NO i Sag glottik bolge yerlesimli Goriilmedi
Parsiyel N . 0

Cl18 |54/E Larenjektomi S5x4x1 T2N3 i Supraglottik bolge yerlesimli %15

C19 |66/E |Total Larenjektomi |1,8x1,5%0,6 | TANO 1 Sag glottik ve supraglottik  bdlge| s )i

yerlesimli

C20 |69/E |Total Larenjektomi |3x15x0,7 |T4NO 1 sgl?ighg'o“'k ve supraglottik bolge | i i i

C21 |64/E Biopsi 3x2,5x1,7 | T4N1 i Peristomal bolge yerlesimli %30

C22 |72/E Total Larenjektomi |3,5x3x1,5 |T1NO i Supraglottik bolge yerlesimli %10

C23 |66/E Total Larenjektomi |3x2.5x1.7 |T3N2 I Sag radikal boyun bdolge yerlesimli %30

C24 |44/K  |Total Larenjektomi |5x5x1,5 T3N1 i Sag-sol supraglottik bolge yerlesimli %30

C25 |48/E Total Larenjektomi |2,5 T4N1 I Sag-sol supraglottik bdlge yerlesimli %20
Parsiyel g I o 0

C26 |44/E Larenjektomi ox4,4x1 T4ANZ2B Il Sag supraglottik bolge yerlesimli %10

C27 |73/E Total Larenjektomi | 3x3x2 T4AN1B i Bilateral supraglottik bolge yerlesimli | %10

C28 |84/E Total Larenjektomi |3,5x3.5x2.5 | T4NO I Sag glottik bolge yerlesimli Mevcut

C29 |69/E |Total Larenjektomi |4x3x2 T4NIA |1l sgﬁesﬁﬁglomk bdlge piriform sinis g,

C30 |68/E Biopsi 3,5x3x2 T3N1B I Aryepiglottik sol biyopsi materyali %30

Tablo 4-2 devamu: istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dalr’ ndan temin edilen Larenks

Kanseri tiimor érneklerine ve hastalara ait bilgiler
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Tablo 4-3:

30 skuamoz hiicreli larenks kanserli hastanin klinik ve patolojik o6zellikleri

Larenks Skuamoz Hiicreli

Karsinom

Toplam hasta sayisi: 30

Yas
<60 11
> 60 19
Cinsiyet
Erkek 29
Kadin 1

Sigara kullanimi

Var 25
Yok )
Alkol kullanim
Var 6
Yok 24
Tiimor yerlesimi
Supraglottik 17
Subglottik -
Glottik 4
Transglottik 1
Diger 8
T evresi
TlveT2 8
T3ve T4 22
Histolojik grade
1 =
2 10
3 20

Tiimor boyutu
<2em’ 5

>2.cm’ 25
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CD133+ ve CD133- hiicrelerden miRVana kiti kullanilarak yapilan izolasyon

sonucu elde edilen toplam 50 adet RNA’ ya ait konsantrasyon ve saflik degerleri Tablo

4-3° te verilmistir. 5 hastaya ait timor dokusundan 1’1 CD34 ile akim sitometri

calismalarinda, 2’ si CD133 ile akim sitometri ¢alismalarinda ve 2’ si de hiicre

ayristirma optimizasyon calismalarinda kullanildigindan bunlara ait RNA Ornekleri

bulunmamaktadir.

Tablo 4-4: CD133+ ve — hiicrelere ait RNA konsantrasyon ve safliklar

Ornek ad1 # CD133- (ng/ul)  A(260/280)  # CD133+ (ng/ul)  A(260/280)
C2 1 52,7 2,06 2 15,7 2,1
C3 3 4,1 2,07 4 8 2,08
C4 5 93 191 6 75,1 1,92
C5 7 49,8 1,5 8 12,8 1,56
C6 9 7,5 2,16 10 4,4 2,09
C7 11 54 1,98 12 35 2,03
C8 13 843,3 1,99 14 35,4 1,79
C9 15 37,4 2,1 16 30,3 1,73
Ci12 17 90,6 191 18 3,9 1,92
C13 19 230,8 1,96 20 5 2,25
C14 21 268,7 2,03 22 6,4 2,28
C15 23 181,3 2 24 8,6 1,83
C16 25 291,7 2,02 26 911 1,9
C17 27 215,7 191 28 40,4 1,94
C18 29 285,8 1,94 30 1,2 2,84
C20 31 24,5 2,01 32 2,6 2,22
C21 33 112,7 1,99 34 32,2 2,1
C22 35 108,6 1,95 36 7 1,77
C23 37 16,6 1,72 38 10,5 1,59
C24 39 659,2 2,08 40 279,8 1,94
C26 41 219,3 2,06 42 25,5 1,96
Cc27 43 100,9 2,04 44 11 1,89
C28 45 133 1,94 46 24,9 1,86
C29 47 117,3 1,97 48 38,6 1,55
C30 49 478,5 1,96 50 27,5 1,73
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4.2. Larenks Tiimér ve Normal Dokulardan Elde Edilen Hiicrelerin CD34 Yiizey
Isaretcisi Acisindan Degerlendirilmesi

Kanser kok hiicrelerinin CD34 yiizey proteini tasimadiklarini bildiren ¢alismalar
bulunmaktadir (180, 181). Hiicrelerin bu &zelliklerinden faydalanarak negatif ayirma
yontemiyle CD34 tagimayan hiicrelerin digerlerinden ayrilmasi miimkiindiir. Bunun i¢in
oncelikle tek hiicre haline getirilmis tiimér ve normal doku ornekleri CD34 ile
isaretlenerek hiicrelerin CD34 ylizey isaretgisi acisindan pozitif olup olmadiklar
arastirildi. Elde edilen sonuglar CD34 ile boyanmamis kontrol hiicrelerle (%1,9)
karsilastirildiginda tim6r dokusundan elde edilen hiicrelerin ¢ok az bir boliimiiniin
(%35,64) CD34 agisindan pozitif olduklar: tespit edildi. Tiimoér dokusuna yakin bolgeden
alian normal dokuda ise CD34+ hiicrelerin oraninin %29,8 olarak bulunmustur. Timéor
dokusunda CD34+ hiicrelerin ¢ok kii¢lik bir popiilasyon olusturduklar1 gortildigi igin
CD34 yiizey isaret¢isi kullanilarak negatif ayristirma yontemi yardimiyla kok hiicre
ayristirmasi yapilmasina gerek olmadigina karar verildi. CD34 isaretlemesi sonrasinda
hem tiimor hiicreleri hem de normal hiicrelerle yapilan akim sitometri analizi sonuglari

Sekil 4-1° de verilmistir.
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Sekil 4-1: Manyetik hiicre ayristirmasi1 sonrasinda CD34 ile boyanmams Kkontrol
hiicreleri, CD34 ile boyanmis tiimor doku hiicreleri ve CD34 ile boyanmis normal
doku hiicrelerinde CD34 isaretgisi icin yapilan akim sitometri analizi
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4.3. Hep-2 Hiicrelerinde CD133 ya da CD44 Yiizey Isaretcileri ile Ayristirilan
Hiicrelerin Kok Hiicre Potansiyellerinin Kiire Olusturma Deneyi Ile
Karsilastirilmasi

Stoklanan Hep-2 hiicreleri ¢oziiliip CD133 ve CD44 yiizey isaret¢i proteinleri
kullanilarak kanser kok hiicre ayristirmasi (StemCell-EasySep Positive Selection
Human-PE Kit) yapildi. CD133+, CD133-, CD44+, CD44- ve kontrol olarak kullanilan
ayristirma yapilmamis Hep-2 hiicreleri FBS igermeyen ve bFGF, EGF ve insulin
bliylime faktorleri eklenmis RPMI 1640 besi yeri kosullarinda kiire olusturma deneyi

caligmalarinda kullanildi ve kiire olusturma kapasiteleri agisindan degerlendirildi (Sekil

4-2).
CD133+

CD44+

Sekil 4-2: CD133+, CD133-, CD44+, CD44- ve ayristirma yapilmamis Hep-2 hiicreleri ile
yapilan kiire olusturma deneyi (x10)
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96 kuyucuklu platelere kuyucuk basma 3.000 hiicre diisecek sekilde ekilen
ayristirma yapilmamis hiicrelerin ortalama 66,6 + 4,9 kiire olusturdugu goriildii.
CD133+ hiicrelerin ise kuyucuk basma 111,3 £ 9.4 kiire olusturdugu bunun da kontrol
hiicrelere gore yaklasik 2 kat daha fazla oldugu tespit edildi (p=0,01). CD133- hiicreler
ise 22,6 + 2,06 kiire olusturdu. Bu da kontrol hiicrelerin olusturdugu kiire sayisinin
neredeyse 1/3° iine denk gelmektedir ( p=0,001). Diger yandan CD44 ile ayrigtirilan
hiicrelerden ne CD44+ ne de CD44- hiicrelerin olusturdugu kiire sayisinda kontrole gore

anlamli bir degisim gozlenmedi (Sekil 4-3)

Kiire sayist’ 3000 hiicre

150

100

: I

Kontrol CD133+ CD133- (CD44+ (CD44-

Sekil 4-3: CD133+ Hep-2, CD133- Hep-2, CD44+ Hep-2, CD44- Hep-2 ve ayristirma
yapilmamis Hep-2  hiicreleri (kontrol) ile yapilan Kkiire olusturma
potansiyellerinin karsilastirilmasi
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4.4. immiinomanyetik Yontem ile Taze Larenks Tiimor Dokularindan Kanser Kok
Hiicrelerinin Eldesi

Literatiirdeki onceki c¢alismalarda kanser kok hiicrelerinde mevcut oldugu
belirtilen CD44+, CD133+ ve CD34- fenotiplerine iliskin bu tez projesi kapsaminda
yapilan denemelerde elde ettigimiz veriler goz oniine alindiginda kok hiicre ayristirmasi

islemlerine CD133 ile devam edilmesine karar verildi.

4.5. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Ayristirillan Hiicrelerin Akim Sitometri
Yontemi ile Kanser Kok Hiicre Ayriminin Dogrulanmasi

CD133 hiicre isaretgisi kullanilarak ayristirilan hiicrelerin verimli bir sekilde
ayristirildiklarint kontrol etmek i¢in akim sitometri ¢aligmalar1 gergeklestirildi. Kontrol
olarak “CD133 isaretlemesi yapilmamis hiicreler” ve ‘“ayristirma sonucunda CD133-
olarak elde edilen hiicreler” kullanildi. Sonuglarin analizi i¢in BD CellQuest
Pro Software (BD Biosciences, San Jose, CA) kullanildi. Sonug¢ olarak %89,41°1
CD133+ hiicrelerden olusan hiicre siispansiyonu elde edildigi gozlendi. Bu sonug
literatiirde ayn1 yontemle beyin tiimoér dokusundan CD133 hiicre ayristirilmas: yapilan
makalede verilen pirite smirlarinin (%70-91) st seviyesinde yer almaktadir (127).

Elde edilen sonuglar Sekil 4-4° te gosterilmektedir.
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Sekil 4-4: Manyetik hiicre ayristirmasi sonrasinda CD133 ile boyanmamis kontrol
hiicreleri, CD133 isaretlemesi yapilan CD133- ve CD133+ hiicrelerde CD133
isaretcisi icin yapilan akim sitometri analizi
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4.6. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Ayrnstirilan Hiicrelerin  CD133+
Olduklarinin qRT-PZR ile Gen Ifade Analizleri Yapilarak Dogrulanmasi

Gergek zamanli PZR deneylerinde, ayrigtirilan hiicrelerin CD133 pozitifligi
acisindan dogrulanmasi i¢in CD133 primerleri kullanilarak gercek zamanli PZR yapildi
ve kontrol olarak hiicrelerde ¢ok miktarda bulunan B-aktin (internal kontrol) kullanildi.
Primer ¢iftlerinin dizileri Tablo 3-6” da yer almaktadir. Hedef gen ekspresyon seviyesi
analizleri yapilan bu genler rolatif kantitasyon yontemleri kullanilarak incelendi.

CD133 primerleri ile yapilan deneyler sonucunda, CD133+ hiicrelerde CD133
ifade diizeyinin biitiin 6rneklerde CD133- olanlara gore ¢ok daha yiiksek oldugu
gortldii (Sekil 4-5). Biitiin ornekler birlikte degerlendirildiginde CD133+ hiicrelerde
CD133 ifade diizeyinin CD133- olanlara gore 6,32 + 0,87 kat artis gosterdigi tespit
edildi (Sekil 4-6, p<0,001). Bu sekilde CD133 yiizey isaretgisi ile hiicre ayristirma

isleminin ger¢ek zamanli PZR ile de dogrulamasi yapilmis oldu.
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Sekil 4-5: CD133+ ve CD133- hiicrelerde CD133 ifade diizeyi



Relative CD133 Expression
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Sekil 4-6: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama CD133 ifade diizeyi
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4.7. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Ayristirilan CD133+ Hiicrelerin Kok
Hiicre Karakterizasyonlarinin QRT-PZR ile Degerlendirilmesi

Ayristirma sonrasi akim sitometri ve qRT-PZR ile dogrulamasi yapilan CD133
pozitif ve negatif hiicrelerin kok hiicre karakteristiklerinin kontrol edilmesi i¢in SOX2,
OCT4, KLF4 ve ABCG2 primerleri, CDI133 ve CD44 yiizey isaretcilerinin
korelasyonlarinin test edilebilmesi i¢cin de CD44 primerleri kullanilarak ger¢cek zamanl
PZR yapildi ve kontrol olarak hiicrelerde ¢ok miktarda bulunan B-aktin (internal
kontrol) kullanildi. Primer giftlerinin dizileri Tablo 3-6” da yer almaktadir. Hedef gen
ekspresyon seviyesi analizleri yapilan bu genler rdlatif kantitasyon yontemleri
kullanilarak incelendi.

25 adet CD133+ ve CD133- hiicre ¢iftinden 12 ciftin RNA konsantrasyonlari
cDNA sentezi i¢in yeterli bulundu.
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SOX2 ifade diizeyi analiz edildiginde biitiin 6rneklerde SOX2 ifade diizeyinin CD133+ hiicrelerde CD133- hiicrelere kiyasla daha

yiiksek diizeyde oldugu goriildi. SOX2 ifade diizeyinin CD133+ hiicrelerde ortalama 5,10 + 0,55 kat arttig1 gosterildi (Sekil 4-7, Sekil 4-8,
p<0,001).
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Sekil 4-7: CD133+ ve CD133- hiicrelerde SOX2 ifade diizeyi
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Relative SOX2 Expression
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Sekil 4-8: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama SOX2 ifade diizeyi

Ayrica SOX2 ifadesinin CDI133 ile kuvvetli bir korelasyona sahip oldugu
Pearson korelasyon testi kullanilarak gosterildi (Sekil 4-9, R=0,89).

Sekil 4-9: SOX2 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gosterimi

(y ekseni SOX2 ifade diizeylerini, x ekseni CD133 ifade diizeylerini gdstermektedir)
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Bir diger kok hiicre isaretgisi OCT4 ifade diizeyi analiz edildiginde biitiin 6rneklerde OCT4 ifade diizeyinin CD133+ hiicrelerde

CD133- hiicrelere kiyasla daha yiiksek diizeyde oldugu goriildii. OCT4 ifade diizeyinin CD133+ hiicrelerde ortalama 5,44 + 0,59 kat arttig1
gosterildi (Sekil 4-10, Sekil 4-11, p<0,001).
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Sekil 4-10: CD133+ ve CD133- hiicrelerde OCT4 ifade diizeyi
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Relative OCT4 Expression
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Sekil 4-11: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama OCT4 ifade diizeyi
OCT4 ifadesinin CD133 ile kuvvetli bir korelasyona sahip oldugu da Pearson
korelasyon testi kullanilarak gosterildi (Sekil 4-12, R=0,91).

Sekil 4-12: OCT4 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gosterimi
(y ekseni OCT4 ifade diizeylerini, x ekseni CD133 ifade diizeylerini gostermektedir)
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Kok hiicre isaretgilerinden KLF4 ifade diizeyi analiz edildiginde biitiin 6rneklerde KLF4 ifade diizeyinin CD133+ hiicrelerde CD133-

hiicrelere kiyasla daha yiiksek diizeyde oldugu goriildii. KLF4 ifade diizeyinin CD133+ hiicrelerde ortalama 3,44 + 0,38 kat arttig1 gosterildi
(Sekil 4-13, Sekil 4-14, p<0,001).
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Sekil 4-13: CD133+ ve CD133- hiicrelerde KLF4 ifade diizeyi
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Sekil 4-14: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama KI.F4 ifade diizeyi

KLF4 ifadesinin CD133 ile SOX2 ve OCT4 kadar olmasa da pozitif bir

korelasyona sahip oldugu Pearson korelasyon testi kullanilarak gosterildi (Sekil 4-15,

R=0,46).

Sekil 4-15: KLF4 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gosterimi

(y ekseni KLF4 ifade diizeylerini, x ekseni CD133 ifade diizeylerini gdstermektedir)
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Kok hiicre isaretgileri olarak bilinen ayn1 zamanda tiimorlerde kemorezistans ile iliskilendirilmis iki 6nemli faktér olan ABCG2 (Sekil
4-16, Sekil 4-17, p<0,001) ve CXCR4 (Sekil 4-19, Sekil 4-20, p<0,001) ifade diizeylerinin de CD133+ hiicrelerde CD133- hiicrelere kiyasla
ortalama 2,57 £ 0,21 ve 3,13 + 0,35 kat arttig1 gosterildi.

F-Y
L

w
1

Relative ABCG2 Expression
= N

0 -

1 + L + L + [ + 1 + L + L + 1 + 1 + 1 + L + 1 +
) o o0 ) ) o o0 ) h ) ) )
m | N e D B R e R e B B B A R w @A
hd - h - o - o - hd - h - o - = - b - o - b= - = -
o a = B = = = = o a = B = = =] o Q o o | Q o BQ o
vlo|vYlo |V o | VY o|lVY oOo|lY|loOo| Y|loO lgo |Vl o | Y|loOo | Y Qo Y|loO

1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 ‘ 11 ‘ 12 ‘

Sekil 4-16: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ABCG?2 ifade diizeyi
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Sekil 4-17: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama ABCG?2 ifade diizeyi

Sekil 4-18: ABCG2 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gosterimi
(y ekseni ABCGQG?2 ifade diizeylerini, x ekseni CD133 ifade diizeylerini gostermektedir)



76

ABCG2 (Sekil 4-18, R=0,44) ve CXCR4 (Sekil 4-21, R=0,74) ifadelerinin de CD133 ile pozitif bir korelasyon gosterdigi ve
CXCR4’iin ABCG2’ye gore daha giiclii bir korelasyona sahip oldugu Pearson korelasyon testi kullanilarak gosterildi.
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Sekil 4-19: CD133+ ve CD133- hiicrelerde CXCR4 ifade diizeyi
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Relative CXCR4 Expression
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Sekil 4-20: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama CXCR4 ifade diizeyi

Sekil 4-21: CXCR4 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gosterimi
(y ekseni CXCR4 ifade diizeylerini, x ekseni CD133 ifade diizeylerini gostermektedir)
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Son olarak hiicre ayristirmada kullanilan diger bir yilizey isaretgisi olan CD44’{in ifade diizeyinin CD133+ hiicrelerde sadece ortalama

1,46 £ 0,14 kat arttig1 (Sekil 4-22, Sekil 4-23, p=0,03) ve CD44 ifadesinin CD133 ile ¢ok zayif bir korelasyona sahip oldugu gosterildi (Sekil
4-24, R=0,3).
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Sekil 4-22: CD133+ ve CD133- hiicrelerde CD44 ifade diizeyi
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Sekil 4-23: CD133+ ve CD133- hiicrelerde ortalama CD44 ifade diizeyi

Sekil 4-24: CD44 ve CD133 ifade diizeylerinin korelasyonunun skatter plot gosterimi
(y ekseni CD44 ifade diizeylerini, x ekseni CD133 ifade diizeylerini gdstermektedir)
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Sonug olarak, elde edilen veriler test edilen genlerin kanser kok hiicreleri agisindan zenginlesmis olan CD133+ hiicrelerde CD44
haricindeki genlerin birbirleri ile yiiksek korelasyon gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 4-25). Ayrica bu korelasyon Kruskal-Wallis testi
kullanilarak da gosterildi (p<0,0001), bu da CDI133 yiizey isaret¢isinin tiimor dokusundan kok hiicre ayristirmada kullanilmasinin
dogrulugunu ortaya koymaktadir.

CD133
SOX2
KLF4
OCT4
ABCG2
CXCR4
CD44

1N 16

Sekil 4-25: Analiz edilen genlerin ifade diizeylerinin heatmap gosterimi
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4.8. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Ayrnistirilan CD133+ Hiicrelerin Kiiltiir
Edilmesi Calismalan

Ayristirilan hiicrelerin RNA derisimlerinin diisiik olmas1 goz Oniine alinarak
alternatif ikinci yol olarak, ayristirma islemi sonrasinda hiicrelerden direkt RNA
izolasyonu yapilmasi yerine CD133+ hiicrelerin kok hiicre besi yeri icerisinde ¢ogaltilip
yeterli miktarda hiicre iiretildikten sonra deneylere devam edilmesi i¢in calismalar
yapildi. Kok hiicre kiiltiirii i¢in gerekli olan besi yeri bilesenleri, daha 6nce literatlirde
de kullanildig1 gibi su sekilde belirlendi; bFGF (20 ng/mL), epidermal growth factor
(EGF, 20 ng/mL), insulin (5 pg/mL). K6k hiicre besi yerinde ¢ogaltilan hiicrelerin kok
hiicre 6zelliklerini kaybetmedikleri ve farklilagsmadiklar1 bilinmektedir. Bu sekilde kok
hiicreler ¢ogaltilip daha verimli bir sekilde RNA temini gergeklestirilmesi ve bdylelikle
kok hiicre karakterizasyon c¢alismalarinin  gergeklestirilmesi hedeflendi. Yapilan
caligmalar neticesinde CD133 ylizey isaret¢isi yardimiyla ayristirilan hiicrelerin kok
hiicre besi yeri igerisinde kiiltiir edilmelerinin teknik bircok sebepten dolay1
yapilamadig1 gozlemlendi. Omnegin, hiicre ayristirmasi sonucunda hiicrelerin stres
yasamis olmalart ve ¢ok az sayida CDI133+ hiicre olmasi bu nedenler arasinda
gosterilebilir. Daha sonrasinda CD133+ hiicrelerin normal hiicre besi yeri (%1 PSA, %1
L-Glu ve %10 FBS igeren RPMI1640) igerisinde g¢ogaltilmasi denendi ancak yine

cogalmadiklart ve bir siire sonra dldiikleri gézlendi.

4.9. Taze Larenks Tiimor Dokularindan Olusturulan Primer Kiiltiir
Hiicrelerinden Kiire Olusturulmasi ve Bu Kiirelerin Kok Hiicre
Karakterizasyonlarinin qRT-PZR ile Degerlendirilmesi

4.9.1. Primer Kiiltiirlerin Olusturulmasi

Ameliyat sonrast Fetal Bovin Serumu (FBS) eklenmemis ve %1 PSA igeren
RPMI besi yeri igerisinde alman tiimor dokularindan kanser kok hiicre ayristirmast
yapilmasiyla es zamanli primer kiiltiir hatt1 olusturma islemlerine baslandi. Olusturulan
primer kiiltiir hiicre hatlarinin kok hiicre besi yerinde biyiitiilerek kok hiicre
zenginlestirmesi yapilmasi amaclandi. Diger yandan ise kontrol grubu olarak normal
hiicreler i¢in kullanilan besiyeri (%10 FBS, %1 PSA ve %1 L-Glu i¢ceren RPMI 1640)
icerisinde de primer kiiltiir yapildi. Bu dogrultuda primer kiiltirler 3.pasaja kadar
pasajlanip %10 DMSO igeren Fetal Calf Serum (FCS) soliisyonunda -80°C’ de

sakland1. Primer kiiltiir hiicreleri i¢in 6rnek bir goriintii Sekil 4-26” de verilmektedir.
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Sekil 4-26: Primer Kkiiltiir hiicrelerinin invert mikroskopta elde edilmis 6rnek goriintiileri

4.9.2. Kiire Olusturma Deneyi ve Olusan Kiirelerde qRT-PZR ile Kok Hiicre
Karakterizasyonu

Kok hiicre medyumunda biiyiitiiliip kok hiicre zenginlestirmesi yapilmasi
amaciyla kullanilan primer kiiltiir hiicre hatlarindan biri, kok hiicre medyumunda kiiltiir
edilme islemlerinin optimizasyon ¢aligmalarinda kullanildi.

Kok hiicre kiiltiirii yapilirken hiicrelerin flask yiizeyine minimum diizeyde
tutunmalar1  gerekmektedir. Hiicrelerin yilizeye tutunamadiklart ortamda “kiire”
olusturarak kok hiicre zenginlesmesine yol agtigi bilinmektedir. Bu sebeple hiicreler kok
hiicre medyumu olarak hazirlanan besiyerinde ¢oziilerek diisiik baglanma kapasiteli
(Low attachment) 96 kuyucuklu plate’lere kuyucuk basina 3000 hiicre gelecek sekilde 2
tekrarl1 olarak ekildi ve %5 CO2 ile 37°C kosullarinda kiiltiir edildi. Kiire olusumu i¢in
3 giinde bir pasajlama yapildi (135). 10 giin sonunda olusan kiirelerden TRIzol ile RNA
izolasyonu yapildi ve normal besi yerinde biyiitiilen hiicreler kontrol olarak

kullanilarak kok hiicre isaretcisi genlerinin ekspresyon diizeyleri analiz edildi.
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Primer kiiltiir hiicrelerinin uygun kok hiicre kiiltlir kosullarinda olusturduklar

kiireler Sekil 4-27° de degisik bliylitme kosullarinda goriilmektedir.

Sekil 4-27: Primer Kkiiltiir hiicrelerinin uygun kok hiicre kiiltiir kosullarinda
olusturduklari kiire goriintiileri (x10 ve x40)

Elde edilen sonuglar Sekil 4-28 ve 4-29° da gosterilmektedir. Kok hiicre
isaret¢isi genlerinden Oct4 ve KIf4 genlerinin ifade diizeyleri degerlendirildiginde kdk
hiicre besi yerinde biiyiitillen primer kiiltiir hiicrelerinde normal besi yerinde

biiyiitiilenlere gore 5 ile 10 kat arasinda artis gdzlenmistir.
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Sekil 4-28: Diisiik baglanma kapasiteli (Low attachment) platelerde normal besi yeri ve
kok hiicre besi yerinde Kiiltiir edilen primer Kkiiltiir hiicrelerinde Oct4 gen

ekspresyon diizeyi karsilastirilmasi
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Sekil 4-29: Diisiik baglanma kapasiteli (Low attachment) platelerde normal besi yeri ve
kok hiicre besi yerinde Kkiiltiir edilen primer Kiiltiir hiicrelerinde Kif4 gen

ekspresyon diizeyi karsilagtirilmasi

Bu deneyler sonucunda larenks tiimorii primer kiiltiirlerden olusturulan
kiirelerde kok hiicre isaretcilerinin ifade diizeylerinin arttig1 gosterilerek bu kiirelerin

larenks kanserinde kanser kok hiicrelerinin arastirilmasinda kullanilabilecegi ortaya

konulmus oldu.
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5. TARTISMA

Kanser olusum mekanizmalari ile ilgili ilk goriisler mutasyona ugramis tek bir
hiicrenin homojen klonundan tiimor kiitlesinin olustugu yoniindedir. Ancak bugiin
kanser kok hiicre teorisi, tiimoriin i¢inde timdr olusturma potansiyeli agisindan farkl
olan heterojen hiicre popiilasyonlarinin bulundugunu oOnermektedir. Timoriin
baslamasini ve devamini saglayan kok hiicre benzeri olan kanser kok hiicrelerin
kemoterapi ve radyoterapiye direngli olmalari, giinlimiiz tedavilerinin ¢ogunlukla neden
timori kiigiiltebilirken tamamen yok edemedigini agiklayabilir (118).

Larenks kanseri insidansinin her yil yaklagik 160.000 yeni vaka ile stabil oldugu
bildirilmektedir (182). Bas boyun bolgesindeki kanserler arasinda en sik goriilen ikinci
kanser olan skuamoz hiicreli larenks kanserinde en biiyiik karsinojenik ajanin sigara
oldugu bilinmektedir (183, 184). Larenks kanseri daha ¢ok orta yas ve tizeri erkeklerde
goriilmektedir (31). Son yillarda diger kanser hastalarinin hayatta kalma siireleri
tedavilerle farkli derecelerde uzarken, laringokarsinoma hastalarinda sagkalim oraninin
%57,1” den %51,9' a distiigii bildirilmistir. Erken evre larenks kanserlerinde (I ve 1)
sagkalim oranlar1 yiiksekken, ileri evre larenks kanserlerinde (Il ve IV) sagkalim
oranlart diisiiktiir (185, 186).

Son yillarda kanser iizerindeki c¢alismalar molekiiler ve hiicresel analizlere
odaklanmistir (9, 129). Ozellikle tiimériin heterojenik hiyerarsiye sahip olmasinin yani
timor dokusunun kanser hiicrelerine ek olarak kanser kok hiicre igerdiginin
anlasilmasiyla birlikte bu durum hiz kazanmistir. Kok hiicre yiizey isaretci proteinleri
araciligiyla cok sayida kanserde mevcut olan kanser kok hiicreler ayristirilip karakterize
edilebilmistir. Glikoprotein yapida olan CD133 de bu isaretci proteinlerdendir. CD133+
hiicre popiilasyonunun, larengeal karsinomalar da dahil olmak {izere ¢esitli timor
tiplerinde kanser kok hiicreleri agisindan zengin oldugu daha oOnceki ¢aligmalarda
gosterilmistir (134, 165, 187, 188).

Tiimor dokusu i¢cinde bulunan ve kok hiicre 6zelligi tasiyan kanser kok hiicreler
yeni bir timor olusturabilme potansiyeline sahiptir (189). Kanser kok hiicrelerin timor
hiicrelerinin sadece kiigiik bir boliimiinii olusturduklar1 (190) ve hayvan modellerine
cok az sayida enjekte edildiklerinde bile kanseri baslatabilme potansiyeline sahip

olduklari gosterilmistir (151).
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Larenks kanseri i¢in yapilan hiicre yiizey isaret¢ilerine yonelik ¢alismalar; tedavi
sonrasi niiks olup olmayacagmin ongoriilebilmesinde ve normal doku kok hiicrelerine
zarar vermeden sadece kanser kok hiicreleri hedefleyen tekniklerin gelistirilebilmesinde
yarar saglayabileceginden 6nem tasimaktadir (10). CD133 yiizey isaret¢isi, kanser kok
hiicre biyolojisi hakkinda yeterli bilgi saglamayan in vitro ortamda Hep-2 hiicrelerinde
kanser kok hiicrelerini zenginlestirmek i¢in kullanilmistir. CD133+ Hep-2 hiicrelerinin
in vivo Ve in vitro ortamda kemoterapiye artmis direng gostermelerine ek olarak yiiksek
klonojenik potansiyel gosterdikleri tespit edilmistir (165).

Bu tez projesinde ise CD133+ hiicreler, dogrudan rezeke edilmis taze larenks
timor dokularindan kanser kok hiicrelerini karakterize etmek amaciyla ayrigtirilmistir.
Bu hiicrelerin ayristirilip karakterize edilmesinin, kanser kok hiicre 6zellikleri hakkinda
daha fazla ve hizli bilgi eldesine izin verecegi diisiiniilmektedir. Bu tez projesinin
sonuglart1 CD133+ hiicrelerin, tiimor hiicre popiilasyonu igindeki kok hiicre benzeri
hiicreler acisindan anlamli bir sekilde zenginlestigini ve bu hiicrelerin kok hiicre
isaretcisi olan SOX2, OCT4 ve KLF4 genlerini giiclii bir sekilde eksprese ettigini
gosterdi.

Daha Onceki prostat kanser hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada SOX2’ nin
timor olusumunu tetikleyici 6zellikte oldugu ve DU145 hiicre hattinda yapilan anti
apoptotik deneyler sonucunda da SOX-2 diizeyinin artmasina karsin apoptotik
proteinlerin diizeyinin azaldigi goézlenmistir (191). Proliferasyon ve farklilasmanin
diizenlenmesi ile ilgili bir ¢ok hiicresel siiregte rol oynayan bir transkripsiyon faktorii
olan KLF4’ {in embriyonik kok hiicre farklilagsmasint korudugu bildirilmistir (192).
KLF4’ iin kolon kanserinde potansiyel timor siipresor gen oldugu bildirilmistir (193).
Buna karsin meme kanserinde ise KLF4’ {in onkogenik etkisi bildirimistir (194).
Pankreatik kanser hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada OCT4’ iin miR-335 ile
hedeflenmesi sonucu bu mikro RNA’ nin tiimor Siipresor etkisi ortaya konmustur ve
kok hiicre geligsimi ile dzelliklerinin engellendigi gosterilmistir (195).

Ayrica bu tez projesinde CD133+ hiicrelerde kemoterapdtik ajanlara kars
direngle iligkilendirilmis genlerden ABCG2 ve CXCR4 ifade diizeylerinin de anlamli
bir sekilde arttig1 bulundu.

ABCG2 geninin hem normal kok hiicrelerde hem de kanser kok hiicrelerinde
ilaglara kars1 direng sagladigi bilinmektedir (196, 197). Hep-2 hiicre hattinda yapilan
caligmalarda CD133+ hiicrelerde ABCG2’ nin artmig ekspresyonu tespit edilmistir
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(165). ABCG2 (BCRP1) tasiyict molekiiliiniin ¢oklu ila¢ direncine sahip kok hiicre
hatlarinda ekspresyonunun arttig1 gézlenmistir (198). Benzer sekilde CD133 ve ABCG2
ylizey proteinlerinin ikisini de eksprese eden akciger kanser hiicrelerinde ABC tasiyici
proteinlerinin kemorezistans saglanmasinda ve kanser kok hiicrelerinin yasam
stirelerinin artmasinda rol oynadigi gozlenmistir (140). CXCR4 geninin de kanser
hiicrelerinin  kemoterapotik ajanlara karst direng saglamasinda rol oynadigi
gosterilmistir (199). Bunun yanisira ABCG2 ve CXCR4 genlerinin ekspresyonunun,
kemoterapi tedavisinden sonra kanser kok hiicrelerde anlamli bir sekilde arttigi
gosterilmistir (199). Bu yiizden izole edilmis CD133+ hiicrelerde artmis ABCG2 ve
CXCR4 ifade diizeyi, kanser kok hiicrelerin kemorezistansta ve kanserin
tekrarlamasinda rol oynayan giigli adaylar arasinda olduguna dair diisiinceleri
giiclendirmektedir. Luo ve arkadaslarinin miR-139 ile kemorezistansta rol oynadig
bilinen CXCR4’ i hedeflemeleri sonucu CXCR4 ekspresyonunun azaldigi ve bunun
sonucu olarak da Hep-2 hiicrelerinin proliferasyon ve metaztazinin engellendigi
bildirilmistir (200).

Ayrica, bu tez projesi sonuglari CD44 ekspresyonunun larengeal skuamoz
hiicreli karsinomlardaki kanser kok hiicrelerde goriilen CD133 ekspresyonu ile uyumlu
olmadigin1 gosterdi. Bu sonug, yakin zamanda yapilmis olan oral skuamdéz hiicreli
karsinomlarda kanser kok hiicrelerin ayristiritlmasina yonelik CD44, CD117 ve CD133
isaretcilerinin kullanilabilirligini arastiran ¢alismanin bulgularin1  desteklemektedir
(201).

Welte ve arkadaslar1 tarafindan yapilan arastirmada primer melanoma
kiiltiirlerinden CD133+ kanser kok hiicreleri ayristirmak i¢cin MACS protokolii
degistirilip optimize edilmistir (202). Buna karsin bu tez projesinde taze olarak elde
edilen tiimor dokulart kiiltiir edilmeden dogrudan CD133+ hiicrelerin ayristirilmasinda
kullanilmistir. Bu yiizden bu ¢alisma kok hiicreleri dogrudan taze rezeke edilmis larenks
timor dokusundan izole etmede, spesifik olarak bu kanser kok hiicreleri hedefleyen ve
ileri karakterizasyon g¢aligmalar1 araciligiyla yeni terapotik araglarin gelistirilmesine
olanak saglayan CD133’ iin kullanilabilecegine dair faydali bir yaklasim sunmaktadir.

Kanserin teshis ve tedavisi ile ilgili olarak son zamanlarda 6nemli gelistirmeler
olmasina ragmen, larenks kanseri hala kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir. Ozellikle ileri evredeki larengeal karsinomalarda terapi

secenekleri ¢ogunlukla pozitif klinik yanit olusturulmasinda basarisiz olmaktadir. Bu
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yiizden de yeni terapdtik araglara acilen ihtiya¢ s6z konusudur. Sessiz ve tedaviye
direngli hiicrelerin replikasyonuyla olusan kanser kok hiicrelerini spesifik olarak
hedefleyen yeni terapétik ajanlarin gelistirilmesi kansere karsi savasta daha etkili
olacaktir.

Kanser biyolojisi arastirmalari ile ilgili en dnemli sorunlardan biri kanser kok
hiicreleri dogru bir sekilde ayristirmak ve karakterize etmektir. Ciinkii spesifik olarak
kanser kok hiicreleri hedefleyen yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilebilmesi igin
bunun saglanmasi ¢ok biiyiik Onem tasimaktadir. Ne var ki, hem kanser kok
hiicrelerinde ve hem de normal dokudaki kok hiicrelerde benzer gen ekspresyonlari ve
yiizey antijen profilleri mevcuttur. Bu nedenle kanser kok hiicreleri hedeflerken normal
doku kok hiicrelerine zarar vermeyecek yontem ve yolaklarin arastirilmasi
gerekmektedir (203). Bu nedenle dokuya 6zgii normal kok hiicrelerden kanser kok
hiicrelerini ayirt etmek igin yeni isaretgilere ihtiyag vardir. Kanser etyopatogenezinde
onem kazanan kok hiicre calismalarinin hastaligin teshisinden tedavisine kadar tiim
sathalarda yardimci olacagi diisiiniilmektedir. Bu noktada calisilan kanserle iliskili
isaret¢i biyomolekiiller olduk¢a 6nem kazanmaktadir (204, 205)

Sonug olarak ¢alisma kapsaminda, kok hiicre 6zelligi ile alakali genler olan
SOX2, OCT4, KLF4, ABCG2 ve CXCR4’ iin ifade diizeylerinin artmis oldugu, taze
larenks doku orneklerinden ayristirilan CD133+ hiicrelerin kanser kdk hiicre benzeri
hiicreler agisindan zenginlestigi ve de tlimorii kemoterapotik ajanlara karsi direngli
yapma potansiyeline sahip olduklar1 gosterildi. Ayrica CD44 ekspresyonunun, larengeal
skuamoz hiicreli karsinomlardaki kanser kok hiicrelerde goriilen CD133 ekspresyonu ile
uyumlu olmadigi da gosterilmis oldu.

Bu calismanin devami niteliginde CD133 ile ayristirma yapilan hiicrelerde
hastaliklarin karakterizasyonunda ¢ok oOnemli gelecek vaat etmekte olan miRNA
ekspresyon profillerine bakilabilir. miRNA profillerine mikroarray yontemi ile
bakilarak saptanan farkli profildeki miRNA’lar in vitro olarak primer kanser kok
hiicrelerine ve larenks kanseri hiicre hatlarina transfekte edilerek proliferasyon
tizerindeki etkileri de gozlemlenebilir. Saptanacak miRNA profil degisiklikleri, kanser
dokularinda rekiirrens ve metastazda etkin rol oynadigi disiiniilen kanser kok
hiicrelerine yonelik yeni prognoz ve tedavi yaklasimlarinda yardimer olabilir. Ayrica
farkli miRNA’ larin identifikasyonu sayesinde larenks kanserinin biyolojisi daha iyi

anlasilarak yeni bulgular ile tedavi i¢in yeni yontemler gelistirmek miimkiin olabilir.
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Belirlenen mikroRNA ’larin islevlerinin ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi daha
sonraki arastirmalar i¢in de Onemli katki saglayabilir. Ayni1 zamanda bir c¢esit
mikroRNA fakli dokularda farkli genleri hedefleyebildiginden profilleme calismasi ile
elde edilen mikroRNA’ larin larenks normal dokusu ve larenks tiim6r dokusunda hangi
mRNA’ lar1 hedeflediginin belirlenmesi amaciyla, belirlenen mikroRNA ile transfekte
edilen hiicre hatlarindan RNA ayristirilarak, gen ekspresyonu mikroArray’ i teknigi
uygulanabilir. Bu teknik ile transfekte edilen ve edilmeyen hiicre hatlar1 karsilastirilarak
degisim gosteren mRNA’ lar belirlenebilir. Ayrica protein mikroArray yapilarak
bulgular protein diizeyinde de degerlendirilebilir. Skuamdz hiicreli larenks kanserindeki
kanser kok hiicrelere yonelik ileri calismalar olarak dozaj bagimli kemoterapi
denemeleri, hiicre gogii deneyleri, western blot analizi gibi ¢alismalar yapilabilir. Bu

sayede yeni terapotik girisimler i¢cin 6nemli bulgular elde edilebilir.
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