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ÖZET 
 
 

Kanser kök hücre (CSC) kavramı, bu hücrelerintümör oluşumu, tümör 

kitlesinin devamlılığı, metastaz vekonvansiyonel tedavilerin ardından tümör nüksü 

ile ilişkili rolünden dolayı tümör biyolojisinde yoğun bir araştırma alanıdır. Metastazı 

düzenleyen epitel-mezankim dönüşümü (EMT) programının kanser kök hücrelerinde 

de etkinleştiği yakın zamandaki çalışmalarla ortaya konmuştur. Kanser kök 

hücrelerinde EMT-indükleyen transkripsiyon faktörlerinin gen ifadelerindeki artış 

meme kanserlerinde gösterilmiş, ancak diğer kanserler bağlamında böyle bir ilişki 

henüz net olarak tanımlanmamıştır. Bu çalışmada, hepatoselülerkarsinoma (HCC) 

hücre hatlarındaki CSC’lerindebaşta SIP1 olmak üzere, EMT-indükleyicilerinin 

davranışlarının aydınlatılması planlanmıştır.  

PLC/PRF/5 HCC hücre hattındaki CD133/CD44 ikili pozitif alt-hücre 

grubundaEMT, kemoterapiye direnç ve karaciğer kök/öncü hücre fenotipini 

düzenleyen genlerin ifadeleri qRT-PCR ile parental hücre grubuna 

görekarşılaştırmalı olarak incelenmiştir.  

CSC’lerinde araştırılan EMT-indükleyici transkripsiyon faktörlerinden SIP1 ve 

ZEB1’inparental hücrelere göre azalmış gen ifadelerine karşın SNAIL ve TWIST’in 

artmış gen ifadeleri bulunmuştur. Bu ikili-pozitif hücre alt-grubu, artmış CK19gen 

ifadesi ile karaciğer kök/öncü hücre karakteristiği göstermiştir. Kemoterapiye direnç 

ile ilişkili olan CEACAM6 ve BCRP1 gen ifadelerindeki artış CD133+CD44+ alt-

popülasyonunun kök hücre fenotipini desteklemektedir.  
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Akım Sitometresi. 
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SUMMARY 
 
 

The concept of cancer stem cells (CSCs) is an intensive area of research in 

tumor biology due to the role of these cells in tumorigenesis, maintainance of the 

tumor mass, metastasis and tumor relapse after conventional therapies. Recent 

investigations have revealed that epithelial to mesenchymal transition (EMT), which 

regulates metastasis, also is activated in cancer stem cells. Overexpression of EMT-

inducing transcription factors in cancer stem cells was shown in breast cancer, but 

such a relationship has not been yet clearly defined in the context of other cancers.  

This study was  planned to clarify the behavior of EMT-inducers, particularly SIP1, 

in CSCs from hepatocellular carcinoma (HCC) cell lines. 

The expression of genes that regulate EMT, resistance to chemotherapy and 

liver stem/progenitor cell phenotype was analyzed by qRT-PCR in CD133/CD44 

double positive sub-group from PLC/PRF/5 HCC cell line with respect to parental 

cells. 

Among studied EMT-inducing transcription factors SIP1 and ZEB1 were 

down-regulated, but SNAIL and TWIST were found to be over expressed in cells 

compared to parental cells. This double-positive sub-group of cells showed liver 

stem/progenitor cell characteristics as evidenced by the increased expression of 

CK19. Increased expression of CEACAM6 and BCRP1 genes, which are associated 

with resistance to chemotherapy, further supported the stemness phenotype of 

CD133+CD44+ sub-population. 
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1. GİRİŞ 
 

Kanser, fenotipik ve fonksiyonel özellikleri bakımından heterojen hücrelerden 

oluşmaktadır. Bu heterojeniteyi açıklayan “kanser kök hücre” teorisine göre kanser 

dokusu içerisindeki hücrelerden sadece küçük bir popülasyon olan kanser kök 

hücreleri (CSC) kendini yenileme ve kanser dokusundaki diğer hücrelere farklılaşma 

özellikleri ile tümör oluşumunu ve tümörün devamlılığını sağlamaktadır. Diğer 

yandan, kanser olgularının büyük çoğunluğunda hastalar komşu veya uzak organ 

metastazları nedeniyle kaybedilmekte ve metastaz süreci giderek daha iyi anlaşılan 

EMT programı ile düzenlenmektedir.   

Weinbergve arkadaşları, kanser kök hücresi ve epitel-mezenkim dönüşümü 

(EMT) arasındaki ilişkiyi açıklamıştır. Bu çalışmanın ardından CSC ve EMT ile ilgili 

çalışmalar yapılmış ve kanser hücrelerinde EMT programının indüklenmesi ile 

hücrelerin CSC özelliği kazandığı gösterilmiştir. Ancak EMT-indükleyici 

transkripsiyon faktörlerinden olan SIP1’in kanser kök hücresindeki rolü ile ilgili 

çalışmalar kısıtlı kalmıştır.  

Hepatoselüler karsinoma (HCC) primer karaciğer kanserleri arasında birinci 

sırada olup kanser ile ilişkili ölümlerde ise üçüncü sıradadır. HCC’da kanser kök 

hücresi ile ilgili çalışmalar ikincil popülasyon (Side Population: SP) hücre 

izolasyonu yaklaşımı ile başlamıştır. SP hücre izolasyonunda DNA’ya bağlanan ve 

UV lazer ile uyarılan Hoechst 33342 boyası kullanılmaktadır.Bu yaklaşımla izole 

edilen hücrelerin SP-olmayan hücrelere göre yüksek kendini yenileme kapasitesine 

sahip olduğu ve NOD/SCID farede düşük sayılarda bile tümör oluşturabildiği 

gösterilmiştir.Ancak, UV lazerin yüksek maliyetli olmasından dolayı akım 

sitometresi cihazlarının standart donanımında  bulunmamaktadır.  Bundan dolayı SP 

hücre izolasyonu çalışmalarında DyeCycleViolet (DCV) boyası da kullanılmaktadır. 

DCV boyası DNA’ya bağlanan bir boyadır ve 405 nM mor lazer ile uyarılmaktadır. 

Bazı çalışmalarda Hoechst 33342 boyası ile yapılan SP izolasyonlarına yakın 

sonuçlar elde edilmesine karşın, etkin ve yaygın kullanımı istenilen düzeyde değidir. 

Bunun yanında, SP izolasyonunda kullanılan kimyasalların toksik özellikleri 

nedeniyle hücre yüzey belirteçlerine yönelinmiş ve CD133 bir kanser kök hücre 

belirteci olarak birçok farklı tümör tipinde tanımlanmıştır. HUH7, Hep3B 

vePLC/PRF/5 gibi HCC hücre hatlarında yapılan çalışmalar CD133+ hücrealt-
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grubunun karaciğer kanserinde de bulunduğunu ortaya koymuş ve fare 

ksenotransplant deneylerinde bu hücrelerin CSC özelliği gösterdiği saptanmıştır.  

Ancak, CD133+ hücre alt-grubunun tümör oluşturma kapasitesi bakımından 

değişkenlik göstermeleri CSC’lerinde ifade edilen başka belirteçlerin varlığına işaret 

etmiştir. Yapılan gen ifadesi çalışmalarında, kök hücre özelliği ile ilişkili olan CD44 

anlatımının CD133+ hücrelerde daha fazla olduğunun gösterilmesi ile HCC hücre 

hatlarından CD133+CD44+ hücreler izole edilmiştir. Bu hücrelerin CD133+CD44- 

hücrelere göre yüksek tümör oluşturma yeteneğine sahip olduğu gösterilmiştir. 

PLC/PRF/5 hücre hattında ise CD133 pozitifliği ile ilgili çalışmalar yapılmış 

olmasına karşın CD133/CD44 ikili pozitifliği ile ilgili literatürde bilgimiz dahilinde 

bir çalışma bulunmamaktadır. 

Bu tez çalışmasında, ilk olarak PLC/PRF/5 hücre hattında CSC özelliği 

gösteren CD133/CD44 ikili pozitif hücreler araştırılmış ve akım sitometrisi ile 

CD133+CD44+ hücreleri ayrıştırılabilmiştir.İzole edilen CD133+CD44+ hücrelerde 

CSC ve EMT fenotiplerinin birlikteliği araştırılması amacıyla,SIP1ve diğer EMT 

belirteçlerinden ZEB1, SNAIL, TWIST, karaciğer öncü/ kök hücre belirteci CK19 ve 

kemoterapiye direnç belirteçleri BCRP1 ve CEACAM6 genlerinin ifadeleri analiz 

edilmiştir.  
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2. HEPATOSELÜLER KARSİNOMA 
 

Hepatoselüler Karsinoma (HCC), primer karaciğer kanserlerinin %80-90’nını 

oluşturmaktadır. HCC dünya genelinde en yaygın altıncıkanser olmakla birlikte 

kanser ile ilişkili ölümler arasında üçüncüsırada yer almaktadır [Parkin et al., 2001]. 

HCC’nin en yaygın olduğu yerler Doğu ve Güney-doğu Asya ile Sahra-altı Afrikadır 

[Kew, 2002], [Bosch et al., 2005]. Dünya genelinde görülen HCC’nin yaklaşık 

olarak %75-80’i hepatit B virüs ve/veya hepatit C virüs ile oluşan kronikhepatit ile 

ilişkilidir [Bosch et al., 2005]. 

Erkeklerde, kadınlara oranla HCC riskidünya genelinde değişmekle birlikte 2-7 

kat fazla görülmektedir [Naugler et al., 2007]. Cinsiyetten kaynaklanan bu 

farklılığın; alkol ve sigara tüketimi gibi çevresel sebeplerile hepatit 

enfeksiyonunaerkeklerde daha sık rastlanmasından, kadınlarda östrojenin interlökin-

6 aracılı inflamasyonu baskılayabilmesinden ve testosteronun erkeklerde karaciğer 

hücre çoğalmasını uyaran androjen reseptör sinyal yolağına etkisinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir[Yu and Chen, 1993]. 

 

2.1. Hepatoselüler Karsinomada Risk Faktörleri 
 

Kronik hepatit B virüs / Hepatit C virüs enfeksiyonu, aşırı alkol tüketimine 

bağlı karaciğer sirozu ve aflatoksin HCC gelişiminin ana risk faktörlerindendir [el-

Serag and Rudolph, 2007].   

 

2.1.1. HCV 
 

Hepatit C virüs (HCV) enfeksiyonu, Amerika Birleşik Devletleri de dahil 

çoğunlukla batılı ülkelerde kronik karaciğer hastalıkları ve HCC’nin ana sebebi 

olarak görülmektedir. HCV’nin bulaşma yöntemleri son derece karmaşıktır. 

Amerikadaki hepatit enfeksiyonlarının yaklaşık olarak %85’ini oluşturan HCV 

enfeksiyonu, genellikle damar-içi uyuşturu kullanımı ve cinsel ilişki yoluyla 

gerçekleşmektedir[Ali and Zein, 2005]. Asya ve Afrikada ise HCC olgularının 
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sadece %20’si HCV enfeksiyonu ile ilişkili olup, çoğunlukla HBV zeminindeki 

kronik hepatit ve sirozdan kaynaklanmaktadır[Bosch et al., 1999], [Zhu, 2003].  

Hepatit C virüsü flaviviridae ailesinden bir RNA virüsüdür. Bu virüsün reverse 

transkriptaz aktivesi bulunmamakta ve konak genoma kendisini entegre 

edememektedir [Ikeda et al., 1993], [el-Serag, 2001], [Romeo and Colombo, 2002]. 

HCV’nin çekirdek proteininin (HCV core protein), proto-onkogen olan c-myc de 

dahil farklı genler üzerinde transkripsiyonel kontrole sahip olduğu ve normal hücre 

gelişiminin bozulması ile ilişkili olduğu düşünülmektedir [Ray et al., 1995]. Ayrıca, 

HCV çekirdek proteininin diğer olası karsinojenik etkisinin apoptoz 

indükleyicilerindenFas  ve tümör nekrosis faktör-alfa’yı (TNF-α) inhibe edebilme 

yeteneğinden kaynaklandığı düşünülmektedir[Marusawa et al., 1999]. 

 

2.1.2. HBV 
 

Hepatit B virüsünün (HBV) dünyada yaklaşık 350 - 400 milyon kişiyi enfekte 

ettiğibilinmektedir. HBV enfeksiyonu dünya genelinde HCC’nin ana etmenlerinden 

olup, coğrafi dağılımı itibarıyla da HCC ile uyum göstermektedir[Bosch et al., 2005]. 

HBV insidansının Asya, Afrika ve Batı Pasifiğin belirli bölgelerinde %8’i aşmış 

olmasına rağmen Batı Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralyada %2’den daha düşük 

olduğu bulunmuştur[Maddrey, 2000]. Tayvan’da HBV+ erkeklerde yapılmış olan 

çalışmalara göre,HBV taşıyıcısı olan hasta bireylerde HBV taşıyıcısı olmayan 

sağlıklı bireylere oranla HCC oluşma ihtimali 100 kat fazla bulunmaktadır[Beasley 

et al., 1981].  

HCV’nin aksine, HBV hepadnavirüs ailesinden olup, kendi DNA’sını konak 

DNA’sına entegre edebilen tek-zincirli bir DNA virüsüdür. HBV DNA’sının, 

genomda belirli bir bölgeye entegreolduğu gösterilmemiştir. Bununla beraber HBV 

DNA’sının entegrasyonu ile proto-onkogenler aktive olabilmekte veya büyümeyi 

düzenleyen genler baskılanabilmektedir [Lok, 2009]. HBV X geni HCC oluşumu ve 

HBV enfeksiyonunda merkezi rol oynayan HBV X proteinini kodlamaktadır. Bu 

protein insan hepatositlerinde c-myc ve c-myb gibi onkogenler ile APC, p53 ve p21 

gibi tumor-baskılayıcı genlerin anlatımını değiştiren bir transkripsiyon faktörüdür 

[Huo et al.,2001]. Dünya genelinde teşhisi konulan HCC’lerin %80’ninin HBV 

enfeksiyonundankaynaklandığı düşünülmektedir. Ancak kronik HBV taşıyıcılarının 
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sadece küçük bir kısmında HCC görülmesi diğer faktörlerinde HCC oluşmasında 

ilişkili olabileceğini düşündürmektedir [McKillop et al., 2006]. Buna ek 

olarak,HBV’ye eklenen HIV enfeksiyonunun HCC görülmesinde artışa neden olduğu 

gösterilmiştir [Hu and Ludgate, 2007].  

 

2.1.3. Aflatoksinler 
 

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafından üretilen bir mikotoksin 

olan aflatoksin doğal bir karsinojen olarak kabul edilmektedir [Smela et al., 2001], 

[Henry et al., 2002]. Fındık ve tahılların sıcak ve nemli koşullarda saklanması 

sonucunda küf oluşması özellikle Asya ve Sahra-altı Afrika’da yaygın olarak 

görülmektedir. Aflatoksin B1’in hepatosit DNA’sına zarar verebilmesi için 

mikotoksin metabolitinhepatik sitokrom p450 tarafından ekzo-8,9-epoksidine 

dönüştürülmesi gerekmektedir. Dönüşüm sonrasında oluşan ekzo-8,9-epoksid 

hepatosit DNA’sındaki guanin nükleotidiyle etkileşerek bileşik oluşturabilmektedir.  

Bu eklenen bileşikler ve ikincil DNA-lezyonları kalıtımsal genetik bilgiyi 

değiştirerek hepatositlerin transforme olmasına neden olmaktadır [Smela et al., 

2001].  

Ayrıca Aflatoksin B1’in özgün p53 mutasyonu ve HRAS gibi onkogenlerin 

mutasyonel aktivasyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [Ozturk, 1991], [Riley et al., 

1997]. Aflatoksin B1 ve HBV enfeksiyonu birlikte sinerjik bir etki yapmaktadır. Her 

iki ajana damaruz kalan bireylerde, bu faktörlerden sadece biriyle etkilenmiş 

bireylere oranla HCC gelişme riski 5-10 kat artmaktadır [Kew, 2003].  

 

2.1.4. Alkol 
 

Alkol tüketimi önemli bir HCC risk faktörüdür. Kronik ve aşırı alkol tüketimi 

ile hepatik hastalıklar arasındaki güçlü korelasyon yapılan çalışmalar ile 

gösterilmiştir[McKillop and Schrum, 2005].  

Kronik ve aşırı alkol tüketimi öncü-inflamatuar sitokinlerin üretimi aracılığıyla 

monosit aktivasyonuna neden olmakta ve hepatosit sağ-kalımı üzerine etkisi olan 

endotoksin ve aktif kupffer hücrelerinin çoğalmasınıuyarmaktadır. Bu da hepatositler 
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üzerinde sitotoksik etki meydana getirerek stellate hücre aktivasyonu, siroz ve 

HCC’ya neden olmaktadır [Farazi and DePinho, 2006].    

Ayrıca alkol tüketimi karaciğere oksidatif stres mekanizması aracılığıyla da 

zarar vetmektedir[Morgan et al., 2004].  
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3. KANSER OLUŞUM TEORİLERİ 
 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz bölünmesi ve çoğalması ile karakterize edilen 

bunun sonucunda da fonksiyonel ve morfolojik olarak heterojenite görülen bir 

olgudur [Visvader and Lindeman, 2008]. Tümör oluşumunu açıklamak için birbirine 

zıt iki görüş bulunmaktadır. Klasik stokastik model ya da “Klonal Evrim Modeli” 

[Nowell, 1976], tek bir hücrenin rasgele ve eklenen genetik mutasyonlar ile ard arda 

klonal seçilimi sonucunda bir grup hücrenin tümörü oluşturduğunu öne 

sürülmektedir.Bu teoride, tümör dokusundaki her hücre biyolojik olarak homojendir 

ve eşit derecede tümör oluşturabilme yeteneğine sahiptir. Buna karşın, Kanser Kök 

Hücre Modeli ya daTümör-Başlatıcı Hücre (Tumor-Initiating Cells) teorisine göre 

ise, tümör farklı hücresel hiyerarşiye sahip heterojen hücre popülasyonundan 

oluşmaktadır. Bu tümör hiyerarşisi içerisinde yer alan küçük bir hücre alt-grubu, yani 

kanser kök hücreleri kendini yenileme, öncül-hücrelere farklılaşma ile tümör 

oluşumunu başlatma ve devam ettirme yeteneğine sahiptir [Lobo et al., 2007]. 

 

 
 

Şekil1.1: Stokastik model ile kanser kök hücre modelinin karşılaştırılması. 

 
Stokastik model de tümör dokusundaki her hücre tümörojenik olabilmektedir. 

Kanser kök hücresi modelinde ise sadece küçük bir grup hücre kendini yenileme, 

farklılaşma ve tümör oluşturabilme kapasitesine sahiptir (Şekil 1.1). 
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3.1. Kanser Kök Hücreleri 
 

Tümör fentotipik ve fonksiyonel olarak heterojen kanser hücreleri içermektedir 

[Nowell, 1976]. Her ne kadar kanser kök hücre teorisinin geçmişi çok uzun yıllara 

[Hamburger and Salmon, 1977] dayanıyor olsada,akım sitometresinin kullanılmaya 

başlanması ile fenotipik olarak farklı kanser hücre alt-popülasyonlarının izole 

edilerek tümörojenik potansiyellerinin karşılaştırılması mümkün olmuştur.1997 

yılındaDick ve arkadaşları hematolojiktümörlerde kök hücrelere dair ilk kanıtları 

elde etmiştir[Bonnet and Dick, 1997]. 

Yapılan çalışmalar ile kanser kök hücresi ve normal kök hücre arasında ortak 

özelliklerin bulunduğu gösterilmiştir (Tablo 1.1).  

 

Tablo 1.1: Kanser kök hücresi ve normal kök hücrenin ortak özellikleri 
 

Yüksek derecede kendini yenileme kapasitesi 

Artmış farklılaşma ve heterojen gruplar oluşturabilme yeteneği 

İlaçlara, toksinlere ve radyasyona karşı dirençli olma 

Tümör başlatma ve tümörün gelişimini devam ettirebilme kapasitesi 

 

Normal kök hücrelerden farklı olarak, kanser kök hücrelerinin öncü 

kök/projenitör hücrelerden kökenlenmesi gerekmemektedir. Bir başka deyimle, 

farklılaşmış normal doku hücreleri genetik ve epigenetik değişiklikler ile kanser kök 

hücresine dönüşebilmektedir (Tablo 1.2). 

Kanser kök hücre teorisinde, kanser kök hücresinin ve tümör heterojenitesinin 

nasıl oluştuğuna dair birkaç senaryo bulunmaktadır (Tablo 1.2.), [Reya et al., 2001], 

[Jordan el al., 2006],[Cample and Polyak, 2007]. 
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Tablo 1.2: Tümördeki heterojenite ile ilgili senaryolar 
 

Yetişkin doku kök hücrelerinin ve/veya progenitor hücrelerinin farklılaşmasının gecikmesi 

Olgun hücrelerin farklılaşmamış hale geri dönmesi (dedifferentiation), 

Bazı doku kök hücrelerinin başka dokularda kanser kök hücresine dönüşümü 

(transdifferentiation) 

 

Hematolojik tümörlerden sonra solid tümörlerde de heterojenite ve hücresel 

hiyerarşiyi destekleyen çalışmalar yapılmıştır. 2003 yılında, kanser kök hücrelerinin 

solid tümörlerde varlığı ile ilgili ilk çalışma yayınlanmıştır. Bu çalışmada, insan 

meme kanserinden izole edilen CD44+CD24- hücre alt-grubunun çok düşük 

miktarlarının (100 hücre)immün-baskılanmış obez olmayan diyabetik (NOD/SCID) 

farede tümör oluşumunu başlatabildiği, ancak parental meme kanseri hücrelerinin 

yüksek sayıda verilmesine rağmen tümör oluşturmadığı gösterilmiştir[Al-Hajj et al., 

2003]. 

Bu çalışmanın yayınlanmasının ardından benzer yaklaşımlar ile diğer insan 

kanserlerinde de kanser kök hücre varlığı ve izolasyonu ile ilgili çalışmalar 

yapılmıştır. Farklı yüzey belirteçleri kullanılarak kolon kanseri[Dalerba, 2007], 

[Ricci-Vitiani et al.,2007], pankreas kanseri [Li et al., 2007] ve karaciğer kanseri 

[Haraguchi et al., 2006], [Chiba et al., 2006], [Yang et al, 2008]kanser kök hücreleri 

elde edilmiştir. Tüm bu çalışmalartümör oluşumunun küçük bir grup olan ve 

fenotipik olarak diğerkanser hücrelerinden farklı olanhücreler tarafından 

gerçekleştiğine dair hipotezi desteklemektedir. 
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3.1.1.Hepotoselüler Karsinomada Kanser Kök Hücre Belirteçleri 
 

HCC’da kanser kök hücreleri izole edilirken birçok farklı yaklaşım 

sergilenmiştir. CD133 [Suetsugu et al.,2006], CD44[Dalerba et al., 2007],[Li et al., 

2007], CD90 [Yang et al., 2008], EpCAM [Yamashita et al., 2009] gibi hücre yüzey 

proteinleri,işlevsel bir belirteç olarak ALDH1 enzimi [Ginestier et al., 2007] ve 

ikincil popülasyon (Side popülasyon, SP) hücreleri [Haraguchi et al., 2006], [Wu et 

al., 2007] kullanılmıştır.  

 

3.1.1.1. İmmünolojik Belirteçler 

 

3.1.1.1.1. CD133 

 
CD133(AC133) prominin ailesinin bir üyesidir. CD133 120kDa ağırlığında, 

kolesterol ile etkileşen5 bir membran-geçişli bir glikoproteindir. CD133-1 [Yin et al., 

1997], CD133-2 [Fargeas et al., 2003] ve CD133-3 [Fargeas et al., 2004]olarak 

adlandırılan 3 izoformu vardır. 

CD133 ilk önce hematopoietik kök hücrelerin ve öncül-hücrelerin belirteci 

olarak bulunmuş ve sonrasında endoteliyal öncül hücrelerin, nöral ve glial kök 

hücrelerin, insan fetal karaciğerinin ve kordan kanı ile periferik kandaki kök 

hücrelerin sınıflandırılmasında da kullanılmıştır[Yin et al., 1997]. İlk defa Suetsugu 

ve arkadaşları tarafından CD133+ HCC hücre alt-grubunun kanser kök hücre 

popülasyonu olabileceğini önerilmiştir. Bu çalışmada,HuH7 hücre hattından izole 

edilen CD133+ hücrelerin CD133-’lere göre yüksek çoğalma yeteneği ve tümörojenik 

kapasite gösterdikleri, buna karşınolgun hepatosit belirteçlerinden glutamin sentaz ve 

sitokrom P450 3A4’ü daha az ifade ettikleribulunmuştur[Suetsugu et al., 2006]. 

Yapılmış olan başka bir çalışmada da benzer sonuçlar elde edilmiş ve araştırmacılar 

SMMC-7721 hattından izole edilen CD133+ hücre alt-grubununin vitro’da artmış  

koloni oluşturma yeteneğinin olduğunu ve in vivo’da da tümör oluşturabildiklerini 

göstermişlerdir [Yin et al., 2007]. 

 

  



 

11 
 

3.1.1.1.2. CD44 

 
Standart CD44 molekülü 85-90 kDa büyüklüğünde ve 10 standart ekzon 

taşıyan membran-geçişli bir glikoproteindir. Ancak bu standart glikoproteinin 

dokuya-özgü çok sayıdaizoformu bulunmaktadır [Marhaba and Zoller, 2004], [Afify 

et al., 2009]. Doku ve izoforma bağlı olarak,CD44 hücre tutunması, hücre hareketi, 

hücre çoğalması ve hücre sağ-kalımı gibi farklı biyolojij davranışlarda görev 

almaktadır. CD44’ün kanser kök hücrelerinde tek-başına veya diğer belirteçler ile 

birlikte bulunması tümörde önemli rol oynadığını düşündürmektedir.Birden fazla kök 

hücre belirteci kullanılaraksolid tümörlerden kanser kök hücre izolasyonu ilk defa 

CD44+CD24low hücreler ile meme kanserinde gerçekleşmiştir [Al-Hajj et al., 2003]. 

HCC’da da, CD44 diğer belirteçler ile kanser kök hücrelerinin tanımlanmasında 

kullanılan önemli bir belirteçtir. CD44 anlatımının HuH7, SMMC-7721, MHCC-

LM3 ve MHCC-97L hücrelerinde,çoğunlukla CD133+ hücre alt-grubunun bulunduğu 

bölümde yoğunlaştığı gösterilmiştir. CD133+CD44+ hücre alt-

grubununCD133+CD44-hücre alt-grubuna göre artmış tümör oluşturma yeteneğine 

sahip olduğu, kemoterapiye dirençli olduğu ve yüksek derecede kök hücre ile ilişkili 

genlerin anlatımına sahip olduğu gösterilmiştir [Zhu et al., 2010]. 

 

3.1.1.1.3. Thy-1 (CD90) 

 
İnsan HCC hücre hatlarında, mezenkimal kök hücre belirteci olan CD90 

oranı%0 - %2,5 arasında gösterilmiştir. Yang ve arkadaşları,inceledikleri tüm tümör 

örneklerinde ve bir çok kan örneğinde normal ve sirotik karaciğerde bulunmayan 

yüksek derecede tümörojenik CD90+CD45- hücre popülasyonun bulunduğunu 

belirlemiştir. Benzer şekilde CD90 anlatımı HCC hücre hatlarında incelendiğinde 

sadece CD90+ hücrelerin tümörojenik olduğu gösterilmiştir [Yang et al., 2008a], 

[Yang et al., 2008b]. Yüzey belirteci olan glikoprotein CD44 ile CD90’nın eş-

anlatımının CD90+CD44+hücrelere, CD90+CD44-‘lere göre agresif özellikler 

kazandırdığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada, CD44 antikoru ile CD44 aktivitesinin 

inhibe edilmesi ile tümör oluşumu ve metastazın kaybolduğu,buna ek olarakCD90+ 

hücrelerde apoptozun tetiklendiği de saptanmıştır [Yang et al., 2008b]. 
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3.1.1.1.4. EpCAM (TACSTD1, ESA) 

 
Bir yüzey antijeni olan epitel hücre adhezyon molekülü(EpCAM) çeşitli 

tümörlerin özgün kanser kök hücre belirteci olarak tanımlanmıştır [Went et al., 

2004], [Went et al.,2006], [Yamashita et al., 2007]. EpCAM embriyonik karaciğerde, 

safra epitelinde, sirotik karaciğerin bölünen safra kesesi hücrelerinde bulunmaktadır. 

Ancak normal yetişkin hepatositlerde bulunmamaktadır [Yamashita et al., 2008]. 

Artmış EpCAM anlatımı tümör-öncesi hepatik dokuda görülmüştür ve böylece bu 

yüzey proteini HCC’nın erken biyo-belirteci olarak düşünülmüştür [Kim et al., 

2004].  Ayrıca,HCC hücre hattından izole edilen 10000 EpCAM+hücrein vivo’da 

tümör oluşturabiliyorken1 milyonEpCAM- hücre tümör 

oluşturamamaktadır[Yamashita et al., 2008]. 

 

3.1.1.1.5. CD13 

 
Bir diğer yüzey belirteci olan CD13’ün HCC’da uyku halindeki (dormant) 

hücreleri tanımlayabildiği Haraguchi ve arkadaşlarının çalışmasında ortaya çıkmıştır. 

HuH7, PLC/PRF/5 ve Hep3B hücre hatlarından izole edilen SP hücrelerinde 

yapılanmikroarrayanalizi sonucunda, CD13 gen anlatımının bu hücrelerde arttığı 

bulunmuştur. Ayrıca, CD13 anlatımı gösteren hücrelerindaha çok G1/G0 fazında 

yoğunlaşması kanser kök hücrelerinin yavaş bölünme özelliği ile birlikte 

değerlendirildiğinde bu molekülün bir belirteç olarak önemine işaret 

etmektedir[Haraguchi et al., 2010]. Aynı araştırmacılar HCC hücre hatlarında 

CD13’ü CD90 ve CD133 ile birlikte incelediklerinde, CD133+CD13+ve 

CD13+CD90-hücre alt-gruplarının sınırlı dilüsyonlarda etkili bir şekilde tümör 

oluşturabildiğini göstermişlerdir. Ayrıca CD13+ hücrelerin kemoterapi ajanları olan 

doxorubicin ve 5-fluorouracil’e karşı dirençli olduğunu ve kemoterapi sonrasında da 

CD13+ popülasyonunun sayısının arttığını göstermişlerdir[Haraguchi et al., 2010].  

 
  



 

13 
 

3.1.1.2. Fonksiyonel Belirteçler 

 

3.1.1.2.1. İkincil Popülasyon Yaklaşımı  

 
İkincil popülasyon(Side popülasyon, SP) yaklaşımı 1996’da Goodell ve 

arkadaşları tarafından geliştirilmiştir [Goodell et al., 1996].Günümüzde de hem 

kanser kök hücreleri hem de normal kök hücreleri izole etmek amacıyla 

kullanılmaktadır. Bu yaklaşım,ATP aracılığıyla substratların membran boyunca 

taşınmasında görev alan ve bu özellikleri ile kanser kök hücrelerinin kemoterapiye 

dirençli olmalarını sağlayan ABC membran taşıyıcılarının aşırı aktivitesine 

dayanmaktadır. Hoechst 33342 ile boyanmasının ardından, ABCG2 membran 

taşıyıcıları aracılığıyla boyayı aktif olarak hücre dışına atan grup akım sitometresinde 

belirlenmektedir. Bu grup,SP hücreleri olarak tanımlanmakta ve HCC’daki oranı%0 

ile %28 arasında değişmektedir [Shi et al., 2008]. Karaciğer kanserinde ilk defa SP 

hücreleri 2006 yılında iki bağımsız araştırmacı Haraguchive arkadaşları ile Chiba ve 

arkadaşları tarafından belirlenmiştir. Haraguchi arkadaşları HuH7 ve Hep3B hücre 

hatları dahil gastrointestinal sistemdeki 15 farklı hücre hattından Hoechst 33342 

boyası ile SP hücrelerini izole etmiştir. SP hücrelerinde farkılaşma ve kemoterapiye 

direnç ile ilişkili olan CEACAM6 ve ABCG2 gibi belirteçler tanımlanmıştır. Ayrıca 

bu hücrelerin hem SP hücrelerini hem de SP-olmayan hücreleri oluşturabilme 

yeteneğine sahip olduğu gösterilmiştir[Haraguchi et al., 2006]. 

 Chiba arkadaşlarıda SP uygulamasını HCC’da kanser kök hücre-benzeri 

hücreleri belirlemek için kullanmıştır.HCC hücre hattı olan PLC/PRF/5 ve HuH7 

hücre hatlarında SP hücrelerinin oranı %1’den az olarak belirlenmiştir. İzole edilen 

SP hücreleri, SP olmayan hücreler ile karşılaştırıldığında yüksek çoğalma 

potansiyelleri, anti-apoptotik özellikleri, kök hücre genlerinin aşırı-anlatımı ve daha 

yüksek tümörojenik potansiyelleri ile karakterize edilmektedir.NOD/SCID farede 

1000 SP hücresi tümör oluşturabilir ve seri transplantasyonlarla tümör oluşturma 

yeteneklerini devam ettirebilmekteyken, 1 milyon SP-olmayan hücre tümör 

oluşturamamaktadır[Chiba et al., 2006]. 
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3.1.1.2.2. ALDEFLUOR-Yaklaşımı (ALDH Aktivitesi) 

 
Aldehit dehidrogenaz(ALDH) aktivesinin ölçümüne dayanan bu 

yöntemhematopoietik kök/öncü hücre izolasyonundan uyarlanmıştır[Gerber et al., 

2012]. ALDH1bütün hücrelerde anlatımım olan bir enzim ailesinin üyesidir ve 

retinol’ün retinoik aside dönüşümü ile çoğalma, farklılaşma ve sağ kalımda görev 

almaktadır.ALDEFLOUR analizi,ALDH’ın substratı olan BAAA’yı(BODIPY-

aminoasetilaldehit) floresan bir ürün olan BAA’ya(BODIPY-aminoasetat) 

dönüştürmesi prensibine dayanmaktadır. Yüksek ALDH aktivitesine sahip hücreler 

floresan ışıma yaparlar ve akım sitometresi ile tanımlanabilirler [Ma et al., 

2008].ALDH aktivitesi ve CD133 anlatımının birlikte incelenmesi ile ALDH+ ve 

CD133+ olan hücrelerin çakıştığı gösterilmiştir[Ma et al., 2008].Kolon kanserinde, 

EpCAMyüksekCD44+ kolon kanseri kök hücrelerinde daha yüksek ALDH 

aktivitesigözlemlenmiştir [Ganguly and Puri, 2007]. 
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4. TGF-Β SİNYAL YOLAĞI 
 

Transforme-edici büyüme faktörü-β (TGF-β) izoformları hücre büyümesinin, 

hücre sağ kalımının, hücre farklılaşmasının ve hücre göçünün düzenlenmesi gibi 

süreçlerde rol almaktadır [Moustakas and Heldin, 2009].  

TGF-β’nın otoimmün, kardiyovasküler ve kanser gibi birçok hastalık ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir[Gordon and Blobe, 2008]. TGF-β’nın kanserde tümör 

baskılayıcı ve pro-tümörojenik olmak üzere birbirine zıt iki rolü bulunmaktadır. 

TGF-β tümör oluşumunun başlangıcında, hücre büyümesinin inhibisyonu ve 

apoptozun indüklenmesi ile tümör baskılayıcı özellik göstermektedir. Tümörün ileri 

evresinde ise, hücrelerdeepitel-mezenkim dönüşümü (EMT)programını uyararak 

invazyon ve metastazı tetikleyen pro-tümörojenik bir etki göstermektedir [Thiery et 

al., 2009]. Buna ek olarak, solid kanserlerde TGF-βnın pro-tümörojenik etkisinin 

stroma hücreleri ile de ilişkili olduğu gösterilmiştir. Stroma hücreleri, anjiogenezin 

indüklenmesi, immün sistemin baskılanması ve inflamatuar hücreleri tümör 

dokusuna çağırarak tümör hücrelerinin invazyon ve metastaz yeteneği kazanmasına 

yardımcı olmaktadır[Moustakas and Heldin, 2012]. TGF-β hücre içerisindeki 

fonksiyonunu Smad-aracılı yolak veya Smad-aracılı olmayan yolak üzerinden 

gerçekleştirmektedir. 

Smad-aracılı yolakta TGF-β bağlanması, TGF-βR2’nin TGF-βR1’i 

fosforillemesine ve bunun sonucunda da iki TGF-βR2 ve iki TGF-βR1 reseptöründen 

oluşanaktif bir kompleks oluşmasına yol açar (Şekil 4.1). Aktive olan TGF-βR1 

Smad2 ve Smad3’ü C-terminal serin’lerinden fosforillemektedir. Bu şekilde aktive 

olan Smad’lar ise Smad4 ile üçlü bir yapı oluşturarak hedef genlerin anlatımlarını 

düzenlemek üzere nükleusa geçmektedir. Diğer ko-aktivatör veya ko-represör 

transkripsiyon düzenleyicileri de bu Smad kompleksi ile etkileşerek Smad-aracılı 

transkripsiyon cevabının genliğini düzenlemektedir. Bu yol ile Smad’lar, TGF-

βuyarısıyla gen anlatımını etkinleşme veya baskılanma yönünde değiştirmektedir 

[Feng and Derynck, 2005].  

BMP ile aktive olan sinyal yolağında da aynı mekanizma geçerlidir ancak 

farklı tip1 ve tip2 reseptörler iş görmekte ve transkripsiyonel sinyal Smad2 ve/veya 

Smad3 yerine Smad1, 5 ve/veya 8 aracılığıyla gerçekleşmektedir [Daly et al., 2008], 

[Liu et al., 2009].  
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Smad-aracılı olmayan sinyal yolağında ise TGF-β, Erk, p38 ve JNK MAP 

kinaz aktivasyonu ile hücre iskeletini ve membran hareketini,PI3-kinaz 

aktivasyonuyla da protein sentezini düzenlemektedir[Derynck and Zhang, 2003], 

[Moustakas and Heldin, 2005]. 

 

 
 

Şekil 4.1:  TGF-β sinyal iletimi.  
 

4.1. Epitel-Mezenkim Dönüşümü 
 

Epitel-mezenkim dönüşüm(EMT) programı evrimsel olarak korunmuş bir 

süreçtir [Thiery, 2002]. EMT, çok hücreli organizmaların gelişimi sırasında öncü 

hücrelerin göçünü düzenlemek üzere etkinleşmekte ve hücrelerin yerleşimini takiben 

mezenkim-epitel dönüşümü (MET) olarak adlandırılan ters bir süreç ile hücreler 

yeniden epitelyal özelliklerini geri kazanmaktadırlar[Boyer and Thiery, 1993], 

[Davies, 1996]. Bunun yanında, EMT programı yaralanmaya karşı fizyolojik yanıt ve 

organ fibrozu gibi patolojik süreçler ile de ilişkilidir [Kalluri and Weinberg, 2009]. 

EMT terimi, epitel hücrelerinepitel özelliğini kaybetmesi ve mezenkimal hücre 

benzeri özellikler kazanması gibi hücre yapısında ve davranışında 

 

 

Transkripsiyonel Düzenleme Translasyonel Düzenleme 
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karmaşıkdeğişiklikleri gerektiren çok-basamaklı bir süreç olarak tanımlamaktadır 

(Şekil 4.2). EMT sürecinde epitel hücreleri E-kaderin ve epitel hücre fenotipi ile 

bağlantılıdiğer bileşenlerinin anlatımını kaybetmekte, mezenkimal hücre fenotipi ve 

invaziv fenotipgibi özellikler kazanmaktadır [Ouyang et al., 2010]. 

 

 
 

Şekil 4.2:Epitel-mezenkim dönüşümü. 
 

EMT programı gelişim sırasında normal olarak aktif olabildiği gibi yetişkin 

kanser dokusunda da anormal bir şekilde aktif olabilmektedir [Yang and Weinberg, 

2008]. EMT, hücre-dışı sinyaller; hücre-dışı matriks bileşenleri (ECM) ve büyüme 

faktörleri ile hücre-içi transkripsiyon faktörlerinden oluşan bir dizi molekül 

tarafından düzenlenir. EMT indükleyicileri olarak da adlandırılan bu transkripsiyon 

faktörlerinin başlıcaları Snail, Slug (Snail2), ZEB1 ve ZEB2 (SIP1) bHLH faktörleri 

Twist1 ve Twist2ile FOXC2’dir. Epitel hücreleri, hücre-dışı EMT-indükleyici 

sinyaller ve hücre-içi transkripsiyon faktörlerinin ortaklaşa etkileşimi ile yeniden 

programlanarak mezenkimal özellikler kazanmaktadır[Thiery et al., 2009].  

Gelişim sürecinde görülen EMT programı ile  kanser sürecinde (Şekil 4.3) 

görülen EMT programı EMT’yi başlatan sinyaller ve bunun sonucunda meydana 

gelen fenotipik değişiklikler bakımından benzerlik taşımaktadır [Huber et al., 2005], 

[Thiery, 2003]. Gelişimsel modellerden, EMT programı ile ilişkili ana sinyal 

yolaklarının TGF-β ve WNT sinyal yolakları olduğu bunun yanında Hedgehod, 

Notch, EGF ve IGF gibi diğer sinyal yolaklarınında etkili olduğu gösterilmiştir 

[DiMeoet al., 2009].  
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TGF-β aktivasyonuna bağlı olarakbazı epitel hücrelerinde E-kaderinin kaybı 

Smad-bağlı yolaktan dolayı meydana gelmektedir. Smad ile ilişkili transkripsiyon 

faktörleri E-kaderin anlatımını, E-kaderinin promotor bölgesindeki E-box dizilerine 

bağlanarak baskılamaktadır. E-box’a bağlanan transkripsiyon faktörleri Snail, Slug, 

Zeb1 ve SIP1 proteinleridir[Thiery et al., 2009].  

 

 
 

Şekil 4.3: Kanser Sürecinde EMT’nin rolü. 
 

4.1.1. Kanser Kök Hücresi ve Epitel Mezenkim-Dönüşümü 
 

EMT ile ilişkili olan moleküler düzenlenme mekanizmaları kanser 

hücrelerinde, kök hücre-benzeri (stem cell-like) özellikler kazandırmaktadır [Mani et 

al., 2008], [Scheel et al., 2011]. Normal kök hücre dengesini düzenleyen birçok 

sinyalin, EMT-indükleyicisi olduğu ve bu sinyallerin kanser kök hücre (CSC) 

oluşumu ilekök hücre özelliğinin sürdürülmesine katkı sağladığı düşünülmektedir. 

Brabletz et al.,tarafından bir tümör gelişim modeli olarak“göç eden kanser kök 

hücre” (migrating cancer stem cell) modeli ortaya atılmıştır[Brabletz et al.,2005]. Bu 

hücreler EMT geçirerek mezenkimal ve kök hücre-benzeri özellikleri ile göç 

edebilme ve kendini yenileme kapasitesi kazanmaktadır [Magee et al., 2012].  

İnsan meme epitel hücrelerinde EMT transkripsiyon faktörlerinin ektopik 

anlatımı sonrasında hücrelerin mezenkimal fenotip kazandığı ve kök hücre benzeri 

belirteçlere sahip olduğu gösterilmiştir. Buna ek olarak, izole edilen 

CD44yüksekCD24düşükkök hücre alt-grubunda, CD44düşükCD24yüksekkontrol hücre alt-

grubuna göre mezenkimal belirteçlerden olan N-kaderin, vimentin ve fibronektin ile 

EMT-indükleyici transkripsiyon faktörlerinden ZEB2, SLUG, Twist1 ve Twist2’nin 
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yüksek anlatımları belirlenmiştir[Mani et al., 2008]. Bir başka çalışmada ise, yine 

ölümsüz insan meme epitel hücrelerinde (HMLE)E-kaderinin shRNA’lar ile 

anlatımının baskılanması sonucunda EMT’nin indüklendiği gözlemlenmiştir.Ayrıca, 

bu hücrelerin mezenkimal fenotip ilekanser kök hücresi benzeri özellikler kazandığı 

gösterilmiştir [Onderet al., 2008].   

Overkanseri hücre hatlarınınEMT-indükleyici transkripsiyon faktörlerinden 

Snail ve Slug ile transfeksiyonu sonucunda Nanog ve KLF4 gibi kök hücre özelliği 

ile ilişkili genlerin baskılanmasının kalktığı ve CD44+CD117+ kanser kök hücre 

popülasyonun arttığı gösterilmiştir [Kurreyet al., 2009].  

 

4.2. SIP1Transkripsiyon Faktörleri 
 

 ZEB ailesi omurgalılarda iki homolog ZEB proteininden oluşmaktadır; ZEB1 

ve ZEB2(SIP1). ZEB1 proteini lens-spesifik delta 1- kristalin enhansırı olarak tavuk 

lens hücrelerinde belirlenmiştir [Funahashi et al., 1993]. SIP1 1999 yılında, 

Verschueren ve arkadaşları tarafından TGF-β sinyal yolağı ile düzenlenen Smad 

proteinleri ile etkinleşerek DNA’ya bağlanan ve hedef genlerin ifadesini baskılayan 

bir transkripsiyon faktörü olarak tanımlamıştır. [Verschueren et al.,1999].  

ZEB1 ve SIP1,ZFHX1a ve ZFHX1b genleri tarafından kodlanmaktadır. 

ZEB1/SIP1E-box dizilerine (CAGGTA) bağlanabilen ve birbirinden ayrı iki C2H2-

tipi çinko parmak kümesine sahip olan transkripsiyonel baskılayıcılarolarak 

tanımlanmıştır[Vandewalle et al., 2009].  

 

 
 

Şekil 4.4: ZEB1 ve SIP1 proteinleri. 

 

 

 

 

Çinko parmak 

CtBP bağlanma bölgesi 

Homeodomain 
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ZEB1/SIP1’in baskılayıcı işlevleri CtBPs, HDACs ve BRG1 gibi farklı eş-

baskılayıcılara bağlanmalarıyla gerçekleşmektedir [Browne et al., 2010], [Sanchez-

Tillo et al., 2012]. Ayrıca, ZEB1/SIP1 transkripsyion faktörleri pCAF ve P300 gibi 

transkripsiyon eş-aktivatörlerine de bağlanarak transkripsiyon aktivatörleri gibi de 

davranabilmektedir [Postigo et al., 2003].  

ZEB proteinleri, CtBP eş-baskılayıcı kompleksinde histon deasetilaz, 

metiltransferaz, polycomb ve coREST ile birleşmektedir [Postigo and Dean, 1999], 

[Shi et al., 2003]. CtBP’ye ek olarak, ZEB2 NuRD ile de etkileşmektedir 

[Verstappenet al., 2008].  

ZEB1 ve SIP1’in represör aktivitesi, transkripsiyon-sonrası modifikasyon ile 

düzenlenmektedir. Pc2 veya p300/pCAF asetilasyonu ile SUMOlasyon ZEB 

faktörlerinin CtBP’ye bağlanmasını bozmaktadır [Long et al., 2005], [Postigo et al., 

2003].  

Ayrıca, ZEB transkripsiyon faktörleri,Smad bağlanma domainleri (SBD) ile 

TGF-β sinyal yolağında reseptör ile aktive olan Smad’lara (R-SMAD) 

bağlanabilmektedir. Bu sayede,hücre içinde TGF-β hedef genlerinin promotor 

bölgesindeki E-box dizilerine bağlanarak TGF-β’ya yanıtın düzenlenmesine aracılık 

etmektedir [Browne et al., 2010]. SIP1’in, Smad-1.-2.-3’ün MH2 domaini ile 

doğrudan etkileşebildiği gösterilmiştir [Verschueren et al.,1999].  

SIP1’in, kaderin 1 geninini (CDH1) [Comnijn et al., 2001], klaudin 4 geninini 

(CLDN4), siklin D1 geninini (CCND1) [Mikkers et al., 2002], telomeraz ters 

transkriptaz genini(TERT) [Ozturk vd., 2006], alkalen fosfataz genini(ALPL), miR-

200b-200a-429’u ve Wnt sinyal yolağının negatif düzenleyicisi olan SFRP1 genini 

[Miquelajauregui et al., 2007]  baskıladığı belirlenmiştir.  

Epitel kökenli kanser hücrelerinde ZEB proteinlerinin anlatımları 

arttırıldığında epitelyal polaritenin ve hücre-hücre bağlantılarının bozulduğu 

gözlemlenmiştir[Sanchez-Tillo et al., 2012]. SIP1’in hedeflerinden biri epitel-

adezyon proteini olan E-kaderin’i kodlayan CDH1 genidir. SIP1,CDH1 geninin 

promotor bölgesindeki E-box dizilerine bağlanmaktadır. E-kaderinin transkripsiyonel 

baskılanması gelişimsel süreçte ve tümör hücre invazyonu ile metastazdaki EMT’yi 

indüklemektedir [Comnijn et al., 2001]. Buna ek olarak, SIP1’in EMT ve invazyon 

ile ilişkili olan vimentin ve metalloproteaz gen ifadelerininartışına aracılık ettiği 

gösterilmiştir [Miyoshi et al., 2004], [Postigo et al., 2003].Normal hücrelerin 

bölünmesi, hücre döngüsü kontrol noktaları ile kontrol edilmektedir. Ancak kanser 
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hücrelerinin bölünmesinde bu kontrol noktalarında bozulma olabilmektedir.A431 

hücrelerinde SIP1’in aşırı anlatımı siklin D1’in transkripsiyonel olarak baskılanması 

ve hücre döngüsünün G1 fazında duraklamasınayol açmıştır. Benzer bir şekilde 

MDCK hücrelerinde de SIP1’in aşırı anlatımı ile  ile G1 fazındaki hücre miktarında 

artış gözlemlenmiştir [Browne et al., 2010]. 

Kanser hücrelerindeki sınırsız bölünme yeteneğinin artmış telomeraz 

aktivitesinden kaynaklandığı düşünülmektedir. Meme kanseri hücrelerindeki hTERT 

baskılanmasının kısmen SIP1’e bağlı olduğu ve bununda TGF-β’ya bağımlı olarak 

gerçekleştiği bildirilmiştir. Ayrıca, SIP1’in HCC hücrelerinde hTERT baskılanmasını 

sağlayarak hücreleri senesense yönlendirdiği belirlenmiştir [Ozturk vd., 2006].   

Fare embriyolarında SIP1 yokluğunda nöral tüp kapanamaması sebebiyle ölüm 

meydana gelmektedir. SIP1 fare beyin kortikal hücrelerinde SFRP1 geninin 

promotor bölgesine bağlanarak genin ifadesini baskılamaktadır.Bu genin 

ifadesindeki baskılanma da Wnt sinyal yolağındaki baskının kalkmasına sebep 

olmaktadır [Miquelajauregui et al., 2007]. Koopmansch ve arkadaşları KLF4 ile 

SIP1’in E-kaderin promotor bölgesine bağlanabildiklerini göstermiştir. Bu iki 

transkripsiyon faktörünün bağlanma bölgelerin örtüşmesine karşın KLF4 E-kaderin 

ifadesini artırmakta, SIP1 ise azaltmaktadır[Koopmansch et al., 2013]. SIP1 ve 

ZEB1’in anlatımları miR-200 ailesi üyeleri, miR-205 ve miR-141 tarafından kontrol 

edilmektedir [Gregory et al., 2008], [Park et al., 2008]. Ayrıca SIP1 ve ZEB1’in de 

miR-200 ailesi üyelerinin transkripsyionel baskılayıcıları oldukları gösterilmiştir 

[Gregory et al., 2008], [Parket al., 2008]. Buna ek olarak,  fare mezanjial 

hücrelerinde miR-192’nin de SIP1 mRNA’sını hedef aldığı gösterilmiştir [Kato et 

al., 2007].Buna ek olarak, Kim ve arkadaşlarıyapmış oldukları çalışma ile p53 

aracılığıyla düzenlenen EMT’de miR-200 ailesi üyeleri ve miR-192’nin anlatımın 

arttığını ve SIP1 baskılandığını da göstermiştir[Kim et al., 2011]. 

Ayrıca, SIP1 mRNA’sı diğer transktiptleri hedef alan mikroRNA’ları 

baskılayarak yarışmacı endojenik RNA (competitive endogenous RNA, ceRNA) gibi 

fonksiyon görür ve böylece diğer transkriptlerin anlatımını aktive etmektedir 

[Karrethet al., 2011]. 
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4.2.1. Kanser Kök Hücrelerinde SIP1 
 

ZEB ailesinin iki üyesi olan ZEB1 ve ZEB2 çeşitli insan tümörlerinde 

bulunmakta ve EMT’nin önemli regülatörlerinden olup ilaç-dirençliliği ile kanser 

kök hücrenin, kök hücre özelliğine destek sağlamaktadır [Peinado et al., 2007]. 

ZEB1 kök hücre özelliğini inhibe eden mikroRNA’ları baskılayarak EMT’nin aktive 

olmasını ve kanser kök hücre devamlılığını sağlamaktadır. Bu da kanser kök hücre 

ile EMT arasında doğrudan bir ilişki olduğunu göstermektedir [Wellner et al., 2009].  

Primer meme tümöründen izole edilen CD44yüksekCD24düşük hücrelerde 

CD44düşükCD24yüksek hücrelere göre mezenkimal belirteçlerden olan N-kaderin, 

vimentin ve fibronektin ile EMT-indükleyici transkripsiyon faktörlerinden SIP1, 

SLUG, Twist1 ve Twist2’nin yüksek anlatımları belirlenmiştir [Mani et al., 2008]. 

MCF-10 hücrelerinde yapılmış olan çalışmada CD44+CD24- kanser kök hücre 

grubunda artmış ZEB2 anlatımı gösterilmiştir [Bhat-Nakshatriet al., 2010]. 

 

4.2.2. Hepatoselüler Karsinomada SIP1 
 

SIP1 ile HCC arasındaki ilişkiyi açıklamaya yönelik ilk çalışma 2004 yılında 

yapılmıştır. Bu çalışmada, SIP1’in SNAIL ile birlikte matriks metalloproteazlarını 

(MMP-1, MMP-2, MMP-7 ve MTI-MMP) arttırdığı ve HCC hücrelerinin 

invazyonunu düzenlediğini göstermiştir [Miyoshi et al., 2004]. Ayrıca SIP1’in HCC 

hücrelerinde hTERT baskılanmasını sağlayarak hücreleri senesense yönlendirdiği 

belirlemiştir [Öztürk vd., 2006].   

SIP1 ifadesinin miRNA’lar ile düzenlendiği yapılan çalışmalar ile 

gösterilmiştir [Gregory et al., 2008].HCC’da SIP’in negatif regülatörü miR-200c’nin 

normal karaciğere göre artmış anlatımının gösterilmesi ile SIP1 ve HCC arasındaki 

ilişki dikkat çekmektedir [Ladeiro et al., 2008]. 

Acun ve arkadaşları HCC’da SIP1anlatımının promotor hipermetilasyonu ile 

azaldığını belirlemiştir. Ayrıcaiyi-faklılaşmış (well-differentiated) HCC hücre 

hatlarındadüşük SIP1 anlatımı görülmesine karşın zayıf-farklılaşmış (poorly-

differentiated) HCC hücre hatlarında ise güçlü SIP1 anlatımı gösterilmiştir [Acun 

vd., 2011]. 
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5. GEREÇ VE YÖNTEMLER 
 

5.1. Gereçler 
 

5.1.1. Kullanılan Kimyasallar 
 

EDTA (Merck), MBG Etanol (Riedel de Haen), L-Glutamin (Lonza).Β-

Mercaptoetanol (Fischer Scientific), Gliserol (Fischer Scientific), Tris (Fischer 

Scientific), HCL (Fischer Scientific), RNase-ExitusPlus (AmpliChem), DMSO 

(Fischer Scientific). 

 

5.1.2. Kullanılan Hücre Kültürü Malzemeleri 
 

Hücre besiyeri olarak düşük-glukoz içerikli DMEM besiyeri (Lonza),%10 fötal 

dana serumu (FBS, Lonza), %1 Penisilin-Streptomisin (Lonza),400 mM L-glutamin 

(Lonza) ve 1X fosfat tamponlu tuz solüsyonu (PBS, Lonza).10X Tripsin (Lonza). 

 

5.1.3. Kullanılan Kitler 
 

Akım sitometresinden izole edilen hücrelerden total RNA izolasyonu için 

NucleoSpin RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel) kullanılmıştır. İzole edilen total 

RNA’lardan tek zincirli cDNA sentezlemek için First Strand cDNA sentez kiti 

(Macharey-Nagel) kullanılmıştır. Gen ifadesi analizi için Maxima Cybergreen 

Master Mix (Thermo Scientific) kullanılmıştır. 

 

5.1.4. Kullanılan Hücre Hattı 
 

Bu çalışmada Bilkent Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Bölümü’nden elde edilen HuH7 ve PLC/PRF/5 hücre hatları kullanılmıştır. 
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5.1.5. Kullanılan Çözeltiler 
 

Tris–EDTA (TE) Tamponu  

• 10 mM Tris–HCl (pH 8.0)  

• 1mM EDTA (pH 8.0)  

Akım Sitometre Solüsyonu (Flow Solüsyonu) 

• 1X PBS 

• 2 mM EDTA (pH 8.0)  

• %2 Fetal Bovine Serum (FBS) 

Hücre Dondurma Besiyeri 

• %90 FBS 

• %10 DMSO 

SP Solüsyonu  

• 1X HBSS 

• %1 Penn-Strep. 

• %2 Fetal Bovine Serum (FBS) 

 

5.1.6. Kullanılan Antikorlar ve Solüsyonlar 
 

Çalışmada kullanılan antikorlar ve floresan işaretleri Tablo5.1’de 

gösterilmiştir. Fc reseptörlerinin bloklanması için FcR Blocking Solüsyonu (Miltenyi 

Bio.) kullanılmıştır. Akım sitometresi ile izolasyon sırasında canlı hücrelerin 

seçilmesi için 7AAD solüsyonu (BD Bio.) kullanılmıştır. 

 

Tablo 5.1: Bu çalışmada kullanılan antikorlar ve floresan işaretleri. 
 

Antikorlar Floresan İşaret 

CD133 (Miltenyi Bio.) PE 

CD44 (BD Bio.) APC 
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5.1.7. Kullanılan Boya ve İnhibitör 
 

SP hücrelerinin belirlenmesinde DyeCycleViolet (DCV)(Invitrogen) boyası 

kullanılmıştır. DCV DNA’ya bağlanan bir boya olup mor lazer ile uyarılmaktadır, 

FumitriMorgin C ( FTC, Sigma Aldrich) SP hücrelerinde boyanın dışarı atılımını 

engellemek için ABCG2 pompa inhibitörü olarak kullanılmıştır. 

 

5.1.8. Kullanılan Cihazlar 
 

+4°C Buzdolabı (Ariston), -20°C Derin Dondurucu (Ariston), -80°C Derin 

Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85), 

NanoSpec (Shcmadzu), Akım Sitometresi (Becton Dickens, FACS Aria II), Laminar 

Akım Kabini (Labconco, Logic), Karbondioksit İnkübatörü (Labogene, Scancell), 

Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50), qRT-PCR (Stratagene Mx3000, Agilent), 

PCR Kabini (Lab Companion), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette). Santrifüj 

(Nüve, NF400), Soğurmali Santrifüj (Labogene, Scanspeed 1580R), Votex 

(DragonLabs, MX-S), PCR (Biorad, Mj Mini). 

 

5.2. Yöntemler 
 

5.2.1. Hücre Çözme İşlemi 
 

Sıvı azot tankından alınan PLC/PRF/5 ve HuH7 hücre hatları oda sıcaklığında 

eriyince, üzerine yavaşça %10 Fötal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve 

8mM L-Glutamin ile desteklenen düşük-glukoz içeren DMEM besiyeri eklendi ve 15 

ml santrifüj tüpüne alındı. Hücreler 1500 rpm’de 5 dk santrifüjlendi. Üst sıvı aspire 

edildi ve hücre pelleti besiyeri ile sulandırıldı ve 75 cm2’lik kültür kabına ekim 

yapılarak 37˚C’de %5 CO2’li inkübatöre yerleştirildi.  
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5.2.2. Hücre Kültürü 
 

Hücreler 75 cm2kültür kabı’nın %80-90’ını kapladıklarında besiyeri aspire 

edildi. Hücrelerin üzerine 1X PBS eklenerek hücreler yıkandı. 1X PBS aspire 

edilerek 3X tripsin ekledive hücreler kaldırıldı.Hücre pasajı ihtiyaca bağlı olarak 1/2 

- 1/6 dilüsyonlarında yapıldı. 

 

5.2.3. Hücre Dondurma İşlemi 
 

Hücreler stok yapmak amacıyla dondurularak saklandı. Hücreler 1500 rpm’de 

5 dk santrifüjlendi. Üst sıvı aspire edildi ve hücre pelletinin üzerine %90 FBS ile 

%10 içeren hücre dondurma besiyeri eklendi. 2ml tüplerde hücreler önce -80˚C derin 

dondurucuya alındı ve takibeden gün sıvı azot tankına aktarılarak uzun süreli 

saklanmaları gerçekleştirildi. 

 

5.2.4. Akım Sitometresi ile Hücre Analizi ve İzalasyonu 
 

5.2.4.1. SP Hücre Analizi 

 
HuH7 hücreleri %10 Fötal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve L-

Glutamin ile desteklenen düşük-glukoz içeren DMEM besiyerinde 37˚C ve %5 

CO2’li inkübatördebüyütüldü. Hücreler, kültür kabının %80-90’ınıkapladığında 

tripsin ile kaldırılıp +4 derecede 1800 rpm’de 5 dk santrifüjlendi. Üst sıvı atıldı ve 

hücre pelleti SP sölüsyonu ile sulandırıldı. Sulandırılan hücreler 3 tüpe bölündü; Tüp 

1(20μM DCV+20 μMFTC + PI), Tüp 2(20 μMDCV+30 μMFTC + PI), Tüp 3(20μM 

DCV + PI). 

Karanlıkta, tüp 1’e 20 μM ve tüp 2’ye de30 μMfinal konsantrasyonu olacak 

şekilde FTC eklendi. Tüpler vortexlendi ve 37˚C’de 30 dakika ön-inkübasyona 

bırakıldı. Ön-inkübasyon ile ABCG2 membran taşıyıcılarının bloke olması 

amaçlandı. 30 dk’lık inkübasyonun sonucunda tüpler yeniden vortexlendi ve 

karanlıkta, tüp 1, 2 ve 3’e final konsantrasyonu 20μM olacak şekilde DCV eklendi. 

Tüpler 37˚C’de 90 dk inkübasyona bırakıldı ve her 15 dk’da bir ters-düz edilerek 

karıştırıldı. İnkübasyon sonunda tüplere soğuk 1X PBS eklenerek hücreleryıkandı ve 
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4˚C’de 1800 rpm’de 5 dk santrifüjlendi. Üst sıvı atıldı ve pelletSP buffer ile 

sulandırılıp analize kadar buzdolabında karanlıkta bekletildi. Analizden 5 dk önce 

ölü hücrelerin ayrımında kullanılan 10 μl PI solüsyonu eklendi.   

Akım sitometresinde hücreler önce FSC’ye karşı SSC ile analiz edildi. Burada 

parçalanmamış bütünlüğü korunan hücreler kapılandı. Bu kapıdaki hücreler SSC’ye 

karşı PE filtresi ile incelendi. Ölü/canlı hücre ayrımı yapıldı ve canlı hücreler 

kapılandı. Bu kapıdaki hücreler SSC-H’ye karşı SSC-A ile analiz edildi. Birbirine 

yapışık olan ikili hücrelerin ayrımı yapılarak tek hücreler kapılandı. Bu kapıdaki 

hücreler PE-Cy7 filtresine karşı DAPI filtresi ile analiz edildi.  

HuH7 hücre hattından SP hücre analizi işlemi 3’er kez tekrarlanmıştır. 

 

5.2.4.2.CD133+CD44+ Hücre Analizi ve İzolasyonu 

 
HuH7 ve PLC/PRF/5 hücreleri %10 Fötal dana serumu, %1 penisilin-

stereptomisin ve L-Glutamin ile desteklenen düşük-glukoz içeren DMEM 

besiyerinde 37˚C ve %5 CO2’li inkübatördebüyütüldü. Hücreler, kültür kabının %80-

90’ınıkapladıklarında tripsin ile kaldırılıp +4˚C’de 1800 rpm’de 5 dk santrifüjlendi. 

Üst sıvı atıldı ve pellet (7 - 8 x 106 hücre) 80 μlflowsolüsyonu ile 

sulandırıldı.Boyasız kontrol ve 7AAD boyalı kontrol için de yine aynı işlem yapıldı 

ve pellet (1 x 106 hücre) 80 μl flow solüsyonu ile sulandırıldı; Tüp 1 (Boyasız kontrol 

olan tüp), Tüp 2(7ADD boyalı kontrol olan tüp) (Ölü/Canlı ayrımı için), Tüp 

3(CD133-PE, CD44-APC ve 7AAD boyalı tüp) (Hücre izolasyonu için). 

Tüp 3’e 12,5 μl ve tüp 2’ye 5 μl FcR blocking solüsyonu eklendi ve 

buzdolabında karanlıkta 10 dk ön-inkübasyona bırakıldı. Ön-inkübasyon sonrasında 

tüp 3’e 25 μl CD44 APC antikoru eklendi ve vortexlenip buzdolabında 10 dk 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda tüp 3’e 12 μl CD133 PE antikoru, 10 μl 

7AAD solüsyonu ve tüp 2’ye de 5 μl 7AAD solüsyonu eklenip vortexlendi ardından 

da buzdolabında 10 dk inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda tüm tüplere 2 ml 

soğuk flow solüsyonu eklenip hücreler yıkandı ve +4˚C’de1800 rpm’de 5 dk 

santrifüjlendi. Üst sıvı atıldı ve pellet 2 ml Flow solüsyonu ile sulandırılıp analize 

kadar buzdolabında karanlıkta bekletildi. 

Akım sitometresinde kontrol olarak tüp 1 ve tüp 2 kullanılarak analiz ve 

izolasyon için gerekli ayarlar yapıldı. Ayarların yapılmasının ardından da tüp 3cihaza 



 

28 
 

verilerek izolasyon işlemi gerçekleştirildi. Hücreler içerisinde 500 μl FBS olan 5 ml 

tüplere toplandı. İzolasyon işleminin ardından hücreler 1800 rpm’de 5 dk 

santrifüjlendi ve üst sıvı atılıp hücre pelleti RNA izolasyonuna kadar -80˚C derin 

dondurucuda saklandı. 

HuH7 ve PLC/PRF/5 hücre hatlarının her biri için CD133+CD44+ hücre 

izolasyonu 3’er kez tekrarlandı. 

 

5.2.5. İzole Edilen Hücrelerden RNA İzolasyonu 
 

Akım sitometresinde izole edilen hücre alt-gruplarından RNA izole edilmesi, 

NucleoSpin RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel)  kullanılarak, üretici firmanın 

verdiği kullanma talimatına uygun bir şekilde yapıldı. Kısaca, lizis tamponu ile hücre 

pelleti lizis edildi. Ardından elde edilen lizat filtrelendi. Filtreden geçen sıvının 

üzerine RNA-bağlama solüsyonu eklendi. Bu üst sıvı kolona uygulanarak RNA’nın 

kolona bağlanması sağlandı. Kolondaki tuzlar MDB (Membran Desalting Buffer) 

eklenerek ortamdan uzaklaştırıldı. Kolondaki DNA, rDNase kullanılarak 

parçalandı.Kolon yıkandı ve kurutuldu. Yüksek saflıkta RNA’ın elüsyonu 40 

μldH2Okullanılarak yapıldı. 

İzole edilen RNA’nın konsantrasyonu ve OD 260/280 oranı NanoSpec 

spektrometre cihazı ile ölçüldü. İzole edilen RNA’lar -80˚C derin dondurucuda 

saklandı.  

 

5.2.6. cDNA Sentezi 
 

İzole edilen RNA’lardan cDNA sentezi First Strand cDNA sentez kiti 

(Macharey-Nagel) kullanılarak, üretici firmanın verdiği kullanma talimatına uygun 

bir şekilde yapıldı.Kısaca, -80˚C derin dondurucudan alınan RNA’lar ile pcr tüpünde 

RNA/Primer/dNTP karışımı (Tablo 5.2) hazırlandı. Bu karışım PCR cihazına 

yerleştirildi ve 70 ˚C’de 5 dk ön-inkübasyon gerçekleştirildi. Ardından tüp hemen 

buza alındı ve üzerine RT karışımı (Tablo 5.3) eklendi. Hacmi 20 μl olan cDNA 

sentez karışımı PCR cihazına yerleştirilip 42˚C’de 60 dk sentez işlemi ve 80˚C’de 5 

dk enzim inaktivasyonu işlemi yapıldı.  
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Tablo 5.2:RNA/Primer/dNTP karışımı 
 

RNA / Primer / dNTP karışımı 

tRNA (1 ug) 3-5 μl 

 Primer 2 μl 

dNTP mix 4 μl 

N.F. dH2O 5-7 μl 

Toplam 16 μl 

 

Tablo 5.3: RT karışımı 
 

          RT mix 

10X RT buffer 2 μl 

Murine RNase inhibitör 0.5 μl 

M-MulV RT 1 μl 

N.F dH2O 0.5 μl 

Toplam 4 μl 

 

20 μl olan PCR hacmi reaksiyon sonunda dH20 ile 50 μl’ye tamamlandı. cDNA 

konsantrasyonu ve OD260/280 oranı NanoSpec spektrometre ile ölçüldü. Sentezlenen 

cDNA, -20˚C derin dondurucuda saklandı. 

 

5.2.7.qRT-PCR ile gen ifadesi analizi 
 

Reaksiyon hacmi 20 μl olarak hazırlandı ve 350 ng cDNA kalıp olarak 

kullanıldı (Tablo 5.4)SIP1, ZEB1, SNAIL, TWIST, CK19, BCRP1, CEACAM6 ve 

GAPDH primerleri (Tablo 5.5) ile Maxima Cybergreen Master Mix (Thermo 

Scientific) kullanılarak Kitin önerdiği döngü şartlarında (Tablo 5.6)  qRT-PCR 

reaksiyonu gerçekleştirildi.Gen ifadesi analizi ise ddCt formülü ile GAPDH’a göre 

normalize edilerek hesaplandı. 

 

  



 

30 
 

Tablo 5.4: qRT-PCR reaksiyon tablosu 
 

20 µl Reaksiyon Hacmi 

2X master mix 10 μl 

İleri primer (125 mM - 250 mM) 0.25 – 0.50 μl 

Geri primer (125 mM - 250 mM) 0.25 – 0.50 μl 

Template (350 ng) 1.649403 μl 

NF dH2O 7 – 8.5 μl 

Toplam 20 μl 

 

Tablo 5.5:Çalışmada kullanılan ileri ve geri primerler. 
 

Gen Adı İleri Primer Geri Primer 

SIP1 TCCTGTCTGTCTCGCAAAAA GCCTTGAGTGCTCGATAAGG 

ZEB1 
GATCAAAGACATGTGACGCAG TGTGTGAGCTATAGGAGCCAG 

SNAIL CTCTAGGCCCTGGCTGCTAC TGACATCTGAGTGGGTCTGG 

TWIST CCGGAGACCTAGATGTCATTG CACGCCCTGTTTCTTTGAAT 

CK19 CCGCGACTACAGCCACTACT AGAGCCTGTTCCGTCTCAAA 

BCRP1 ATGGATTTACGGCTTTGCAG GAGATCGATGCCCTGCTTTA 

CEACAM6 ATGTGCCAAGCCCATAACTC GTCTGGTCCAATCTGCCAGT 

GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA 
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Tablo 5.6: qRT-PCR döngü şartları 
 

Döngü Sayısı Sıcaklık (ºC) Süre 

1 döngü 95 10 dakika 

45 döngü 

95 

58-60 

72 

20 saniye 

30 saniye (ölçüm) 

30 saniye 

Erime eğrisi 55 - 95 
Her 0.1 sıcaklık 

değişiminde ölçüm 

 

Kullanılan primerlerin etkinliği (E değeri) hesaplanırken konsantrasyonu 

bilinen cDNA’dan 5 farklı dilüsyon hazırlandı. Bu dilüsyonlar kalıp DNA olarak 

kullanıldı. Yapılan qPCR sonucunda E değeriMxPro yazılımının, Ct değerlerini 

kullanarak oluşturduğu 5 noktalı standart eğrinin eğimi ile hesaplandı (Tablo 5.7).  

 

E=10-1/Eğim       (5.1) 

 

Tablo 5.7:  Primer etkinliği 
 

Primer 
Primer 

Etkinliği 

SIP1 2,11 

ZEB1 2,17 

SNAIL 1,90 

TWIST 1,70 

CK19 1,90 

BCRP1 1,80 

CEACAM6 2.15 

GAPDH 2,12 
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Gen ifadesi analizi ddCt yöntemi kullanılarak yapıldı.  

 

ddCt = Egen^dCtgen(kalibratör-örnek)/Enormalizatör^dCtnormalizatör(kalibratör-örnek)   (5.2) 

 

Relative ekspresyon = Log2(ddCt)                                 (5.3) 

 

qRT-PCR reaksiyonu triplike yapılmış ve denemeler 2’şer kez tekrarlanmıştır. 
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6. BULGULAR 
 

6.1.Akım Sitometresi ile Hücre Analizi ve İzalasyonu 
 

Huh7 ve PLC/PRF/5 hepatoselüler karsinoma (HCC) hücre hatlarında akım 

sitometresi ile ikincil popülasyon (Side popülasyon, SP) hücreleri ve hücre yüzey 

belirteci olan CD133/CD44 ikili pozitifliği analiz edilmiştir.Hücre yüzey 

belirteçlerine göre CD133+CD44+ hücre alt-grubu izole edilmiştir. 

 

6.1.1. SP Hücre Analizi 
 

Yaptığımız çalışma ile HuH7 hücre hattında, DCV boyanması ile akım 

sitometresi alt-kadranında kuyruk şeklinde olan buna karşın FTC pompa inhibitörü 

eklenen tüpte kaybolan SP hücreleri gözlemlenememiştir (Şekil 6.1). 

 

 

 
 

Şekil 6.1:HuH7 hücre hattında SP hücre analizi. 

 

Şekil 6.1’de görüldüğü üzere sol tarafta DCV boyası ve FTC pompa inhibitörü 

olan tüpün görüntüsü ve sağ tarafta ise sadece DCV boyası olan tüpün 

görüntüsüdürDCV ile boyanan tüpte kuyruk şeklinde görünenve inhibitörlü tüpte 

kaybolan SP hücreleri akım sitometresi alt-kadranında incelenmiştir. 

  

 

 

 

       B.                                                 
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Farklı boya ve inhibitör konsantrasyonları ile filtre kombinasyonları denenmiş 

olmasına rağmen SP hücre izolasyonu gerçekleştirilemedi. Takip eden çalışmalarda,  

CD133 ve CD44 hücre yüzey proteinleri kullanılarakHCC hücre hatlarından kanser 

kök hücrelerinin izole edilmesive gen ifade analizlerinin değerlendirilmesi 

kararlaştırıldı. 

 

6.1.2. CD133/CD44 İkili Pozitif Hücre Analizi ve İzolasyonu 
 

HuH7 ve PLC/PRF/5 HCC hücre hatlarında kanser kök hücrelerinin 

belirlenmesi amacıyla CD133/CD hücre yüzey belirteçleri kullanılmıştır.  

 

6.1.2.1. HuH7 Hücre Hattında CD133+CD44+ Hücre Analizi ve 

İzolasyonu 

 
HuH7 hücreleri eş zamanlı olarak CD133-PE ve CD44-APC antikorları ile 

inkübe edildi.Akım sitometresi ile yapılan analizde CD133+CD44+ hücre alt-grubu 

oranı %2,2 CD133+CD44- hücre alt-grubu oranı % 82,7 ve CD133-CD44- hücre alt-

grubu oranı %15 olarak bulundu (Şekil 6.2). Takip eden ayrıştırma işlemiyle 

boyanan hücrelerden CD133+CD44+, CD133+CD44- ve CD133-CD44- hücre alt-

grupları% 98 saflıkta izole edildi. 

 

 
 

Şekil 6.2:HuH7 hücre hattında CD133/CD44 ikili boyanması.  
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Şekil 6.2’de kontrol tüpünün görüntüsü üst tarafta görülmektedir.7AAD 

solüsyonu ölü hücreleri boyamaktadır. 7AAD ile boyanmayan canlı hücreler hücreler 

seçilip APC ve PE filtrelerindeki floresan sinyaline göre akım sitometresinin 

izolasyon ayarları yapılmıştır.Yine aynı şekilde alt tarafta7AAD solüsyonu ile 

boyanmayanhücrelerdeki CD133-PE ve CD44-APC floresan sinyalleri incelenmiştir. 
 

6.1.2.2. PLC/PRF/5 Hücre Hattında CD133+CD44+ Hücre Analizi 

ve İzolasyonu 

 
PLC/PRF/5 hücre hattında CD133-PE ve CD44-APC ile hücre yüzey boyaması 

yapıldı. Boyanmalar akım sitometrisinde değerlendiridiğinde, CD133+CD44+ hücre 

alt-grubu %1,5, CD133+CD44- hücre alt-grubu % 85 ve CD133-CD44- hücre alt-

grubu %13,4 olarak bulundu (Şekil 6.3).CD133/CD44 ikili antikor boyanmasının 

gerçekleştirildiği tüpten CD133+CD44+, CD133+CD44- ve CD133-CD44- hücre alt-

grupları% 98 saflıktaizole edildi.  

 

 
 

Şekil6.3: PLC/PRF/5 hücre hattında CD133/CD44 ikili boyanması.  
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Şekil 6.3’de kontrol tüpünün görüntüsü üst tarafta gösterilmektedir. 7AAD 

solüsyonu ile boyanmayan canlı hücreler seçilmiştir. Bu canlı hücrelerin APC ve PE 

filtrelerindeki sinyallerine bakılarak akım sitometresinin izolasyon ayarları 

yapılmıştır. Aynı şeklin alt tarafında7AAD solüsyonu ile boyanmayan 

hücrelerCD133-PE ve CD44-APC antikorlarından gelen floresan sinyallerine göre 

incelenmiştir. 

 

6.1.3. RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 
 

Akım sitometresi ile elde edilmiş olan hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı. 

İzole edilen RNA konsatrasyonu NanoSpec spektrometre cihazı ile ölçüldü. Ölçüm 

sonucunda OD 260/280 oranı 2,1 ve RNA konsantrasyonu 150 – 500 ng/ul olarak 

bulundu.  

İzole edilen RNA’lardan cDNA sentezi yapıldı. Sentezlenen cDNA miktarı 

NanoSpec spektrometre cihazı ile ölçüldü. Ölçüm sonucunda 260/280 OD değeri 

1,80 ve tek-zincir DNA miktarı 300 – 330 ng/ul olarak bulundu. 

 

6.1.4. qRT-PCR ile gen ifadesi analizi 
 

6.1.4.1. HuH7 Hücre Alt-Gruplarında SIP1 İfadesinin Analizi 

 
 İzole edilmiş HuH7 hücre alt-gruplarından ve parental HuH7 hücre hattından 

sentezlenen cDNA’lar kullanılarakqRT-PCR ile SIP1 geninin ifadesi 

araştırıldı.CD133+CD44+ hücre alt-grubundaki gen ifadesi parental HuH7 hücrelerine 

göre değerlendirildi. Ancak epitel hücre özelliğindeki HuH7 hücrelerinde SIP1 gen 

ifadesi çok düşük düzeylerde olup, deneyler arası yüksek değişkenlik 

göstermekteydi.İzole ettiğimiz CD133+CD44+ kanser kök hücrelerinde de tutarlı bir 

qRT-PCR sonucu elde edemedik. Bunun üzerine, SIP1 gen ifadesi yüksek olan 

PLC/PRF/5 hücre hattından izole edilen CD133+CD44+ hücre alt-grubunda SIP1 gen 

ifadesi incelendi.  
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6.1.4.2. PLC/PRF/5 Hücre Alt-Gruplarında SIP1 İfadesinin Analizi 

 
Burada daha direkt bir yaklaşımla,SIP1 genininCD133+CD44+ hücre alt-

grubundakiifadesiparental PLC/PRF/5 hücrelerdekiyle karşılaştırılarak analiz edildi. 

(Şekil 6.4). 

 

 
 
Şekil 6.4:PLC/PRF/5 CD133+CD44+ hücre alt-grubunda SIP1 gen ifadesi.  

 

CD133+CD44+ hücrelerinde, parental hücrelere göre GAPDH ile normalize 

edilmiş SIP1gen ifadesi (Log2 tabanında) Şekil 6.4’te gösterilmektedir. 

Beklediğimizin aksine,CD133+CD44+ hücre alt-grubunda parental hücrelere 

göre azalmış SIP1 gen ifadesi bulundu. EMT-indükleyici transkripsiyon 

faktörlerinden herbirinin EMT ve kanser kök hücre fenotipini bağımsız olarak 

düzenleyebilme özellikleri göz önüne alınarak, ZEB1, SNAIL ve TWIST genlerinin 

ifadelerinin de değerlendirilmesinin yerinde olacağı düşünüldü. 

 

6.1.4.3. PLC/PRF/5 Hücre Alt-Gruplarında ZEB1, SNAIL ve TWIST 

Gen İfadelerinin Analizi 

 
İzole edilmiş CD133+CD44+ hücre alt-grubundan ve parental PLC/PRF/5 hücre 

hattından sentezlenen cDNA’lar kullanılarak qRT-PCR ile ZEB1, SNAIL ve 

TWISTgenlerininCD133+CD44+ hücre alt-grubunda parental PLC/PRF/5 hücrelerine 

göre gen ifadeleri analiz edildi (Şekil 6.5). 
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Şekil 6.5:PLC/PRF/5 CD133+CD44+ hücre alt-grubunda ZEB1, SNAIL ve TWIST 
gen ifadeleri.  

 

CD133+CD44+ hücrelerinde, parental hücrelere göre GAPDH ile normalize 

edilmiş ZEB1, SNAIL ve TWIST gen ifadesi (Log2 tabanında)Şekil 6.5’te 

gösterilmektedir. 

CD133+CD44+ hücre alt-grubunda diğer ZEB transkripsiyon faktörü ZEB1’in 

gen ifadesininazaldığı,buna karşın diğer EMT-indükleyici transkripsiyon 

faktörlerinden SNAIL ve TWIST’inarttığı saptandı. Çalışmanın devamında 

kemoterapiye direnç ile ilişkili olduğu belirtilen BCRP1 (ABCG2) ve CEACAM6 

genlerinin ifadelerine bakıldı. 

 

6.1.4.4. PLC/PRF/5 Hücre Alt-Gruplarında BCRP1 ve CEACAM6 

Gen İfadelerinin Analizi 

 
İzole edilmiş CD133+CD44+  hücre alt-grubundan ve parental PLC/PRF/5 

hücre hattındansentezlenen cDNA’lar kullanılarak qRT-PCR ile BCRP1 ve 

CEACAM6genlerininCD133+CD44+ hücre alt-grubunda parental PLC/PRF/5 

hücrelerine göre gen ifadeleri analiz edildi (Şekil 6.6). 
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Şekil 6.6:PLC/PRF/5 CD133+CD44+ hücre alt-grubunda BCRP1 ve CEACAM6 gen ifadeleri. 
 

CD133+CD44+ hücrelerinde, parental hücrelere göre GAPDH ile normalize 

edilmiş BCRP1 ve CECAM6 gen ifadesi (Log2 tabanında)Şekil 6.6’da 

gösterilmektedir. 

CD133+CD44+ hücre alt-grubunda kanser kök hücrenin özelliklerinden olan 

kemoterapiye direnci ile ilişkili olan BCRP1 ve CEACAM6 genlerinin artmış ifadesi 

bulundu.Son olarak CD133+CD44+ hücre alt-grubunda karaciğer öncü/kök hücre 

belirteci olan CK19 gen ifadesine bakıldı. 

 

6.1.4.5. PLC/PRF/5 Hücre Alt-Gruplarında CK19 Gen İfadesi 

Analizi 

 
İzole edilmiş PLC/PRF/5 hücre alt-gruplarından ve parental PLC/PRF/5 hücre 

hattından sentezlenen cDNA’lar kullanılarak qRT-PCR ile CK19 genininifadesi 

CD133+CD44+ hücre alt-grubunda parental PLC/PRF/5 hücrelerine göre incelendi 

(Şekil 6.7). 

 

 

 

2,08

0,95

0

0,5

1

1,5

2

2,5



 

40 
 

 
 

Şekil 6.7: PLC/PRF/5 CD133+CD44+ hücre alt-grubunda CK19 gen ifadesi.  

 

CD133+CD44+ hücrelerinde, parental hücrelere göre GAPDH ile normalize 

edilmiş CK19 gen ifadesi (Log2 tabanında)Şekil 6.7’de gösterilmektedir. 

Karaciğer öncül/kök hücre belirteci olan CK19 anlatımı CD133+CD44+ hücre 

alt-grubunda parental hücrelere göre artmış olarak bulundu. 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ 
 

2006 yılında iki bağımsız araştırması Haraguchi ve arkadaşları ile Chiba ve 

arkadaşları ikincil popülasyon (Side Popülasyon: SP) hücre izolasyonu yaklaşımı ile 

hepatoselüler karsinomada (HCC) kanser kök hücrelerini (CSC) izole 

etmiştir[Haraguchi et al., 2006],[Chiba et al., 2006].Çalışmamız kapsamında, ilk 

olarak HuH7 hücre hattında, SP hücre izolasyonu yaklaşımı ile CSC analizi yapıldı. 

Farklı DCV boya konsantrasyonu, pompa inhibitörleri ve filtre kombinasyonlarına 

rağmen akım sitometresi alt-kadranında kuyruk şelinde SP hücreleri belirlenemedi. 

Bunun üzerine HCC CSC izolasyonunda kullanılan diğer hücre belirteçleri 

değerlendirildi. Bunlardan CD133 Suetsugu ve arkadaşları tarafından HCC’da kanser 

kök hücrelerini tanımlamak ve izole etmek amacıyla kullanılmıştır.Yaptıkları 

çalışmada CD133+ hücrelerde olgun hepatosit belirteci olan glutamin sentaz ve 

sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) anlatımının düşük olduğunu göstermişler ve CD133’ü 

bir CSC ayırıcısı olarak önermişlerdir[Suetsuguet al., 2006]. Ancak, CSC’lerinin 

kanser dokusundaazınlık bir popülasyon olarak tanımlanması ve CD133+hücre 

oranınınbazı HCC hücre hatlarında %90’ların üzerinde bulunması araştırmacıları 

farklı belirteçleri incelemye teşvik etmiştir. 

Zhu ve arkadaşları CD133 ile birlikte CD44 anlatımının, karaciğer CSC’lerinin 

tanımlanmasında daha kesin bir yol olabileceğini göstermiştir.ÇalışmalarındaHuH7, 

SMMC-7721, MHCC-LM3 ve MHCC-97L HCC hücre hatlarından izole edilen 

CD133+CD44+ hücre alt-grubunun CD133+CD44- hücre alt-grubuna görefarelerde 

tümör oluşturmave kendini yenileme kapasitelerinindaha yüksek olduğunu 

bulmuşlardır [Zhu et al., 2010].  

Yukarıda tartışılan veriler ışığında,HCC hücre hatlarından HUH7 ve 

PLC/PRF/5 hücrelerinde CSC’lerinin izolasyonuCD133 ve CD44 antikorları birlikte 

kullanılarak gerçekleştirildi. 

HuH7 hücrelerindeCD133+CD44+ikili pozitif hücre alt-grubu oranı %2,2 

olarak bulundu. Bu oran Zhu arkadaşlarının HuH7 hücre hattındaaynı hücre alt-grubu 

için saptadığı %1,88 oran ile uyumludur [Zhu et al., 2010]. Epitel-mezenkim 

dönüşümünü (EMT) indükleyen transkripsiyon faktörlerinin aşırı anlatımının, CSC 

özelliği ile ilişkili olduğuna dair çalışmalardan yola çıkarak, çalışmanın devamında 

CD133+CD44+ hücre alt-grubunda, parental HuH7 hücre hattına göre SIP1 gen 
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ifadesi incelendi. Bu hücre hattında SIP1 gen ifadesi daha önceki çalışmalarda 

araştırılmıştır.Miyoshi ve arkadaşlarıSIP1 gen ifadesinisaptayamamış veAcun 

arkadaşları ise ancak zayıf bir SIP1 gen ifadesi tanımlamıştır [Miyoshi et al., 2004], 

[Acun vd., 2011].Bizim çalışmamızda da,HuH7 hücrelerinde SIP1 gen ifadesi çok 

düşük düzeylerde olup, deneyler arası yüksek değişkenlik göstermekteydi. 

CD133+CD44+  kanser kök hücrelerinde de ya saptanamayan ya da çok düşük gen 

ifadesi sonuçlarıyla karşılaştık. Amacımız parental hücreye göre CSC’lerdeki SIP1 

ifadesini araştırmak olduğu için, en azından paerntal hücrede değerlendirilebilir bir 

SIP1 ifadesi gösteren PLC/PRF/5 hücreleriyle çalışmaya devam ettik.  

PLC/PRF/5 hücre hattındaCD133+CD44+ hücre alt-grubu %1,5 ve 

CD133+CD44- hücre alt-grubu da %85 olarak bulundu. Bu oranKohga arkadaşlarının 

%95,2 ve Na arkadaşlarının %79,2 olarak bulduğu CD133+ hücre oranı ile 

uyumludur [Na et al., 2011]. PLC/PRF/5 hücre hattında CD133+CD44+ikili pozitif 

hücre alt-grubu ile ilgili bilgimiz dahilinde yapılmış bir çalışma bulunmamaktadır. 

Yine de,CSC özelliği gösteren CD133+CD44+ PLC/PRF/5 hücrelerinin  %1,5 gibi 

düşük bir oranda bulunmuş olması daha önceki çalışmalarda ve farklı HCC hücre 

hatlarında tanımlanan CSC oranları ile uyumludur[Haraguchi et al., 2006].  

PLC/PRF/5’ten izole edilen CD133+CD44+ hücre alt-grubundaSIP1 gen 

ifadesiçalışılabilmiş ve parental hücrelerdeki gen ifadesi ile karşılaştırılmıştır. Ancak 

ifadenin CSC özelliğindeki CD133+CD44+ hücrelerde parentale göre düşük 

bulunmuş olması, SIP1’in en azından karaciğer kanserinde EMT ile ilişkili fakat kök 

hücre fenotipi ile bağlantısız olduğuna işaret etmektedir. Acun ve arkadaşlarıSIP1 

ifadesinin epitel hücre özelliğinde olan PLC/PRF/5 hücre hattında düşük olduğunu 

göstermiştir [Acun vd., 2011]. Diğer yandan,SIP1 ifadesi bağlama bağlı (context 

dependent) olarak değişkenlik gösterebilmektedir. Burada incelenen sadece in vitro 

koşullarda izole edilmiş belli bir hücre popülasyonundaki SIP1 anlatımıdır. Oysa bu 

genin ifadesi TGF-beta sinyali, mikroçevre, post-transkripsiyonel düzenlemeler gibi 

karmaşık etkenlere bağlı olarak düzenlenmektedir. Örneğin,SIP1 gen ifadesinin 

mRNA seviyesinde miRNA’lar ile konrol edilmesinden dolayı azalmış gen ifadesi 

görülebilmektedir. Kim ve arkadaşları tarafından p53 aracılığıyla anlatımı artan 

miRNA’ların EMT’yi ZEB1/SIP1’i baskılayarak düzenlediği gösterilmiştir [Kim et 

al., 2011].EMT-indükleyicilerinin tek tek ve bağımsız olarak EMT programını 

harekete geçirebildikleri bilinmektedir. Dolayısıyla, çalışmamızın devamında 

PLC/PRF/5 hücrelerinden izole ettiğimiz CSC’lerinde diğer EMT-indükleyici 
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transkripsiyon faktörlerinden ZEB1, SNAIL ve TWIST’in gen ifadeleri de 

incelenmiştir. 

Wellner ve arkadaşları pankreas kanseri hücrelerinde EMT-indükleyici 

transkripsiyon faktörlerindenZEB1’in miRNA’ları inhibe ederek CSC özelliğini 

düzenlediğini göstermişlerdir [Wellner et al., 2009]. Ancak,incelediğimiz 

CD133+CD44+ hücre alt-grubunda parental hücrelere göre azalmış ZEB1 ifadesi 

bulunmuştur. SIP1 ve ZEB1 aynı miRNA’lar ile düzenleniyor olması, düşük SIP1 

anlatımına azalmış ZEB1 ifadesi bulmamızı açıklayabilecek bir yaklaşım olsa 

gerektir. 

Yasui ve arkadaşları troid kanseri hücrelerinde SNAIL aracılığıyla EMT 

indüklendiğinde  hücrelerin kanser kök hücre özelliği kazandığını göstermiştir[Yasui 

et al., 2013]. Na ve arkadaşları ise PLCPRF/5 hücre hattından izole edilen CD133+ 

hücre alt-grubunda yüksek Snail anlatımı tanımlamışlardır [Na et al., 2011].Yapmış 

olduğumuz çalışmada, CD133+CD44+ hücre alt-grubunda parental hücrelere göre 

artmış SNAIL ifadesi bulmuş olmamız bu iki araştırmayı doğrular nitelikte bir bulgu 

olarak ortaya çıkmaktadır. 

Bir diğer EMT-indükleyicisi TWIST’in immortalize edilmiş meme epitel 

hücrelerinden izole edilen ve CSC özelliği gösteren  CD44yüksekCD24düşük hücrelerde 

yüksek anlatımı gösterilmiştir [Mani et al., 2008].SNAIL ifadesi kadar yüksek 

olmamakla birlikte, PLCPRF/5 kökenli CD133+CD44+ hücre alt-grubunda parental 

hücrelere göre artmış TWIST ifadesi bizim çalışmalarımızda ortaya çıkan bir diğer 

bulgudur. Dolayısıyla, ilk hedef genimiz SIP1’in ve bununla ilişkili ifadeleri HCC 

CSC bağlamında düşük olarak bulunmuş, ancak SNAIL ve TWIST anlatımlarının 

arttığı ortaya konmuştur.  

EMT ile ilişkili olan genlerin analizinden sonra CSC’nin özelliklerinden biri 

olan kemoterapiye direnç ile ilişkili BCRP1 ve CEACAM6 gen ifadeleri de 

incelenmiştir.CEACAM6 ve BCRP1 gen ifadelerinin CD133+CD44+ hücre alt-

grubunda, parental hücrelere göre arttıkları tespit edilmiştir. Bu bulgularımız da 

literatürdeki çalışmalarla örtüşmektedir. Örneğin, Haraguchi ve arkadaşları HuH7 ve 

PLC/PRF/5 hücre hatlarından SP hücrelerini izole etmiş ve bu hücrelerde 

kemoterapiye direnç ile ilişkili olan ABCG2 (BCRP1) veCEACAM6 gen ifadelerinin 

artmış olduğunu göstermiştir [Haraguchi et al., 2006].  

Karaciğerin öncü/kök hücreleri hem hepatosit, hem de safra yolu epitelyum 

hücrelerine farklılaşma yeteneği gösterirler. Bu öncü hücreleri tanımlayan 
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belirteçlerden biri de CK19olup, hem normal karaciğer hemde HCC kök hücrelerinde 

ifade edilir. Buna karşın, olgun hepatositlerde bu belirtecin anlatımı 

görülmemektedir.Ayrıca, Haraguchi ve arkadaşları CSC özelliğindeki SP hücre alt-

grubunda artmış CK19 anlatımı göstermişlerdir [Haraguchi et al., 2006]. İzole 

ettiğimiz CD133+CD44+ hücre alt-grubunun öncü/projenitör niteliğini ortaya koymak 

amacıyla yapmış olduğumuz çalışmada,CD133+CD44+ hücrelerinin parental 

hücrelere göre artmış CK19 gen ifadesi gösterdikleri saptanmıştır. 

Sonuç olarak bu çalışmada, HuH7 ve PLC/PRF/5 hücre hatlarından literatürde 

CSC özelliği tanımlanmış CD133+CD44+ hücreler yine literatüre uygun bir oranda 

elde edilebilmiş ve PLC/PRF/5 kökenli hücrelerde gen ifadesi analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Akım sitometrisi ile ayrıştırılan bu hücrelerde, SIP1 ve ZEB1 

ifadelerinin düşük, SNAIL ve TWIST ifadelerinin ise yüksek olduğu saptanmıştır. 

Bunlara ek olarak, izole edilen hücrelerin öncü/projenitör hücre nitelikleri CK19 

ifadesi ile gösterilmiş ve bu hücre alt-grubunun bir diğer kök hücre özelliği olan ilaç-

dirençliliği BRCP1 ve CEACAM6 gen anlatımları yoluyla saptanmıştır.  
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8. ÖNERİLER  
 

CD133+CD44+ CSC’leri iki farklı hücre hattından izole edilebilmelerine karşın 

SIP1 gen ifadesinini düşük olması nedeniyle qRT-PCR çalışmaları sadece 

PLC/PRF/5 parental ve alt-grup hücrelerinde yapılmıştır. CSC’lerinde yüksek 

ifadelerini bulduğumuz SNAIL ve TWIST genlerinin HUH7 hücrelerinde de analiz 

edilmesi bu genlerin HCC’da EMT ve CSC fenotiplerinin düzenlenmesi bağlamında 

ilave bir doğrulama sağlayabilir. Takip eden aşamada, SNAIL ve TWIST genlerinin 

aşırı ifadesi ve gen susturulması yoluyla HCC hücre hatlarında yol açacakları 

fenotipik değişkliklerin izlenmesi hepatokarsinogenezin moleküler mekanizmaları 

açısından yeni bilgilerin ortaya konmasını sağlayabilir. Bu yaklaşımlarla elde 

edilecek in vitro bulgular doku, deney hayvanları ksenotransplantları kapsamında 

ileri in vivo çalışmalara taşınabilir. Konvansiyonel tedavilere direnç gösteren, tümör 

kitlesini sürekli yenileme ve metastaz yapabilme yeteneğindeki CSC’lerinin HCC ve 

diğer kanser türlerinde daha iyi anlaşılması, hem tanısal hem de terapötik değeri olan 

yeni moleküler hedeflerin saptanmasında yol gösterici olacaktır. 
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