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OZET

Kanser kok hiicre (CSC) kavrami, bu hicrelerintimér olusumu, timor
kitlesinin devamliligi, metastaz vekonvansiyonel tedavilerin ardindan tiimor niiksii
ile iliskili rolinden dolay1 tiimor biyolojisinde yogun bir arastirma alanidir. Metastazi
duzenleyen epitel-mezankim doniisiimii (EMT) programinin kanser kok hiicrelerinde
de etkinlestigi yakin zamandaki c¢aligmalarla ortaya konmustur. Kanser Kok
hicrelerinde EMT-indiikleyen transkripsiyon faktorlerinin gen ifadelerindeki artis
meme kanserlerinde gosterilmis, ancak diger kanserler baglaminda boyle bir iliski
heniiz net olarak tanimlanmamistir. Bu ¢alismada, hepatoseliilerkarsinoma (HCC)
hicre hatlarindaki CSC’lerindebasta SIP1 olmak tizere, EMT-indukleyicilerinin
davraniglarinin aydinlatilmasi planlanmistir.

PLC/PRF/5 HCC hiicre hattindaki CD133/CD44 ikili pozitif alt-hiicre
grubundaEMT, kemoterapiye direng¢ ve Kkaraciger kok/Oncii hiicre fenotipini
duzenleyen genlerin ifadeleri gRT-PCR ile parental hiicre grubuna
gorekarsilagtirmali olarak incelenmistir.

CSC’lerinde arastirilan EMT-indukleyici transkripsiyon faktorlerinden SIP1 ve
ZEBZ’inparental hiicrelere gore azalmis gen ifadelerine karsin SNAIL ve TWIST’in
artmig gen ifadeleri bulunmustur. Bu ikili-pozitif hiicre alt-grubu, artmis CK19gen
ifadesi ile karaciger kok/Oncii hiicre karakteristigi gostermistir. Kemoterapiye direng
ile iliskili olan CEACAMG6 ve BCRP1 gen ifadelerindeki artiy CD133"CD44" alt-

populasyonunun kok hicre fenotipini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler:Kanser Kok Hucresi, Epitel-mezenkim Déniisiimii, SIP1,

AKkim Sitometresi.



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 gRT-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.

Keywords:Cancer Stem Cell (CSC), Epitelial-mesenchymal Transition (EMT),
SIP1, Flow Cytometry.
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1.GIRIS

Kanser, fenotipik ve fonksiyonel 6zellikleri bakimindan heterojen hiicrelerden
olugsmaktadir. Bu heterojeniteyi agiklayan “kanser kok hiicre” teorisine gore kanser
dokusu icerisindeki hucrelerden sadece kuicuk bir popilasyon olan kanser kok
hicreleri (CSC) kendini yenileme ve kanser dokusundaki diger hiicrelere farklilagsma
Ozellikleri ile tiimor olusumunu ve tiimoriin devamliligini saglamaktadir. Diger
yandan, kanser olgularinin biiyiik ¢ogunlugunda hastalar komsu veya uzak organ
metastazlart nedeniyle kaybedilmekte ve metastaz siireci giderek daha iyi anlasilan
EMT programi ile diizenlenmektedir.

Weinbergve arkadaslari, kanser kék hicresi ve epitel-mezenkim doniisiimii
(EMT) arasindaki iliskiyi agiklamistir. Bu ¢alismanin ardindan CSC ve EMT ile ilgili
caligmalar yapilmis ve kanser hiicrelerinde EMT programiin indiiklenmesi ile
hiicrelerin CSC  ozelligi kazandigi gosterilmistir. Ancak EMT-indukleyici
transkripsiyon faktorlerinden olan SIP1’in kanser kok hucresindeki roli ile ilgili
calismalar kisith kalmuistir.

Hepatoseliiler karsinoma (HCC) primer karaciger kanserleri arasinda birinci
sirada olup kanser ile iligkili 6liimlerde ise t¢iincii siradadir. HCC’da kanser kok
hiicresi ile ilgili calismalar ikincil populasyon (Side Population: SP) hicre
izolasyonu yaklasimi ile baslamistir. SP hiicre izolasyonunda DNA’ya baglanan ve
UV lazer ile uyarilan Hoechst 33342 boyasi kullanilmaktadir.Bu yaklasimla izole
edilen hiicrelerin SP-olmayan huicrelere gore yuksek kendini yenileme kapasitesine
sahip oldugu ve NOD/SCID farede diisiik sayilarda bile tiimor olusturabildigi
gosterilmistir. Ancak, UV lazerin yiiksek maliyetli olmasindan dolayr akim
sitometresi cihazlarinin standart donaniminda bulunmamaktadir. Bundan dolay1 SP
hiicre izolasyonu ¢aligsmalarinda DyeCycleViolet (DCV) boyas1 da kullanilmaktadir.
DCYV boyast DNA’ya baglanan bir boyadir ve 405 nM mor lazer ile uyarilmaktadir.
Bazi1 calismalarda Hoechst 33342 boyasi1 ile yapilan SP izolasyonlarina yakin
sonuclar elde edilmesine karsin, etkin ve yaygin kullanimi istenilen diizeyde degidir.
Bunun yaninda, SP izolasyonunda kullanilan kimyasallarin toksik &zellikleri
nedeniyle hiicre yiizey belirteglerine yonelinmis ve CD133 bir kanser kok hiicre
belirteci olarak birgok farkli tiimor tipinde tanimlanmistir. HUH7, Hep3B
vePLC/PRF/5 gibi HCC hiicre hatlarinda yapilan calismalar CD133" hiicrealt-



grubunun karaciger kanserinde de bulundugunu ortaya koymus ve fare
ksenotransplant deneylerinde bu hiicrelerin CSC o6zelligi gosterdigi saptanmustir.
Ancak, CD133+ hicre alt-grubunun tiimor olusturma kapasitesi bakimindan
degiskenlik gostermeleri CSC’lerinde ifade edilen bagka belirteclerin varligina isaret
etmistir. Yapilan gen ifadesi ¢alismalarinda, kok hiicre 6zelligi ile iligkili olan CD44
anlatiminin CD133+ hiicrelerde daha fazla oldugunun gosterilmesi ile HCC hiicre
hatlarindan CD133+CD44+ hiicreler izole edilmistir. Bu hiicrelerin CD133+CD44-
hiicrelere gore yiiksek tiimor olusturma yetenegine sahip oldugu gosterilmistir.
PLC/PRF/5 hiicre hattinda ise CD133 pozitifligi ile ilgili ¢aligmalar yapilmis
olmasia karsin CD133/CD44 ikili pozitifligi ile ilgili literatiirde bilgimiz dahilinde
bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda, ilk olarak PLC/PRF/5 hiicre hattinda CSC 6zelligi
gOsteren CD133/CD44 ikili pozitif hicreler arastirilmis ve akim sitometrisi ile
CD133+CD44+ hiicreleri ayristirilabilmistir.izole edilen CD133+CD44+ hiicrelerde
CSC ve EMT fenotiplerinin birlikteligi arastirilmasi amaciyla,SIP1ve diger EMT
belirteclerinden ZEB1, SNAIL, TWIST, karaciger 6ncii/ kok hiicre belirteci CK19 ve
kemoterapiye direng belirtecleri BCRP1 ve CEACAMG6 genlerinin ifadeleri analiz

edilmistir.



2. HEPATOSELULER KARSINOMA

Hepatoselller Karsinoma (HCC), primer karaciger kanserlerinin %80-90’nin1
olusturmaktadir. HCC diinya genelinde en yaygin altincikanser olmakla birlikte
kanser ile iliskili 6limler arasinda Uglincisirada yer almaktadir [Parkin et al., 2001].
HCC’nin en yaygin oldugu yerler Dogu ve Guney-dogu Asya ile Sahra-alt1 Afrikadir
[Kew, 2002], [Bosch et al., 2005]. Diinya genelinde goriilen HCC’nin yaklasik
olarak %75-80’i hepatit B virus ve/veya hepatit C viris ile olusan kronikhepatit ile
iligkilidir [Bosch et al., 2005].

Erkeklerde, kadinlara oranla HCC riskidiinya genelinde degismekle birlikte 2-7
kat fazla gorilmektedir [Naugler et al., 2007]. Cinsiyetten kaynaklanan bu
farkliligin; alkol ve sigara tiketimi gibi g¢evresel sebeplerile hepatit
enfeksiyonunaerkeklerde daha sik rastlanmasindan, kadinlarda dstrojenin interlokin-
6 aracili inflamasyonu baskilayabilmesinden ve testosteronun erkeklerde karaciger
hiicre ¢gogalmasini uyaran androjen reseptor sinyal yolagina etkisinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir[Yu and Chen, 1993].

2.1. Hepatoseltler Karsinomada Risk Faktorleri

Kronik hepatit B virls / Hepatit C virls enfeksiyonu, asir1 alkol tiikketimine
baglh karaciger sirozu ve aflatoksin HCC gelisiminin ana risk faktorlerindendir [el-

Serag and Rudolph, 2007].

2.1.1. HCV

Hepatit C viris (HCV) enfeksiyonu, Amerika Birlesik Devletleri de dabhil
cogunlukla batili iilkelerde kronik karaciger hastaliklar1 ve HCC’nin ana sebebi
olarak gorulmektedir. HCV’nin bulasma yontemleri son derece karmasiktir.
Amerikadaki hepatit enfeksiyonlariin yaklagik olarak %85’ini olusturan HCV
enfeksiyonu, genellikle damar-i¢i uyusturu kullanimi ve cinsel iliski yoluyla

gerceklesmektedir[Ali and Zein, 2005]. Asya ve Afrikada ise HCC olgularinin



sadece %20’si HCV enfeksiyonu ile iligkili olup, ¢ogunlukla HBV zeminindeki
kronik hepatit ve sirozdan kaynaklanmaktadir[Bosch et al., 1999], [Zhu, 2003].
Hepatit C virlsu flaviviridae ailesinden bir RNA virtisudir. Bu virlsun reverse
transkriptaz aktivesi bulunmamakta ve konak genoma kendisini entegre
edememektedir [Ikeda et al., 1993], [el-Serag, 2001], [Romeo and Colombo, 2002].
HCV’nin cekirdek proteininin (HCV core protein), proto-onkogen olan c-myc de
dahil farkli genler Gzerinde transkripsiyonel kontrole sahip oldugu ve normal hicre
gelisiminin bozulmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir [Ray et al., 1995]. Ayrica,
HCV cekirdek proteininin  diger olas1 Kkarsinojenik etkisinin  apoptoz
indikleyicilerindenFas ve timor nekrosis faktor-alfa’yr (TNF-a) inhibe edebilme

yeteneginden kaynaklandigi diistiniilmektedir[Marusawa et al., 1999].

2.1.2. HBV

Hepatit B virusinin (HBV) diinyada yaklasik 350 - 400 milyon kisiyi enfekte
ettigibilinmektedir. HBV enfeksiyonu diinya genelinde HCC’nin ana etmenlerinden
olup, cografi dagilimi itibariyla da HCC ile uyum gdstermektedir[Bosch et al., 2005].
HBV insidansinin Asya, Afrika ve Bati Pasifigin belirli bolgelerinde %8’1 agmis
olmasima ragmen Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralyada %2’den daha diisiik
oldugu bulunmustur[Maddrey, 2000]. Tayvan’da HBV+ erkeklerde yapilmis olan
caligmalara gore,HBV tasiyicisi olan hasta bireylerde HBV tasiyicist olmayan
saglikli bireylere oranla HCC olusma ihtimali 100 kat fazla bulunmaktadir[Beasley
etal., 1981].

HCV’nin aksine, HBV hepadnaviris ailesinden olup, kendi DNA’sin1 konak
DNA'’sina entegre edebilen tek-zincirli bir DNA viriisiidiir. HBV DNA’simin,
genomda belirli bir bolgeye entegreoldugu gosterilmemistir. Bununla beraber HBV
DNA’sinin entegrasyonu ile proto-onkogenler aktive olabilmekte veya buyimeyi
diizenleyen genler baskilanabilmektedir [Lok, 2009]. HBV X geni HCC olusumu ve
HBV enfeksiyonunda merkezi rol oynayan HBV X proteinini kodlamaktadir. Bu
protein insan hepatositlerinde c-myc ve c-myb gibi onkogenler ile APC, p53 ve p21
gibi tumor-baskilayict genlerin anlatimini degistiren bir transkripsiyon faktoridir
[Huo et al.,2001]. Diinya genelinde teshisi konulan HCC’lerin %80’ninin HBV
enfeksiyonundankaynaklandigi diistiniilmektedir. Ancak kronik HBV tasiyicilarinin



sadece kiigiik bir kisminda HCC goriilmesi diger faktorlerinde HCC olugsmasinda
iligkili  olabilecegini diisiindiirmektedir [McKillop et al., 2006]. Buna ek
olarak,HBV’ye eklenen HIV enfeksiyonunun HCC goérulmesinde artisa neden oldugu

gosterilmistir [Hu and Ludgate, 2007].

2.1.3. Aflatoksinler

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan iiretilen bir mikotoksin
olan aflatoksin dogal bir karsinojen olarak kabul edilmektedir [Smela et al., 2001],
[Henry et al., 2002]. Findik ve tahillarin sicak ve nemli kosullarda saklanmasi
sonucunda kiif olusmasi ozellikle Asya ve Sahra-alti Afrika’da yaygin olarak
goriilmektedir. Aflatoksin B1’in hepatosit DNA’sina zarar verebilmesi igin
mikotoksin metabolitinhepatik sitokrom p450 tarafindan ekzo-8,9-epoksidine
doniistiiriilmesi  gerekmektedir. Dontisim  sonrasinda olusan ekzo-8,9-epoksid
hepatosit DNA’sindaki guanin niikleotidiyle etkileserek bilesik olusturabilmektedir.
Bu eklenen bilesikler ve ikincil DNA-lezyonlart kalitimsal genetik bilgiyi
degistirerek hepatositlerin transforme olmasima neden olmaktadir [Smela et al.,
2001].

Ayrica Aflatoksin B1’in 6zgiin p53 mutasyonu ve HRAS gibi onkogenlerin
mutasyonel aktivasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir [Ozturk, 1991], [Riley et al.,
1997]. Aflatoksin B1 ve HBV enfeksiyonu birlikte sinerjik bir etki yapmaktadir. Her
iki ajana damaruz kalan bireylerde, bu faktorlerden sadece biriyle etkilenmis
bireylere oranla HCC gelisme riski 5-10 kat artmaktadir [Kew, 2003].

2.1.4. Alkol

Alkol tuketimi 6nemli bir HCC risk faktérudur. Kronik ve asir1 alkol tiiketimi
ile hepatik hastaliklar arasindaki giiglii korelasyon yapilan c¢aligmalar ile
gosterilmistirfMcKillop and Schrum, 2005].

Kronik ve asir1 alkol tiiketimi 6ncii-inflamatuar sitokinlerin tiretimi araciligiyla
monosit aktivasyonuna neden olmakta ve hepatosit sag-kalimi iizerine etkisi olan

endotoksin ve aktif kupffer hicrelerinin ¢cogalmasiniuyarmaktadir. Bu da hepatositler



Uzerinde sitotoksik etki meydana getirerek stellate hiicre aktivasyonu, siroz ve
HCC’ya neden olmaktadir [Farazi and DePinho, 2006].
Ayrica alkol tiiketimi karacigere oksidatif stres mekanizmasi araciligiyla da

zarar vetmektedir[Morgan et al., 2004].



3. KANSER OLUSUM TEORILERI

Kanser, hicrelerin kontrolsuiz bolinmesi ve ¢ogalmasi ile karakterize edilen
bunun sonucunda da fonksiyonel ve morfolojik olarak heterojenite gorilen bir
olgudur [Visvader and Lindeman, 2008]. Tumor olusumunu agiklamak igin birbirine
z1t iki goriis bulunmaktadir. Klasik stokastik model ya da “Klonal Evrim Modeli”
[Nowell, 1976], tek bir hiicrenin rasgele ve eklenen genetik mutasyonlar ile ard arda
klonal secilimi sonucunda bir grup hiicrenin timori olusturdugunu 6ne
strtilmektedir.Bu teoride, timdr dokusundaki her hiicre biyolojik olarak homojendir
ve esit derecede tiimor olusturabilme yetenegine sahiptir. Buna karsin, Kanser Kok
Hicre Modeli ya daTumor-Baslatict Hicre (Tumor-Initiating Cells) teorisine gore
ise, timor farkli hiicresel hiyerarsiye sahip heterojen hiicre popiilasyonundan
olugsmaktadir. Bu tlimor hiyerarsisi igerisinde yer alan kiigiik bir hiicre alt-grubu, yani
kanser kok hicreleri kendini yenileme, Oncll-hiicrelere farklilasma ile tUmor

olusumunu baglatma ve devam ettirme yetenegine sahiptir [Lobo et al., 2007].

Stochastic Model Cancer Stem Cell Model

Sekill.1: Stokastik model ile kanser kok hiicre modelinin karsilastirilmasi.

Stokastik model de timor dokusundaki her hiicre timorojenik olabilmektedir.
Kanser kok hicresi modelinde ise sadece kugclk bir grup hiicre kendini yenileme,

farklilagma ve tiimdr olusturabilme kapasitesine sahiptir (Sekil 1.1).



3.1. Kanser Kok Hucreleri

Tumor fentotipik ve fonksiyonel olarak heterojen kanser hiicreleri icermektedir
[Nowell, 1976]. Her ne kadar kanser kok hiicre teorisinin ge¢misi ¢ok uzun yillara
[Hamburger and Salmon, 1977] dayaniyor olsada,akim sitometresinin kullanilmaya
baslanmasi ile fenotipik olarak farkli kanser hiicre alt-popiilasyonlarinin izole
edilerek tlimorojenik potansiyellerinin karsilastirilmast miimkiin olmustur.1997
yilindaDick ve arkadaslar1 hematolojiktiimorlerde kok hiicrelere dair ilk kanitlar
elde etmistir[Bonnet and Dick, 1997].

Yapilan ¢aligmalar ile kanser kok hiicresi ve normal kok hiicre arasinda ortak

Ozelliklerin bulundugu gosterilmistir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1: Kanser kok hiicresi ve normal kdk hiicrenin ortak 6zellikleri

Yiksek derecede kendini yenileme kapasitesi

Artmig farklilasma ve heterojen gruplar olusturabilme yetenegi

[laglara, toksinlere ve radyasyona kars1 direncli olma

Tiimdr baglatma ve tiimoriin gelisimini devam ettirebilme kapasitesi

Normal kok hicrelerden farkli olarak, kanser kdk hicrelerinin  6ncu
kok/projenitor hucrelerden kokenlenmesi gerekmemektedir. Bir baska deyimle,
farklilagmis normal doku hiicreleri genetik ve epigenetik degisiklikler ile kanser kok
hiicresine dontisebilmektedir (Tablo 1.2).

Kanser kok hiicre teorisinde, kanser kok hicresinin ve timor heterojenitesinin
nasil olustuguna dair birkag senaryo bulunmaktadir (Tablo 1.2.), [Reya et al., 2001],
[Jordan el al., 2006],[Cample and Polyak, 2007].



Tablo 1.2: Tumordeki heterojenite ile ilgili senaryolar

Yetiskin doku kok hiicrelerinin ve/veya progenitor hiicrelerinin farklilagmasinin gecikmesi

Olgun hiicrelerin farklilagmamis hale geri donmesi (dedifferentiation),

Bazi doku kok hiicrelerinin bagska dokularda kanser kok Thiicresine doniistimii

(transdifferentiation)

Hematolojik tiimorlerden sonra solid tumorlerde de heterojenite ve hiicresel
hiyerarsiyi destekleyen ¢aligmalar yapilmistir. 2003 yilinda, kanser kok hicrelerinin
solid tiimorlerde varligi ile ilgili ilk ¢aligma yayinlanmistir. Bu calismada, insan
meme kanserinden izole edilen CD44°CD24 hiicre alt-grubunun cok diisiik
miktarlarmin (100 hicre)immin-baskilanmis obez olmayan diyabetik (NOD/SCID)
farede tiimor olusumunu baslatabildigi, ancak parental meme kanseri hiicrelerinin
yiiksek sayida verilmesine ragmen timor olusturmadigi gosterilmistir[Al-Hajj et al.,
2003].

Bu ¢alismanin yayinlanmasinin ardindan benzer yaklasimlar ile diger insan
kanserlerinde de kanser kok hiicre varligi ve izolasyonu ile ilgili g¢alismalar
yapilmistir. Farkli yiizey belirtegleri kullanilarak kolon kanseri[Dalerba, 2007],
[Ricci-Vitiani et al.,2007], pankreas kanseri [Li et al., 2007] ve karaciger kanseri
[Haraguchi et al., 2006], [Chiba et al., 2006], [Yang et al, 2008]kanser kdk hicreleri
elde edilmistir. Tim bu caligmalartimoér olusumunun kugik bir grup olan ve
fenotipik olarak digerkanser hicrelerinden farkli olanhiicreler tarafindan

gergeklestigine dair hipotezi desteklemektedir.




3.1.1.Hepotoselller Karsinomada Kanser Kok Huicre Belirtecleri

HCC’da kanser kok hicreleri izole edilirken birgok farkli yaklagim
sergilenmistir. 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 hiicre ylizey
proteinleri,islevsel bir belirte¢ olarak ALDH1 enzimi [Ginestier et al., 2007] ve
ikincil popilasyon (Side populasyon, SP) hicreleri [Haraguchi et al., 2006], [Wu et
al., 2007] kullanilmustir.

3.1.1.1. Immiinolojik Belirtecler

3.11.1.1.CD133

CD133(AC133) prominin ailesinin bir dyesidir. CD133 120kDa agirliginda,
kolesterol ile etkilesen5 bir membran-geg¢isli bir glikoproteindir. CD133-1 [Yin et al.,
1997], CD133-2 [Fargeas et al., 2003] ve CD133-3 [Fargeas et al., 2004]olarak
adlandirilan 3 izoformu vardir.

CD133 ilk 6nce hematopoietik kdk hicrelerin ve onciil-hiicrelerin belirteci
olarak bulunmus ve sonrasinda endoteliyal oncul hicrelerin, néral ve glial kok
hiicrelerin, insan fetal karacigerinin ve kordan kani ile periferik kandaki kok
hiicrelerin siiflandirilmasinda da kullanilmistir[Yin et al., 1997]. ilk defa Suetsugu
ve arkadaslar1 tarafindan CDI133" HCC hiicre alt-grubunun kanser kok hiicre
popiilasyonu olabilecegini Onerilmistir. Bu ¢alismada,HuUH7 hiicre hattindan izole
edilen CD133" hiicrelerin CD133lere gore yiiksek cogalma yetenegi ve tiimorojenik
kapasite gosterdikleri, buna karsinolgun hepatosit belirteclerinden glutamin sentaz ve
sitokrom P450 3A4’U daha az ifade ettikleribulunmustur[Suetsugu et al., 2006].
Yapilmis olan baska bir ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis ve aragtirmacilar
SMMC-7721 hattindan izole edilen CD133" hiicre alt-grubununin vitro’da artmus
koloni olusturma yeteneginin oldugunu ve in vivo’da da timor olusturabildiklerini

gostermislerdir [Yin et al., 2007].
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3.1.1.1.2.CD44

Standart CD44 molekilu 85-90 kDa biiyiikligiinde ve 10 standart ekzon
tasiyan membran-gegisli bir glikoproteindir. Ancak bu standart glikoproteinin
dokuya-6zgi ¢ok sayidaizoformu bulunmaktadir [Marhaba and Zoller, 2004], [Afify
et al., 2009]. Doku ve izoforma bagli olarak,CD44 hiicre tutunmasi, hiicre hareketi,
hiicre cogalmasi ve hiicre sag-kalimi gibi farkli biyolojij davraniglarda gorev
almaktadir. CD44’Un kanser kok hicrelerinde tek-basina veya diger belirtegler ile
birlikte bulunmasi tiimérde 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.Birden fazla kok
hiicre belirteci kullanilaraksolid timorlerden kanser kok hiicre izolasyonu ilk defa
CD44*CD24"" hiicreler ile meme kanserinde gereklesmistir [Al-Hajj et al., 2003].
HCC’da da, CD44 diger belirtegler ile kanser kok hicrelerinin tanimlanmasinda
kullanilan 6nemli bir belirtectir. CD44 anlattmimin HuH7, SMMC-7721, MHCC-
LM3 ve MHCC-97L hiicrelerinde,¢ogunlukla CD133" hiicre alt-grubunun bulundugu
bolimde yogunlastigi gosterilmistir. CD133'CD44" hiicre alt-
grubununCD133"CD44 hiicre alt-grubuna gore artmis timor olusturma yetenegine
sahip oldugu, kemoterapiye direncli oldugu ve yiiksek derecede kok hiicre ile iliskili
genlerin anlatimina sahip oldugu gosterilmistir [Zhu et al., 2010].

3.1.1.1.3. Thy-1 (CD90)

Insan HCC hiicre hatlarinda, mezenkimal kok hiicre belirteci olan CD90
oran1%0 - %2,5 arasinda gosterilmistir. Yang ve arkadaslari,inceledikleri tim timor
orneklerinde ve bir ¢cok kan Orneginde normal ve sirotik karacigerde bulunmayan
yilksek derecede tiimorojenik CD907CD45 hiicre poplilasyonun bulundugunu
belirlemistir. Benzer sekilde CD90 anlatimi HCC hiicre hatlarinda incelendiginde
sadece CD90" hiicrelerin tiimérojenik oldugu gosterilmistir [Yang et al., 2008a],
[Yang et al., 2008b]. Yiizey belirteci olan glikoprotein CD44 ile CD90’nin es-
anlatimmin CD90"CD44 hiicrelere, CD90'CD44“lere gore agresif ozellikler
kazandirdigi gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada, CD44 antikoru ile CD44 aktivitesinin
inhibe edilmesi ile timor olusumu ve metastazin kayboldugu,buna ek olarakCD90"

hlcrelerde apoptozun tetiklendigi de saptanmistir [Yang et al., 2008b].
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3.1.1.1.4.EpCAM (TACSTD1, ESA)

Bir ylzey antijeni olan epitel hicre adhezyon molekilu(EpCAM) gesitli
timorlerin 6zgiin kanser kok hiicre belirteci olarak tanimlanmistir [Went et al.,
2004], [Went et al.,2006], [ Yamashita et al., 2007]. EpCAM embriyonik karacigerde,
safra epitelinde, sirotik karacigerin boliinen safra kesesi hiicrelerinde bulunmaktadir.
Ancak normal yetiskin hepatositlerde bulunmamaktadir [Yamashita et al., 2008].
Artmig EpCAM anlatimi tUmor-oncesi hepatik dokuda goriilmiistiir ve bdylece bu
yuzey proteini HCC’nin erken biyo-belirteci olarak diisiinilmistir [Kim et al.,
2004]. Ayrica,HCC hiicre hattindan izole edilen 10000 EpCAM™hiicrein vivo’da
timor olusturabiliyorkenl milyonEpCAM’ hiicre tumor

olusturamamaktadir[ Yamashita et al., 2008].

3.1.1.1.5.CD13

Bir diger yiizey belirteci olan CD13’iin HCC’da uyku halindeki (dormant)
hlcreleri tamimlayabildigi Haraguchi ve arkadaslarinin ¢alismasinda ortaya ¢ikmuistir.
HuH7, PLC/PRF/5 ve Hep3B hiicre hatlarindan izole edilen SP hicrelerinde
yapilanmikroarrayanalizi sonucunda, CD13 gen anlatimmin bu hiicrelerde arttig1
bulunmustur. Ayrica, CD13 anlatimi gosteren hiicrelerindaha ¢ok Gi/Go fazinda
yogunlasmasi kanser kok hiicrelerinin yavas boliinme o6zelligi ile birlikte
degerlendirildiginde bu molekiiliin  bir belirtec olarak onemine isaret
etmektedir[Haraguchi et al., 2010]. Ayni arastirmacilar HCC hiicre hatlarinda
CD13’i CD90 ve CD133 ile birlikte incelediklerinde, CD133"CD13"ve
CD13'CD90hiicre alt-gruplarinin  sinirlt diliisyonlarda etkili bir sekilde tiimor
olusturabildigini gostermislerdir. Ayrica CD13" hiicrelerin kemoterapi ajanlari olan
doxorubicin ve 5-fluorouracil’e kars1 direngli oldugunu ve kemoterapi sonrasinda da

CD13" popiilasyonunun sayisinin arttigini gostermislerdir[Haraguchi et al., 2010].
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3.1.1.2. Fonksiyonel Belirtecler

3.1.1.2.1. ikincil Popiilasyon Yaklasimi

Ikincil popilasyon(Side popilasyon, SP) yaklasimi 1996’da Goodell ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilmistir [Goodell et al., 1996].Ginimizde de hem
kanser kok hicreleri hem de normal kok hicreleri izole etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Bu yaklasim,ATP araciligiyla substratlarin membran boyunca
tasinmasinda gorev alan ve bu 6zellikleri ile kanser kdk hiicrelerinin kemoterapiye
direngli olmalarim1 saglayan ABC membran tasiyicilarinin asir1  aktivitesine
dayanmaktadir. Hoechst 33342 ile boyanmasinin ardindan, ABCG2 membran
tastyicilart aracilifiyla boyay: aktif olarak hiicre digina atan grup akim sitometresinde
belirlenmektedir. Bu grup,SP hiicreleri olarak tanimlanmakta ve HCC’daki oran1%0
ile %28 arasinda degismektedir [Shi et al., 2008]. Karaciger kanserinde ilk defa SP
hlcreleri 2006 yilinda iki bagimsiz arastirmacit Haraguchive arkadaglari ile Chiba ve
arkadaglan tarafindan belirlenmistir. Haraguchi arkadaslart HUH7 ve Hep3B hicre
hatlar1 dahil gastrointestinal sistemdeki 15 farkli hiicre hattindan Hoechst 33342
boyasi ile SP hiicrelerini izole etmistir. SP hiicrelerinde farkilasma ve kemoterapiye
direng ile iligkili olan CEACAM®6 ve ABCG2 gibi belirtegler tanimlanmistir. Ayrica
bu hicrelerin hem SP hucrelerini hem de SP-olmayan hiicreleri olusturabilme
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir[Haraguchi et al., 2006].

Chiba arkadaslarida SP uygulamasin1 HCC’da kanser kok hiicre-benzeri
hicreleri belirlemek icin kullanmistir HCC hiicre hatt1 olan PLC/PRF/5 ve HuH7
hiicre hatlarinda SP hiicrelerinin oran1 %1’den az olarak belirlenmistir. Izole edilen
SP hiicreleri, SP olmayan hiicreler ile karsilastirildiginda yiiksek ¢ogalma
potansiyelleri, anti-apoptotik 6zellikleri, kok hiicre genlerinin agiri-anlatimi ve daha
yuksek tiimdrojenik potansiyelleri ile karakterize edilmektedir.NOD/SCID farede
1000 SP hiicresi tiimdr olusturabilir ve seri transplantasyonlarla tiimor olusturma
yeteneklerini devam ettirebilmekteyken, 1 milyon SP-olmayan hicre timor
olusturamamaktadir[Chiba et al., 2006].
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3.1.1.2.2. ALDEFLUOR-Yaklasimi (ALDH Aktivitesi)

Aldehit  dehidrogenaz(ALDH)  aktivesinin ~ 6lgimine  dayanan  bu
yontemhematopoietik kok/oncii hicre izolasyonundan uyarlanmistir[Gerber et al.,
2012]. ALDHIbiitiin hiicrelerde anlatimim olan bir enzim ailesinin Uyesidir ve
retinol’lin retinoik aside doniigiimii ile ¢ogalma, farklilagma ve sag kalimda gorev
almaktadir. ALDEFLOUR analizi,ALDH’in substrati olan BAAA’yi(BODIPY-
aminoasetilaldehit) floresan bir drin olan BAA’ya(BODIPY-aminoasetat)
dontistiirmesi prensibine dayanmaktadir. Yiiksek ALDH aktivitesine sahip hiicreler
floresan 1s1ma yaparlar ve akim sitometresi ile tanimlanabilirler [Ma et al.,
2008].ALDH aktivitesi ve CD133 anlatiminin birlikte incelenmesi ile ALDH" ve
CD133" olan hiicrelerin gakistig1 gosterilmistirfMa et al., 2008].Kolon kanserinde,
EpCAMY™CD44" kolon kanseri kok hicrelerinde daha yiksek ALDH

aktivitesigozlemlenmistir [Ganguly and Puri, 2007].
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4. TGF-B SINYAL YOLAGI

Transforme-edici buyume faktorii-B (TGF-B) izoformlar1 hiicre biiylimesinin,
hiicre sag kaliminin, hiicre farklilasmasinin ve hiicre goéciiniin diizenlenmesi gibi
stireglerde rol almaktadir [Moustakas and Heldin, 2009].

TGF-B’nin otoimmin, kardiyovaskiiler ve kanser gibi bir¢ok hastalik ile iliskili
oldugu gosterilmistirfGordon and Blobe, 2008]. TGF-f’nin kanserde timor
baskilayic1 ve pro-timdorojenik olmak Uzere birbirine zit iki rolii bulunmaktadir.
TGF-f timOr olusumunun baslangicinda, hiicre blylmesinin inhibisyonu ve
apoptozun indiklenmesi ile tiimor baskilayict 6zellik gostermektedir. TUmorun ileri
evresinde ise, hicrelerdeepitel-mezenkim donisiimii (EMT)programini uyararak
invazyon ve metastaz: tetikleyen pro-timarojenik bir etki gostermektedir [Thiery et
al., 2009]. Buna ek olarak, solid kanserlerde TGF-Bnin pro-timorojenik etkisinin
stroma hiicreleri ile de iliskili oldugu gosterilmistir. Stroma hdicreleri, anjiogenezin
indiiklenmesi, immiin sistemin baskilanmasi ve inflamatuar hiicreleri tUmor
dokusuna ¢agirarak timaor hicrelerinin invazyon ve metastaz yetenegi kazanmasina
yardimecr olmaktadir[Moustakas and Heldin, 2012]. TGF-p hicre icerisindeki
fonksiyonunu Smad-aracili yolak veya Smad-aracili olmayan yolak {izerinden
gergeklestirmektedir.

Smad-aracili  yolakta TGF-p  baglanmasi, TGF-BR2’nin TGF-BR1’i
fosforillemesine ve bunun sonucunda da iki TGF-BR2 ve iki TGF-BR1 reseptoriinden
olusanaktif bir kompleks olusmasina yol acar (Sekil 4.1). Aktive olan TGF-pR1
Smad2 ve Smad3’l C-terminal serin’lerinden fosforillemektedir. Bu sekilde aktive
olan Smad’lar ise Smad4 ile ti¢lii bir yap1 olusturarak hedef genlerin anlatimlarini
duzenlemek Uzere nikleusa ge¢cmektedir. Diger ko-aktivator veya ko-represor
transkripsiyon duzenleyicileri de bu Smad kompleksi ile etkileserek Smad-aracili
transkripsiyon cevabinin genligini diizenlemektedir. Bu yol ile Smad’lar, TGF-
Buyarisiyla gen anlatimini etkinlesme veya baskilanma yoniinde degistirmektedir
[Feng and Derynck, 2005].

BMP ile aktive olan sinyal yolaginda da ayni mekanizma gecerlidir ancak
farkli tip1 ve tip2 reseptorler is gormekte ve transkripsiyonel sinyal Smad2 ve/veya
Smad3 yerine Smadl, 5 ve/veya 8 araciligiyla gergeklesmektedir [Daly et al., 2008],
[Liu etal., 2009].
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Smad-aracili olmayan sinyal yolaginda ise TGF-B, Erk, p38 ve JNK MAP
kinaz aktivasyonu ile hicre iskeletini ve membran hareketini,PI3-kinaz
aktivasyonuyla da protein sentezini dizenlemektedir[Derynck and Zhang, 2003],
[Moustakas and Heldin, 2005].
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Sekil 4.1: TGF- sinyal iletimi.

4.1. Epitel-Mezenkim Doniisiimii

Epitel-mezenkim doniisim(EMT) programi evrimsel olarak korunmus bir
strectir [Thiery, 2002]. EMT, ¢ok hiicreli organizmalarin gelisimi sirasinda 6ncl
hiicrelerin gogiinii diizenlemek iizere etkinlesmekte ve hiicrelerin yerlesimini takiben
mezenkim-epitel doniisiimii (MET) olarak adlandirilan ters bir stire¢ ile hucreler
yeniden epitelyal Ozelliklerini geri kazanmaktadirlar[Boyer and Thiery, 1993],
[Davies, 1996]. Bunun yaninda, EMT programi yaralanmaya kars1 fizyolojik yanit ve
organ fibrozu gibi patolojik strecler ile de iliskilidir [Kalluri and Weinberg, 2009].

EMT terimi, epitel hucrelerinepitel 6zelligini kaybetmesi ve mezenkimal hicre

benzeri  Ozellikler — kazanmasi  gibi  hiicre yapisinda ve  davranisinda
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karmasikdegisiklikleri gerektiren cok-basamakli bir siire¢ olarak tanimlamaktadir
(Sekil 4.2). EMT sirecinde epitel hicreleri E-kaderin ve epitel hiicre fenotipi ile
baglantilidiger bilesenlerinin anlatimin1 kaybetmekte, mezenkimal hiicre fenotipi ve

invaziv fenotipgibi 6zellikler kazanmaktadir [Ouyang et al., 2010].
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Sekil 4.2:Epitel-mezenkim doniisiimii.

EMT programi gelisim sirasinda normal olarak aktif olabildigi gibi yetiskin
kanser dokusunda da anormal bir sekilde aktif olabilmektedir [Yang and Weinberg,
2008]. EMT, hucre-dis1 sinyaller; hiicre-dis1 matriks bilesenleri (ECM) ve biiyiime
faktorleri ile hucre-igi transkripsiyon faktorlerinden olusan bir dizi molekiil
tarafindan diizenlenir. EMT indiikleyicileri olarak da adlandirilan bu transkripsiyon
faktorlerinin baslicalar1 Snail, Slug (Snail2), ZEB1 ve ZEB2 (SIP1) bHLH faktorleri
Twistl ve Twist2ile FOXC2’dir. Epitel htcreleri, hiicre-disi EMT-indukleyici
sinyaller ve hucre-i¢i transkripsiyon faktorlerinin ortaklaga etkilesimi ile yeniden
programlanarak mezenkimal 6zellikler kazanmaktadir[ Thiery et al., 2009].

Gelisim siirecinde goriilen EMT programu ile kanser sidrecinde (Sekil 4.3)
gorilen EMT programi EMT’yi baslatan sinyaller ve bunun sonucunda meydana
gelen fenotipik degisiklikler bakimindan benzerlik tasimaktadir [Huber et al., 2005],
[Thiery, 2003]. Gelisimsel modellerden, EMT programi ile iliskili ana sinyal
yolaklarinin TGF-B ve WNT sinyal yolaklar1 oldugu bunun yaninda Hedgehod,
Notch, EGF ve IGF gibi diger sinyal yolaklarininda etkili oldugu gosterilmistir
[DiMeoet al., 2009].
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TGF-B aktivasyonuna bagli olarakbazi epitel hicrelerinde E-kaderinin kaybi
Smad-bagli yolaktan dolayr meydana gelmektedir. Smad ile iligkili transkripsiyon
faktorleri E-kaderin anlatimini, E-kaderinin promotor bélgesindeki E-box dizilerine
baglanarak baskilamaktadir. E-box’a baglanan transkripsiyon faktorleri Snail, Slug,

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

Homeostasis Tumeur progression Therapy Recurrence

Invasive
( . .
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epithelium
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Sekil 4.3: Kanser Surecinde EMT’nin rold.

Metastatic site

4.1.1. Kanser Kok Hucresi ve Epitel Mezenkim-Doniistimii

EMT ile iliskili olan molekiiler diizenlenme mekanizmalari kanser
hlcrelerinde, kok hiicre-benzeri (stem cell-like) 6zellikler kazandirmaktadir [Mani et
al., 2008], [Scheel et al., 2011]. Normal kok hiicre dengesini diizenleyen bircok
sinyalin, EMT-indikleyicisi oldugu ve bu sinyallerin kanser kok hiicre (CSC)
olusumu ilekdk hiicre 6zelliginin strdurilmesine katki sagladigi disiiniilmektedir.
Brabletz et al.,tarafindan bir timor gelisim modeli olarak“gdc eden kanser kok
hlicre” (migrating cancer stem cell) modeli ortaya atilmistir[Brabletz et al.,2005]. Bu
hicreler EMT gecirerek mezenkimal ve kok hicre-benzeri Ozellikleri ile go¢
edebilme ve kendini yenileme kapasitesi kazanmaktadir [Magee et al., 2012].

Insan meme epitel hiicrelerinde EMT transkripsiyon faktorlerinin ektopik
anlatim1 sonrasinda hiicrelerin mezenkimal fenotip kazandig1r ve kok hiicre benzeri
belirteglere  sahip oldugu gosterilmistir.  Buna ek olarak, izole edilen
CD44Y"™ e cD24%sKkek hiicre alt-grubunda, CD44*%CD24Y"*kontrol hiicre alt-
grubuna gére mezenkimal belirteclerden olan N-kaderin, vimentin ve fibronektin ile
EMT-indlKkleyici transkripsiyon faktorlerinden ZEB2, SLUG, Twistl ve Twist2’nin
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yiiksek anlatimlar1 belirlenmistir[Mani et al., 2008]. Bir baska ¢aligmada ise, yine
6lumsiiz insan meme epitel hicrelerinde (HMLE)E-kaderinin shRNA’lar ile
anlattminin baskilanmasi sonucunda EMT nin indiiklendigi gézlemlenmistir.Ayrica,
bu hucrelerin mezenkimal fenotip ilekanser kok hiicresi benzeri 6zellikler kazandigi
gosterilmistir [Onderet al., 2008].

Overkanseri hiicre hatlarininEMT-indukleyici transkripsiyon faktorlerinden
Snail ve Slug ile transfeksiyonu sonucunda Nanog ve KLF4 gibi kok hiicre 6zelligi
ile iliskili genlerin baskilanmasinin kalktign ve CD44'CD117" kanser kok hiicre
popiilasyonun arttig1 gosterilmistir [Kurreyet al., 2009].

4.2. SIP1Transkripsiyon Faktorleri

ZEB ailesi omurgalilarda iki homolog ZEB proteininden olusmaktadir; ZEB1
ve ZEB2(SIP1). ZEBLI proteini lens-spesifik delta 1- kristalin enhansir1 olarak tavuk
lens hiicrelerinde belirlenmistir [Funahashi et al., 1993]. SIP1 1999 yilinda,
Verschueren ve arkadaslar1 tarafindan TGF-B sinyal yolag: ile diizenlenen Smad
proteinleri ile etkinleserek DNA’ya baglanan ve hedef genlerin ifadesini baskilayan
bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlamistir. [Verschueren et al.,1999].

ZEB1 ve SIP1,ZFHXla ve ZFHX1b genleri tarafindan kodlanmaktadir.
ZEB1/SIP1E-box dizilerine (CAGGTA) baglanabilen ve birbirinden ayri iki CoH,-
tipi cinko parmak kimesine sahip olan transkripsiyonel baskilayicilarolarak

tanimlanmistir[VVandewalle et al., 2009].
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Sekil 4.4: ZEB1 ve SIP1 proteinleri.
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ZEB1/SIPL1’in baskilayici islevleri CtBPs, HDACs ve BRG1 gibi farkli es-
baskilayicilara baglanmalariyla gerceklesmektedir [Browne et al., 2010], [Sanchez-
Tillo et al., 2012]. Ayrica, ZEB1/SIP1 transkripsyion faktorleri pCAF ve P300 gibi
transkripsiyon es-aktivatorlerine de baglanarak transkripsiyon aktivatorleri gibi de
davranabilmektedir [Postigo et al., 2003].

ZEB proteinleri, CtBP es-baskilayict kompleksinde histon deasetilaz,
metiltransferaz, polycomb ve coREST ile birlesmektedir [Postigo and Dean, 1999],
[Shi et al., 2003]. CtBP’ye ek olarak, ZEB2 NuRD ile de -etkilesmektedir
[Verstappenet al., 2008].

ZEB1 ve SIP1’in represor aktivitesi, transkripsiyon-sonrasi modifikasyon ile
duzenlenmektedir. Pc2 veya p300/pCAF asetilasyonu ile SUMOlasyon ZEB
faktorlerinin CtBP’ye baglanmasini bozmaktadir [Long et al., 2005], [Postigo et al.,
2003].

Ayrica, ZEB transkripsiyon faktorleri,Smad baglanma domainleri (SBD) ile
TGF-B sinyal yolaginda reseptor ile aktive olan Smad’lara (R-SMAD)
baglanabilmektedir. Bu sayede,hiicre icinde TGF-B hedef genlerinin promotor
bolgesindeki E-box dizilerine baglanarak TGF-fB’ya yanitin diizenlenmesine aracilik
etmektedir [Browne et al., 2010]. SIP1’in, Smad-1.-2.-3’in MH2 domaini ile
dogrudan etkilesebildigi gosterilmistir [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 yolagmin negatif dizenleyicisi olan SFRP1 genini
[Miquelajauregui et al., 2007] baskiladig belirlenmistir.

Epitel kokenli kanser hiicrelerinde ZEB proteinlerinin  anlatimlari
arttirlldiginda  epitelyal polaritenin  ve hicre-hiicre baglantilarinin  bozuldugu
g6zlemlenmistir[Sanchez-Tillo et al., 2012]. SIP1’in hedeflerinden biri epitel-
adezyon proteini olan E-kaderin’i kodlayan CDH1 genidir. SIP1,CDH1 geninin
promotor bélgesindeki E-box dizilerine baglanmaktadir. E-kaderinin transkripsiyonel
baskilanmasi gelisimsel siirecte ve timor hiicre invazyonu ile metastazdaki EMT’yi
indiklemektedir [Comnijn et al., 2001]. Buna ek olarak, SIP1’in EMT ve invazyon
ile iliskili olan vimentin ve metalloproteaz gen ifadelerininartisina aracilik ettigi
gosterilmistir [Miyoshi et al.,, 2004], [Postigo et al., 2003].Normal hicrelerin

boliinmesi, hiicre dongiisii kontrol noktalar ile kontrol edilmektedir. Ancak kanser
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hiicrelerinin boliinmesinde bu kontrol noktalarinda bozulma olabilmektedir.A431
hiicrelerinde SIP1’in asir1 anlatimi siklin D1°in transkripsiyonel olarak baskilanmasi
ve hiicre dongiisiiniin G1 fazinda duraklamasinayol agmistir. Benzer bir sekilde
MDCK hicrelerinde de SIP1’in asir1 anlatimi ile ile G1 fazindaki hiicre miktarinda
artis gozlemlenmistir [Browne et al., 2010].

Kanser hicrelerindeki sinirsiz  boliinme yeteneginin  artmig telomeraz
aktivitesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Meme kanseri hiicrelerindeki hTERT
baskilanmasimin kismen SIP1’¢ bagli oldugu ve bununda TGF-B’ya bagimli olarak
gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica, SIP1’in HCC huicrelerinde hTERT baskilanmasini
saglayarak hiicreleri senesense yonlendirdigi belirlenmistir [Ozturk vd., 2006].

Fare embriyolarinda SIP1 yoklugunda néral tiip kapanamamasi sebebiyle 61Um
meydana gelmektedir. SIP1 fare beyin kortikal hicrelerinde SFRP1 geninin
promotor bdlgesine baglanarak genin ifadesini baskilamaktadir.Bu genin
ifadesindeki baskilanma da Wnt sinyal yolagindaki baskinin kalkmasia sebep
olmaktadir [Miquelajauregui et al., 2007]. Koopmansch ve arkadaslar1 KLF4 ile
SIP1’in E-kaderin promotor bdlgesine baglanabildiklerini gdstermistir. Bu iki
transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolgelerin ortiismesine karsin KLF4 E-kaderin
ifadesini artirmakta, SIP1 ise azaltmaktadir[Koopmansch et al., 2013]. SIP1 ve
ZEB1’in anlatimlar1t miR-200 ailesi Uyeleri, miR-205 ve miR-141 tarafindan kontrol
edilmektedir [Gregory et al., 2008], [Park et al., 2008]. Ayrica SIP1 ve ZEB1’in de
miR-200 ailesi Uyelerinin transkripsyionel baskilayicilar1 olduklari gosterilmistir
[Gregory et al., 2008], [Parket al., 2008]. Buna ek olarak, fare mezanjial
hicrelerinde miR-192’nin de SIP1 mRNA’sin1 hedef aldig1 gosterilmistir [Kato et
al., 2007].Buna ek olarak, Kim ve arkadaslartyapmis olduklar1 ¢alisma ile p53
araciligiyla diizenlenen EMT’de miR-200 ailesi Gyeleri ve miR-192’nin anlatimin
arttigin1 ve SIP1 baskilandigini da gostermistir[Kim et al., 2011].

Ayrica, SIP1 mRNA’s1t diger transktiptleri hedef alan mikroRNA’lar1
baskilayarak yarismaci endojenik RNA (competitive endogenous RNA, ceRNA) gibi
fonksiyon goriir ve boylece diger transkriptlerin anlattmini aktive etmektedir

[Karrethet al., 2011].
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4.2.1. Kanser Kok Hucrelerinde SIP1

ZEB ailesinin iki iiyesi olan ZEB1 ve ZEB2 cesitli insan tiimorlerinde
bulunmakta ve EMT’nin 0nemli regilatorlerinden olup ilag-direngliligi ile kanser
kok hicrenin, kok hiicre 6zelligine destek saglamaktadir [Peinado et al., 2007].
ZEB1 kok hiicre 6zelligini inhibe eden mikroRNA’lar1 baskilayarak EMT’nin aktive
olmasini ve kanser kok hiicre devamliligini saglamaktadir. Bu da kanser kok hiicre
ile EMT arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gostermektedir [Wellner et al., 2009].

Primer meme timorinden izole edilen CD44Y"*CD24%st hijcrelerde
CD44stkcp2gyikstk hijcrelere gére mezenkimal belirteclerden olan N-kaderin,
vimentin ve fibronektin ile EMT-indlkleyici transkripsiyon faktorlerinden SIP1,
SLUG, Twistl ve Twist2’nin yiiksek anlatimlar1 belirlenmistir [Mani et al., 2008].

MCF-10 hiicrelerinde yapilmis olan calismada CD44"CD24 kanser kok hiicre
grubunda artmis ZEB2 anlatimi gosterilmistir [Bhat-Nakshatriet al., 2010].

4.2.2. Hepatoseliler Karsinomada SIP1

SIP1 ile HCC arasindaki iliskiyi agiklamaya yonelik ilk ¢aligma 2004 yilinda
yapilmistir. Bu calismada, SIP1’in SNAIL ile birlikte matriks metalloproteazlarini
(MMP-1, MMP-2, MMP-7 ve MTI-MMP) arttirdigi ve HCC hiicrelerinin
invazyonunu diizenledigini géstermistir [Miyoshi et al., 2004]. Ayrica SIP1’in HCC
hicrelerinde hTERT baskilanmasin1 saglayarak hiicreleri senesense yonlendirdigi
belirlemistir [Oztiirk vd., 2006].

SIP1 ifadesinin miRNA’lar ile dilizenlendigi yapilan ¢aligmalar ile
gosterilmistir [Gregory et al., 2008].HCC’da SIP’in negatif regilatéri miR-200c’nin
normal karacigere gore artmis anlatiminin gosterilmesi ile SIP1 ve HCC arasindaki
iliski dikkat cekmektedir [Ladeiro et al., 2008].

Acun ve arkadaslar1 HCC’da SIPlanlatiminin promotor hipermetilasyonu ile
azaldigin1 belirlemistir. Ayricaiyi-faklilasmis (well-differentiated) HCC hicre
hatlarindadiisiik SIP1 anlattmi goriilmesine karsin zayif-farklilasmis  (poorly-
differentiated) HCC hiicre hatlarinda ise gi¢li SIP1 anlatimi gosterilmistir [Acun
vd., 2011].
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Geregler

5.1.1. Kullanilan Kimyasallar

EDTA (Merck), MBG Etanol (Riedel de Haen), L-Glutamin (Lonza).B-
Mercaptoetanol (Fischer Scientific), Gliserol (Fischer Scientific), Tris (Fischer
Scientific), HCL (Fischer Scientific), RNase-ExitusPlus (AmpliChem), DMSO

(Fischer Scientific).
5.1.2. Kullamilan Hucre Kultirt Malzemeleri

Hiicre besiyeri olarak diisiik-glukoz icerikli DMEM besiyeri (Lonza),%10 fotal
dana serumu (FBS, Lonza), %1 Penisilin-Streptomisin (Lonza),400 mM L-glutamin
(Lonza) ve 1X fosfat tamponlu tuz soltisyonu (PBS, Lonza).10X Tripsin (Lonza).

5.1.3. Kullanmilan Kitler

Akim sitometresinden izole edilen hiicrelerden total RNA izolasyonu igin
NucleoSpin RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel) kullanilmistir. izole edilen total
RNA’lardan tek zincirli cDNA sentezlemek igin First Strand cDNA sentez Kiti
(Macharey-Nagel) kullanilmigtir. Gen ifadesi analizi icin Maxima Cybergreen

Master Mix (Thermo Scientific) kullanilmustir.
5.1.4. Kullanilan Hiicre Hatti

Bu c¢alismada Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolima’nden elde edilen HuH7 ve PLC/PRF/5 hiicre hatlart kullanilmistir.
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5.1.5. Kullanilan Cozeltiler

Tris—-EDTA (TE) Tamponu
e 10 mM Tris—HCI (pH 8.0)
e 1mM EDTA (pH 8.0)
Akim Sitometre Solisyonu (Flow Soliisyonu)
e 1XPBS
e 2mMEDTA (pH 8.0)
e %2 Fetal Bovine Serum (FBS)
Hicre Dondurma Besiyeri
e %90 FBS
e %10 DMSO
SP Soliisyonu
e 1XHBSS
e %1 Penn-Strep.
e %2 Fetal Bovine Serum (FBS)

5.1.6. Kullanilan Antikorlar ve SolUsyonlar

Calismada kullanilan antikorlar ve floresan isaretleri Tablo5.1°de
gosterilmistir. Fc reseptorlerinin bloklanmasi i¢cin FcR Blocking Soliisyonu (Miltenyi
Bio.) kullanilmistir. Akim sitometresi ile izolasyon sirasinda canli hiicrelerin

secilmesi igin 7AAD soltsyonu (BD Bio.) kullanilmstir.

Tablo 5.1: Bu ¢calismada kullanilan antikorlar ve floresan isaretleri.

Antikorlar Floresan Isaret
CD133 (Miltenyi Bio.) PE
CD44 (BD Bio) APC
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5.1.7. Kullanilan Boya ve inhibitor

SP hucrelerinin belirlenmesinde DyeCycleViolet (DCV)(Invitrogen) boyasi
kullanilmigtir. DCV DNA’ya baglanan bir boya olup mor lazer ile uyarilmaktadir,
FumitriMorgin C ( FTC, Sigma Aldrich) SP hiicrelerinde boyanin disar1 atilimini
engellemek icin ABCG2 pompa inhibitoérii olarak kullanilmistir.

5.1.8. Kullanilan Cihazlar

+4°C Buzdolab1 (Ariston), -20°C Derin Dondurucu (Ariston), -80°C Derin
Dondurucu (Thermo, Forma -86°C ULT Freezer), Buz Makinesi (BAR-LINE BF85),
NanoSpec (Shcmadzu), Akim Sitometresi (Becton Dickens, FACS Aria Il), Laminar
Akmm Kabini (Labconco, Logic), Karbondioksit Inkiibatorii (Labogene, Scancell),
Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50), qRT-PCR (Stratagene Mx3000, Agilent),
PCR Kabini (Lab Companion), Su Banyosu (TECHNE, TE-10A Tempette). Santrifuj
(NlUve, NF400), Sogurmali Santrifiij (Labogene, Scanspeed 1580R), Votex
(DragonLabs, MX-S), PCR (Biorad, Mj Mini).

5.2. Yontemler

5.2.1. Hiicre Cézme islemi

Sivi azot tankindan alinan PLC/PRF/5 ve HuH7 hiicre hatlar1 oda sicakliginda
eriyince, lizerine yavasca %10 FoOtal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve
8mM L-Glutamin ile desteklenen diistik-glukoz iceren DMEM besiyeri eklendi ve 15
ml santrifiij tiipiine alindi. Hiicreler 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Ust siv1 aspire
edildi ve hiicre pelleti besiyeri ile sulandirildi ve 75 ecm?lik kiiltiir kabina ekim
yapilarak 37°C’de %5 CO2’li inkiibatore yerlestirildi.
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5.2.2. Hucre Kultura

Hiicreler 75 cm?kiiltiir kabi’min %80-90’1m1 kapladiklarinda besiyeri aspire
edildi. Hicrelerin tizerine 1X PBS eklenerek hiicreler yikandi. 1X PBS aspire
edilerek 3X tripsin ekledive hiicreler kaldirildi.Hiicre pasaji ihtiyaca bagl olarak 1/2
- 1/6 diliisyonlarinda yapildi.

5.2.3. Hiicre Dondurma Islemi

Hiicreler stok yapmak amaciyla dondurularak saklandi. Hiicreler 1500 rpm’de
5 dk santrifiljlendi. Ust siv1 aspire edildi ve hiicre pelletinin iizerine %90 FBS ile
%10 iceren hiicre dondurma besiyeri eklendi. 2ml tlplerde hicreler 6nce -80°C derin
dondurucuya alindi ve takibeden giin sivi azot tankina aktarilarak uzun stireli

saklanmalar1 gergeklestirildi.
5.2.4. Akim Sitometresi ile Hiicre Analizi ve izalasyonu

5.2.4.1. SP Hucre Analizi

HuH7 hicreleri %10 Foétal dana serumu, %1 penisilin-stereptomisin ve L-
Glutamin ile desteklenen diisiik-glukoz iceren DMEM besiyerinde 37°C ve %5
CO2’li inkubatordeblyatildd. Hucreler, kiltiir kabinin %80-90’mnikapladiginda
tripsin ile kaldirilip +4 derecede 1800 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Ust siv1 atildr ve
hlcre pelleti SP sollisyonu ile sulandirildi. Sulandirilan hiicreler 3 tiipe bolindi; Tup
120uM DCV+20 uMFTC + PI), Tip 2(20 uyMDCV+30 uMFTC + PI), Tlp 3(20uM
DCV + PI).

Karanlikta, tiip 1’e 20 uM ve tup 2’ye de30 uMfinal konsantrasyonu olacak
sekilde FTC eklendi. Tipler vortexlendi ve 37°C’de 30 dakika on-inkiibasyona
birakildi.  On-inkilbasyon ile ABCG2 membran tasiyicilarinin bloke olmasi
amaglandi. 30 dk’lik inkiibasyonun sonucunda tiipler yeniden vortexlendi ve
karanlikta, tiip 1, 2 ve 3’e final konsantrasyonu 20uM olacak sekilde DCV eklendi.
Tupler 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakildi ve her 15 dk’da bir ters-diz edilerek

karistirildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere soguk 1X PBS eklenerek hiicreleryikand: ve
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4°C’de 1800 rpm’de 5 dk santrifujlendi. Ust sivi atildi ve pelletSP buffer ile
sulandirilip analize kadar buzdolabinda karanlikta bekletildi. Analizden 5 dk 6nce
6li hiicrelerin ayriminda kullanilan 10 pl P1 solisyonu eklendi.

Akim sitometresinde hiicreler 6nce FSC’ye kars1 SSC ile analiz edildi. Burada
par¢alanmamis biitiinliigli korunan hiicreler kapilandi. Bu kapidaki hiicreler SSC’ye
karst PE filtresi ile incelendi. Olii/canli hiicre ayrimi yapildi ve canli hiicreler
kapilandi. Bu kapidaki hiicreler SSC-H’ye kars1 SSC-A ile analiz edildi. Birbirine
yapisik olan ikili hiicrelerin ayrimi yapilarak tek hiicreler kapilandi. Bu kapidaki
hicreler PE-Cy7 filtresine kars1 DAPI filtresi ile analiz edildi.

HuH7 hiicre hattindan SP hiicre analizi islemi 3’er kez tekrarlanmistir.

5.2.4.2.CD133"CD44" Hiicre Analizi ve izolasyonu

HuH7 ve PLC/PRF/5 hicreleri %10 Fo6tal dana serumu, %1 penisilin-
stereptomisin  ve L-Glutamin ile desteklenen diisiik-glukoz iceren DMEM
besiyerinde 37°C ve %5 CO’li inklibatordebiiyiitiildii. Hiicreler, kiiltiir kabinin %80-
90’mnikapladiklarinda tripsin ile kaldirilip +4°C’de 1800 rpm’de 5 dk santriftjlendi.
Ust sivi atildi ve pellet (7 - 8 x 10° hiicre) 80 plflowsoliisyonu ile
sulandirildi.Boyasiz kontrol ve 7AAD boyal1 kontrol i¢in de yine ayn1 islem yapildi
ve pellet (1 x 10° hiicre) 80 pl flow soliisyonu ile sulandirildy; Tiip 1 (Boyasiz kontrol
olan tip), Tip 2(7ADD boyali kontrol olan tiip) (Olii/Canli ayrimi igin), Tup
3(CD133-PE, CD44-APC ve 7AAD boyali tiip) (Hucre izolasyonu igin).

Tup 3’e 12,5 pul ve tip 2’ye 5 ul FcR blocking solisyonu eklendi ve
buzdolabinda karanlikta 10 dk 6n-inkiibasyona birakildi. On-inkiibasyon sonrasinda
tip 3’e 25 ul CD44 APC antikoru eklendi ve vortexlenip buzdolabinda 10 dk
inklibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda tiip 3’e 12 pl CD133 PE antikoru, 10 pl
7AAD soliisyonu ve tiip 2’ye de 5 ul 7AAD solusyonu eklenip vortexlendi ardindan
da buzdolabinda 10 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda tiim tiiplere 2 ml
soguk flow soliisyonu eklenip hiicreler yikandi ve +4°C’del800 rpm’de 5 dk
santrifiljlendi. Ust s1v1 atildi ve pellet 2 ml Flow soliisyonu ile sulandirilip analize
kadar buzdolabinda karanlikta bekletildi.

Akim sitometresinde kontrol olarak tip 1 ve tip 2 kullanilarak analiz ve

izolasyon igin gerekli ayarlar yapildi. Ayarlarin yapilmasinin ardindan da tlp 3cihaza
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verilerek izolasyon islemi gergeklestirildi. Hucreler icerisinde 500 ul FBS olan 5 ml
tiiplere toplandi. Izolasyon isleminin ardindan hiicreler 1800 rpm’de 5 dk
santrifiijlendi ve st sivi atilip hiicre pelleti RNA izolasyonuna kadar -80°C derin
dondurucuda saklandi.

HuH7 ve PLC/PRF/5 hiicre hatlarinin her biri i¢cin CD133°CD44" hiicre

izolasyonu 3’er kez tekrarlandi.
5.2.5. izole Edilen Hiicrelerden RNA izolasyonu

Akim sitometresinde izole edilen hiicre alt-gruplarindan RNA izole edilmesi,
NucleoSpin RNAII izolasyon kiti (Macharey-Nagel) kullanilarak, tiretici firmanin
verdigi kullanma talimatina uygun bir sekilde yapildi. Kisaca, lizis tamponu ile hucre
pelleti lizis edildi. Ardindan elde edilen lizat filtrelendi. Filtreden gecen sivinin
uzerine RNA-baglama soltisyonu eklendi. Bu iist sivi kolona uygulanarak RNA’nin
kolona baglanmasi saglandi. Kolondaki tuzlar MDB (Membran Desalting Buffer)
eklenerek ortamdan wuzaklastirildi. Kolondaki DNA, rDNase kullanilarak
parcalandi.Kolon yikandi ve kurutuldu. Yiiksek saflikta RNA’m eliisyonu 40
uldH,Okullanilarak yapildi.

Izole edilen RNA’nin konsantrasyonu ve OD 260/280 orani NanoSpec
spektrometre cihazi ile 6lgiildii. Izole edilen RNA’lar -80°C derin dondurucuda

saklandi.

5.2.6. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi First Strand cDNA sentez Kiti
(Macharey-Nagel) kullanilarak, iiretici firmanin verdigi kullanma talimatina uygun
bir sekilde yapildi.Kisaca, -80°C derin dondurucudan alinan RNA’lar ile per tiipiinde
RNA/Primer/dNTP karisimi1 (Tablo 5.2) hazirlandi. Bu karisim PCR cihazina
yerlestirildi ve 70 °C’de 5 dk On-inkiibasyon gergeklestirildi. Ardindan tiip hemen
buza alind1 ve iizerine RT karisimi (Tablo 5.3) eklendi. Hacmi 20 ul olan cDNA
sentez karigimi PCR cihazina yerlestirilip 42°C’de 60 dk sentez islemi ve 80°C’de 5

dk enzim inaktivasyonu islemi yapildi.
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Tablo 5.2:RNA/Primer/dNTP karisimi

RNA / Primer / dNTP karigimi

tRNA (1 ug) 3-5 ul
Primer 2 ul
dNTP mix 4l
N.F. dH20 S5-7 ul
Toplam 16 ul

Tablo 5.3: RT karisim

RT mix

10X RT buffer 2 ul
Murine RNase inhibitor 0.5 ul
M-MulV RT 1ul
N.F dH20 0.5ul
Toplam 4 ul

20 pl olan PCR hacmi reaksiyon sonunda dH-0 ile 50 pl’ye tamamlandi. cDNA
konsantrasyonu ve ODygp/280 oran1 NanoSpec spektrometre ile 6l¢iildii. Sentezlenen
cDNA, -20°C derin dondurucuda saklandu.

5.2.7.gRT-PCR ile gen ifadesi analizi

Reaksiyon hacmi 20 pl olarak hazirlandi ve 350 ng cDNA kalip olarak
kullanild1 (Tablo 5.4)SIP1, ZEB1, SNAIL, TWIST, CK19, BCRP1, CEACAMG ve
GAPDH primerleri (Tablo 5.5) ile Maxima Cybergreen Master Mix (Thermo
Scientific) kullanilarak Kitin onerdigi dongii sartlarinda (Tablo 5.6) QqRT-PCR
reaksiyonu gerceklestirildi.Gen ifadesi analizi ise ddCt formulu ile GAPDH’a gore

normalize edilerek hesaplandi.
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Tablo 5.4: qRT-PCR reaksiyon tablosu

20 pl Reaksiyon Hacmi
2X master mix 10 ul
Ileri primer (125 mM - 250 mM) 0.25-0.50 ul
Geri primer (125 mM - 250 mM) 0.25-0.50 ul
Template (350 ng) 1.649403 ul
NF dH20 7-85pul
Toplam 20 ul

Tablo 5.5:Calismada kullanilan ileri ve geri primerler.

Gen Ad1 fleri Primer Geri Primer

SIP1 TCCTGTCTGTCTCGCAAAAA GCCTTGAGTGCTCGATAAGG

7EB1 GATCAAAGACATGTGACGCAG TGTGTGAGCTATAGGAGCCAG
SNAIL CTCTAGGCCCTGGCTGCTAC TGACATCTGAGTGGGTCTGG
TWIST CCGGAGACCTAGATGTCATTG CACGCCCTGTTTCTTTGAAT

CK19 CCGCGACTACAGCCACTACT AGAGCCTGTTCCGTCTCAAA
BCRP1 ATGGATTTACGGCTTTGCAG GAGATCGATGCCCTGCTTTA
CEACAMG6 | ATGTGCCAAGCCCATAACTC GTCTGGTCCAATCTGCCAGT
GAPDH GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT | CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA
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Tablo 5.6: qRT-PCR dongii sartlar

Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Sire
1 déngu 95 10 dakika
95 20 saniye
45 dongu 58-60 30 saniye (0l¢uim)
72 30 saniye
Her 0.1 sicaklik
Erime egrisi 55-95
degisiminde 6lgiim

Kullanilan primerlerin etkinligi (E degeri) hesaplanirken konsantrasyonu
bilinen cDNA’dan 5 farkli diliisyon hazirlandi. Bu diliisyonlar kalip DNA olarak
kullanildi. Yapilan qPCR sonucunda E degeriMxPro yazilimimin, Ct degerlerini
kullanarak olusturdugu 5 noktali standart egrinin egimi ile hesaplandi (Tablo 5.7).

Ele-l/Egim (5.1)

Tablo 5.7: Primer etkinligi

Srimer Primer

Etkinligi
SIP1 2,11
ZEB1 2,17
SNAIL 1,90
TWIST 1,70
CK19 1,90
BCRP1 1,80
CEACAMG 2.15
GAPDH 2,12
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Gen ifadesi analizi ddCt yontemi kullanilarak yapildi.

ddCt = Egen/\dctgen(kal ibratbr'brnek)/Enorma”zaﬁjrAdCtnorma"zatér(kalibratbr'brnek) (5.2)

Relative ekspresyon = Log,(ddCt) (5.3

gRT-PCR reaksiyonu triplike yapilmis ve denemeler 2’ser kez tekrarlanmastir.
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6. BULGULAR

6.1.Akim Sitometresi ile Hiicre Analizi ve izalasyonu

Huh7 ve PLC/PRF/5 hepatoseliiler karsinoma (HCC) hiicre hatlarinda akim
sitometresi ile ikincil populasyon (Side popilasyon, SP) hicreleri ve hiicre yiizey
belirteci olan CD133/CD44 ikili pozitifligi analiz edilmistir.Hicre ylzey
belirteclerine gore CD133"CD44" hiicre alt-grubu izole edilmistir.

6.1.1. SP Hucre Analizi

Yaptigimiz c¢alisma ile HuH7 hiicre hattinda, DCV boyanmasi ile akim
sitometresi alt-kadraninda kuyruk seklinde olan buna kargin FTC pompa inhibitorii

eklenen tupte kaybolan SP hiicreleri gozlemlenememistir (Sekil 6.1).

Specimen_001-FTC Specimen_001-DCY

DAPLA

T
10? 1 10®

Ramn mmany
T o
10* ® PE-Cy7-A

Sekil 6.1:HuH7 hiicre hattinda SP hiicre analizi.

Sekil 6.1°de goriildiigii tizere sol tarafta DCV boyasi ve FTC pompa inhibitori
olan tlpin goOruntlsu ve sag tarafta ise Sadece DCV boyasi olan tiipiin
gOruntisidirDCV ile boyanan tiipte kuyruk seklinde goriinenve inhibitorlii tiipte

kaybolan SP hiicreleri akim sitometresi alt-kadraninda incelenmistir.
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Farkli boya ve inhibitdr konsantrasyonlari ile filtre kombinasyonlari denenmis
olmasina ragmen SP hiicre izolasyonu gerceklestirilemedi. Takip eden ¢alismalarda,
CD133 ve CD44 hiicre yizey proteinleri kullanilarakHCC hiicre hatlarindan kanser
kok hicrelerinin izole edilmesive gen ifade analizlerinin degerlendirilmesi

kararlastirildi.

6.1.2. CD133/CD44 ikili Pozitif Hiicre Analizi ve izolasyonu

HuH7 ve PLC/PRF/5 HCC hiicre hatlarinda kanser kok hiicrelerinin
belirlenmesi amaciyla CD133/CD hiicre yiizey belirtecleri kullanilmustir.

6.1.2.1. HuH7 Hiicre Hattinda CD133°CD44" Hicre Analizi ve

zolasyonu

HuH7 hicreleri es zamanli olarak CD133-PE ve CD44-APC antikorlar ile
inkiibe edildi.Akim sitometresi ile yapilan analizde CD133"CD44" hiicre alt-grubu
oran1 %2,2 CD133"CD44  hiicre alt-grubu oran1 % 82,7 ve CD133'CD44  hiicre alt-
grubu oranmt %15 olarak bulundu (Sekil 6.2). Takip eden ayristirma islemiyle
boyanan hiicrelerden CD133°CD44", CD133'CD44  ve CD133'CD44 hiicre alt-
gruplari% 98 saflikta izole edildi.

Specimen_001-HUH 7 KONTROL
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g Co g | CD44+CD133- CD44+CD133+
=3 3
] ]
] = 0.0 0.0
< F < 3
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Eh . : ] o
] F L = @ 1000 00
J| 2 1 A
LLAARE N AR s AL v L k| T
-85z o o 1 " b 10t i 0 0
PE-Cy5-# 159 PF.A
o o Specirnen 001-HUH 7 Specimen_001-HUH 7
= T
3 & ; w | 0.0 22
z ] =

3 CD44+CD1I3- CD44+C0N 353+

S5C-A
CO44 AFC-A

T T
10° 1n* 10
TADD PE-Cy5-A

887 CO133 PE-A

Sekil 6.2:HUH7 hiicre hattinda CD133/CD44 ikili boyanmasi.
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Sekil 6.2’de kontrol tlupunun gorunttst Gst tarafta gortilmektedir.7AAD
soliisyonu o6lii hiicreleri boyamaktadir. 7AAD ile boyanmayan canli hiicreler huicreler
secilip APC ve PE filtrelerindeki floresan sinyaline gore akim sitometresinin
izolasyon ayarlar1 yapilmistir.Yine aymi sekilde alt tarafta7AAD solusyonu ile
boyanmayanhticrelerdeki CD133-PE ve CD44-APC floresan sinyalleri incelenmistir.

6.1.2.2. PLC/PRF/5 Hiicre Hattinda CD133+CD44+ Hiicre Analizi

ve Izolasyonu

PLC/PRF/5 hiicre hattinda CD133-PE ve CD44-APC ile hiicre ylizey boyamasi
yapildi. Boyanmalar akim sitometrisinde degerlendiridiginde, CD133"CD44" hiicre
alt-grubu %1,5, CD133"CD44" hiicre alt-grubu % 85 ve CD133'CD44" hiicre alt-
grubu %13,4 olarak bulundu (Sekil 6.3).CD133/CD44 ikili antikor boyanmasinin
gerceklestirildigi tiipten CD133+CD44+, CD133°CD44 ve CD133 CD44  hiicre alt-
gruplar1% 98 safliktaizole edildi.

Specimen_001-7AAD Specimen_001-7ARD
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Sekil6.3: PLC/PREF/5 hiicre hattinda CD133/CD44 ikili boyanmasi.
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Sekil 6.3°de kontrol tlpinun gorintist Gst tarafta gosterilmektedir. 7AAD
soliisyonu ile boyanmayan canli hiicreler se¢ilmistir. Bu canli hiicrelerin APC ve PE
filtrelerindeki sinyallerine bakilarak akim sitometresinin izolasyon ayarlar
yapilmistir.  Aymi  seklin - alt tarafinda7AAD solisyonu ile boyanmayan
hicrelerCD133-PE ve CD44-APC antikorlarindan gelen floresan sinyallerine gore

incelenmistir.

6.1.3. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Akim sitometresi ile elde edilmis olan hiicrelerden RNA izolasyonu yapild:.
Izole edilen RNA konsatrasyonu NanoSpec spektrometre cihazi ile lgiildii. Olgiim
sonucunda OD 260/280 oran1 2,1 ve RNA konsantrasyonu 150 — 500 ng/ul olarak
bulundu.

izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi yapildi. Sentezlenen cDNA miktari
NanoSpec spektrometre cihazi ile 6lciildii. Ol¢iim sonucunda 260/280 OD degeri
1,80 ve tek-zincir DNA miktar1 300 — 330 ng/ul olarak bulundu.

6.1.4. gRT-PCR ile gen ifadesi analizi

6.1.4.1. HuH7 Hiicre Alt-Gruplarinda SIP1 Ifadesinin Analizi

izole edilmis HUH7 hiicre alt-gruplarindan ve parental HuH7 hiicre hattindan
sentezlenen cDNA’lar  kullanilarakqRT-PCR ile  SIP1  geninin ifadesi
arastirild.CD133"CD44" hiicre alt-grubundaki gen ifadesi parental HuH7 hiicrelerine
gore degerlendirildi. Ancak epitel hiicre 6zelligindeki HUH7 hiicrelerinde SIP1 gen
ifadesi ¢ok diisiik diizeylerde olup, deneyler arasi yiiksek degiskenlik
gostermekteydi.izole ettigimiz CD1337CD44" kanser kok hiicrelerinde de tutarli bir
gRT-PCR sonucu elde edemedik. Bunun Gzerine, SIP1 gen ifadesi yiksek olan
PLC/PRF/5 hiicre hattindan izole edilen CD133"CD44" hiicre alt-grubunda SIP1 gen
ifadesi incelendi.
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6.1.4.2. PLC/PRF/5 Hiicre Alt-Gruplarinda SIP1 ifadesinin Analizi

Burada daha direkt bir yaklasimla,SIP1 genininCD133°CD44" hiicre alt-
grubundakiifadesiparental PLC/PRF/5 hiicrelerdekiyle karsilastirilarak analiz edildi.
(Sekil 6.4).

S/p 7

-0,5

-1,5

-2,01

-2,5

Sekil 6.4:PLC/PRF/5 CD133"CD44" hiicre alt-grubunda SIP1 gen ifadesi.

CD133+CD44+ hucrelerinde, parental hiicrelere géore GAPDH ile normalize
edilmis SIP1gen ifadesi (Log2 tabaninda) Sekil 6.4’te gosterilmektedir.

Bekledigimizin aksine,CD133"CD44" hiicre alt-grubunda parental hiicrelere
gbre azalmis SIP1 gen ifadesi bulundu. EMT-indlkleyici transkripsiyon
faktorlerinden herbirinin EMT ve kanser kok hiicre fenotipini bagimsiz olarak
diizenleyebilme Ozellikleri géz Oniine alinarak, ZEB1, SNAIL ve TWIST genlerinin

ifadelerinin de degerlendirilmesinin yerinde olacag diisiiniildii.

6.1.4.3. PLC/PRF/5 Hucre Alt-Gruplarinda ZEB1, SNAIL ve TWIST

Gen ifadelerinin Analizi

Izole edilmis CD133"CD44" hiicre alt-grubundan ve parental PLC/PRF/5 hiicre
hattindan sentezlenen cDNA’lar kullanilarak gRT-PCR ile ZEB1, SNAIL ve
TWISTgenlerininCD133"CD44" hiicre alt-grubunda parental PLC/PRF/5 hiicrelerine
gore gen ifadeleri analiz edildi (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5:PLC/PRF/5 CD133"CD44" hiicre alt-grubunda ZEB1, SNAIL ve TWIST
gen ifadeleri.

CD133"CD44" hiicrelerinde, parental hiicrelere gére GAPDH ile normalize
edilmis ZEB1, SNAIL ve TWIST gen ifadesi (Log, tabaninda)Sekil 6.5’te
gosterilmektedir.

CD133"CD44" hiicre alt-grubunda diger ZEB transkripsiyon faktorii ZEB1’in
gen ifadesininazaldigi,buna karsin diger EMT-indlkleyici transkripsiyon
faktorlerinden SNAIL ve TWIST inarttigi saptandi. Caligmanin  devaminda
kemoterapiye direng ile iliskili oldugu belirtilen BCRP1 (ABCG2) ve CEACAMG6

genlerinin ifadelerine bakildi.

6.1.4.4. PLC/PRF/5 Hucre Alt-Gruplarinda BCRP1 ve CEACAMG6

Gen ifadelerinin Analizi

izole edilmis CD133"CD44" hiicre alt-grubundan ve parental PLC/PRF/5
hiicre hattindansentezlenen cDNA’lar kullanilarak gqRT-PCR ile BCRP1 ve
CEACAMG6genlerininCD133°CD44" hiicre  alt-grubunda  parental PLC/PRF/5

hlcrelerine gore gen ifadeleri analiz edildi (Sekil 6.6).
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Sekil 6.6:PLC/PRF/5 CD133"CD44" hiicre alt-grubunda BCRP1 ve CEACAMG6 gen ifadeleri.

CD133"CD44" hiicrelerinde, parental hiicrelere gére GAPDH ile normalize
edilmis BCRP1 ve CECAM6 gen ifadesi (Log, tabaninda)Sekil 6.6’da
gosterilmektedir.

CD133'CD44" hiicre alt-grubunda kanser kok hiicrenin 6zelliklerinden olan
kemoterapiye direnci ile iliskili olan BCRP1 ve CEACAMG6 genlerinin artmis ifadesi
bulundu.Son olarak CD133"CD44" hiicre alt-grubunda karaciger oncii/kok hiicre
belirteci olan CK19 gen ifadesine bakildi.

6.1.45. PLC/PRF/5 Hiicre Alt-Gruplarinda CK19 Gen ifadesi

Analizi

Izole edilmis PLC/PRF/5 hiicre alt-gruplarindan ve parental PLC/PRF/5 hiicre
hattindan sentezlenen cDNA’lar Kkullanilarak qRT-PCR ile CK19 genininifadesi
CD133"CD44" hiicre alt-grubunda parental PLC/PRF/5 hiicrelerine gére incelendi
(Sekil 6.7).
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Sekil 6.7: PLC/PRF/5 CD133"CD44" hiicre alt-grubunda CK19 gen ifadesi.

CD133"CD44" hiicrelerinde, parental hiicrelere gére GAPDH ile normalize
edilmis CK19 gen ifadesi (Log, tabaninda)Sekil 6.7°de gosterilmektedir.
Karaciger 6nciil/kok hiicre belirteci olan CK19 anlatimi CD133°CD44" hiicre

alt-grubunda parental hiicrelere gore artmis olarak bulundu.
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/. TARTISMA VE SONUC

2006 yilinda iki bagimsiz arastirmasi Haraguchi ve arkadaglar1 ile Chiba ve
arkadaglar ikincil popiilasyon (Side Popiilasyon: SP) hiicre izolasyonu yaklasimi ile
hepatoseluler karsinomada (HCC) kanser kok hicrelerini  (CSC) izole
etmistir[Haraguchi et al., 2006],[Chiba et al., 2006].Calismamiz kapsaminda, ilk
olarak HuH7 hiicre hattinda, SP hiicre izolasyonu yaklasimi ile CSC analizi yapildi.
Farkli DCV boya konsantrasyonu, pompa inhibitorleri ve filtre kombinasyonlarina
ragmen akim sitometresi alt-kadraninda kuyruk selinde SP hiicreleri belirlenemedi.
Bunun {izerine HCC CSC izolasyonunda kullanilan diger hiicre belirtegleri
degerlendirildi. Bunlardan CD133 Suetsugu ve arkadaslar1 tarafindan HCC’da kanser
kok hicrelerini tanimlamak ve izole etmek amaciyla kullanilmistir.Yaptiklart
calismada CD133" hiicrelerde olgun hepatosit belirteci olan glutamin sentaz ve
sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) anlatiminin diisiik oldugunu gostermigler ve CD133’(
bir CSC ayiricis1 olarak onermislerdir[Suetsuguet al., 2006]. Ancak, CSC’lerinin
kanser dokusundaazinlik bir popiilasyon olarak tanimlanmasi ve CD133"hiicre
oranininbazi HCC hiicre hatlarinda %90’larin iizerinde bulunmasi arastirmacilar
farkl belirtegleri incelemye tesvik etmistir.

Zhu ve arkadaglar1 CD133 ile birlikte CD44 anlatiminin, karaciger CSC’lerinin
tanimlanmasinda daha kesin bir yol olabilecegini gostermistir.CalismalarindaHuH?7,
SMMC-7721, MHCC-LM3 ve MHCC-97L HCC hiicre hatlarindan izole edilen
CD133"CD44" hiicre alt-grubunun CD133°CD44  hiicre alt-grubuna gorefarelerde
timor olusturmave Kkendini yenileme kapasitelerinindaha yiiksek oldugunu
bulmuslardir [Zhu et al., 2010].

Yukarida tartigilan veriler 1518inda,HCC hiicre hatlarindan HUH7 ve
PLC/PRF/5 hiicrelerinde CSC’lerinin izolasyonuCD133 ve CD44 antikorlart birlikte
kullanilarak gerceklestirildi.

HuH7 hiicrelerindeCD133"CD44"ikili pozitif hiicre alt-grubu oran1 %2,2
olarak bulundu. Bu oran Zhu arkadaslarinin HuH7 hiicre hattindaayni hiicre alt-grubu
icin saptadigt %1,88 oran ile uyumludur [Zhu et al., 2010]. Epitel-mezenkim
dontistimiinii (EMT) indiikleyen transkripsiyon faktorlerinin asir1 anlatiminin, CSC
ozelligi ile iliskili olduguna dair ¢alismalardan yola ¢ikarak, calismanin devaminda

CD133+CD44+ hicre alt-grubunda, parental HuH7 hiicre hattina gore SIP1 gen
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ifadesi incelendi. Bu hiicre hattinda SIP1 gen ifadesi daha onceki ¢alismalarda
aragtirtlmistir.Miyoshi ve arkadaslariSIP1 gen ifadesinisaptayamamis veAcun
arkadaglar1 ise ancak zayif bir SIP1 gen ifadesi tanimlamistir [Miyoshi et al., 2004],
[Acun vd., 2011].Bizim calismamizda da,HuH7 hicrelerinde SIP1 gen ifadesi ¢ok
diisiik diizeylerde olup, deneyler arast yiiksek degiskenlik gostermekteydi.
CD133"CD44" kanser kok hiicrelerinde de ya saptanamayan ya da cok diisiik gen
ifadesi sonuclariyla karsilastik. Amacimiz parental hiicreye gore CSC’lerdeki SIP1
ifadesini arastirmak oldugu igin, en azindan paerntal hiicrede degerlendirilebilir bir
SIP1 ifadesi gosteren PLC/PRF/S hiicreleriyle ¢aligmaya devam ettik.

PLC/PRF/5 hiicre hattindaCD133°CD44" hiicre alt-grubu  %1,5 ve
CD133"CD44 hiicre alt-grubu da %85 olarak bulundu. Bu oranKohga arkadaslarmin
%95,2 ve Na arkadaslarmin %79,2 olarak buldugu CD133" hiicre oram ile
uyumludur [Na et al., 2011]. PLC/PRF/5 hiicre hattinda CD133"CD44%ikili pozitif
hicre alt-grubu ile ilgili bilgimiz dahilinde yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadar.
Yine de,CSC o6zelligi gosteren CD133"CD44" PLC/PRF/5 hiicrelerinin %1,5 gibi
diisiik bir oranda bulunmus olmasi daha onceki ¢alismalarda ve farkli HCC hiicre
hatlarinda tanimlanan CSC oranlar1 ile uyumludur[Haraguchi et al., 2006].

PLC/PRF/5’ten izole edilen CD133°CD44" hiicre alt-grubundaSIP1 gen
ifadesicgalisilabilmis ve parental hiicrelerdeki gen ifadesi ile karsilastirilmistir. Ancak
ifadenin CSC ozelligindeki CD133"CD44" hiicrelerde parentale gore diisiik
bulunmus olmasi, SIP1’in en azindan karaciger kanserinde EMT ile iliskili fakat kok
hiicre fenotipi ile baglantisiz olduguna isaret etmektedir. Acun ve arkadaslariSIP1
ifadesinin epitel hiicre 6zelliginde olan PLC/PRF/5 hiicre hattinda diisiik oldugunu
gostermistir [Acun vd., 2011]. Diger yandan,SIP1 ifadesi baglama bagl (context
dependent) olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Burada incelenen sadece in vitro
kosullarda izole edilmis belli bir hiicre popiilasyonundaki SIP1 anlatimidir. Oysa bu
genin ifadesi TGF-beta sinyali, mikrogevre, post-transkripsiyonel diizenlemeler gibi
karmasik etkenlere bagli olarak diizenlenmektedir. Ornegin,SIP1 gen ifadesinin
mRNA seviyesinde miRNA’lar ile konrol edilmesinden dolay1r azalmis gen ifadesi
gorilebilmektedir. Kim ve arkadaslar1 tarafindan p53 araciligiyla anlatimi artan
miRNA’larin EMT’yi ZEB1/SIP1’1 baskilayarak diizenledigi gosterilmistir [Kim et
al.,, 2011].EMT-indiikleyicilerinin tek tek ve bagimsiz olarak EMT programini
harekete gecirebildikleri bilinmektedir. Dolayisiyla, c¢alismamizin devaminda

PLC/PRF/5 hicrelerinden izole ettigimiz CSC’lerinde diger EMT-indlkleyici
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transkripsiyon faktorlerinden ZEB1, SNAIL ve TWIST’in gen ifadeleri de
incelenmistir.

Wellner ve arkadaslar1 pankreas kanseri hicrelerinde EMT-indikleyici
transkripsiyon faktorlerindenZEB1’in miRNA’lar1 inhibe ederek CSC 6zelligini
diizenledigini gOstermislerdir [Wellner et al., 2009]. Ancak,inceledigimiz
CD133"CD44" hiicre alt-grubunda parental hiicrelere gére azalmis ZEB1 ifadesi
bulunmustur. SIP1 ve ZEB1 ayn1t miRNA’lar ile diizenleniyor olmasi, diisiik SIP1
anlattimma azalmis ZEBI1 ifadesi bulmamizi agiklayabilecek bir yaklasim olsa
gerektir.

Yasui ve arkadaglari troid kanseri hiicrelerinde SNAIL araciligiyla EMT
indiklendiginde hiicrelerin kanser kok hiicre 6zelligi kazandigini géstermistir[ Yasui
et al., 2013]. Na ve arkadaslar1 ise PLCPRF/5 hiicre hattindan izole edilen CD133"
hlcre alt-grubunda yiiksek Snail anlatimi tanimlamislardir [Na et al., 2011].Yapmis
oldugumuz calismada, CD133"CD44" hiicre alt-grubunda parental hiicrelere gore
artmig SNAIL ifadesi bulmus olmamiz bu iki arastirmayi dogrular nitelikte bir bulgu
olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bir diger EMT-indukleyicisi TWIST’in immortalize edilmis meme epitel
hiicrelerinden izole edilen ve CSC ézelligi gosteren CD44Y"***CD24%™ hiicrelerde
yiiksek anlatimi1 gosterilmistir [Mani et al., 2008].SNAIL ifadesi kadar ylksek
olmamakla birlikte, PLCPRF/5 kokenli CD133"CD44" hiicre alt-grubunda parental
hiicrelere gore artmis TWIST ifadesi bizim g¢alismalarimizda ortaya ¢ikan bir diger
bulgudur. Dolayisiyla, ilk hedef genimiz SIP1’in ve bununla iligkili ifadeleri HCC
CSC baglaminda diisiik olarak bulunmus, ancak SNAIL ve TWIST anlatimlarinin
artt1g1 ortaya konmustur.

EMT ile iliskili olan genlerin analizinden sonra CSC’nin 0zelliklerinden biri
olan kemoterapiye direng ile iliskili BCRP1 ve CEACAMG6 gen ifadeleri de
incelenmistir. CEACAM6 ve BCRP1 gen ifadelerinin CD133"CD44" hiicre alt-
grubunda, parental hiicrelere gore arttiklari tespit edilmistir. Bu bulgularimiz da
literatiirdeki ¢alismalarla ortiismektedir. Ornegin, Haraguchi ve arkadaslar1 HUH7 ve
PLC/PRF/5 hiicre hatlarindan SP hiicrelerini izole etmis ve bu hiicrelerde
kemoterapiye direng ile iligkili olan ABCG2 (BCRP1) veCEACAMG gen ifadelerinin
artmis oldugunu géstermistir [Haraguchi et al., 2006].

Karacigerin 6nci/kok hicreleri hem hepatosit, hem de safra yolu epitelyum

hiicrelerine farklilasma yetenegi gosterirler. Bu Oncii hiicreleri tanimlayan
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belirteclerden biri de CK19olup, hem normal karaciger hemde HCC kdok hiicrelerinde
ifade edilir. Buna karsin, olgun hepatositlerde bu belirtecin anlatimi
gorilmemektedir.Ayrica, Haraguchi ve arkadaslari CSC 6zelligindeki SP hiicre alt-
grubunda artmis CK19 anlatimi gdstermislerdir [Haraguchi et al., 2006]. izole
ettigimiz CD133"CD44" hiicre alt-grubunun 6ncii/projenitdr niteligini ortaya koymak
amactyla yapmis oldugumuz c¢alismada,CD133"CD44" hicrelerinin parental
hlcrelere gore artmig CK19 gen ifadesi gosterdikleri saptanmustir.

Sonug olarak bu ¢alismada, HUH7 ve PLC/PRF/5 hiicre hatlarindan literatiirde
CSC ozelligi tanimlanmig CD133°CD44" hiicreler yine literatiire uygun bir oranda
elde edilebilmis ve PLC/PRF/5 kokenli hiicrelerde gen ifadesi analizleri
gergeklestirilmistir. Akim sitometrisi ile ayristirilan bu hiicrelerde, SIP1 ve ZEB1
ifadelerinin diisiik, SNAIL ve TWIST ifadelerinin ise yiiksek oldugu saptanmustir.
Bunlara ek olarak, izole edilen hucrelerin 6ncl/projenitér htcre nitelikleri CK19
ifadesi ile gosterilmis ve bu hiicre alt-grubunun bir diger kok hiicre 6zelligi olan ilag-

direngliligi BRCP1 ve CEACAMG gen anlatimlar1 yoluyla saptanmistir.
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8. ONERILER

CD133"CD44" CSC’leri iki farkls hiicre hattindan izole edilebilmelerine karsin
SIP1 gen ifadesinini diisiik olmast nedeniyle qRT-PCR c¢alismalar1 sadece
PLC/PRF/5 parental ve alt-grup hiicrelerinde yapilmistir. CSC’lerinde yiiksek
ifadelerini buldugumuz SNAIL ve TWIST genlerinin HUH7 hicrelerinde de analiz
edilmesi bu genlerin HCC’da EMT ve CSC fenotiplerinin diizenlenmesi baglaminda
ilave bir dogrulama saglayabilir. Takip eden asamada, SNAIL ve TWIST genlerinin
asir1 ifadesi ve gen susturulmasi yoluyla HCC hiicre hatlarinda yol agacaklari
fenotipik degiskliklerin izlenmesi hepatokarsinogenezin molekiiler mekanizmalari
acisindan yeni bilgilerin ortaya konmasimi saglayabilir. Bu yaklasimlarla elde
edilecek in vitro bulgular doku, deney hayvanlar1 ksenotransplantlar1 kapsaminda
ileri in vivo ¢alismalara taginabilir. Konvansiyonel tedavilere direng gosteren, timor
kitlesini siirekli yenileme ve metastaz yapabilme yetenegindeki CSC’lerinin HCC ve
diger kanser tilirlerinde daha iyi anlagilmasi, hem tanisal hem de terapotik degeri olan

yeni molekdler hedeflerin saptanmasinda yol gosterici olacaktir.
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