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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Kolorektal Kanserli Hastalarda Kok Hiicre Gen Ekspresyon Profili Ve Prognostik Onemi
Sidika Oztop
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Hakan Akbulut

Kanser, giinlimiizde insan sagligini tehdit eden en Onemli ikinci saglik sorunudur.
Kolorektal kanser ise en yaygin kanser tiplerinden bir tanesidir. Kolorektal kanser insidansi
artmasina ragmen tedavide basar1 tam olarak saglanamamistir. Tedaviye diren¢ ve niiks
kanser tedavisini etkisiz kilan en énemli iki faktordiir. Ozellikle kanser kék hiicrelerinin bu
siiregten sorumlu olabileceginin anlasilmasi, bu hiicreleri son yillarda dnemli bir hedef
haline getirmistir. Kanser kok hiicrelerinin karakterize edilmesi hiz kazanmis ve kanser
kok hiicre belirtegleri belirlenmistir. CD133, kolorektal kanser kok hiicrelerini tanimlayan
bir molekiildiir. Yapilan bazi ¢alismalar CD133’{iin prognoz iizerinde etkili oldugunu
gostermistir. Bu verilere dayanarak tez calismamizda CD133 ekspresyonu ve prognoz
arasindaki iliski arastirilmigtir. Proje kapsaminda 103 kolon kanseri FFPE timor
dokusunda ve 34 saglikli kolon dokusunda CD133 ekspresyon diizeyi qRT-PCR teknigi ile
tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, bu tez calismasinda elde edilen veriler ile hastalarin
klinikopatolojik ve tedavi seyirleri birlikte degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore,
CD133 pozitifligi ile prognoz arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Calismamizdan
elde ettigimiz bulgular CD133’lin klinik agidan literatiirde belirtilenin aksine farkli bir

boyutu da olabilecegi olasiligini giindeme getirmesi agisindan ilgingtir.

2013, 66 sayfa

Anahtar kelimeler: kolon kanseri, kanser kok hiicresi, gen ekspresyonu, prognoz



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

The Prognostic Significance Of The Expression Of The Stemness Genes In Patients With

Colorectal Cancer
Sidika Oztop
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Hakan Akbulut

Cancer is the second most important health problem that threatens human health.
Colorectal cancer is one of the most common cancers. Despite the increase in the incidence
of colorectal cancer, treatment is not fully successful. Resistance and relapse are the two
most important factors that decrease the success of the treatment. In recent years, cancer
stem cell have become one of the main therapeutic targets in cancer research. There have
been a lot of study to characterize the cancer stem cell and to define markers for those
cells. The prominin, CD133, has been reported as a sem cell marker for colon cancer stem
cells. In some studies CD133 has been reported as a prognostic factor. Taking into account
the published data on CD133, we aimed to investigate the CD133 expression in archival
colorectal cancer tissues and its prognostic significance. We determine the levels of CD133
expression by gRT-PCR technique in FFPE tumor tissues of 103 patients with colon cancer
and adjacent colonic tissues of 34 patients. We compared the clinicopathhological features
of the patients with regard to CD133 expression. No significant differences in
clinicopathhological parameters were found in CD133 positive and negative patients. We
did not find CD133 expression as a prognostic factor in this cohort of colorectal cancer.
Though not significant, CD133 expression seems to be a favourable prognostic factor
which is not compatible with revious published studies. Our findings may suggest a

diffirent aspect of CD133 expression in terms of prognosis.

2013, 66 pages

Key words: colon cancer, cancer stem cell, gene expression, prognosis
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1. GIRIS

Kanser, giinlimiizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra insan sagligin1 tehdit eden en
onemli saglik sorunudur. Yiikselen yasam standartlari, gelisen teknoloji ve saglik imkanlari
ortalama yasam siiresini daha da uzatmistir. Artan dmiir uzunlugu insanlarin olumsuz gevre
kosullarina maruz kaldigi silireyi arttirmanin yaninda kanser gibi onemli bir saglik

sorununu da giindeme tagimuistir.

Kanser, genetik bir hastalik olmakla beraber olusumu tek bir nedene baglanamayan
multifaktoriyel bir hastaliktir (1). Genomda olusan mutasyonlar, beslenme bigimi, sigara
kullanimi, hareketsiz yasam, ultraviyole isinlar, radyasyon ve uygun olmayan calisma
kosullar1 gibi hem ¢evresel hem genetik faktorler nedeniyle hiicre siklusu bozulur.
Hiicrenin kontrolden ¢ikmasi ve sinirsiz ¢ogalma yetenegi kazanmasi kanser olarak
tanimlanir. Bir kanser hiicresini tanimlayan alti 6zellik bulunmaktadir. Bunlar, biiyiime
sinyalleri  olusturabilme, biliylimeyi  durdurabilecek sinyallere = duyarsizlagsma,
programlanmis hiicre 6limiinden (apoptozis) kagabilme, sinirsiz boliinebilme, ¢ogalma
potansiyeline sahip olma, anjiogenezi siirekli destekleyebilme, doku invazyonu ve

metastaz yapabilme 6zellikleridir (2).

Sindirim sistemi kanserleri erkeklerde akciger ve prostat, kadinlarda ise meme ve akciger
kanserlerinden sonra en sik rastlanilan kanserlerdir. Kolorektal kanserler (KRK) sindirim
sistemi kanserleri igerisinde en sik rastlanilan tiimorlerdir. Yas, beslenme tarzi,
kalinbagirsak polipleri, baz1 bagirsak hastaliklar1 gibi ¢esitli etmenlerin KRK olusumuna

neden olan risk faktorleri oldugu bugiin kabul edilmektedir.

Erken tam1i imkénlarinin gelismesine ragmen KRK tedavisinde tam basar1 heniiz
saglanamamistir. Konvansiyonel tedavilere direncin ortaya ¢ikmasi, prognozda belirli bir
iyilesme goriilememesi, belirli bir siire sonra goriilen niiksler ve metastazlar KRK
tedavisinin hala ¢6ziim bulunamamis problemleridir. Bu nedenle KRK tedavisi hem hasta

hem hasta yakinlar1 icin maddi ve manevi ciddi sorumluluklar1 da beraberinde

1



getirmektedir. Bunun yani sira kanser tanit ve tedavisinde devlet tarafindan karsilanan
bir¢ok test ve ila¢ bulunmaktadir. Son derece pahali olan bu tedavi siirecinde hastalarin
tedavilere birbirinden farkli yanitlar vermesinin g¢esitli genetik temellere dayandigi

diistintiilmektedir.

Tedavide karsilasilan bu zorluklar bilim insanlarinin kanser biyolojisine bakis acilarin1 da
etkilemis ve son yillarda ciddi bir giindem olusturan kanser kok hiicresi (KKH) hipotezinin
daha ¢ok dikkate alinmasina neden olmustur. Mevcut bu yaklagimda, tiimoriin tamamen
eradike edilebilmesi i¢cin bu kok hiicreleri hedef alan tedavi yaklagimlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu noktada kanser olusumundan sorumlu oldugu diisiiniilen KKH’nin

molekiiler belirteclerini tanimlayarak kimliklendirme galismalari ciddi 6nem kazanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kolorektal Kanser
2.1.1. Kolon Yapis1
Kolorektal kanseri, kolon veya rektumda meydana gelmektedir. Kolon ve rektum
gastrointestinal sistem olarak da adlandirilan sindirim siteminin onemli bilesenleridir.

Kolon ileogekal kapak ile rektosigmoid kose arasinda kalan yaklasik 150 cm’lik bir

boliimdiir. Sekil-1’de insana ait kolon ve rektum yapis1 goriilmektedir.

Proksimal

Hepatik
Fleksur

Cikan £ 1=
Kolon a '
4 Distal
Sigmoid
Celum Kolon
. Rektosigmoid Baglanti
Appendix )
Sag Kolon Rektum 5ol Kolon

Sekil 2.1. Kolon ve rektum yapist
(Referans (3)’ten degistirilerek alinmistir.)

Kolon “gekum” denilen bélgeden ileogekal kapakgik denilen bir kapak ile ince bagirsaga
baglanmaktadir. Bu kapakcik kalin bagirsak iceriginin ince bagirsaga kagmasini
onlemektedir. Embriyolojik olarak ¢ekum, ¢ikan kolon ve transvers kolonun sag yarisi
midguttan gelisirken, transvers kolonun sol yarisi, inen kolon, sigmoid kolon, rektum ve
aniis hindguttan gelismistir. Ilk boliim sag kolon olarak adlandirilirken ikinci bdliim sol
kolon olarak adlandirilmaktadir. Elde edilen bir¢ok kanit sag kolon kanserlerinin sol kolon
kanserlerinden daha kotii prognoza sahip oldugunu gostermistir (4). Prognozdaki bu

farkliliga proksimal ve distal kolon arasindaki embriyolojik, morfolojik, fizyolojik,



biyokimyasal, ¢evresel ve genetik farkliliklarin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (5).

Kolon, Sekil 2.1.’de goriildiigii tizere 4 ana kisimdan olugmaktadir.

1. Cikan kolon; ince bagirsagin kalin bagirsaga baglandigi yerden baslar ve sag
taraftan abdomene kadar uzanir.

2. Transvers kolon; sag taraftan sol tarafa dogru viicut diizleminde yerlesmis
bulunan kolon bolgesidir.

3. 1Inen kolon; transvers kolonun sol tarafa ulasan kesiminden asagi dogru uzanan
boliimiidiir.

4. Sigmoid kolon; S seklindeki kivrimli bir yapiya sahiptir ve kolonun rektuma

baglanan bolgesidir.

Kolon histolojisi incelendiginde kolon duvarinin 4 tabaka ile karakterize oldugunu

goriilmektedir. Bu tabakalar i¢ten disa dogru;

e Mukoza
e Submukoza
e Muskularis eksterna

e Seroza

olarak siralanmistir. En dista bulunan mukozal ylizey emici ve salgilayict 6zellikteki basit
kolumnar epitel ile kaplidir. Emilim yiizeyin arttirmak amaciyla kivrimlar olusturarak bag
dokuya baglanmaktadir. Kolonda yiizey alanini genisleterek daha etkili bir emilim
saglayan mikrovilluslarin bagirsak duvarinin igerisinde kalan kismi “Lieberkiihn kripti”
olarak adlandirilmaktadir Bu tiip seklindeki yapilar olarak adlandirilmakta ve kolonun
fonksiyonel birimlerini teskil etmektedir (6). Bir kript yapisinda yaklagik 2000 hiicre
bulunmakta ve normal bir insan kolonu milyonlarca kript yapisindan olusmaktadir (7-10).

Bir kript yapisinda;

e Kolonosit hiicreleri
e (QGoblet hucreleri

e Enteroendokrin hiicreleri

olmak iizere ii¢ cesit epitel hiicresi bulunmaktadir. Dordiincii kategoride olan Paneth
hiicreleri ise ¢ikan kolonda ya da belli hastalik kosullarinda varligin1 géstermektedir (11).

Paneth hiicreleri konak savunmasinda kok hiicreleri korumada énemli bir rol oynar. Kriptin



en ist boliimiini igeren 1/3’liikk kisminda farklilagmis hiicreler (kolonositler, goblet
hiicreleri, enteroendokrin hiicreleri) bulunurken 2/3’liik kisminda agirlikli olarak transit-
amplifiying hiicreleri (TA hiicreleri) bulunur. Kolon kok hiicreleri ise kript tabaninda her

kript i¢in tahminen 5-10 kok hiicre seklinde yer almaktadir (12).

Apoptotik
Kolon kript yapisi b, Vagagaiesc ol
. Kript
% vE -
o == tabanindaki
Far_khlagan kok
hiicreler i .
P hiicrelerin
L AW liimen
:. © W ylizeyine
' dogru
farklilagma
Proliferatif 2
_ hiicreler d'yagram'
o e ¥
Kok
Hicre

Sekil 2.2 Kolon liimeni ve kript yapist

(Referans (13)’ten degistirilerek alinmistir.)

2.1.2. Kolorektal Kanser Biyolojisi

Kolonik mukozadaki hiicre proliferasyonu ve apoptozisde meydana gelen degisimler,
hiicrenin kontroliinii saglayan ileri denetimlerin en aza inmesi ve dolayisiyla KRK riskinin
artmasi ile sonuglanmaktadir. Malignant fenotip olusmasi i¢in genomik instabilite ile
karakterize edilen mutasyon birikimini kolaylastiran genetik degisiklik gereklidir. (14, 15).
Multifaktoriyel olan kanser gelisimi bu nedenle uzun bir siire ile birlikte bir¢ok genetik
degisimi gerektirmektedir. KRK 10 ile 15 yil arasinda uzun bir siiregte gelismektedir (16,
17).



Kolon kanserinin major histolojik tipi kolon duvarindaki epitel hiicrelerden koken alan
adenokarsinomadir ve tim kolon kanserlerinin %90-95’ni olusturmaktadir (18).
Adenokarsinoma bagirsak duvarinda mukus salgilayan epitel hiicrelerinden gelisen
kolloidal ya da miisinoz adenokarsinoma yaklasik %17 oraninda goriilmektedir. Bu tip
adenokarsinomda tiimoér iginde, hiicre digina salman biiyilk miktarda mukus
bulunmaktadir. %2-4 oraninda goriilen tasl yiiziikk hiicreli karsinomada ise mukus hiicre
igerisinde birikmektedir. Hiicre igerisinde biriken mukus cekirdegi bir yone iterek tash
yiiziikk goriinlimii almasina neden olur. Epitelyal hiicre kdkenli nadir goriilen diger kanser

tipleri ise skuamoz hiicreli karsinoma ve adenoskuamoz karsinomadir (18).

Tiimor tipik olarak kanserlesmemis bir polip ile baglamaktadir. Kalin bagirsak veya
rektumun i¢ yiizeyinde olusan bagirsak i¢ duvarina ince veya kalin bir sapla bagli olan ve
bagirsak icine dogru biiyiiyen ¢ikintilara “polip” denir. Bir polip kolon veya rektum hatti
lizerinde biiyiidiikce kanserlesebilir. Adenomlarin %10’undan diisiik bir miktar1 kanser
gelistirmesine ragmen adenomat6z polip veya vill6z adenomalar gibi belli ¢esitteki polipler
kanserlesmeye daha yakindir (19). Normal kolon epitelinden displastik kolon epiteline
patolojik ge¢is, adenomatdz polipin gelisimi ve sonunda invaziv KRK doniisiimii ile

hastalik stireci ger¢eklesmektedir.

2.1.3. Kolorektal Kanser Istatistikleri

Kolon ve rektum kanseri diinyada en yaygin goriilen tiglincii kanser tipidir (18). Kolon
kanseri, rektum kanserinden daha sik goriilmektedir. Sanayilesmis ilkelerde kolon
kanserinin rektum kanserine orani 2:1 veya daha fazla iken gelismekte olan iilkelerde bu

oran birbirine benzerdir.

Amerika Birlesik Devletlerinde, cinsiyet temel alindiginda KRK 6liime sebep olan en
yaygin ii¢lincii kanser tipidir. American Cancer Society tarafindan yaymlanan son verilere
gore; 2013 yilinda 102,480 yeni kolon kanseri ile 40,340 yeni rektal kanseri tanist olacagi
ve 50,830 kisinin KRK nedeniyle hayatini kaybedecegi dngoriilmektedir (20). Tiirkiye’de



Saglik Bakanlig1 Kanserle Savas Daire Baskanligi’nin 2007-2008 y1l1 verilerine gore, KRK
goriilme siklig1 acisindan tiim kanserler i¢cinde % 7,8 ile kadinlarda iiglincti ve % 7,5 ile

erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir (21).

KRK vakalarinin % 90’1 50 yas iizerinde iken; 80 yas lizerinde bu oran erkekler icin %
10’a, kadinlar i¢in % 15’e kadar yiikselmektedir. KRK’nin yasam boyu goriilme siklig1 %
2,4-5 civarindadir. Kiside var olan belli risk faktorleriyle bu oran yiikselmektedir (22).

2.1.4. Kolorektal Kanser Risk Faktorleri

KRK kanser insidans1t ve mortalite oranlarini azaltmak i¢in hastalig1 ortaya cikaran risk
faktorlerini belirlemek ve bu faktdrleri elimine edici yonde koruyucu stratejiler gelistirmek

giderek onem kazanmustir.

Kolorektal kanserlerin %75°1 sporadik (rastlantisal), %10’u kalitimsal ve %15°1 ailesel
olarak gelismektedir (23). Tim kolorektal kanserlerin % 2-5’ini kalitimsal Lynch
Sendromu (Herediter nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC) olustururken, yine tiim
kanserlerin %1’ini kalitimsal olan ailesel adenomat6z polip (Familial adenomatous polyp,
FAP) olusturmaktadir (24).

KRK gelisim paternleri dikkate alindiginda sporadik KRK i¢in en dnemli risk faktorii
yastir (25, 26). Epidemiyolojik arastirmalar sonucunda; aile Oykiisii, FAP, Attenuated
familial adenomatous polyposis (AFAP), HNPCC, kolorektal polipler, iilseratif kolit,
Crohn hastaligi gibi inflamatuar bagirsak hastaliklari, beslenme tarzi, sigara kullanimi,
hareketsiz yasam bi¢imi, KRK insidansinin yogun oldugu boélgelere gog¢, kentlesme,
obezite, uzun siireli alkol kullanimi gibi faktorlerin KRK gelisimi i¢in yiiksek risk tasidigi
belirlenmistir (27-31).



2.1.5. Kolorektal Kanserde Tedavi Yaklasimlari

KRK tanist alan hastalarin tedavisi i¢in en 6nemli belirleyici 6lgiit hastaligin evresidir. Bu
evrelendirme sonrasi tedaviye cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi se¢eneklerinden uygun

olani ile baglanilmaktadir. KRK tanis1 evrelerine gore hastalik bolgeleri su sekildedir:

e Evre 0 : Kanser ilk asamadadir (Karsinoma in situ)

e Evrel : Kolon veya rektum i¢ duvarmin biiyiik bolimiinde tutulum (mukoza ve
submukoza) vardir.

e Evrell : Kanser kolon veya rektum dokularinin disina ulagmistir ancak hentiz lenf
bezi metastazi yoktur.

e Evre Il : Kanser lenf bezine metastaz yapmistir ancak viicudun diger boliimlerine
yayilimi mevcut degildir.

e Evre IV : Kanser viicudun diger bolgelerine metastaz yapmustir.

Cerrahi tedavide amag tlimoriin ve tiimorlii bolgenin viicuttan uzaklastiriimasidir. KRK’de
esas sifa saglayan tedavi secenegi cerrahidir. Hemen tiim evrelerde teknik olarak bir engel

olmadig siirece tiimorlii dokularin tamamu gikarilabiliyor ise 6nerilen tedavi cerrahidir.

Kemoterapi ilag ile kanser hiicrelerinin oldiiriilmesini amaglayan sistemik bir tedavidir.
Ancak kemoterapi tedavisinde sadece kanser hiicreleri degil saglikli dokularda olumsuz

etkilenmektedir.

Radyoterapi yiiksek enerjili 1sinlar ile kanser hiicrelerinin yok edilmesini hedefleyen
bolgesel bir tedavi yontemidir. Erken evrelerdeki hastalarda ameliyat Oncesinde veya

sonrasinda niiks olasiligin1 azaltmak amaciyla kullanilir.

Yukarida sayilan yontemler konvansiyonel tedavilerdir. Bu tedaviler ile erken evrede 5-
yillik yasam oranlart %80’lerin iizerindedir. Evre II hastalarda bu oran %60 evre IV
hastalarda ise %10-20 arasinda degismektedir. Hedefe yonelik tedavilerde kanser

hiicresinin ihtiya¢ duydugu sinyaller veya proteinler hedef alinmakta ve kanser hiicresi



ihtiya¢ duydugu bu molekiillerden yoksun birakilmaktadir. Bu sekilde gelistirilen hedefe
yonelik ilaclar arasinda anjiogenez inhibitorii olan Bevacizumab kanserli bolgede yeni kan

damarlar1 olusumu engelleyerek tiimoriin gelisimini engellemeye yardimci olmaktadir.

Kolorektal kanseri hastalarda niiks onemli bir sorundur. Hastaligin niiksetmesinde
kemoterapiye direngli kanser kok hiicrelerinin 6nemli oldugu disiiniilmektedir (32).
Kanser kok hiicresini hedefleyen tedaviler gelecekte 6nemli tedavi yaklagimlari arasina

girmeye aday goriinmektedir.

2.2. Kok Hiicre

Canli sisteminde ¢esitli nedenlerle apoptoza ugrayan hiicreler ile es zamanl olarak yeni
hiicrelerin olugmasi sistemde dinamik bir denge olusturmaktadir. Homeostazis olarak
adlandirdigimiz bu dengenin devamliligini diger hiicrelerden farkli 6zellikler tasiyan “kok

hiicre” dedigimiz hiicreler saglar. Kok hiicreleri diger hiicrelerden farkli kilan 6zellikleri;

e kendini yenileyebilme
o farklilasarak olgun dokular1 olusturabilme

e homeostatik kontrol yetenegi

seklinde ifade edilmektedir (33).

Embriyonik kék hicreler ——> Fluripotent

K&k Hicre Germinal kdk hiicreler

Totipotent

Somatik kék hiicreler -+ Multipotent

1 N

Mezenkimal Hematopoietik Organlardaki
K&k Hiicreler Kék Hicreler Kok Hucreler

Sekil 2.3 Kok hiicrelerin siniflandiriimasi
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Kok hiicreler Sekil 2.3.'de goriildiigii gibi genel olarak farklilagabilme yeteneklerine gore
simiflandirilmaktadir. Farklilagabilme yeteneklerine gore kok hiicreler; totipotent,

pluripotent ve multipotent olarak siniflandirilir (34).

Totipotent hiicreler; embriyonun blastosit evresinin {igiincii giiniinde alinan hiicrelerdir.
Bu hiicreler bir canli viicudundaki tiim yapilar1 olusturabilecek sekilde farklilasabilir. Bu
nedenle totipotentsi 6zelligi tasiyan kok hiicreler hiicreler tek basina bir canliyr yeniden

olusturabilir. Totipotent hiicreler 6zelleserek;

A embriyonik kok hiicreleri
A germinal kok hiicreleri

A somatik kok hiicreleri

olustururlar (35). Bu kok hiicre gesitleri de kok hiicre 6zelligi tasimakla beraber, higbiri

tek basina bir canliyr tamamen olusturamaz. Somatik kok hiicreler;

A mezenkimal kok hiicreler
A hematopoietik kok hiicreler

A organlardaki kok hiicreler

olarak smiflandirilmaktadir.

Pluripotent kok hiicre 6zelligi embriyonik kok hiicrelerde bulunmaktadir. Totipotensiden
farkli olarak pluripotensi daha kisitli bir farklilasma modeline sahiptir. Pluripotent kok

hiicreler sinir, kas ve epitel hiicresi gibi farkli yapilara sahip hiicrelere doniisebilir.

Multipotent kok hiicre 6zelligini ise somatik kok hiicreler gostermektedir. Multipotent
ozellikteki kok hiicrelerin farklilagmasi ise totipotent ve pluripotent karakterdeki hiicrelere
gore daha kisithdir. Multipotent kok hiicreler ancak bulunduklar1 dokulardaki hiicre
tiplerine farklilasabilir.

10
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Sekil 2.4. Pluripotent ve Multipotent kok hiicrelerin farklilasmasi

(Referans (36)’dan degistirilerek alinmustir.)

Kok hiicreler kdken aldiklart doku ve farkli dokular1 olusturabilme potansiyelleri diginda
hiicre boliinme mekanizmalarinda da farklilik gosterirler. Hiicre ¢ogalmasini saglayan
mitoz bolinmede sonugta iki es yavru hiicre (simetrik boéliinme) olusmaktadir. Buna
karsin kok hiicrelerin boliinmesinde ise birbirinden farkl: iki hiicre (asimetrik béliinme)
olusmaktadir (Sekil 2.4.). Kok hiicre boliintirken olusacak yavru hiicrelerden biri ana
hiicrenin kopyasi iken diger hiicre kok hiicrenin farklilasarak olusturdugu hiicre tipidir
(37). Kok hiicrelerin normal boliinme siireci boyle islerken kanser kok hiicrelerinde

simetrik boliinmenin oldugunu goériilmistiir (38).

2.3. Kanser Kok Hiicresi

KKH kavramimin temelleri 1855 yilinda Alman bilim adami Rudolf Virchow’a kadar
uzanmaktadir (39, 40). Virchow; “Olgun dokularda dormant durumdaki embriyonik

hiicrelere benzer kanserli hiicrelerin kendiliginden kaynaklanmayan aktivasyonuyla
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kanserin ortaya c¢ikabilecegini” ifade etmistir. Bu oneride kendiliginden kaynaklanmayan
aktivasyonlar; mutasyonlar1 ifade ederken embriyonik hiicrelere benzer kanserli hiicreler

kanser kok hiicreleri ile ortiismektedir.

Virchow'dan sonra uzun bir siire bu konuda herhangi bir gelisme olmamustir. 139 yil sonra
1994 yilinda Lapidot “insan akut miyeloid 16semi hiicrelerinin immiin sistemi baskilanmis

farelerde 16semi olusturdugunu gostererek” KKH hipotezini ispatlamistir (41, 42).

Stokastik model

N : N
Primer ti.imr'ir/' - P Timar
AR (ksenograft)
Li KHK -
/ S —— f : } Timoryok
-

Hiyerarsik .« lims
y ’ - Tlimér

model

. " 2
A @? (ksenograft)
%”“H D

Sekil 2.5. Kanserde Stokastik Model ve Hiyerarsik Model

(Referans (43)’ten degistirilerek alinmigtir.)

Geleneksel kanser yaklasimi “stokastik model” olarak ifade edilmektedir. Stokastik
modelde; heterojen yapida olan tiimoérden alinan herhangi bir hiicre, bagisiklik sistemi
baskilanmig bir canliya verildigi takdirde yeniden tiimor olusturabildigi kabul edilmekte
idi. Ancak yapilan ¢aligmalarda, uygun biiyiime ortami olan herhangi bir timor hiicresinin

timor olusturma yeteneginin diisiik oldugu goriilmiistiir (44).

“Kanser kok hiicresi modeli” veya diger adiyla “hiyerarsik modelde” ise heterojen
yapidaki tiimorde ancak az sayidaki hiicre ¢ogalma yetenegi tasimaktadir ve sadece bu
hiicreler yeni bir timor olusturabilmektedir (45). Sekil 2.5.'de goriildigi tizere birincil
timor dokusu alinarak bu kitleden kanser KKH’si oldugu ve boliinebildigi diisiiniilen

hiicreler ve diger hiicreler, kanser kok hiicresi yiizey antijenleri isaretlenerek akim
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sitometri teknigi ile ayristirilmistir. Aynistirllan KKH’leri immiin baskilanmis bir fareye
(Non-Severe Combined Immunodeficiency Disease, Non-SCID), kok hiicre igermeyen
Kitle ise baska bir Non-SCID fareye verilmistir. Sonugta KKH oldugu diisiiniilen hiicrelerin
verildigi farede tiimor olusumu gozlenirken diger farede tiimor olusumu goézlenmemistir.
Bu veriler ile timoriin heterojen yapisi igerisinde gogalabilme 6zelligini sadece belli
ozellikler tagiyan Ve sayica tiimor Kitlesinde daha az olan hiicrelerin iistlendigi goriisii ileri

strilmustiir (46).

KKH’ni tiimdr yapisindaki diger hiicrelerden ayiran 6zellikleri;

e Non-SCID fareye verildiginde tiiméor olusturabilme

e kendini yenileyebilme

e heterojen yapidaki tiimor kitlesinde diger hiicrelere farklilagabilme
e kok hiicre ile iligkili genleri ifade edebilme

e konvansiyonel tedavilere direng gosterme

seklinde ifade edilebilir (47).

Tiimér Kitlesi mﬂtﬂ!!?ﬂ?
-‘ Erigkin kdk hiicre
é . > ?

Kanser Kok Hiicresi

W ¥ N\ 7

Kanser hilicresi MNormal hiicre

Sekil 2.6. Kanser Kok Hiicresinin Orjini
KKH orijini hala net olarak bilinmemektedir. Timoriin heterojen yapisi igerisinde az
sayida bulunan bu hiicrelerin;

e eriskin kok hiicrelerin ¢esitli mutasyonlar ile hiicre dongiisii kontroliinden ¢ikarak
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m1 olustugu
e kanserlesmis bir hiicrenin geri mutasyonlarla kok hiicre 6zelligi mi kazanmasiyla
m1 olustugu

e yoksa normal bir hiicrenin mi mutasyonlarla kanser kok hiicresini olusturdugu

heniiz net degildir. (42, 48)

KKH hipotezini destekleyen diger bir yaklagim ise kok hiicrelerin sahip oldugu uzun émiir
ve kendini yenileyebilme o6zelliginin birlesimi sonucunda bu hiicrelerde olusan
mutasyonlarin birikerek c¢ogalmasidir (49). Kanserin bir kok hiicre hastaligi olarak
degerlendirilmesinin bir diger nedeni; hiicrede uzun yillar igerisinde olusan genetik ve
epigenetik degisikliklerin hiicre yapisinda genomik instabiliteye neden oldugu ve simirsiz
boliinme ile bu 6zelliklerin yeni hiicrelere de aktarildigi gortisiidiir. Béylece normal kok
hiicre zamanla biriktirdigi bu mutasyonlarin etkisiyle KKH olabilir hipotezi 6ne
stiriilebilmektedir(9, 50, 51).

KKH’nin varligi hakkinda bu kadar goriise karsin elbette bu hipotezi desteklemeyen
goriislerde vardir. Kelly ve arkadaslari myc onkogenini ifade eden transgenik fareden
nakledilen 10 tane akut miyeloid 16semi (AML) hiicresinin radyasyon uygulanmamis
konjenik farelerde timor gelisimi igin yeterli oldugunu AML transplantasyonu
modellerinde géstermistir (52). Bu ¢alisma verileri sonucunda Kelly ve arkadaslari, insan
kanser hiicresinin Non-SCID fareye verildigi ksenotransplantasyon ¢alismalarinda insan ve
fare mikrogevresindeki fakliliklar nedeniyle ancak ¢ok az sayida insan tiimor hiicresinin
ortama adapte olabilerek kanser olusturabilecegi ve bunlarin kanser kok hiicresi diye

nitelendirilemeyecegi gorlislinii 6ne stirmiigtiir.

2.4. Kolon Kanseri Kok Hiicresi

Lapidot'un yaptig1 caligma sonrasi birgok kanser tiiriinde KKH tanimlama calismalari
baslad1 ve gesitli solid tiimorlerde KKH’leri tanimlandi (53). Kolon KKH’si ise ilk kez
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2007 yilinda birbirinden bagimsiz iki arastirmaci Ricci-Vitiani ve O'Brien tarafindan
tanimlanmistir. (54, 55). O'Brien ve arkadaslar1 ¢ok az sayida CD133 pozitif insan kolon
kanseri baslaticis1 hiicreyi (1/262) renal kapsiil igerisinde Non-SCID fareye verdiginde
tiimor olustururken diger hiicrelerden 17,000 tanesini verdiginde ancak tiimor
olusabildigini gostermistir (54). Ricci-Vitiani ve arkadaslar1 ise kolon kanserinde
tiimorojenik hiicrelerin sadece % 2,5 gibi ¢ok az bir kisminda yiiksek CD133 ekspresyonu
oldugunu bildirmistir. Vitiani; Non-SCID farenin deri altina CD133+ hiicreler verdiginde

timor olusurken CD133 negatif hiicreler verdiginde timor olusmadigini gostermistir (55).

2.5. Kolon Kanseri Kok Hiicresi Sinyal Yolaklar:

Bir¢cok sinyal yolagi o6zellikle de Wnt/Beta katenin, notch, ve Hedgehog biiyiimenin
devamliligi ve KKH’sinin fonksiyonel biitiinliigiinde o6nemli bir rol oynar (56).
KKH’lerinde normalde kontrol altinda olan birgok onkogen aktiflesirken tiimoér baskilayici

genler genellikle baskilanmistir. (57).

2.5.1. Wnt sinyal yolagi

Whnt sinyal yolagi epitelyal kok hiicrenin kendini yenilemesinin regiilasyonunda 6nemli bir
rol oynar (58, 59). Yolagin bozulmasi kolon kanseri dahil pek c¢ok kanser tiiriinde
izlenmektedir (60, 61). Organizmalarda ti¢ ¢esit Wnt sinyal yolagi tanimlanmistir (62). Bu

yolaklar sunlardir:

A Wnt/Beta katenin yolagi (Canonical Wnt yolagr)
A Non-Canonical Wnt yolagi

A Wnt/kalsiyum yolagi
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Sekil 2.7. Wnt/Beta katenin sinyal yolagi

(Referans (63)’den alinmistir.)

Wnt sinyalleri hem hiicrenin kaderini belirlemek i¢in Canonical Wnt yolag: ile hem de
hiicre hareketi ve doku polaritesini kontrol eden Non-Canonical Wnt yolag ile uyumludur
ve bu iki yolak birbirinden farkli ligandlar ile aktive edilir (64, 65). Wnt sinyal bilesenleri
kript boyunca mevcuttur, aktif Wnt sinyalleri kript tabaninda bulunan kok hiicrelerin
kendini yenileyebilmesi i¢in hayati oneme sahiptir (66). Bu yolagin blokaji TCF4’te olusan
bir delesyon veya Wnt yolaginin antagonisti olan Dickkopf-1’in (DKK1) asir1 ekspresyonu

epitelyal hiicre kaybi ve intestinal doku yapisinin bozulmasiyla sonuglanir (67).

Yolagin biyokimyasal yapisi Sekil 2.7.'de goriilmektedir. Ligand reseptdriine baglanmadigi
zamanlarda hiicre igerisinde olusan kompleks, hiicrede bulunan beta-katenin proteinini
proteozomlara yonlendirir ve burada par¢alanmasimi saglar. Ancak ligandin reseptore
baglanmas1 veya hiicre igerisinde olusan kompleks bilesenlerinde olusan bir mutasyon
sonucu, kompleksin kurulamamasi beta-kateninin hiicrede birikmesi ile sonuglanir.
Hiicrede miktar1 artan protein ¢ekirdege gecer ve burada gesitli transkripsiyon faktorlerinin
transkribe olmasini saglayarak hiicrenin normal isleyisini bozar (63). Wnt sinyal
bilesenlerinin fonksiyon kaybmin, KRK patogenezinden sorumlu oldugu gdsterilmistir
(68). Adenomatosis Poliposis Coli (APC) geninin mutasyonla indiiklenmis inaktivasyonu

ya da beta-kateninin aktive edici mutasyonu tiim KRK hastalarinda bildirilmistir (69).
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2.5.2. TGF-B sinyal yolag:

Timor biiylime faktorii beta (Tumor growth factor-beta, TGF-B) sinyal yolagi insan
kanserlerinde en ¢ok degisime ugrayan yolaklardan birisidir (70). Bu yolak hiicrede; hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, hiicre gocii, apoptosiz, kok hiicre farklilagsmasi ve

islevi tizerinde etkilidir (56).

Normal TGF-beta yolag1. vy~ TGF-bata Anormal TGF-beta yolag:

TGF-bzta reseptors _:..) _5/"-_ '?" « TGF-beta
Normal » -
hiers *\ /*
Fosfataz
'

m l,‘, 5 inhibs 2den zen
Smacd ‘H::--“-_“:“-': 3 1fadesinds azalma
Bere bivimesing
inhibs 2dzn z2n
1fadast
7

Sekil 2.8. TGF-p sinyal yolagi

(Referans (71)’ten degistirilerek alinmistir.)

TGF-p sinyal yolaginin biyokimsayasal mekanizmasinda, reseptor ve ligandin etkilegimi
ile hiicre igerisinde bulunan bilesenlerinin olusturdugu komplekse dayanan bir sistem s6z
konusudur (Sekil 2.8.). Bu sistemde ligand ve reseptor baglantisi kuruldugunda ve hiicre
ici komplekslerin olusmasinda bir sorun yoksa hiicre bdliinmesi inhibisyonunu saglayan
kontrol genleri ifade edilebilir ancak yolakta herhangi bir bilesende mutasyon olustugunda
inhibisyonu  saglayan sistem bozulur. Normal intestinal epitelyumda hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozisin uyarilmasi TGF-f'nin gorevlerindendir (56).
Ancak birgok KRK'de TGF-f'nin tiimor baskilayici etkisinden kagma ve TGF-f kaynakli
biiytime inhibisyonuna direngli hale gelme meydana gelmektedir (72). Kolorektal
kanserlerin yaklasik % 80'i TGF-B tip Il reseptérde (TBRII) olusan ¢erceve kaymasi
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mutasyonu ile iliskilidir (73). Ayrica TBRI, Smad4, Smad2 yapilarinda da KRK hastalari
i¢in mutasyonlar bildirilmistir (74).

2.5.3. Notch sinyal yolag:

Kanser kok hiicresindeki yolaklardan birisi de notch sinyal yolagidir. Proliferasyon,
farklilasma ve apoptosiz tizerinde etkili olan bu yolak digerlerinden farkli olarak kok

hiicrelerde ve gelisim sirasinda hiicrenin kaderini belirlemektedir (56, 75).

M |
; l | | § " race . '
: 20 R
Sitoplazma - ‘ N HES-, 5, -7
20 HEY-1, 2

Cekidek P300 / HEYL
1 \otch

Ina.kn-}—l D %I—_. Aktif
XOXO000000000 i

Transkripsivon

Sekil 2.9. Notch sinyal yolagi

(Referans (76)’ten degistirilerek alinmigtir.)

Sekil 2.9.'da gosterilen notch yolaginin biyokimyasal mekanizmasinda, diger yolaklarda
oldugu gibi ligand reseptor iliskisi ve hiicre i¢i bilesenlerin aktif oldugu bir yapi s6z
konusudur. Ligand ve reseptdr yapisi sorunsuz kuruldugunda sistem aktif hale gelerek
hedef genlerin transkripsiyonu gergeklestirilmektedir. Bu hedef genlerin en 6nemlileri;
HES-1, -5, -7, HEY-1, -2 ve HEYL'dir (77). Notch yolag: ifadesinin KRK kok hiicresinde,
KRK hiicre hatlarina kiyasla 10-30 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Notchl ve HES1
ekspresyonu KRK’de onemli derecede artmis iken farklilasmamis epitel hiicrelerinde
normal diizeylerde oldugu gozlemlenmistir. Kiigiik molekiillii inhibitorleri ve short hairpin

(Sh) RNA knockdown kullanarak yapilan c¢aligmalar bu yolagin kanser kok hiicresini;
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hiicre dongiisii Kinaz inhibitorii p27 ve transkripsiyon faktorii ATOHL'I baskilayarak
apoptozdan korudugunu gostermistir (78).

2.5.4. Hedgehog sinyal yolagi

Hedgehog yolagi proliferasyon, hiicre gogii, farklilasma, metastaz ve KKH

fonksiyonlariin diizenlenmesi tizerinde etkilidir (79) .

Inaktlf Aktif

mnnﬂJUUUUlT T
5: 5:

Pich

‘Hadaf Genler ; ) Hadaf Genler

Sekil 2.10. Hedgehog sinyal yolagi

(Referans (80)’den degistirilerek alinmustir.)

Yolagin biyokimyasal mekanizmas1 Sekil 2.10.°da gosterilmistir. Ligand reseptor
iliskisinin yan1 sira hiicre i¢cinde olusan kompleksinde belirleyici oldugu yolakta sinyal
yolaginin agik veya kapali olmasiyla hedef genlerin transkripsiyonu saglanmaktadir (80).
Degisik kanser tiirlerinde yapilan c¢aligmalar, bu yolagin KKH'ni regiile ettigini
desteklemektedir (81). HH-GLI kolon KKH’sinin, karsinomanmn tiim asamalarinda
cogalma ve varligin siirdiirmesi igin ¢ok biiyiik énem tasir (56). Ileri ve metastatik KRK
hastalarinda HH-GLI ekspresyonunda bir artis oldugu ve metastatik olmayan KRK
hastalar1 ile karsilagtirildiginda bu artisin HH-GLI yolag: aktivitesine bagimli oldugu
bildirilmistir (82).
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2.6. Kolon Kanseri Kok Hiicre Belirtecleri

KKH’si hipotezi kansere yeni bir yaklasim getirmistir. Eger timor olusumunu saglayan
KKH’leri ise tiimor Kitlesi igerisinde sadece bu hiicrelerin hedef alinmasi tiimériin yok
edilebilmesini saglayabilir. Ancak KKH’leri, normal kok hiicrelerde var olan gesitli genleri
de ifade ettigi icin burada onemli olan normal kolon kok hiicresinde ifade edilmezken
kolon KKH’sinde ifade edilen genleri bulabilmek, yani kanser kok hiicresini
kimliklendirebilmektir. Cizelge 2.1.'de kolon hiicrelerinde ve kolon KKH’lerinde belirteg
olarak belirlenen genlerin listesi bulunmaktadir. Listede gosterilen her gen birbirinden
farkli gorevler tistlenmektedir. Sinyal yolaklari, ilag direnci, telomerazi etkileme gibi ¢ok
farkli olaylarda etkin olan bu genlerden hangisinin etkin bir tedavi hedefi olacag:

konusunda hala ¢alismalar devam etmektedir.

Cizelge 2.1. Kolon kok hiicresi ve kolon KKH’si belirtegleri

Kaolonik KH ve Kolon Kanser KH Tammlayan Markarlar
Markir Hiicresel Fonksivonu
Normal Msi-1 BNA binding protein
Kik Hes-1 Transkripsivonel repressor
Hiicre EphB reseptorleri  Hiicre yiizey reseptéri
Bmi-1 Policomb repressor protein
Lor-5 Wnt hedef geni
ALDHI1A1 Enzim
DCAMEKL1 Kinaz
Kaolon CD133 CRC'da diisiik sagkalim, zayif prognoz, uzak metastaz iliskili
Kanseri CD44 Hyaliironikasit reseptirii
Kik CD24 Hiicre adhezyvon molekiilii
Hiicresi CD166 Transmembran glikoproteini
CDh29 Hiicre adezvon molekiili
EpCAM Epitelival hiicre adezyon molekiilii
ALDHI1A1 Enzim
Msi-1 BNA binding protein
Bmi-1 Policomb repressor protein
Lgr-5 Wnt hedef geni
OCT4 Transkripson faktorii
Sox2 Transkripsivon faktoril
c-Myc Transkripsivon faktorii
ATP binding flac tasiyic1
casette protein

(Referans (83)’den degistirilerek alinmustir.)
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2.7.CD133

Insan prominin-1 geni (PROM1, CD133) hiicre yiizeyinde bulunan 115 kilo daltonluk
(kDa) bir 5’-transmembran glikoproteini eksprese eder. Bu gen dordiincii kormozom
tizerinde 4p15.32 lokasyonunda bulunmaktadir. Timér dokusuyla kiyaslandiginda normal
kolon dokusunda daha az eksprese edilir (54). CD133’in fonksiyonu net olarak
bilinmemesine ragmen endotelyal projenitor hiicreler, hematopoietik kok hiicre, fetal beyin
kok hiicresi, embriyonik epitelyum, prostatik epitelyal kok hiicre ve miyojenik hiicreler
olmak tizere bir¢ok faklilasmamus epitel hiicresinde eksprese edildigi bulunmustur (84-90).
Ayrica retinoblastoma, l0semi, beyin kanseri, yumurtalik kanseri ve hepatoseliiler
karsinomada CD133 pozitifligine dayali izolasyon, tiimor baglatici hiicreleri ortaya

cikarmustir (86, 91-94).

Kolon kanserinde de Ricci-Vitiani ve O’Brien CDI133 pozitifligine dayarak kolon
KKH’lerini izole etmislerdir.(54, 55) Todaro ve arkadaslari CD133 pozitif hiicrelerin insan
kolon kanserinde yaklasik %2 oraninda oldugunu géstermistir (95). CD133 molekiiliiniin
kolon KKH’si belirteci oldugu verisine dayanarak calismamizda tiimor dokularinda kolon

kanser kok hiicreleri, CD133 ekspresyonu varligi ile korele olarak degerlendirilmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Kanser tedavisinde son yillarda bireysel tedavi yaklagimlart 6n plana ¢ikmaya baslamistir.
Klasik tedavi yontemleri ile hastalarin 6nemli bir kisminda niiks izlenmektedir. KRK’li
hastalarda adjuvan tedaviler ancak hastalarin yaklasitk %6’sinda mutlak yarar
saglamaktadir. Tedavilerin hangi hastalarda etkili olabilecegini belirleyen bir belirtec ise
ne yazik ki bulunmamaktadir. Kanser niiksiinde 6zellikle KKH’lerinin sorumlu
olabileceginin anlagilmasi bu hiicreleri son yillarda 6nemli bir hedef haline getirmistir.
KKH’lerinin yilizey 6zelliklerine gore tanimlanmasindaki zorluklar ile 6zellikle insanlarda
timdr hiicre izolasyonuna olanak saglayabilecek yeterli taze doku bulunmasindaki
zorluklar yeni arayiglar1 giindeme getirmistir. Hastalara ait arsivdeki timor dokularindan

kok hiicre 6zelliklerini belirleyen gen ifadelerinin saptanmasi bunlardan biridir.

Bu projenin amacit; KRK kok hiicresi molekiiler belirteglerinden bir tanesi olan CD133’{in
calismamiz dahilindeki hasta 6rnekleminde ekspresyon diizeyini belirleyerek hastalarin
prognozu lizerindeki etkisini arastirmaktir. Boylece ilgili genin hastalarda ekspresyon
diizeyine bakilarak olasi prognoz tahminleri ile tedaviyi sekillendirebilmek ve elde edilen
sonuclara gore bu belirtecin bir kanser tedavi hedefi olup olamayacagini belirleyebilmek

miumkin olabilecektir.

Bu c¢alismada o6zellikle erken evre kolon kanserli hastalarda adjuvan tedaviden yarar
gorebilecek bir hasta grubunun belirlenmesi hedeflenmistir. Bdylece hastalarin cevap
alamayacag1 tedavilerle zaman kaybetmesinin ve/veya etkisiz tedavilerden olumsuz
etkilenmesinin Oniine gegilebilecektir. Kanser hastaliginda, hastalarin tedavi siiresince
yasadiklar1 klinik zorluklar g6z oOniine alindiginda, etkin ve olumlu yanit alinabilecek
tedavinin en kisa siirede uygulanmasinin son derece énemlidir. Bunlarin yani sira pahali
olan kanser ilaglarinin tedaviden yarar gorebilecek uygun hastalarda kullanilmasiyla saglik
biitgesinde olusan kayiplarin da 6niine gegilebilecektir. Ayrica calismada elde edilecek
sonuglarin, kanser kok hiicresi hedefli spesifik tedaviler icin hedef gen veya hedef gen

gruplarin1 saptamada bir basamak olusturabilecegine inaniyoruz.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Bu c¢alisma, kolorektal tanisi almis hastalardan alinan formalinle fikse edilmis parafine
gomiilii (Formalin Fixed Parafin Embedded, FFPE) tiimor dokular1 ve FFPE saglikli kolon
dokular1 iizerinde yiiriitiilmiistiir. Calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Onkoloji kliniginde takip ve tedavileri yapilan erken evre kolon kanserli toplam 103 hasta
retrospektif olarak alinmistir. Calismada 103 KRK’li hastanin tiimérlii kolon dokulart ile
aynt gruptan rastgele secilen 34 hastanin timor igermeyen saglam kolon dokular
kullanilmistir. Calismaya daha 6nce Tibbi Onkoloji ve Gastroenteroloji kliniklerinde ortak
olarak Prof. Dr. Hakan AKBULUT danismanliginda yiiriitiilen bir ¢alismanin hasta grubu
dahil edilmistir. Bu tez ¢alismasi bir dnceki ¢alismanin (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu’nun 3 Mayis 2010 tarihli vel0-157 karar numarasi ile onay alan ve Prof. Dr.
Hakan AKBULUT un danismanliginda yiiriitiilen “Kolorektal kanserlerde VIT D reseptdr
ekspresyonunun evre ile iliskisi ve prognoz iizerine etkisi” baslikli proje) bir pargasi

niteligindedir.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda her hasta érnekten 10 pm

kalinliginda 4 kesit alinmistir.

Pozitif kontrol olarak CD133 pozitif U87 insan glioblastoma hiicre hatti (Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Bilim Dali’ndan Saym Prof. Dr. Asuman
SUNGUROGLU’nun ekibinden saglanmistir) kullanilmistir. Standart diliisyonlar
olusturmak i¢in CD133 pozitif CaCo-2 insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt1 (Hacettepe
Universite Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden Saym Prof. Dr. Duygu
UCKAN’nin ekibinden saglanmistir) kullanilmistir.
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Bu aragtirma projesi kapsaminda kullanilan kimyasallar ve Kkitler Cizelge 4.1.°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kullanim
Malzeme Adi Marka Katalog No Amaci
Codex Carlo ‘
Ksilen Erba 392603 RNA Izolasyonu
RNeasy FFPE Kit QIAGEN 73504 RNA Izolasyonu
RNeasy Mini Kit QIAGEN 74104 RNA Izolasyonu
TriPure Isolation Reagent ROCHE 1667157 | RNA izolasyonu
Agarose PeqGold 35-1030 Jel Elektroforezi
Agarose BioShop AGAO001.100 | Jel Elektroforezi
sSRNA Ladder NEB N0362S Jel Elektroforezi
20 b¢ DNA Ladder O'Range SM1323 Jel Elektroforezi
RNA Loading Dye NEB B0363S Jel Elektroforezi
5X Green GoTaq Flexi Buffer Promega MB891A Jel Elektroforezi
10X TBE Zeydanl DZTBE10 | Jel Elektroforezi
AGILENT RNA 6000 Nano Kit AGILENT 5067-1511 | Biitiinlik Tayini
AGILENT RNA 6000 Ladder AGILENT 5067-1529 | Biitiinlik Tayini
Transcriptor HighFidelity cDNA Sentez Kiti ROCHE 5081955001 | cDNA Sentezi
RealTime Ready Catalog Assay Prom1 ROCHE 5532957001 gRT-PCR
RealTime Ready Catalog Assay ACTB ROCHE 5532957001 gRT-PCR
FastStart Essential DNA Probe Master ROCHE 6402682001 gRT-PCR
Absolute Ethanol MERCK 1070174000 Cok amagli
Kloroform MERCK 1024451000 | RNA izolasyonu
Izopropanol Alkol MERCK 1096341000 | RNA izolasyonu
Safe-Red ABM G108-R Jel Elektroforezi
RNaseKiller 5 PRIME 2500080 Sterilizasyon
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4.2. Yontem

4.2.1 RNA Izolasyonu

4.2.1.1 Parafine gomiilii dokudan ticari kit ile total RNA izolasyonu

FFPE dokulardan total RNA izolasyonunda QIAGEN RNeasy FFPE RNA izolasyon Kiti

kullanilmustir.

1.

10.
11.

12.

13.

Mikrosantirij tiipii i¢indeki doku 6rnegi tizerine 1 ml Ksilen eklendi. 37 °C'deki 1s1
blogunda 20 dakika inkiibasyona birakildi. (Stuart Block Heater SBH200D/3)
Maksimum hizda (13,500 rpm) 4 dakika oda sicakliginda (15-25 °C) santrifiij
edildi. (Hettich Zentrifugen Mikro 22)

Stipernatant atilarak bu islem iki kez tekrarlandi.

Pelletin tizerine 1 ml %100’lik etil alkol eklenerek 37 °C'de 30 dakika inkiibe
edildi.

Daha sonra santrifiij edilip siipernatant atilarak 4. ve 5. basamaklar 2 kez
tekrarlandi.

Son santrifiijden sonra siipernatant EtOH kalintis1 kalmayacak sekilde atildiktan
sonra etanoliin tamamen buharlasmasi i¢in 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi.

EtOH buharlastirildiktan sonra tiipe 240 pl Buffer PKD eklendi ve 10 saniye
vortekslendi. (IKA MS1 MiniShaker)

10 pl Proteinaz K eklenerek ve hafifce pipetleme ile karigtirildi.

56 °C'de 15 dk inkiibasyonu takiben 80 °C'de 15 dk inkiibe edildi.

Ornekler 3 dk buzda bekletildikten sonra 15 dk 13,500 rpm’de santrifiij edildi.
Stpernatant pellete dokunulmadan dikkatli bir sekilde yeni bir mikrosantrifiij
tiipline aktarildi.

Toplam 6rnek hacminin 1/10'u kadar DNase Booster Buffer (25 pul) ve 10 ul DNase
I stok soliisyonu eklendi. Tiip asag1 yukari ¢evrilerek karistirildi ve ¢ok kisa siireli
santrifiijleme yapildi.

Ornekler oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakild.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Inkiibasyon sonrasi tiipe 500 pl Buffer RBC eklendi ve tiip asag1 yukar1 gevrilerek
homojenizasyon saglandi.

Ornege 1200 ul % 100'lik Etanol eklendi ve pipetleme yapilarak iyice karistirildi.
Santrifiij edilmeden, hizlica bir sonraki basamaga gecildi.

Ornekten 500 ul alinip 2 ml'lik toplama tiipii igine yerlestirilen RNeasy MinElute
spin kolona pipetlendi ve 15 sn 13,000 rpm'de santrifiij edildi. Tiim 6rnek kolona
baglanana kadar bu islem tekrarlandi.

RNeasy MinElute spin kolona 500 ul Buffer RPE eklenerek 15 sn 13,000 rpm'de
santrifiij edildi.

Daha sonra kolona 500 pl Buffer RPE eklenerek 2 dk 13,000 rpm'de santrifiij
edildi.

Spin kolon 2 ml'lik yeni bir toplama tiipiine alindi. Kapak agik birakilarak
maksimum hizda 5 dk santrifiijlendi.

Spin kolon 1,5 ml'lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirilerek 30 pl RNase
icermeyen su ile eliisyon yapildi (2 dk inkiibasyonu takiben 13,500 rmp’de 1 dk
santrifiijlendi) ve RNA ornekleri ¢esitli asamalarda kullanilmak iizere 2 pl, 3 pl, 5
ul olarak tek kullanimlik miktarlara bdliinerek -80 °C’ye kaldirildi.

4.2.1.2 Hiicre kiiltiiriinden ticari kit ile total RNA izolasyonu

Real-time PCR reaksiyonunda pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere CD133 pozitif U87
hiicre hattindan QIAGEN RNeasy Mini kit ile asagidaki protokole gore total RNA

1zolasyonu yapildi.

1
2
3.
4

. 350 pl Buffer RLT hiicre pelleti tizerine eklendi.

. Homojenizasyonu saglamak i¢in lizata pipetaj yapildi.

350 pul %70’1lik EtOH eklendi ve pipetaj yapildi.

700 pl’lik lizat alinarak RNeasy Spin kolona aktarildi. 15 sn 13,000 rpm’de
santrifiijlendi. Siipernatant atildi. (Thermo IEC Microlite RF)

700 pl Buffer RW1 spin kolona eklendi ve kolonun yikanmasi ig¢in 15 sn 13,000
rpm’de santrifiijlendi. Siipernatant atildu.

500 pl Buffer RPE spin kolona eklendi ve 15 sn 13,000 rpm’de santrifiijlendi. .

Stipernatant atildi ve toplama tiipii sonraki adimda tekrar kullanildi.
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10.

500 pl Buffer RPE spin kolona eklendi ve 2 dk 13,000 rpm’de santrifiijlendi. .
Siipernatant toplama tiipii ile birlikte atildu.

Spin kolon 2 mlI’lik yeni bir toplama tiipiine alind1 ve tiipiin agz1 kapatilarak bos bir
sekilde 1 dk maksimum hizda santrifiijlendi.

Spin kolon 1,5 mI’lik yeni bir toplama tiipiine alind1 ve 30 pul RNase icermeyen su
eklendi ve 1 dk maksimum hizda santrifiij edildi.

Eliie edilen total RNA -80 °C'ye kaldirildi.

4.2.1.3 Hiicre kiiltiiriinden trizol ile total RNA izolasyonu

Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma Merkezi’nden alinan CD133 pozitif olan

CaCo-2 insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hattindan trizol yontemi ile total RNA

izolasyonu yapildi. Bu hiicrelerden elde edilen RNA real-time PCR reaksiyonunda standart

dilusyonlart olusturmak ic¢in kullanildi. Total RNA izolasyonu igin 1,25 x 10° hiicre
kullanildi.

1.

7.
8.
9.

10.
11.

1 ml hiicre ¢ozeltisi tizerine 1,5 ml TriPure eklendi. Homojenizasyon i¢in pipetaj
yapildi.

5 dk oda sicakliginda niikleoprotein kompleksinin ¢6ziilmesi igin inkiibasyona
birakildi.

0,3 ml kloroform (0,2 ml her 1 ml TriPure igin) eklendi, 15 sn kuvvetlice
karistirildi. 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

12,000 g’de 15 dk 4 °C’de santrifiij edildi. (Hettich Zentrifugen Mikro 22)

Santrifiij sonrast olusan 3 fazdan en iistteki renksiz kisim diger fazlardan bulas
olmayacak sekilde ¢cok yavas alind1 ve yeni bir ependorf tiipe aktarildi.

RNA’y1 ¢oktiirmek amaciyla 0,75 ml izopropanol alkol eklendi. Tiip asag1 yukari
cevrilerek homojenlik saglandi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
12,000 g’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi, siipernatant atildu.

%75’lik EtOH’dan 1,5 ml eklenerek pelet yikandi. (1 ml EtOH 1ml TriPure i¢in)
7,500 g’de 5 dk 4 °C’de santrifiijlendi ve siipernatant atildi.

Pelet oda sicakliginda bekletilerek alkoliin ugmasi saglandi.

30 pl RNase igermeyen su eklendi.
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12. 15 dk 60 °C’de inkiibe edildikten sonra RNA -80 °C’ye kaldirildi. (Stuart Block
Heater SBH200D/3)

4.2.2. RNA kalite ve kontrol testlerinin yapilmasi

4.2.2.1 Saflik ve miktar tayini 6l¢iimii

Elde edilen RNA o6rneklerinin saflik ve miktar tayini 6l¢timii spektrofotometre (Beckman
Coulter DU730) ve Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Molekiiler Genetik
Laboratuvarindaki nano-drop (Nano-Drop 1000) ile yapildi. Spektofotometrede 6lgiim

oncesi kiiveti yitkamak i¢in asagidaki soliisyonlar hazirlandi.

e 500ml 0,1 M NaOH
e 50ml1mMEDTA

Spektrofotmetre kiiveti her RNA 6l¢limden 6nce asagidaki siraya uygun olarak soliisyonlar

ile yikanmustir.

a. %70’lik EtOH

b. dHO

0,1 M NaOH — 100 pl

1 mMEDTA - 100 pl

e. PCR Grade su— 100 ul ( X 3 defa)

o o

4.2.2.2. Agaroz jel elektroforezinde goriintiileme

Izole edilerek saflik ve miktar tayini dlgiimii yapilan RNA 6rnekleri %1°lik nature agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edildi. (Giig kaynagi; Consort E861, Elektroforez
tank1; Thermo EC Maxicell Primo EC340, Gel Explorer Ultra Liim)
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4.2.2.3. AGILENT RNA 6000 nano assay analizi

Elde edilen RNA’larin biitiinliigiinii kontrol etmek icin AGILENT RNA 6000 Nano Assay
analizi yapildi. Analiz Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvarindan hizmet alimi

olarak yapildi.

4.2.3. RNA’dan cDNA sentezi

Izolasyon sonrasi elde ettigimiz RNA’y1 uzun siire saklayabilecegimiz ve daha dayanikli
bir molekiil olan cDNA’ya (complementer DNA) ¢evirmek amaciyla ROCHE Transcriptor
High Fidelity cDNA Sentez kiti (Version 07) kullanildi. Bu kitin protokolii asagida

verildigi gibi uygulanmistir.

1. Reaksiyon 500 ng total RNA iizerinden kurulacagindan Ajgy oranlarina gore,
caligilacak 6rneklerden kag pl RNA alinacagi hesaplanarak ilk agsamada son hacim
11,4 pl olacak sekilde primer ve kalip RNA disinda eklenecek PCR Grade su hacmi
belirlendi.

2. Protokolde belirtilen miktarlar asagidaki Cizelge 4.2.°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. cDNA sentez protokoliinde birinci basamak bilesenlerinin miktar

Kalip RNA 500 ng RNA’ya esdeger hacim
Random hexamer primer 2 ul

Su degisken

Toplam 11,4 ul

3. RNA’nin denatiirasyonu i¢in hazirlanan karigim 10 dk 65 C’ye ayarlanmis termal
cycler cihazinda inkiibasyona birakildi. (Bio-rad C100 Thermal Cycler, Biometra
Thermocycler)

4. Inkiibasyon devam ederken yeni bir PCR tiipiine protokolde belirtilen ve asagida
Cizelge 4.3.°de gosterilen bir reaksiyonluk miktarlar dikkate alarak ¢aligilan 6rnek

say1s1 kadar reaksiyon karigimi hazirlandi.
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Cizelge 4.3. cDNA sentez protokoliinde ikinci basamak bilesenlerinin miktari

Reverse Transkriptaz Buffer 4 ul  x Ornek sayisi
dNTP 2 ul  x Ornek sayisi
DTT 1 ul  x Ornek sayisi
RNase Inhibitorii 0,5 ul X drnek sayisi
Reverse Transkriptaz 1,1 pul x Ornek sayisi
Toplam 8,6 ul x ornek sayisi

5. Hazirlanan master mix ¢ok kisa santrifiijlendi ve her ornek tiipiine 8,6 ul olacak
sekilde dagitild1 ve bdylece son hacim 20 pl’ye tamamlanmis oldu.

6. Tiplerin duvarindaki tanecikleri indirmek i¢in ¢ok kisa bir santrifiijleme
yapildiktan sonra asagidaki kosullar1 saglanarak kapak sicakligi 105 C olan termal

cycler cihazina yerlestirildi.

Cizelge 4.4. cDNA sentezi reaksiyon sicakliklari ve siiresi

Basamak Siire Sicakhk
1 10 dk 29 °C
2 60 dk 48 °C
3 5dk 85°C

7. Elde edilen cDNA tiipleri -20 °C’de saklandi.

4.2.3.1. Es zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu standartlar1 icin cDNA

sentezi

Standartlar1 hazirlamak igin CaCo-2 hiicrelerinden elde edilen RNA kullanildi. Tim
orneklerde oldugu gibi 500 ng kalip RNA ile reaksiyon kurulmustur. RNA haricindeki tiim
bilesenler bes katina ¢ikarilarak toplam hacim 100 pl olacak sekilde ¢cDNA sentezi
yapilmustir.
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Cizelge 4.5. cDNA sentez protokoliinde birinci basamak bilesenlerinin miktari

Total RNA 1,261 ul
Randem Hexamer Primer 10 ul
Su 4574 ul
Toplam 57 ul

1. Yukanida Cizelge 4.5.’de miktarlar belirtilen bilesenler PCR tiipiine eklendi ve 10
dk 65 C’de denatiirasyon i¢in inkiibasyona birakildi.

2. Denatiirasyon sonrasi asagida Cizelge4.6‘da belirtilen miktarlar tiipe eklendi.

Cizelge 4.6. cDNA sentez protokoliinde ikinci basamak bilesenlerinin miktari

Reverse Transkriptaz Buffer 20 ul
dNTP 10 pl
DTT 5 ul
RNase Inhibitorii 2,5 ul
Reverse Transkriptaz 5,5 ul
Toplam 43 ul

3. Programi asagida Cizelge 4.7.‘de belirtilen sicaklik derecelerine ayarlanmis termal

cycler cihazina yerlestirildi ve reaksiyon baslatildi.

Cizelge 4.7. cDNA sentezi reaksiyon sicakliklar1 ve siiresi

Basamak Siire Sicakhik
1 10 dk 29 °C
2 60 dk 48 °C
3 5 dk 85°C

4. Reaksiyon bitiminde tlip 6nce buza alinarak enzim aktivitesi durduruldu ve daha

sonra -20 °C’ye kaldirild1.
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4.2.4. Es zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)

Spesifik baglanma 6zelliginden ve amplikon boyunun kisa olmasindan dolay1 qRT-PCR’da
TagMan probu tercih edildi. Bunun i¢in ROCHE real-time Ready Catalog Assay serisinden
real-time Ready CD133 (PROML1) Single Assay Probe ve real-time Ready ACTB Single
Assay Probe Version 3.0 kullanildi. Her iki probunda bazi o6zellikleri asagida Cizelge
4.8.“de belirtilmistir. (LightCycler 480, 384°1ii plaka)

Cizelge 4.8. Real-time ready single assay problarin 6zellikleri

Assay 1D Adi Amplikon Boyu Baglanma Sicakhgi Primer Boyu
101125 ACTB 91 bg 60 °C 20 bg
139827 PROM1 77 bg 60 °C 20 bg

Deneye baslamadan once PCR plakalar1 asagida belirtildigi gibi iki asama halinde
cDNA’lar eklenerek hazir hale getirildi. Reaksiyon giinii prob master karisimi hazirlanarak

cDNA’larin lizerine dagitild1 ve reaksiyon baglatildi.

4.2.4.1. Standart diliisyonlarin hazirlanmasi

1. Standart diliisyonlar1 hazirlamak amaciyla 6zel olarak sentezlenen cDNA tiipiinden
20 pl alinarak yeni bir ependorf tiipe aktarildi. (1)

2. 20 pl cDNA bulunan tiipten 10 ul cDNA alinarak yeni bir ependorf tiipe aktarildi
ve iizerine 90 ul niikleaz icermeyen su eklendi ve pipetaj yapildi. (10™)

3. Seyreltilmis tiipten 10 pl alinarak yenir bir tiipe aktarildi ve tizerine 90 pl niikleaz
icermeyen su eklendi. (10?)

4. Seyreltilmis tiipten 10 pl alinarak yenir bir tiipe aktarildi ve lizerine 90 pl niikleaz
icermeyen su eklendi. (107

5. Seyreltilmis tiipten 10 pl alinarak yenir bir tiipe aktarild1 ve lizerine 90 ul niikleaz

icermeyen su eklendi. (10
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6. Hazirlanan diliisyonlar etiketlenerek derin kuyulu plakaya yiiklenmek tizere -20
°C’ye kaldirildi.

Cizelge 4.9. Standart diliisyonlarin hazirlanisi
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4.2.4.2. cDNA'larin derin kuyulu plakaya aktarilmasi

Oncelikle 384°1ii derin kuyulu plaka diizenine gore bir drnek yiikleme plani olusturuldu ve
cDNA oOrnekleri asagidaki diliisyon ugulanarak PCR tiiplerinden derin kuyulu plakaya
aktarildi.

e 20 pl cDNA sentezi iirlintinden 10 pl alindi plaka iizerinde belirlenen kuyuya
eklendi. cDNA, flizerine 20 pl niikleaz icermeyen su eklenerek 1:3 oraninda
diliie edildi. Tiim 6rnekler ve pozitif kontrol bu sekilde yiiklendi.

e Standartlar herhangi bir diliisyon uygulanmadan yiiklendi.

e Negatif kontrol i¢gin cDNA yerine 3 pl niikleaz icermeyen su yiiklendi.

e Ozel kapagi ile kapatilan derin kuyulu plaka -20 °C’ye kaldirildi.

4.2.4.3. Orneklerin derin kuyulu plakadan rt-per plakasina aktarim

Derin kuyulu plakaya aktarilan tiim 6rnekler i¢in 384°1i plaka tizerinde bir ¢aligma plani

olusturuldu. 3 tekrarli galisilacagindan ACTB ve CD133’{in her biri i¢in iki tane plaka
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kullanilacaktir. Hazirlanan yiikleme planina gore orneklerden 3’er pl derin kuyulu

plakadan alinarak PCR plaklarina aktarildi ve plaka -20 °C’de sakland.

4.2.4.4. Probe master karisimin hazirlanmasi ve reaksiyonun kurulumu

Prob master karigimi pre-PCR alani olarak ayrilan laminar kabin igerisinde asagidaki

Cizelge 4.10.°da verilen miktarlara gére hazirlandi. (Hoten Lamin Air)

Cizelge 4.10. Real-time PCR prob master bilesenlerinin miktari

FastStart Probe Master 5ul  x 6rnek sayisi
Real-time Ready Single Assay Probe 0,5 ul x 6rnek sayisi
Su 1,5 ul x 6rnek sayisi
Toplam 7 ul  x Ornek sayisi

1. Kanigim hazirlandiktan sonra ependorf tiip disar1 alindi ve daha dnce -20 °C’den
cikartilan ve duvardaki damlalar1 indirmek ic¢in c¢ok kisa santrifiijlenen plaka
kuyularina 7 pl olarak dagitildi.

2. 3 ul cDNA fiizerine eklenen 7 pl prob master karigimi ile son hacim 10 pl’ye
tamamlandi.

3. Plaka sealing foil ile hava almayacak sekilde kapatildi.

4. 1,500 rpm’de 2 dk santrifiijlendi.

5. LightCycler 480 cihazina yerlestirilen plaka i¢in asagida Cizelge 4.11.°de
gosterilen program girildi.

6. Reaksiyon sonunda cihazdan alinan plaka -20 °C’de saklanmak {izere kaldirild.
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Cizelge 4.11. ROCHE LightCycler 480-384 kuyulu Plaka i¢in RT-PCR programi

Tespit Formati Blok Tipi Reaksiyon Hacmi

Monocolor Hidrolysis Probe/UPL Probe 384 10 ul

Filtre Kombinasyonu: Dinamik Mod

LighCycler 480 Instrument Versiyon | veya Il igin sirasiyla FAM 483 — 533 ya da 465-510

Programlar

Program Adi Dongii Analiz Modu

Pre-inkiibasyon 1 Higbiri

Amplifikasyon 50 Kantifikasyon

Soguma 1 Higbiri

Sicaklik Hedefi

Hedef (°C) Kazan¢ Modu Siire (ss:dk:sn) Ramp Rate (°C/sn)

Pre-inkiibasyon

95 Hicbiri 00:10:00 4.8

Amplifikasyon

95 Higbiri 00:00:10 4.8

60 Higbiri 00:00:30 2.5

72 Tek 00:00:01 4.8
Soguma

40 Higbiri 00:00:30 2.5

4.2.4.5. Optimizasyon

Tiim reaksiyonlar bittikten sonra agaroz jelde yapilan kontroller sonrasi1 CaCo-2
hiicrelerinin ACTB reaksiyonlarinda 200 b¢’nin hemen altinda non-spesifik bir bant
oldugu goriilmiistiir. Non-spesifik baglanmay1 Onleyebilmek adina sirasiyla asagidaki
kosullarda reaksiyonlar kurulmustur. Her reaksiyon sonrasi elde edilen iirlinler %2’lik
agaroz jelde kontrol edilmistir. Tim bu optimizasyon caligmalar1 ile non-spesifik bant

iceren Ornekler olast DNA kontaminasyonlar1 a¢isindan degerlendirildi.
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62°C baglanma sicakliginda
64°C baglanma sicakliginda
66°C baglanma sicakliginda
68°C baglanma sicakliginda
70°C baglanma sicakliginda
70°C baglanma sicakliginda 40 dongii
72°C baglanma sicakliginda 40 dongii
72°C baglanma sicakliginda 45 dongi

© o N o g~ w D P

72°C baglanma sicakliginda 5 dongii + 70 C baglanma sicakliginda 35 dongii

4.2.4.6. PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi

Real-time PCR sonucunda CD133 pozitif sinyal aldigimiz 6rneklerin hem ACTB hem de
CD133 kuyulari, elde edilen piklerin kontrolii amaciyla %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilmistiir. Boylece non-spesifik baglanma olup olmadigi ve aldigimiz sinyallerin jelde
goriintiilenerek kontrolii saglandi. (Gii¢ Kaynagi; Labnet Power Station 300, Goriintiilleme
Cihazi; Gene Genius Bio Imaging System)

4.2.5. istatistik

4.2.5.1. Real-time PCR analizleri

gRT-PCR sonucunda Pfaffl metodu ile yapilan analiz sonucunda elde edilen veriler t-testi

ile degerlendirilmistir.

4.2.5.2. Sagkalim analizleri

Hastalarin sagkalim analizleri Kaplan-Meier metoduna gore yapilmstir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Saflik ve Miktar Tayini Ol¢iim Sonuclar

Saflik ve miktar tayinleri spektrofotometre/nanodorp ile yapildi. Calisma sonucunda
CD133 pozitif ¢ikan Orneklere ait saflik ve miktar tayini sonuglart Tablo ‘da
gosterilmistir. Caligmaya dahil olan tiim hasta ve kontrol drneklerinin nano-drop tayin

sonuglart EK1’de yer almaktadir.

Cizelge 5.1. CD133 pozitif 6rneklerin Nano-drop 6l¢iimii sonuglari

Ornek Adi Aocol Asgoorant | Aopgol Axggorani Aogo Orani
U87 hiicreleri 2,1 2,1 744,7 ng/ul
CaCo-2 hiicreleri 1,8 2 396,5 ng/pul
K030 2 2 230,9 ng/ul
K050 2 1,9 231,3 ng/ul
K056 2 2 168,3 ng/ul
K068 2 1,9 299,7 ng/ul
K070 1,9 1,5 84,8 ng/ul
K075 2 2,1 207,0 ng/ul
K077 2 2 309,4 ng/ul
K081 2 2 123,7 ng/ul
K83 2 2,1 138,1 ng/ul
K090 2 2 60,0 ng/ul
K098 1,9 1,9 316,4 ng/ul
K106 2 2 306,3 ng/ul
K108 2 2 639,5 ng/ul
K109 2 2 76,5 ng/ul
K111 2 1,9 135,8 ng/ul
K112 2 2,1 163,9 ng/ul
Ornek 46 1,7 0,8 73,0 ng/ul
Ornek 47 1,9 1,8 139,1 ng/ul
Ornek 53 1,9 1,9 141,4 ng/ul
Ornek 61 1,7 1,8 70,7 ng/ul
Ornek 62 1,9 15 50,4 ng/ul
Ornek 63 19 1,9 217,6 ng/ul
Ornek 77 1,8 1,7 103,6 ng/ul,
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5.2. RNA izolasyonu Sonuglar

RNA izolasyonunu takiben tiriinler hem RNA varligin1 kontrol edebilmek hem de DNA
kontaminasyonu olup olmadigini degerlendirmek amaciyla %1°lik agaroz jelde yiiriitiildi.
%1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Parafinize dokulardan RNA izolasyonu yapildig1 i¢in olas1
RNA degredasyonu goz oOniinde bulundurularak real-time PCR’da primer amplikon
boyunun 100 b¢’nin altinda olmasina dikkat edildi. RNA izolasyonunu takiben yapilan

agaroz jel elektroforezlerini temsilen bir jel goriintiisii Sekil 5.1.‘de gosterilmektedir.

Sekil 5.1. izole edilen RNA &rneklerine ait temsili agaroz jel elektroforezi goriintiisii

5.3. AGILENT RNA 6000 Nano Assay Analizi Sonuglari

Agaroz jel elektroforezi sonuglart bize RNA Orneklerimizin biiyiik olgiide degrade
oldugunu gosterdi. Bu nedenle 6rneklerimizin hangi boyutlarda degradasyona ugradigini
detayli gorebilmek amaciyla yapilan RNA 6000 Nano Assay analizi agaroz jel
elektroforezi sonuglarini desteklemistir. Genel olarak tiim orneklerde alinan pikler 20 bg
boyutunda veya daha kiigiik idi. Temsili olarak bir ¢ip sonucu asagida Sekil 5.2.‘de

gosterilmektedir. Diger ¢iplerin sonuglar1 EK2‘de bulunmaktadir.
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Sekil 5.2. AGILENT RNA 6000 Nano Assay Analizi Temsili Sonucu (besinci ¢ip)

5.4. Es Zamanh Kantitatif PCR Sonuclar1

Herhangi bir optimizasyon ¢aligmasina ihtiya¢ duymayan ve optimize edilmis satin alinan
CD133 ve ACTB TagMan problar1 kullanilarak ¢cDNA ornekleri ile kantitatif RT-PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. Elde edilen iirlinler de %2’lik agaroz jelde kontrol edildi.
CD133 ve ACTB genlerine ait gRT-PCR iriinlerinin temsili agaroz jel elektroforezi
goriintiileri Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.‘de gosterilmektedir.
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Sekil 5.3. CD133 geni gRT-PCR iiriinlerini temsilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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Sekil 5.4. ACTB geni gRT-PCR iiriinlerini temsilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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Uclii tekrar calisildigr i¢in oncelikle her 6rnegin ii¢ tekrari iginde ortalama Crossing Point
(Cp) degeri hesaplandi. Tiim 6rneklerin ortalama Cp degeri hem CD133 hem de ACTB
icin hesaplandiktan sonra sadece CD133 pozitif olan ornekler igin istatistiki analiz
degerlendirmesi yapildi. Elde edilen ham verilerin analizi relatif kantifikasyon ile yapildi
ve Pfaffl Metodu kullanildi. (96)

ACPtarget (control - sample)

( Etarget )
( Etarget )

ratio = ACP s (control - sample)

gRT-PCR sonucunda CD133 pozitif olan 6rneklerin ortalama Cp degerleri alinmis ve
Pfaffl Metodunda gore ¢alistigimiz orneklerin pozitif kontrol 6rnegine gore CD133 gen
ekspresyon diizeyi belirlenmistir. Analiz sonucunda elde ettigimiz standart egriye gore
hesaplanan amplifikasyon etkinlik degeri (Effciency, E) CD133 ve ACTB i¢in 2 olarak
bulundu ve asagidaki tabloda belirtildi. Yapilan hesaplamalarin sonucunda CD133 pozitif
olan orneklerin analiz sonuglari ile birlikte ortalama Cp degerleri asagida Cizelge 5.2.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 5.2. qRT-PCR iiriinlerinin ortalama Cp degerleri ve Pfaffl Metodu ile analiz

sonuglari
2 2
Adi ACTB | CD133 | ACTB | CD133 | ACTB | CD133 |CD133/ACTB
US87 hiicreleri| 18,10 | 32,60 0 0 1 1 1
K030 32,62 | 37,72 | -14,52 | -5,12 | 0,00004 | 0,0288 674,03
K050 34,85 | 36,74 | -16,75 | -4,14 | 0,00001 | 0,0567 6251,56
K056 33,62 | 37,41 | -1552 | -4,81 | 0,00002 | 0,0356 1678,94
K068 31,16 | 37,56 | -13,06 | -4,96 | 0,00012 | 0,0321 275,01
K070 3523 | 37,13 | -17,13 | -4,53 | 0,00001 | 0,0433 6222,74
K075 31,82 | 36,51 |-13,72 | -3,91 | 0,00007 | 0,0665 899,72
K077 33,08 | 37,01 | -14,98 | -4,41 | 0,00003 | 0,0470 1523,67
K081 36,26 | 36,74 | -18,16 | -4,14 | 0,00000 | 0,0567 16612,71
K083 33,08 | 37,58 | -14,98 | -4,98 | 0,00003 | 0,0318 1029,93
K090 31,22 | 36,77 | -13,12 | -4,17 | 0,00011 | 0,0556 495,70
K098 35,63 | 38,88 | -17,53 | -6,28 | 0,00001 | 0,0129 2429,88
K106 31,66 | 3543 | -13,56 | -2,83 | 0,00008 | 0,1411 1704,34
K108 30,44 | 34,72 | -12,34 | -2,12 | 0,00019 | 0,2300 1189,93
K109 33,80 | 37,71 | -15,70 | -5,11 | 0,00002 | 0,0290 1544,94
K111 34,41 | 3580 |-16,31 | -3,20 | 0,00001 | 0,1088 8841,04
K112 30,70 | 35,33 | -12,60 | -2,73 | 0,00016 | 0,1507 937,93
Ornek 46 26,99 | 37,43 | -8,89 -4,83 | 0,00210 | 0,0352 16,72
Ornek 47 29,04 | 33,73 | -10,94 | -1,13 | 0,00051 | 0,4569 897,64
Ornek 53 27,47 | 34,96 | 9,37 | -2,36 | 0,00151 | 0,1948 128,59
Ornek 61 37,72 | 3545 | -19,62 | -2,85 | 0,00000 | 0,1387 | 112015,07
Ornek 62 28,04 | 34,00 | 9,94 | -1,40 | 0,00102 | 0,3789 371,36
Ornek 63 34,19 | 36,61 | -16,09 | -4,01 | 0,00001 | 0,0621 4319,55
Ornek77 | 36,29 | 37,00 | -18,19 | -4,40 | 0,00000 | 0,0474 | 1411557
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Pfaffl Metodu ile yapilan analiz sonuglarina gore hasta ve kontrol grubunda elde edilen

CD133 ekspresyonu verileri Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 5.5. Ornek 61 dahil edilmediginde elde edilen grafik
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Sekil 5.6. Tiim CD133 pozitif 6rnekleri kapsayan grafik



Reaksiyon sonucunda elde edilen amplifikasyon egrisi grafikleri asagida gosterilmistir.
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Sekil 5.7. ACTB birinci plaka amplifikasyon egrisi grafigi
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5.5. Hasta Ozellikleri ve Prognostik Degerlendirme

Caligmaya dahil edilen hastalarimizin ortalama yasi 59 olup, %40,8’i kadin (n=42)
%59,2’s1 erkek (n=61) idi. Primer tiimor bolgesi hastalarin %81,6’sinda kolon (n=84)
%18,4’linde rektum (n=19) seklindedir. Histopatolojik olarak olgularm % 79’u
adenokarsinoma iken % 21’1 miisindz adenokarsinomadir. Hastalarimizin %76’s1 erken

evrede (I-111) iken yaklasik % 24’{i metastatik evrede idi. (Cizelge 5.3.)

Cizelge 5.3. Hasta Ozellikleri

Parametre N (%)
Yas,Ortanca (Dagilim) 59 (28-81)
Cinsiyet
Kadin 42 (40,8)
Erkek 61 (59,2)
Hastalik bolgesi
Kolon 84 (81,6)
Rektum 19 (18,4)
Evre
I 2(1,9)
I 28 (27,2)
i 48 (46,6)
v 25 (24,3)
Greyd
1 3(29)
2 77 (74,8)
3 23 (22,3)

Calismamizda elde ettigimiz verilerin istatistik degerlendirmesi sonucunda; tiimor
dokusunda CD133 pozitifligi ile cinsiyet, hastaligin primer bolgesi, tlimoriin evresi ve
greydi arasinda anlamli bir iliski bulunamadi (p>0.05). Calisgmamizda toplam 103 KRK
timdr Ornegi lizerinde calisildi ve sadece 7 drnekten CD133 pozitif sonug alindi. Kaplan
Meier Metoduna goére KRK tiimor dokularinda yapilan analiz sonucunda 5 yillik

hastaliksiz sagkalim orant CD133 pozitif olgularda %72,1 iken CD133 negatif olgularda
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%61,8 olarak saptandi (p=0,801). KRK’li olgularda hastaliksiz sagkalim egrisi Sekil
5.11.de gosterilmektedir.

CD133 kolon KKH belirteci olmanin yani sira ayn1 zamanda normal kolon kdk hiicre
belirteci oldugu icin saglikli kolon dokularini igeren kontrol grubu iizerinde de CD133
ekspresyonu diizeyi arastirildi. Calismamizda kontrol grubunu olusturan 34 saglikli kolon
dokusundan 16 6rnekten CD133 pozitif sonu¢ alindi. Normal kolon mukozasinda CD133
pozitifligi kadinlarda erkeklere gére daha fazla bulundu (%60 vs %40) ancak aradaki, fark
istatistiksel olarak anlamli bulunamadi1 (p=0,273). Kaplan Meier Metoduna gore saglikli
kolon dokularinda yapilan analiz dikkate alindiginda 5 yillik hastaliksiz sagkalim orani
CD133 pozitif olgularda %80,1 iken CDI133 negatif olgularda %61,2 olarak saptandi
(p=0,727). Normal kolon mukozas1 sonuglarina dayali olarak hastalar gruplara ayrildiginda
elde edilen hastaliksiz sagkalim egrisi Sekil 5.12°de gosterilmektedir.

1,0 9
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Sekil 5.11. Timor dokusunda CDI33 durumuna gore hastaliksiz sagkalim egrisi

CD133(+): %72,1 ve CD133(-): %61,8; (p=0,801)
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Sekil 5.12. Normal Kolon Mukozasinda CD133 pozitif olan hastalarin hastaliksiz sagkalim
egrisi, 5-yillik hastaliksiz sagkalim oran1:CD133(+): %80,1 vs CD 133(-):%61,2; p=0,727)
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6. TARTISMA VE SONUC

Gilinlimiizde biiyiik bir saglik problemi olan kanserde {igiincli en yaygin kanser tipi olan
kolorektal kanser insidansi &nemli bir orana sahiptir. Ilerleyen teknoloji ve saglik
imkanlarina ragmen kolorektal kanserin heniiz tedavisi kesin olarak bulunamamistir.
Ozellikle metastatik KRK hastalarinda konvansiyonel tedavilere direng, niiks bu siiregte

karsilasilan en 6nemli problemlerdendir.

Bu problemlerin {istesinden gelebilmek adina son yillarda kanser olusumuna farkli bir
bakis getiren kanser kok hiicresi hipotezinin 6nemi giderek artmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
bir¢ok epitelyal kanser ¢esidinde baz1 genleri eksprese eden hiicrelerin kok hiicre karakteri
ozelligi tasidigin1 ve kanseri baglatan hiicreler oldugunu gostermektedir. Bu nedenle kesin
bir tedavi i¢in kanser kok hiicrelerinin kimliklendirilmesi ¢aligmalart hiz kazanmistir. Bu
calismalardan elde edilen veriler hedefe yonelik tedavi stratejisi gelistirmek i¢in son derece

onemlidir.

Kolon kanserinde kanser kok hiicre belirteci olarak 6ne ¢ikan en 6nemli protein CD133
glikoproteinidir. CD133 proteini immiinhistokimyasal olarak tiimor dokularinda
bakilabilecegi gibi yine tiimor dokularinda veya hastalarin periferik kan hiicrelerinde
CD133 gen ifade diizeyleri de ¢ok sayida arastirmada incelenmistir. Parafinize timor
dokularinda CD133 gen ifade artis1 ile ilgili degisik sonuglar bildirilmistir. Gaiser ve
arkadaglarinin c¢alismasinda parafinize kolon kanseri tiimor dokusunda CD133 pozitifligi
%80 olarak bildirilirken (97) bir baska ¢alismada Xi ve arkadasi bu oram1 %54,7 olarak
bildirmislerdir (98). Bizim ¢alismamizda ise parafinize kolon kanserli tiimor dokusunda
CD133 gen ifade artigin1 hastalarimizin %6,7’sinde bulduk. Literatiirde bu kadar degisken
sonuglar bildirilmesinde parafinize dokulardan gen ifade caligmalarinin bazi sinirlamalari
olabilecegini gostermektedir. Ornegin bu kisitlamalardan bir tanesi parafinize dokulardan
yeterli ve Kkaliteli RNA elde edilmesinde karsilasilan giigliiklerdir. Nitekim bizim
calismamizda da RNA kalitesi bircok 6rnegimizde 1yi degildi (Sekil 5.1.). Parafinize arsiv
dokularindan gen ifadesi ¢alisilmasina karsilagilan bir baska giigliik de doku kesitlerindeki
timdor hiicrelerinin oranidir. Lazer diseksiyon mikroskobu ile tiimér dokusu spesifiye

edilemiyor ise genellikle normal doku ile tiimor hiicreleri diliie olabilmektedir. Bu
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calismamizda doku kesitlerimizdeki tiimor oraninin en az %70 olmasina dikkat edilmistir
Patoloji degerlendirmeleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji anabilim Dali’ndan

Dog Dr. Berna Savas tarafindan yapilmastir.

Kolon kanserli hastalarda CD133 ifadesinin klinikopatolojik parametreleri ve prognoz ile
iliskisini arastiran bazi c¢alismalar vardir. Yakin zamanda yapilan bir meta analiz
caligmasinda ozellikle histokimyasal olarak CD133 tayininde proteinin ifade derecesinin
yiiksekligi ile kotli sagkalim arasinda bir iliski oldugu ortaya konmustur (99). S6z konusu
bu meta-analizde immiin histokimyasal olarak CDI133 tayinine dayali olan ¢alismalar
degerlendirmeye alinmistir. Horst ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada %50°den fazla
timoral glandda CD133 pozitif boyanmasi CD133-yiiksek olarak tanimlanmig ve bu
tanimlamaya gore hastalarin %26’simnin pozitif oldugu gosterilmistir. Klinikopatolojik
ozellikler (yas, cinsiyet, timor boyutu vb) ile CD133 arasinda pozitif bir iligki gosterilemez
iken CD133-yiiksek olan hastalarda 5 ve 10 yillik sagkalim oranlarinin daha kétii oldugu
bulunmustur (100). Xi Ho ve arkadasinin yaptigi bir ¢alismada da benzer olarak CD133
protein ifadesinin kolorektal kanserli hastalarda, tiimoér dokusunda yaklasik %55 komsu

normal mukozada ise %25 oraninda pozitif oldugunu bulmuslardir(98)

CD133’iin gen diizeyinde ifadesini arastiran calismalar da mevcuttur. Ancak bu calismalar
heniliz CD133 gen ifade diizeylerinin kolorektal kanserli hastalarda klinik seyir hakkinda
bir belirteg olarak yol gosterici roliinii ortaya koyabilecek diizeyde kanit sunamamaktadir.
Lin ve arkadasi kolorektal kanserli hastalarin periferik kanlarindaki monotikleer hiicrelerde
yaptig1 ¢alismada, CD133 mRNA diizeyi RT-PCR ile arastirmis ve ¢alismalarinda artmis
CD133 diizeyleri ile hastalik niiksii arasinda bir iliski gostermislerdir (101). Erken evre
(evre I-111) kolorektal kanserli hastalarda yaptiklari bir ¢aligmada Artells ve arkadaslari
CD133 ifade artis1 ile hastalik niiksii arasinda bir paralellik bulmuslardir (102). Toplam 64
hasta ile yapilan bu ¢alismada CD133 iin diger klinkopatolojik parametrelerden bagimsiz
olarak prognostik énemi oldugu gdsterilmistir. Yine Huh ve arkadaslarinin yaptiklar1 yeni
bir ¢alismada CD133 pozitifliginin daha agresif tiimor davranigini yansittigi ve prognozla

ters orantili bir iligki gosterdigi bulunmustur (103).
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Bizim caligmamizda ise erken evredeki (evre I-III) toplam 78 hastanin ayr1 olarak
degerlendirdigimizde CD133 ifade artis1 ile hastaliksiz sagkalim arasinda anlamli bir iliski
bulamadik. Artells R ve arkadasinin ¢alismasinin aksine istatistiksel olarak anlamli olmasa
da CDI133 ifade artis1 ile hastaliksiz sagkalim arasinda negatif bir iliski s6z konusuydu.
CD133 pozitif olan erken evredeki bu hastalarimiz detayli incelendiginde bunlarin radikal
cerrahi operasyon gegirdikleri ve cerrahi sonrasi nispeten daha etkili adjuvan kemoterapi
(FOLFOX4 semasi1) aldiklar1 goriilmektedir. CD133 pozitif hasta sayisiin azligi ve
kanistiric1 olarak degerlendirilebilecek cerrahi miidahale, adjuvan tedavi vb faktorlerin
roliinii dislamak zor olacagi i¢in ve istatistiksel olarak da anlamli olmamasi1 nedeniyle bu

bulgumuz konusunda kesin bir yorum yapilmasi uygun degildir.

Hasta sayisinin azligi, parafinize dokulardan total RNA eldesi kalitesinde yasanan
zorluklar ¢aligmamizin baslica kisitlhiliklarint olusturmaktadir. CD133 pozitiflik oranimizin
diisiik olmasi1 nedeniyle kanser kok hiicresi marker pozitifligi olan ve olmayan hastalarin
klinikopatolojik olarak karsilastirmalar1 da yeterli istatistiksel giice ulasmamaktadir. Tez
calismamizda elde edilen bulgularin klinik 6nemi konusu degerlendirilirken bu durumlarin
g6z Oniinde bulundurulmasinda yarar vardir. Bu ¢alismamizdan elde ettigimiz bulgular
CD133’ln klinik agidan literatiirde belirtilenin aksine farkli bir boyutu da olabilecegi
olasiligimi glindeme getirmesi acisindan ilgingtir. Bu bulgularimizin teyid edilmesi igin
hasta sayisinin arttirilarak, ayrica miimkiin olabilir ise taze tiimor dokular1 ya da hastalarin
periferik kan hiicrelerinden 6rnekler aliarak yapilacak calismalara gereksinim oldugunu

diisiiniiyoruz.
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EKLER

EK1: Calsilan tiim 6rneklerin saflik ve miktar tayini analizi sonuclari

Ornek Ad1 Aol Azgo orani Agso/ Azzo orant Agso0rani 2.izolasyon Agg orani

Ornek 1 19 292,06 nglul
Ornek 2 1,9 1,8 (2.iz0.) 49,1 ng/ul
Ornek 3 12 184,49 ng/ul
Ornek 4 1,7 97,69 ng/ul
Ornek 5 13 1,5 (2.iz0.) 0,3 (2.iz0.) 13,02 ngful 21,1 nglul
Ornek 6 1,7 75,12 ng/ul
Ornek 7 17 225,73 nglul
Ornek 8 1,1 354,43 ng/ul
Ornek 9 1 96,87 ng/ul
Ornek 10 1,7 1,2 (2.iz0.) 79,8 ng/ul
Ornek 11 18 279,2 ng/ul
Ornek 12 1.8 0,9 (2.izo.) 100,2 nglul
Ornek 13 18 80,11 ng/ul
Ornek 14 1,6 65,45 ng/ul
Ornek 15 1,7 134,13 ng/ul
Ormnek 16 1,7 100,18 ng/ul
Omek 17 18 689,6 ng/ul
Ornek 18 18 698,8 ng/ul
Ornek 19 13 1,5 (2.izo0.) 1(2.iz0.) 28,4 nglul 27,4 nglul
Ornek 20 1,7 261,7 ng/ul
Ornek 21 1,7 159,1 ng/ul
Ornek 22 1,7 117,79 ng/ul
Ornek 23 1,7 336,49 ng/ul
Ornek 24 19 262,0 ng/ul
Ornek 25 18 168,18 ng/ul
Ornek 26 1,7 133,89 ng/ul
Ornek 27 1,7 1,2 (2.iz0.) 55,6 ng/ul
Ornek 28 18 56,2 ng/ul
Ornek 29 16 221,89 nglul
Ornek 30 1,6 107,7 ng/ul
Ornek 31 1,7 270, 11 ng/ul
Ornek 32 1,9 112,84 ng/ul
Ornek 33 18 480, 9 ng/ul
Ornek 34 1,8 178,6 ng/ul
Ornek 35 14 141,67 ng/ul
Ornek 36 16 103,4 ng/ul
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Ornek 37 1,6 115,7 ngul
Ornek 38 17 103,3 ng/ul
Ornek 39 17 131,9 ng/ul
Ornek 40 18 288,0 ng/ul
Ornek 41 1,1 319,7 nglul
Ornek 42 15 369,6 ng/ul
Ornek 43 17 106,5 ng/ul
Ornek 44 1,8 1,8 309,7 ng/ul
Ornek 45 1,9 1,7 153,6 ng/ul
Ornek 46 17 08 73,0 ng/ul
Ornek 47 1,9 1,8 139,1 ng/ul
Ornek 48 19 14 284,7 ng/ul
Ornek 49 1,9 14 289,0 ng/ul
Ornek 50 18 18 407,0 ng/ul
Ornek 51 1,7 1,8 (2.iz0.) 09 11(2.iz0.) 24,0 ng/ul 26,4 ng/ul
Ornek 52 1,7 1,8 4445 nglul
Ornek 53 19 19 141,4 ng/ul
Ornek 54 1,9 2 154,0 ng/ul
Ornek 55 2 17 98,7 nglul
Ornek 56 1,6 1,3 59,5 ng/ul
Ornek 57 1,9 1,3 76,2 ng/ul
Ornek 58 19 2 94,2 nglul
Ornek 59 18 1,6 351,1 ng/ul
Ornek 60 18 1,5 58,6 nglul
Ornek 61 1,7 18 70,7 ng/ul
Ornek 62 1,9 1,5 50,4 nglul
Ornek 63 19 19 217,6 ngiul
Ornek 64 18 2 233,9 ng/ul
Ornek 65 2 1,6 87,0 nglul
Ornek 66 18 1,9 222 ng/ul
Ornek 67 1,9 1,8 (2.iz0.) 20  13(2izo0.) 38,2 ng/ul 30,2 ng/ul
Ornek 68 1,9 1,9 (2.izo.) 15 1,3(2.iz0) 45,9 ng/ul 59,6 ng/ul
Ornek 69 1,9 1,7 147,8 ng/ul
Ornek 70 17 1 75,4 nglul
Ornek 71 1,9 18 98,5 ng/ul
Ornek 72 1,9 18 354,6 ng/ul
Ornek 73 1,9 18 313,9 ng/ul
Ornek 74 1,8 1,9 (2.iz0.) 19 1,2(2iz0.) 27,2 ngiul 35,2 ng/ul
Ornek 75 19 17 102,7 ng/ul
Ornek 76 2 2 877,5 ng/ul
Ornek 77 18 1,7 103,6 ng/ul,
Ornek 78 2 2 822,5 ng/ul
Ornek 79 18 15 101,9 ng/ul
Ornek 80 1,9 14 64,0 ng/ul
Ornek 81 1,9 2 139,3 ng/ul
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Ornek 82 1,9 1,9 317,9 ng/ul
Ornek 83 19 12 135,4 ng/ul
Ornek 84 19 17 277,7 ngiul
Ornek 85 1,8 1,8 2455 ng/ul
Ornek 86 18 18 460,0 ng/ul
Ornek 87 1,9 1,5 247,3 nglul
Ornek 88 18 14 146,2 ng/ul
Ornek 89 1,8 1,5 112,3 ngiul
Ornek 90 1,9 1,6 248,3 ng/ul
Ornek 91 19 16 158,6 ng/ul
Ornek 92 1,9 2,2 117,2 ng/ul
Ornek 93 1,6 1,6 (2.iz0.) 06 10(2.iz0.) 40,7 nglul 8,8 ng/ul
Ornek 94 1,9 1,7 220,9 ng/ul
Ornek 95 18 2.2 53,4 ng/ul
Ornek 96 1,9 2 584,3 ng/ul
Ornek 97 1,9 18 582,0 ng/ul
Ornek 98 1,8 1,4 145,4 ng/ul
Ornek 99 18 1,7 319,3 ng/ul
Ornek 100 18 15 188,7 ng/ul
Ornek 101 1,9 1,6 92,5 ng/ul
Ornek 102 1,9 1,7 57,6 ng/ul
Ornek 103 19 15 49,1 ng/ul
Ornek 104 1,9 1,3 110,8 ng/ul
Omek 105 1,9 2,1 83,9 ng/ul
Ornek 106 1,9 18 312,3 ng/ul
Ornek 107 18 16 122,9 ng/ul
Omek 108 1,9 2,1 199,6 ng/ul
Ornek 109 1,9 2 425,3 ng/ul
Ornek 110 19 23 139,7 ng/ul
Ornek 111 1,7 1,8 54,4 nglul
Ornek 112 18 19 299,0 ng/ul
Ornek 113 1,8 1,5 334,9 ng/ul
Ornek 114 1,7 14 116,2 ng/ul
Ornek 115 2 3.2 48,2 nglul
Ornek 116 1,9 1,9 188,4 ng/ul
Ornek 117 18 19 439,2 ng/ul
Ornek 118 1,8 1,6 234,1 ng/ul
Ornek 119 1,9 1,9 275,5 ng/ul
KONTROL ORNEKLERININ OLCUM SONUCLARI
K22 18 19 54,8 ng/ul
K56 2 2 168,3 ng/ul
K61 1,7 1,6 51,8 ng/ul
K74 2 2 67,9 nglul
K75 2 2,1 207,0 ng/ul
K98 1,9 1,9 316,4 ng/ul
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K104 1,6 1,6(2.iz0.) 0,8 0,7(2.iz0.) 20,8 ng/ul 12,3 ng/ul
K108 2 2 639,5 ng/ul
K73 19 1,7 333,8 ng/ul
K77 2 2 309,4 ng/ul
K84 2 2,1 150,8 ng/ul
K111 2 1,9 135,8 ng/ul
K50 2 19 231,3 nglul
K52 1.8 1,9 76,4 ng/ul
K55 19 19 353,5 ng/ul
K60 2 2 60,5 ng/ul
K68 19 299,7 nglul
K112 2 2,1 163,9 ng/ul
K49 2 2 193,4 nglul
K76 2 2 242,8 nglul
K6 2 2 255,8 ng/ul
K48 2 2 255,1 nglul
K70 1,9 15 84,8 ng/ul
K83 2 2,1 138,1 ng/ul
K106 2 2 306,3 ng/ul
K107 18 1,9 (2.izo.) 16  15(2.iz0.) 22,6 nglul 9,5 nglul
K30 2 2 230,9 ng/ul
K81 2 2 123,7 ng/ul
K90 2 2 60,0 ng/ul
K102 2 18 250,2 nglul
K109 2 2 76,5 nglul
K110 2 1,8 99,5 ng/ul
K16 19 18 271,0 nglul
K44 2 279,0 nglul
K57 2 1.8 137,4 ng/ul
K88 2 2 134,7 nglul
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