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ÖZET 

[YILDIRIM, Kübra]. [Pankreas Kanseri Kök Hücresinin İzolasyonu ve 

Karakterizasyonu], [Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2016]. 

Kanser, günümüzde kardiyovasküler sisteme ait hastalıklardan sonra ölümlerin en 

sık ikinci nedenidir. Batı toplumlarında her üç kişiden birinde kanser görülmekte ve 

bu kişilerden beşte biri yaşamını yitirmektedir. Tanı ve tedavinin gelişmesi ile her yıl 

kanser vakası teşhisi daha da artmaktadır. 

Pankreas kanseri mortalitesi yüksek bir hastalıktır. 5 yıllık sağkalım %5’den az olup 

hastaların büyük bir kısmı bir yıldan daha kısa sürede kaybedilmektedir. Tedavisi en 

zor kanser türlerinden biri olup etkin bir tedavi yöntemi yoktur. Ayrıca erken tanı için 

spesifik bir belirteci olmaması hastalığın geç evrelerde teşhis edilmesine sebep 

olmaktadır. 

Kök hücrede meydana gelen genetik ve epigenetik değişikler hücrenin invaziv ve 

metastatik özellik kazanarak kanser kök hücre (KKH) özelliği kazanmasına sebep 

olur. KKH tümörün etiyogenezinden ve tümör dokusu içindeki kanser hücrelerinin 

oluşumundan sorumludur. KKH, kendi-kendini yenileme, sınırsız çoğalma 

potansiyeline ve metastaz yeteneğine sahiptir. KKH’nın kanser hücresi oluşturma 

özelliği, kanser hücreleri ve KKH arasındaki genetik ve epigenetik farklılığa işaret 

etmektedir. 

Pankreas kanserinin tedavisindeki başarısızlıklar ve hastaların ölüm oranlarının 

yüksek olması dikkati KKH’lere çekmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalarla 

KKH’nın varlığı meme, beyin, prostat, yumurtalık ve pankreas kanserlerini kapsayan 

birçok solid tümör tiplerinde bildirilmiştir. Pankreas kanseri kök hücrelerinin varlığı 

ise ilk kez 2007 yılında Li ve arkadaşları tarafından bildirilmiştir. Fare xenograft 

modeli ile yaptıkları çalışmada, az sayıda olan CD44, CD24 ve epithelial-specific 

antigen (ESA) hücre yüzey markırlarını eksprese eden hücrelerin yüksek tümörijenik 

özelliğe sahip olduklarını saptamışlardır. Bu hücrelerin tümör oluşturma 

potansiyellerinin, tümörijenik özelliği olmayan hücrelere kıyasla 100 kat fazla olduğu 

gösterilmiştir. 

Bu bilgilerden yola çıkarak çalışmamızda, pankreas kanserine ait AsPC-1 ve Capan-

2 hücre hatlarında CD44, CD24 ve ESA biomarkırları kullanılarak KKH ve kanser 

hücresi izolasyonu yapılmıştır. İzole edilen hücrelerin validasyonu morfolojik olarak, 

küre oluşum deneyi ve markır genlerin ekspresyonuna bakılarak kontrol edilmiştir. 

 

Anahtar Sözcükler: kanser kök hücre, pankreas kanseri 



iii 

 
 

ABSTRACT 

[YILDIRIM, Kübra]. [Isolation and Characterization of Pancreatic Cancer Stem 

Cells], [Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2016]. 

Today, cancer is the second most common cause of death after cardiovascular 

related diseases. In Western societies, cancer is seen in one in every three people 

and of these, one in five will lose their life. Each year, along with diagnosis and 

treatment developments, the number of cancer diagnoses increases. 

Pancreatic cancer is a disease with a high mortality rate. The 5-year survival rate is 

less than 5% and a large number of these patients lose their lives in less than one 

year. It is one of the most difficult cancer types with no effective treatment method. 

Furthermore, since there is no specific indicator for early diagnosis the disease is 

diagnosed at late stages. Genetic and epigenetic changes in stem cells that lead to 

invasive and metastatic ability are what cause the development of the cancer stem 

cell (CSC) characteristic. KKH are responsible for the development of cancer cells in 

tumor tissue and a tumor’s etiology. KKH have the characteristics of self-renewal, 

unlimited growth potential, and metastatic capacity. The ability of cancer stem cells 

to generate cancer cells is indicated by genetic and epigenetic differences between 

cancer cells and cancer stem cells.  

The lack of success in treatment of pancreas cancer and high rate of death among 

patients has turned attention to CSCs. In recent years, studies have shown the 

presence of CSCs in many solid tumor types including those of the breast, brain, 

prostate, ovaries and pancreas. The existence of cancer stem cells in pancreas 

cancer was first shown in 2007 by Li et al. Using a mouse xenograft model, they 

showed that a small number of cells expressing the surface markers CD44, CD24 

and epithelial-specific antigen (ESA) had a high tumorigenic potential. The capacity 

of these cells to develop tumors was shown to be 100 times higher than that of cells 

without tumorigenic potential.  

Based on this data, in this study cancer stem cell and cancer cell isolation was 

carried out in pancreatic cancer cell lines AspC-1 and Capan-2 using the biomarkers 

CD44, CD24 and ESA. The isolated cells were then validated morphologically, as 

well as by sphere formation assay and analysis of the expression of marker genes. 

 

Key Words: cancer stem cell, pacreatic cancer 
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1. GİRİŞ 

1.1. KANSER 

Kanser büyüme özellikleri bozulmuş hücrelerin bölgesel olarak 

yayılımıdır. Basit bir ifadeyle kontrolsüz hücre çoğalması olarak 

tanımlanabilir. Kontrolsüz çoğalmanın yanı sıra kanser hücresinin 

bölünebilmek için dış uyaranlara ihtiyaç duymama, çoğalmayı baskılayıcı 

sinyallere duyarsızlık, apoptozisten kaçabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve 

metastaz yapabilme özellikleri sayılabilir [1,2]. 

Kanser multifaktöriyel bir hastalık olup, bakteriler, virüsler, radyasyon 

kalıtım, çevresel faktörler, beslenme alışkanlığı ve kimyasallar gibi birçok 

faktör kanser oluşumundan sorumludur [3]. Tüm kanserler, DNA dizisindeki 

birtakım anormalliklerle oluşmaktadır. Kanserlerin %10-15’inin kalıtımsal 

olduğu, %85-90’lık kısmını ise canlı hücrelerdeki DNA’nın, mutajenlere maruz 

kalması, hücre DNA’sındaki hafif devamlı değişiklikler ve replikasyonda 

hatalar oluşması ile şekillendiği düşünülmektedir.  Oluşan bu mutasyonlardan 

biri, içinde bulunduğu hücrenin büyümesini ve bu hücreden türeyen bir 

kanserli hücrenin oluşmasını sağlar. 

Günümüzde kanser, kardiyovasküler sisteme ait hastalıklardan sonra 

ölümlerin en sık ikinci nedenidir [4]. Oluştuğu bölgeye göre isimlendirilmesi 

ve sınıflandırılması sonucu 80 farklı kanser türü olduğu belirlenmiştir [5]. 

Batı toplumlarında her üç kişiden birinde kanser görülmekte ve bu 

kişilerden beşte biri yaşamını yitirmektedir [1,7]. Gelişmiş ve az gelişmiş 

ülkelere bakıldığında, bu ülkelerdeki kanserlerin büyüme hızlarının ve 

profillerinin farklı olduğu görülür. Gelişmiş ülkelerde, erkeklerde akciğer ve 

prostat kanseri, kadınlarda ise meme kanseri ve kolorektal kanserler daha sık 

görülürken, az gelişmiş ülkelerde ise erkeklerde akciğer, mide ve karaciğer 

kanseri, kadınlarda da meme ve serviks kanseri daha sık görülmektedir [6]. 

Türkiye’de ise erkeklerde akciğer, mesane ve mide kanserleri, kadınlarda da 

meme kanseri ve kolorektal kanserler daha sık görülmektedir. Ülkemizin 
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gelişmiş ülkelere göre en önemli farkı tütün nedenli kanserlerin daha fazla 

olmasıdır. Türkiye’de akciğer kanseri insidansı %63 ve larinks kanseri 

insidansı %10 iken Avrupa Birliği ülkelerinde ise aynı insidanslar %55 ve %8 

dir [8]. 

1.2. KANSER ÇEŞİTLERİ 

Kanser insan vücudunda oluştuğu bölgeye ve organa göre çeşitlilik 

göstermektedir. Örneğin;  Rahim Ağzı Kanseri, Meme Kanseri, Göz Kanseri, 

Pankreas Kanseri,  Melanoma, Prostat Kanseri, Anal Kanal Kanseri, Kan 

Kanseri, Rahim Kanseri, Karaciğer Kanseri olmak üzere birçok kanser çeşidi 

vardır [9]. 

1.3. PANKREAS KANSERİ 

Pankreas kanseri, ileri yaşlarda daha sık ortaya çıkan, agresif seyirli, 

ölümcül, malign kanserlerden biridir [10]. 

1.3.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi 

Pankreas kanseri dünya çapında malignite kanserler arasında 12. 

sırada yer almaktadır. Erkeklerde kanser ilişkili ölüm oranları sıralamasında 

yedinci sırada, kadınlarda ise sekizinci sıradadır [11]. Gelişmiş ülkelerde 

kanser ile ilişkili ölüm sıralamasında dördüncü sıradadır [12]. Pankreas 

kanseri görülme sıklığını gittikçe artmaktadır, 2030’da ABD kanser ilişkili 

ölüm sıralamasında ikinci sırada yer alması beklenmektedir [13]. Hastalığın 5 

yıllık sağ kalım oranı %5-%7 arasındadır. Metastatik olan hastalarda sağ 

kalım 20-24 ay iken, lokal olarak ilerlemiş pankreatik duktal adenokarsinoma 

(PDAC)’da 6-9 aydır [14]. 
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Şekil 1. Pankreas hücresinde kanser oluşumu [123]. 

1.3.2. Risk Faktörleri 

Şişmanlık, yaş, alkol kullanımı, bireyde pankreatit bulunması, genetik 

faktörler, diabetes mellitus, sigara içimi önemli risk faktörleridir. Özellikle 

sigara içimi çok önemli bir faktör olup sigara içenlerde içmeyenlere göre 2,2 

kat daha fazla pankreas kanseri riski vardır [1,15]. Epidemiyolojik çalışmalara 

en sık rastlanan risk faktörleri yaş ve sigara içimidir [16]. Aynı zamanda 

yapılan çalışmalar naftilamin, benzidin ve petrol ürünlerinin kullanıldığı bazı 

endüstri kuruluşlarında çalışanlarında pankreas kanserinin daha sık 

görüldüğü belirlenmiştir [17]. 
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Pankreas kanserinde artmış risk faktörü hasta yakınlarında da 

gösterilmiş, %10’unun genetik ile ilişkili olduğu belirlenmiştir. Tümör süpresör 

genleri (INK4A, BRCA2 ve LKB1) ve DNA mismatch tamir genlerinin ailesel 

PDAC ile bağlantılı olduğu belirlenmiştir [18,19]. 

1.3.3. Tanı, Evreleme ve Tedavi 

Pankreas kanseri belirtileri ile birçok malign ve benign diğer organ 

hastalıkları ile benzer bulguları taşıyabilir [20]. 

Pankreas kanseri yayılım gösterinceye kadar sessiz kalmaktadır. Tanı 

koyulan hastaların yaklaşık olarak %20’si müdahale edilebilir olmaktadır [21]. 

Hastalarda en sık görülen pankreatik neoplazm PDAC’dır ve tümör 

vakalarının %85’inde görülür [21,22]. 

Hastalar en sık ağrı, kilo kaybı,  sarılık şikâyeti ile gelmektedir. İleri evre 

ile gelen hastaların %80-85’inde ağrı mevcuttur [19, 23]. 

Pankreas kanserinin tanısında bir dizi serum belirleyici ve görüntüleme 

teknikleri kullanılmaktadır. Belirleyiciler pankreas kanserinin belirlenmesinde 

yeterli doğruluğa ve güvenirliğe ne yazık ki sahip değildir. En sık kullanılan 

serum markırları karsinoembriyojenik antijen (CEA) ve karbonhidrat antijen 

(CA) 19-9’dur. Bu serumların düzeyinde ki artış tümör dokusunun büyüklüğü 

ile doğru orantılıdır [25,26]. CA 19-9 seviyesi en kullanışlı olanıdır, özellikle 

de CA 242 seviyesi ile kombine edildiğinde toplam spesifiklikte artmaktadır 

[27]. 

Pankreas kanserinin tanısal görüntüleme teknikleri arasında bilgisayarlı 

tomografi (BT) en sık kullanılandır, tümörlü bölgeden alınan hızlı ve ince 

kesitler, pankreas kanserinin tanısal değerlendirmesinde dönüm noktası 

olmuştur [28]. Rutin olarak kullanılan Magnetik Rezonans Görüntüleme 

(MRG), pankreas kanseri açısından BT ile kıyaslandığında, tanısal bir 

avantaj sağlamamaktadır [29]. 

Evrelendirilmesinde American Joint Commision on Cancer (AJCC) 

evrelendirilme sistemi yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu evrelendirme 
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sistemde tümörün yayılımı, nodal metaztaz ve uzak metaztazların 

tanımlanması sistemi kullanılır [30,31]. 

Tümör boyutu: 

TX: Primer tümör değerlendirilemeyen 

T0: Primer tümör saptanamayan 

Tis: Karsinoma insitu (PanIN-3 dahil) 

T1: ≤2 cm pankreasa sınırlı tümör 

T2: >2 cm pankreasa sınırlı tümör 

T3: Peripankreatik dokulara invaze tümör 

T4: Çölyak aks veya süperior mezenteri artere invaze tümör 

 

Bölgesel lenf nodları: 

NX: Bölgesel lenf nodu metastazı değerlendirilemeyen 

N0: Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1: Bölgesel lenf nodu metastazı var 

 

Uzak Metastaz: 

MX: Uzak metastaz varlığı değerlendirilemeyen 

M0: Uzak metastaz yok 

MI: Uzak metastaz var 

Pankreas kanseri tedavisinde cerrahi tedavi yaklaşımları, kemoterapi ve 

radyoterapi uygulamaları yapılmaktadır. Hastalığın ilerleyişi, tümörün evresi, 

komplikasyon varlığı gibi çeşitli faktörlere göre değişmektedir. Pankreas 

tümörlerinin %70’i baş, boyun ve ucinat bölgesinde bulunur [32].  Pankreas 

başı tümörünün çıkarılması tek ve en etkili tedavi yöntemidir. Bu tedavi 

yöntemi, başlangıç semptomu olarak sarılık şikayeti ile gelen hastaların %10-

15’inde işe yaramaktadır [32,33]. 

Bir başka tedavi yöntemi olan kemoterapide ise 30’dan fazla 

kemoterapik ilaçtan sadece Gemsitabin ve 5-Fluorourasil (5-FU), hastaların 

%10-20’sinde belirgin bir yanıt oluşturmuştur fakat sağ kalım süresini 

arttırmamıştır [34,35]. Yapılan çalışmalar radyasyon tedavisinin 5-FU ile 
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birlikte kullanılmasının daha etkin sonuçlar verdiğini ve bu tedaviyi alan 

hastaların almayanlara göre ortalama yaşam sürelerinin artığı (20 aya karşı 

11 ay)  gözlemlenmiştir [36,37]. 

1.4. Pankreas Kanserinde Moleküler Genetik 

PDAC’a yönelik yapılan moleküler çalışmalar, kanser etiyogenezinde rol 

oynayan gen ve sinyal yolaklarının bu hastalığın gelişiminde ve histopatolojik 

evrelerinde etkili olduğunu göstermiştir. 

1.4.1. K-RAS Onkogeni ve Uyarım Yolu 

K-RAS 12. kromozomun kısa kolu üzerinde (12p12.1) yer alır, hücre 

membranı ve sitoplazma yerleşimli,  intraselüler sinyal iletiminde rol oynayan 

bir proto-onkogendir [38] (Şekil1). RAS ailesi proteinleri, proliferasyon, 

diferansiyasyon gibi çeşitli hücresel işlevlere aracılık eden GTP bağlayıcı 

proteinlerdir. İnsan kanserlerindeki RAS mutasyonlarının %90’nı K-RAS 

mutasyonlarından kaynaklanmaktadır [39].  

 

 

Şekil 2. K-RAS geninin lokalizasyonu [38] 
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Bu mutasyonlar normal pankreas dokusunda sporadik olarak meydana 

gelirler ve erken evre 

neoplazmların yaklaşık yüzde 30’unda görülürken ileri evre PDAC’lerde 

bu oran neredeyse %100’dür [40,41]. K-RASG12D mutasyonununa sahip 

farelerin uygun genetik zeminde, PanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia) 

lezyonları taşıdıkları gözlemlenmiştir [42]. 

1.4.2. PI3K (Fosfoinositid 3-kinaz) Yolu 

Hücrede bir sinyal çevirici olarak görev yapan Fosfoinositid 3-kinaz 

hücre hayatta kalımını, boyutunu ve proliferasyonu düzenlemektedir [43]. 

PDAC’lerin %10-20’sinde PI3K alt efektörlerinin arttığı gözlemlenmiştir 

[44,45]. PI3K’nin farmakolojik inhibisyonunun PDAC’ta kemoterapiye olan 

hassasiyetini arttırdığı ve serum aracılıklı proliferasyonu azalttığı tahmin 

edilmektedir [46,47]. 

1.4.3. NFĸB (Nükleer faktör ĸB) 

NFĸB, immün yanıtta yer alan, hücre proliferasyonuna ve apoptoza 

katılan, yaygın bulunan enhancer bağlayıcı bir transkripsiyon faktörüdür [48]. 

NFĸB aktivitesi pek çok kanser türünde gözlemlenmektedir ve bu kanserlerde 

hücre hayatta kalımına, anjiyogenezise ve invazyona katkıda bulunduğu 

düşünülmektedir [49]. Primer pankreatik kanserler ve hücre dizilerinde 

bulunan fakat normal pankreas örneklerinde bulunmayan NFĸB aktivitesi 

gözlenmiştir [50,51]. 
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1.4.4. 9p21 Lokusu, INK4A (Cyclin-Dependent Kinase İnhibitor 

2A, Multiple Tumor Suppressor 1) ve ARF (Cyclin-Dependent 

Kinase İnhibitor 2A) Tümör Süpresörleri 

PDAC’lerin %85-60’ında INK4A fonksiyon kaybı mutasyonla, delesyonla 

veya promoter hipermetilasyonu ile sporadik olarak görülmektedir [52]. Aynı 

zamanda INK4A’daki germline mutasyonları yüksek melanoma insidansının 

yanında, 13 kat artmış pankreas kanseri ile karakterize olan Ailesel Atipik 

Nevüs - Malign melanoma (Familial atypical mole-malignant melanoma = 

FAMMM) sendromu ile ilişkilidir. INK4A’nın PDAC patogenezindeki önemi, 

KRAS ile birlikte çalıştığını ve eş zamanlı p53 mutasyonları zemininde tümör 

ilerleyişini hızlandırdığını gösteren araştırmalar yapılarak desteklemiştir [53]. 

1.4.5. p53 Tümör Süpresörü 

p53, 17. kromozomun kısa kolunun p13 gen bölgesinde bulunur [54]. 

P53, DNA hasarına yanıt olarak hücreyi apopitoza veya senesense götürür 

[55]. PDAC vakalarının %50’den fazlasında DNA bağlayıcı alanda missense 

mutasyonuna sahiptir [56]. p53 mutasyonu önemli displazi özellikleri 

kazanmış ileri evre PanIN’lerde ortaya çıkmaktadır [57]. PDAC’taki bu önüne 

geçilemeyen genomik kararsızlığın ilerlemiş hastalığın çıkışını hızlandırdığı, 

hem de tedavi yaklaşımlarında direnci artırdığı düşünülmektedir [58]. 

1.4.6. SMAD4/DPC4 (Mothers Against Decapentaplegic Homolog 4) 

Tümör Süpresörü ve TGF (Transforming Growth Factor Beta) 

TGF-ß, sitokin ailesinin doku homeostazının sürdürülmesi ve 

embriyonik gelişimin kontrolünde önemli rolleri olan başlıca üyesidir. Hücre 

bölünmesi, farklılaşması, adhezyon, morfogenez, ekstraselüler matriks 

oluşumu ve programlı hücre ölümü gibi çeşitli hücresel süreçlerin kontrolünü 

sağlamaktadır [59,60]. SMAD proteinleri ise, TGF-ß’nin sinyalizasyonunda 
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görev yapmaktadır [61]. SMAD4 proteini TGF-ß’nin sinyalizasyonunun 

çekirdeğe aktarılmasında görevlidir [62]. PDAC vakalarının %50’sinde 

SMAD4 delesyonu belirlenmiştir [63]. SMAD4 ekspresyonu ve sağ kalım 

arasında ters orantı mevcuttur. SMAD4 ekspresyonu artmış olan tümörler 

diferansiye özelliği göstermeye daha meyillidir [64]. 

1.4.7. LKB1/ (STK11Serine/threonine kinase 11/ liver kinase B1) Tümör 

Süpresörü 

Peutz-Jeghers sendromu (PJS) PDAC’ta insidansının arttığı 

LKB1/STK11 mutasyonları ile ilişkili, ailesel kanser sendromudur [65]. Bu 

mutasyon gastrointestinal malignensi riski doğurmaktadır [66]. PDAC’de 

görülen somatik LKB1 mutasyonu nadirdir, incelenen sporadik vakaların 

yalnızca %4-6’sında görülmektedir [67]. 

1.4.8. BRCA2 (Breast Cancer Type 2) Tümör Süpresörü 

Ailesel meme ve over kanser sendromları ile ilişkili kalıtımsal BRCA2 

mutasyonları aynı zamanda pankreas kanseri gelişimi için de belirgin risk 

sahibidirler. Ailesel zeminde gelişen pankreas kanserlerinin yaklaşık 

%17’sinin bu gen mutasyonuna sahip olduğu belirlenmiştir [68]. 

1.5. Kök Hücre 

Kök hücre, kendini yenileme ve çoğalma kapasitesine sahip, hiyerarşik 

olarak çeşitli hücre tiplerine dönüşebilen ve çok hücreli canlıların doku ve 

organlarını oluşturan temel hücrelerdir [69,70]. Kök hücreler özeliklerine, 

farklılaşmalarına ve elde edildikleri yere göre sınıflandırılabilir. 

 

 



10 

 
 

Tablo 1. Kök hücre çeşitleri 

 

1.5.1. Farklılaşma Kaynaklarına göre; 

1.5.1.1. Totipotent 

Embriyonun blastosit evresinin üçüncü gününde alınan, yeni bir canlı 

oluşturacak genetik bilgi ve donanıma sahip hücrelerdir. Zigotun mitoz 

bölünmeleri sonucu meydana gelen blastomerler, canlılardaki en yüksek 

farklılaşma kapasitesine sahip olan hücrelerdir [71]. 

1.5.1.2. Pluripotent 

Embriyonun blastokist evresinde oluşan embriyonik hücrelerdir ve 

gelişmiş bir organizmanın her tabakasında (mezodermal, endodermal ve 
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ekdodermal) yer alan hücre ve dokuları oluşturma yeteneğine sahip 

hücrelerdir. Totipotensiden farklı olarak daha kısıtlı bir farklılaşma sınırına 

sahiptir [69]. 

1.5.1.3. Multipotent 

Totipotent ve pluripotent karakterdeki hücrelere göre daha kısıtlı 

farklılaşma yeteneğine sahiptirler. Bulundukları dokunun hücre tipini üretirler. 

Doğumla beraber kordon kanında, kemik iliğinde ve yağ dokusunda 

bulunurlar [71]. 

1.5.2. Elde edildikler yere göre: 

1.5.2.1. Embriyonik Kök Hücre 

Blastokist evresindeki embriyodan elde edilir [72]. Embriyonik kök 

hücreler pluripotent hücreler olup, uygun sinyaller ile uyarıldıklarında vücutta 

yaklaşık 200 hücre tipine dönüşebilirler [73]. Embriyonik kök hücreler 

rejeneratif tıbbın odak noktasıdır.  Özelikle kendini yenileme sürecinde 

farklılaşmaksızın değişmeden kalma ve uyarıldıklarında özelleşmiş hücre 

türleri oluşturma özellikleri odak noktası oluşturmalarında büyük etkendir 

[74,75]. 

Embriyonik kök hücrelerin kültür ortamında farklılaşmasının 

yönlendirilmesi için çeşitli büyüme faktörlerinin ve sitokinlerin bir arada, 

dengede olması gerekmektedir [76]. Farklılaşma düzeyinin korunması için 

çekirdek ve genomda mevcut olan bazı genlerin ifadelenmesi bazı genlerin 

ise baskılanması gerekmektedir. Bu durumu kontrol altında tutan etkenlere 

transkripsiyon faktörleri denir [77]. 
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Şekil 3. Transkripsiyon faktörleri tüm kök hücrelerde eksprese edilir.  

1.5.2.1. 1 Oct-4 (Octamer-binding transcription factor-4) 

Kök hücrelerin en önemli transkripsiyon faktörüdür, iç hücre kitlesinden 

salınır. Oct-4 geninin ifadesi 4 hücreli evreye kadar düşük düzeyde tutulur, bu 

embriyoda gen aktivasyonu dönemine karşılık gelir. Yani embriyoda gen 

aktivasyonunun artması ile Oct-4 ifadesi de artar ve bu artış tıkızlaşma 

evresine kadar sürer. 

Oct-4 farklılaşmış hücrelerde ifade edilmez, Oct-4’un dozu ile 

embriyonik kök hücrenin kendini yenilemesi arasında doğrudan bir ilişki 

olduğu ortaya konmuştur. Deneysel olarak Oct-4 düzeyi %50’ye 

düşürüldüğüne embriyonik kök hücrenin trofoektoderm hücresine, buna 

karşın %150’ye çıkarıldığında embriyo dışı mezoderm ve endoderm 

hücrelerine farklılaştığı gözlemlenmiştir. Bunun için embriyonik kök hücrenin 

pluripotensi özelliğinin korunması için Oct-4 düzeyi optimum düzeyde olmak 
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zorundadır. Oct-4’un optimum düzeyde kalmasını, distal yükselticiler ve 

proksimal yükselticiler sağlar. 

 Oct-4 pluripotensi belirteci olmanın yanı sıra üç germ tabakasının 

oluşturan hücreler için “hücre kaderini belirleme belirteci” olarak da kabul 

edilir [78]. 

1.5.2.1.2. Sox-2 (SRY(sex determining region Y)-box 2)  

Preimplantasyon evresindeki embriyoda,  embriyonik kök hücre ve 

erişkin kök hücrede ifade edilir. Oct-4’ün kofaktörüdür. Sox-2’nin fonksiyonu 

Oct-4 ile aynıdır [79]. Sox-2’nin diğerlerinden farklı özelliği Oct-4’ün ifadesini 

belli bir düzeyde tutmasıdır. Yapılan çalışmalar bu ilişkinin Sox-2 tarafından 

kontrol edilen bir dizi transkripsiyon faktörleri kodlayarak kontrol ettiğini 

göstermiştir [80,81].  

1.5.2.1.3. Nanog 

İlk olarak tıkızlaşma evresinde görülür, implantasyonda varlığını 

sürdürür ve implantasyondan hemen sonra ekspresyon düzeyi düşer. Vücut 

dışında kültürü yapılan pluripotent hücrelerde görülür. Embriyonik kök 

hücrede ifadesinin azalması hücrelerde farklılaşma eğilimini başlatır. 

Nanog’un yokluğunda embriyonik hücreler hipoblast hücrelerine farklılaşır. 

Nanog’un aşırı ifadelenmesi durumunda pluripotensinin sürdürüldüğü 

gösterilmiştir. Embriyonik kök hücrelerin yenilenmesinde ve farklılaşmanın 

inhibisyonunda görev alır. Salınımı embriyonik kök hücre ve embriyonik 

germinal hücrelerde gözlenmiştir [82]. Nanog, germ hücrelerinin oluşumunda 

gerekli olan ve in vitro ortamda da farklılaşmanın engellenmesinde görev 

alan transkripsiyon faktörüdür. Yapılan bazı çalışmalar Nanog’un 

pluripotensinin koruma görevlisi olarak görev yaptığı öne sürmektedir [83]. 
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Şeki 4. Sox-2, Oct-4 ve Nanog etkinliği. Ucu sivri oklar uyarımı, ucu 

kapatılmış oklar engellemeyi gösterir. Oct-4’un ve Sox-2’nin belli bir 

düzeyde ifade edilmesi embriyonik kök hücrenin kendini 

yenilemesini pluripotensiyi korurken, trofoektroderm hücre yönünde 

farklılaşmalarını engeller. Nanog da benzer şekilde embriyonik kök 

hücrenin etkinliğinin sürmesini sağlarken, hipoblast yönünde 

farklılaşmayı engeller. 

1.5.2.1.4. KLF-4 (Kruppel-Like Factor-4) 

Somatik hücrelerin programlanmasında Oct-4 ve Sox-2 ile birlikte 

kullanılır. Üç pluripotensi faktörüyle benzer DNA bölgelerine bağlandığı 

bilinmektedir. Aynı zamanda yüksek seviyede ifade edildiğinde hücre 

bölünmesini baskılar ve hücrenin G1-S fazında kalmasını sağlar [84]. 
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1.5.2.1.5. c-Myc (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene 

homolog) 

Pluripotent özelliği sağlayan genlerden biridir [85]. Aynı zamanda hücre 

döngüsü, apoptozis, sinyal iletimi, transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel 

düzenleme mekanizmaları, kök hücre biyolojisi ve kanser moleküler 

biyolojisinde önemli olan faktörlerdendir [86]. 

 

 

Şekil 5. Transkripsiyon faktörlerinin ortak özelliği farklılaşmayı 

yönlendirmeleridir. 

1.5.2.2. Germinal Kök Hücre 

Bu hücreler farklılaşarak belli organı oluştururlar. Embriyonun germinal 

tabakasından köken alırlar [87]. 

1.5.2.3. Somatik Kök Hücre 

Köken aldığı organın spesifik hücresine dönüşebilen hücrelerdir. 

Bulundukları bölgede hücrelerin hasar görmesi durumunda hasarın verdiği 
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zarara bağlı olarak uygun sinyallerle çoğalarak ve farklılaşarak hasarlı doku 

veya organın onarılmasını sağlarlar [87]. 

1.6. Kanser Kök Hücreleri 

Son yıllarda tümörlerin kendine ait, dokulardaki hücrelerin kaynağına 

benzeyen kök hücrelere sahip olduğu görüşü oldukça ilgi çekmektedir. 

Kanser kök hücresi (KKH) adı verilen bu hücreler büyük oranda normal kök 

hücrelere benzemektedirler. Farklı olarak klasik kanser tedavilerine dirençli 

olup, tümör kitlesi oluşturma ve metastazdan sorumludur [88]. 

 

 

Şekil 6. KKH’ın tümör oluşturma mekanizması [88]. 

KKH’ın varlığı ilk kez 1983 yılında Mackillop tarafından öne sürülmüştür. 

Mackillop’a göre tümör içerisinde sadece küçük bir grup tümör oluşturma 

yetisine sahiptir ve tümör dokusu içerisindeki diğer hücreler KKH’den 

oluşmaktadır [89]. 

KKH ilk defa Bonnet ve Dick tarafından 1997 yılında akut myeloid 

lösemi (AML) de tanımlanmıştır [90]. Araştırmacılar AML’li hastadan lösemik 

hücreleri izole etmiş ve bunları hücre zarı antijenik yapılarına göre ayırmıştır. 

CD34+\CD38- yüzey markırlarına sahip az sayıdaki lösemik hücrelerin, 

bağışıklık sistemi çökertilmiş farelere transferiyle primer neoplazmaya benzer 
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tümörlerin oluştuğunu göstermiştir. Aynı tür fareye yüzey markırları 

CD34+\CD38- den farklı karaktere sahip lösemik hücreler transfer edildiğinde 

tümör oluşumu gözlenmemiştir. Daha sonraki yıllarda KKH’nın varlığı meme 

[91], beyin [92], prostat [93], yumurtalık [94] ve baş-boyun kanserlerini [95] 

kapsayan birçok solid tümör tipinde bildirilmiştir. 

1.6.1. Kanser Kök Hücrelerinin Kökeni ve Oluşumu 

KKH’nin oluşumu için üç model ortaya sürülmüştür. 

a. Klonal gelişim modelinde epitelde yer alan normal bir grup hücre 

mutasyon geçirdikten sonra olağan üstü çoğalarak benign bir tümör 

oluşturur. Daha sonra ki mutasyonlar bu hücreler daha saldırgan kök 

hücrelerin ortaya çıkmasına sebep olur ve malign tümör kitlesi oluşur [96]. 

b. Kanser kök hücre modelinde, hücrelerin hiyerarşisi vurgulanır. Hiyerarşi 

hücre kitlesinin içindeki heterojen yapıyı ifade eder. Tümördeki belli grup 

hücre (KKH hücreleri)  tümör oluşturma kapasitesine sahip olurken, diğer 

hücre gruplarının böyle bir özelliği yoktur. Bu hücreler aynı zamanda 

metastazdan da sorumludur [97]. 

c. KKH öncü hücrelerden kaynaklanmaktadır, bu varsayım fetüs ya da 

yetişkin dokularında bulunan kısmen farklılaşmış olan öncü hücrelerin 

kısmen kendini yenileme yetisine sahip olma özelliğinin bu hücrelerin 

KKH’nin kaynağı olabileceğini öne sürmüşlerdir [98]. 
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Şekil 7. KKH oluşum modelleri [124]. 

1.6.2. Pankreas Kanseri Kanser Kök Hücresi ve Markırları 

Pankreas kanserinde ilk defa 2007 yılında Li ve arkadaşları kanser kök 

hücrelerinin varlığını ispat etmişlerdir [99]. Fare xenograft modeli ile yaptıkları 

çalışmada, az sayıda olan CD44, CD24 ve epithelial-specific antigen (ESA) 

hücre yüzey markırlarını eksprese eden hücrelerin yüksek tümörijenik 

özelliğe sahip olduklarını ve kök hücre özelliği gösterdiklerini saptamışlardır. 

Aynı yıl Hermann ve arkadaşları KKH’nin CD133 eksprese ettiklerini 

bildirmişlerdir [100]. 2011 yılında Lee ve arkadaşları CD133 pozitif hücrelerin, 

CD44 ve CD24 pozitif hücrelere benzer şekilde yüksek tümörijenik ve 

metastatik potansiyele sahip olduğunu göstermişlerdir [101]. 
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Şekil 8. Pankreas kanseri kök hücresi yüzey markırları. 

Farklı araştırma gruplarının yaptığı çalışmalarla pankreas kanseri kök 

hücrelerinin aldehyte dehydrogenase 1 (ALDH-1) eksprese ettikleri ve ALDH-

1’in kök hücre markırı olabileceği bildirilmiştir [102,103]; fakat 2010 yılında 

Deng ve arkadaşlarının normal pankreas dokusunun da yüksek miktarda 

ALDH-1 eksprese ettiklerini göstermeleriyle ALDH-1’in pankreas kanseri kök 

hücreleri için uygun bir markır olmadığı saptanmıştır [104]. Pankreas kanseri 

kök hücreleri, kanser hücrelerinin küçük bir kısmını (%1-%5) oluştururlar 

[105]. 
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1.6.2.1. CD44 (Cluster of Differentiation 44) 

İnsan CD44 geni, kromozomal lokus 11p13’te haritalandırılmıştır. 1980 

yılının başlarında tanımlanan daha sonra 3. Uluslararası Lökosit 

Diferansiyasyon Antijenleri Çalıştayı sırasında adlandırılan ve glikoprotein 

moleküllerinin bir üyesi olan CD44, malign değişim sürecinde yapısal ve 

fonksiyonel değişikliklere giden tipik bir hücre adezyon proteinidir [106,107]. 

CD44, CD44s ve CD44v olarak adlandırılan iki varyattan oluşmaktadır. 

Memeli hücrelerinin çoğu belirgin olarak CD44s eksprese eder, varyant 

izoformlar hematopoetik hücrelerde, periferik kandaki mononükleer 

hücrelerde ve reaktif lenf nodu hücrelerinde saptanabilir. Meme parankiminde 

CD44v izoformlarının hücresel farklılaşmanın bir belirleyicisi olabilecekleri, 

duktal epitelin hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşiminin sürdürülmesinden 

sorumlu oldukları düşünülmektedir. 

Transforme bir hücrenin vücutta metastazı için adezyon kaybı, 

çevredeki ekstraselüler matrikse invazyon, vasküler sisteme giriş ve uzak 

organlara yapışma süreçlerinin gerçekleşmesi gerekir. CD44 gibi adezyon 

reseptörlerinin bu süreçte kritik bir rolü olduğu düşünülmektedir. CD44’ün 

fizyolojik rolü, hücre-hücre ve hücre-matriks adezyonu yoluyla organ ve doku 

yapısını korumanın yanı sıra hücre motilitesinden, migrasyonundan, 

diferansiyasyonundan, hücre sinyalizasyonundan ve gen 

transkripsiyonundan sorumludur [106].  

CD44’ün metastaz ile ilişkisi araştırmalar ilk olarak 1991’de başlamıştır 

[107]. Yüksek CD44 ekspresyonu düzeyinin,  birçok karsinomada önemli bir 

metastaz belirleyicisi olduğu gösterilmiştir. Yüksek düzeyde CD44 eksprese 

eden kanserlerin düşük düzeyde CD44 eksprese eden kanserlere göre daha 

kötü bir seyir gösterdiği saptanmıştır [108]. 

Buna bağlı olarak yapılan çalışmalarda karaciğer ve kemik metastazı 

olan meme kanserli olgularda CD44v seviyesinin arttığı bulunmuştur[107]. 

CD44, ayrıca başlıca hyaluronan için reseptör olarak hareket eden bir 

tip I transmembran proteinidir ve “kıkırdak ilişkili protein ailesinin’’ bir üyesi 

olarak da tanımlanmıştır. Kondroidin sülfat, heparan sülfat, fibronektin, 
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serglisin ve osteopontin gibi diğer bazı ekstraselüler matriks ligandlarına da 

daha düşük bir afinite ile bağlanabilir. CD44’ün sitoplazmik tarafı, ezrin-

moezin-radiksin ailesine mensup proteinler ve ankrin yoluyla hücre yapısı ile 

bağlantı kurar. Hyaluronana bağlanan CD44 pozitif hücrelerin tümör 

oluşturma potansiyeli, CD44’ün plazma membranına bağlı durumda olması 

veya ekstraselüler boşlukta olması ile ilişkilidir. Hyaluronana afinitedeki 

değişiklikler, hücre membranında eksprese edilen CD44 moleküllerinin 

sayısındaki değişiklikler ile ilişkilidir [106]. 

1.6.2.2. CD24 (Cluster of Differentiation 24) 

CD24 geni kromozom 6q21’de lokalize, 27 aminoasitden oluşan, yoğun 

şekilde glikozile protein kor içeren ve fosfotidil inozitol bir ağ ile hücre 

membranına bağlanan bir hücre yüzey proteinidir [109]. 

CD24 hücre proliferasyonunun düzenlenmesi, hücre-hücre 

etkileşiminde ve adezyon molekülü olarak görev yapar [109]. Aynı zamanda 

CD24,  P-selektin eksprese eden aktive endotelyal hücrelere veya 

trombositlere monositlerin ve nötrofillerin adezyonunu destekleyerek ve 

CD24’ün fonksiyonel olarak, P-selektin yoluyla tümör hücrelerinin 

metastazında önemli rol oynadığı düşünülmektedir [109,110].  

Selektinler, lökositlerin aktive olmuş endotel hücreleri ve aktif 

trombositler ile temasında önemli rol oynayan yüzey adezyon molekülleridir. 

P-selektin ise endotel hücreleri ve trombositler üzerinde eksprese 

edilmektedirler. P-selektin inflamasyon veya travma sonrasında aktiflenen 

endotel hücrelerinde eksprese edildiğinde, lökositlerin endotel üzerinde 

yuvarlanmasını, trombositler üzerinde eksprese edildiğinde tromboz alanına 

lökositlerin toplanmasını sağlar. P-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1) P-

selektinin 15 nötrofil, monosit, lenfosit ve küçük miktarda trombositler 

üzerinde bulunan yüksek afiniteli reseptörüdür [111]. 

Birçok tümör hücre dizisi P-selektin yoluyla trombositlere 

bağlanabilmektedir. Tümör hücrelerinin kanda trombositlere bağlanma 
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yeteneğinin önemli olduğu düşünülmektedir, stabilize trombosit-tümör 

birlikteliği tümör hücrelerini yıkımdan koruyabilir, tümör ekstravazasyonunu 

ve doku penetrasyonunu destekler. Bu şekilde CD24’ün tümör hücrelerinin 

metastatik potansiyelini artırdığı düşünülmektedir. 

CD24 ekspresyon varlığı ve bunun prognostik önemi ile ilgili olarak 

akciğer, safra kesesi, safra yolları, karaciger, gastrointestinal sistem, 

pankreas, prostat, böbrek over, meme ve nazofarenks karsinomları, 

koryokarsinom, gliom, medulloblastom, santral nörositom, andiferansiye 

nöroblastom ve B hücre kaynaklı neoplaziler gibi çok sayıda organ 

tümörlerinde çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmalarda, yüksek CD24 

ekspresyonunun kısa sağ kalım oranı ile ilişkili olduğu ve özellikle küçük 

hücreli olmayan akciğer karsinomu, intrahepatik kolanjiokarsinom, kolorektal 

karsinom, prostat, over ve meme karsinomlarında önemli bir belirleyici olduğu 

gösterilmiştir. CD24 ile mide ve kolon karsinomlarında tümör komşuluğundaki 

normal mukozada zayıf ekspresyon izlenirken, safra kesesi ve over 

karsinomlarında normal mukozada ekspresyon görülmediği bildirilmiş; malign 

tümörlerde pozitif ekspresyon ve pozitiflik derecesinin, benign tümörlerden 

daha yüksek oranda olduğu saptanmıştır [109,110,111]. 

1.6.2.3. EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule) 

Hücre zarını bir kez geçen tip 1 homofilik hücre adezyon molekülüdür. 

Litvinov ve arkadaşları tarafından 1979 yılında kolon kanserinde 

tanımlanmıştır [112]. 

Farklı dokulara ait normal epitel ve karsinomlarda EpCAM ekspresyon 

düzeylerine bakılmış ve EpCAM’ın bazı dokularda bazal düzeyde eksprese 

olurken,  karsinomlarda eksprese olmaya başladığı ve ekspresyonunun 

arttığı gösterilmiştir [113]. Yine Litvinov ve arkadaşları tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışmada EpCAM’ın adheziv olmayan hücrelerde 

eksprese olarak, bu hücrelerin adheziv bir yapı kazanmasına ve agregatlar 

oluşturmasına yardımcı olduğu, EpCAM’in özellikle hücrede E-kadherinin bir 
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antogonisti gibi davrandığı ortaya konmuştur. Bunun sonucunda EpCAM 

eksprese eden hücrelerde adhezyonun azaldığı ve metastazın ilk 

aşamalarından olan motil hücreler ortaya çıktığı gösterilmiştir. [114,115]. 

EpCAM; intraselüler domaininde bir adet NPXY internalization motif ve 

birkaç α-aktinin bağlanma bölgesi içerir. Hücre ve ekstraselüler matriks 

arasında bağlantıyı intraselüler kısmındaki α-aktin bağlanma bölgeleri 

aracılığıyla yaptığı gösterilmiştir. EpCAM ekstraselüler domaininin özellikle 

EGF-like domainde birçok farklı glikozillenme bölgesi içerdiği ortaya 

konmuştur. Bu glikozillenme bölgeleri EpCAM’in adhezif özelliğini etkiler ve 

bunun sonucu olarak hücre daha motil bir hal kazanabilir. Bu bulgular 

özellikle EpCAM’in renal hücreli karsinomlarda pozitif bir prognostik belirteç 

kabul edilirken, diğer birçok karsinom türünde kötü prognostik faktör kabul 

edilmesi fenomeninide açıklar [112]. 
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2. MATERYAL ve METODLAR 

2.1. Hücre Kültürü 

Çalışmada AsPC-1 ve Capan-2 pankreas kanseri hücre hatları 

kullanıldı. Hücre hatları ATCC’den temin edildi. 

2.1.1. Kullanılan Hücre Hatlarının Genel Özellikleri 

Bu hücre hatlarının özellikleri şöyledir. AsPC-1, pankreas başı 

kanseridir ve birçok karın içi organa metastaz vardır. Capan-2, primer tümör 

pankreas başında yer alır ve ampulla distalinde duodenal duvara infiltre 

olmuştur, metastazı yoktur. 

Tablo 2. Pankreas kanseri hücre hatları özellikleri [119]. 

 

2.1.2. Hücre Kültüründe Kullanılan Medyumların Hazırlanışı 

AsPC-1 hücre hattı için,  500 mL RPMI1640 (SH30027.01)  medyumu 

içerisine, Capan-2 hücre hattı için ise McCoy’s 5a (SH30200.01)  besiyeri 

içine aşağıdaki bileşenler eklenerek kullanıldı: 
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 50 mL FBS (HY-CH30160.02) 

 5 mL penisilin/streptomysin (HY-SV30010) 

 4 mL L-Glutamin (Wisent-609-065-ZL) 

 0,5 mL Plasmocin (ant-mpt-İnvivogen) 

olacak şekilde medyum hazırlandı. Medyum +4˚C’de muhafaza edildi. 

2.1.3. Stoktan Hücre Ekimi 

Azot tankında bulunan hücreler, 37˚C’de benmaride 2 dk eritildi. Eritilen 

hücreler 15 ml falkon içerisine alındı. Besiyeri ile karıştırılan hücreler 3 dk 

1100 rpm’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant atıldı, pellet (hücre) 

besiyerinde çözüldü ve hücre yoğunluğuna uygun flaska ekilip, 37˚C’de %5 

CO2’lik inkübatörde kültüre edildi. 

2.1.4. Hücre Pasajlanması 

Kültüre edilen hücreler %70-80 doluluk oranına ulaştığında, hücreler 

daha büyük yüzey alanına sahip flasklara alındı. Pasajlama işlemi, 

 Flaskdaki medyum uzaklaştırıldı. 

 Hücreler PBS (Phosphate Buffered Saline) (SH30256.01) ile yıkandı ve 

PBS uzaklaştırıldı. 

 Flask yüzeyini kaplayacak miktarda Trypsin-EDTA (%0.25) (HY-

SV30031.01) ile muamele edildi. Tripsinin aktif hale gelebilmesi için flask 

inkübatörde 5 dk inkübe edildi. 

 Flask yüzeyinden ayrılan hücrelerin üzerine besiyeri eklenerek hücreler 

toplandı ve falkon tüpe alındı. 

 3 dk 1100 rpm’de santrifüj edildi. 

 Tripsin içeren süpernatant atıldı. 
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 Pellet (hücre) besiyerinde homojen olacak şekilde çözüldü ve hücre 

sayısına uygun bir flaska ekilip,  37˚C’de %5 CO2’lik inkübatörde kültüre 

edildi. 

2.2. Kök Hücre İzolasyonu 

Çalışmada CD44, CD24 ve ESA yüzey markırları kullanılarak AsPC-1 

ve Capan-2 hücre hatlarından Kanser Kök Hücresi (KKH) ve Kanser Hücresi 

(KH) izole edildi.  

KKH izolasyonu, flow sitometri yöntemi ile yüzey markıları belirlenen 

hücre hatlarından MACS yöntemi ile izole edildi. 

 

Şekil 9. KKH ve KH grubu 

2.2.1. Flow Sitometri 

Aşağıdaki boyama protokolüne göre hücreler boyandı ve CD24, CD44 

ve ESA yüzey markırlarının ekspresyonları belirlendi. 

FACS analizleri ‘Dışkapı Yıldırım Beyazıt Eğitim ve Araştırma 

Hastanesinde’ bulunan FACSAriaIII (BD) cihazı kullanılarak cihazdan 

sorumlu teknik personel ile birlikte yapıldı. 

 

https://www.google.com.tr/search?q=flow+cytometry&sa=X&rls=com.microsoft:tr:%7Breferrer:source?%7D&rlz=2I7NDKB_trTR0537______&biw=1280&bih=699&tbm=isch&tbo=u&source=univ&ved=0ahUKEwi9g8esurjKAhXJ3CwKHUCcCIIQsAQIPA
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Flow Sitometri Boyama Protokolü; 

1- 75 flaskta kültüre edilen hücreler 4 mL Tripsin-EDTA ile kaldırıldı. 

2- 8 mL medyum eklendi, 1100 rpm’de 3 dk santrifüj edildi. 

3- Süpernatant döküldü ve hücreler 5 mL medyumda çözüldü ve hücre 

sayısı belirlendi. 

4- 1100 rpm’de 3 dk santrifüj edildi ve süpernatant döküldü. 

5- Hücreler 5 mL PBS ile pipetaj yapılarak çözüldü ve 1100 rpm’de 3 dk 

santrifüj yapıldı. 

6- Süpernatant döküldü hücreler 5 mL PBS’te çözüldü ve 3.106/mL 

olacak şekilde 10 mL’lik tüplere bölündü. 

7- Bölünen hücreler 1 mL PBS ile yıkandı ve 1100 rpm’de 3 dk santifüj 

edildi. 

8- Süpernatant döküldü. Süpernatantın tamamen uzaklaşması için 

hücreler peçete üzerinde 2 sn bekletildi ve hücreler 3 sn vortekslendi. 

9- Kullanılan antikorlar (anti-human CD44-PE 0,5 µl; anti-human CD24-

BV421 5 µl; anti-human ESA-APC 5 µl ) hücrelerin üzerine eklendi, 3 

sn vortekslendi ve 30 dk karanlıkta oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakıldı. 

NOT: Bu aşamada boyamadığımız hücrelere (kontrol olarak kullanılan 

hücreler) antikor eklenmedi. 

10- 30 dk sonunda hücrelerin üzerine 1 mL PBS eklendi, 3 sn vortekslendi 

ve 1100 rpm’de 3 dk santrifüj yapıldı. 

11- Süpernatant döküldü hücreler 3 sn vortekslendi. 1 mL PBS eklendi ve 

1100 rpm’de 3 dk santrifüj yapıldı. 

12- Süpernatant döküldü. Kontrol olarak kullanılacak hücre 300 µl’de, 

antikor eklenen hücreler ise 500 µl’de çözülüp vortekslendi ve 

FACSAriaIII (BD) cihazında okutuldu. 
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2.2.2. MACS (Magnetic-activated cell sorting) 

 Örnek sayısınca 1,5 mL’lik eppendorf tüp çıkarıldı. 

 Goat anti-mouse IgG magnetic beads +4˚C’den alındı, spin down yapıldı,  

vortekslendi. 

 1000 µl soğuk 1XPBS içine 1 µl beads eklendi ve  +4˚C’de bulunan shakerda 

hızlı bir şekilde 2 dk inkübe edildi. 

 1,5 mL’lik eppendorf tüp alındı manyetik racka (life tec. DynaMag tm-2 cat 

no:13221D) yerleştirildi ve 2 dk inkübe edildi. 

 

Şekil 10. DynaMag 

 PBS çekildi (beadslere zarar verilmeden). Eppendorf tüp racktan alındı 

üzerine 1000 µl temiz soğuk 1XPBS eklendi ve pipetaj yapıldı (yavaş 

bir şekilde beadslerin eppendorf tüpün duvarından ayrıldığını görülene 

kadar). 

 Bu işlem 3 defa tekrarlandı (yıkama işlemi 3 kez tekrarlanmış oldu). 

o En son yıkama işleminde rackta 2 dk bekleme süresinden 

sonra 1,5 mL’lik eppendorf tüp racktan çıkarıldı ve beadsler 20 
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µl soğuk 1XPBS ile çözüldü ve 5 µl CD24 antikor eklendi, 

+4˚C’de 90 dk shakerda bekletildi. 

o 90 dklık inkübasyon sırasında kullanılacak olan hücreler 

kaldırıldı. 

 İnkübasyon sonunda örnek 2 dk manyetik rackta bekletildi süpernatant 

atıldı. 

 1000 µl temiz soğuk 1XPBS eklendi ve pipetaj yapıldı (yavaş bir 

şekilde beadslerin eppendorf tüpün duvarından ayrıldığını görülene 

kadar). 

 +4˚C’de shakerda 2 dk inkübe edildi (yavaş ayarda), süpernatant atıldı 

 Eppendorf tüp racktan alındı üzerine 1000 µl temiz soğuk 1XPBS 

eklendi ve pipetaj yapıldı. 

 Yıkama işlemi toplamda 4 kez tekrarlandı. 

 İnkübasyon sonunda örnek 2 dk manyetik rackta bekletildi, 

süpernatant atıldıktan sonra racktan çıkarıldı ve beads+antikor 

karışımı 100 µl 1XPBS te çözüldü. 

 Yıkama sonrasında hücreler 900 µl PBS te çözüldü ve non-spesifik 

bağlanmaları engellemek için 50 µl FBS eklendi. 

 30 dk shakerda  +4˚C’de bekletildi. 

 İnkübasyon sonrasında eppendorf manyetik rackta 10 dk bekletildi. 

 10 dk sonunda manyetik rackta tutunan hücreler pozitif hücrelerdir. 

Tutunmayan hücreler ise negatif ya da beads bağlanmamış 

hücrelerdir. 

 Negatif ya da beads bağlanmamış hücreler, bağlanmış (pozitif) 

hücrelere zarar verilmeden çekildi. 

 Eppendorf tüp manyetik racktan alındı hücreler 500 µl kök hücre 

medyumu ile yavaşça pipetaj yapılarak çözüldü. 

 Hücreler 4 mL kanserli kök hücre medyumu ile 25’lik flaska ekildi. 
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2.2.3. %2’lik agarlı flask hazırlanması 

 100 mL distile suya 2 gr agarose (Lonza SeaKem ® LE Agorase 

Catolog no: 50005) ve 0.9 gr NaCl (Sigma Cat no: 31434-1KG-R) 

eklendi. 

 Sıvı otoklavda 121˚C’de 20 dk otoklavlandı. 

 40-70˚C’de iken Greiner Bio-one 690175 katalog numaralı 25’lik 

flaskın içine 8 mL konuldu. Flask kabin içinde düz bir yere konularak 

agarın kuruması beklendi. Bu işlem Class II Biyogüvenlik kabini içinde 

yapıldı. 

 Kuruyan agarlı flasklar alimünyum folyoya sarılarak 4˚C’de saklandı. 

NOT: Agarlı flasklar kullanılmadan önce 5 mL 1XPBS ile yıkandı. 

2.2.3.1. KKH Medyumu Hazırlanması 

 KKH medyumu kullanılacağı kadar taze hazırlandı. 

 50 mL medyum için; 

 50 mL medyum (hücrenin kültüre edildiği medyum fakat FBS, 

Penisilin, PI, L-glutamin eklenmemiş) 

 AsPC-1 KKH medyumu RPMI1640  

 Capan-2 KKH medyumu McCoy’s 5a 

 20 µl EGF (ab179628) 

 50 µl FGF (ab9596) 

 1 mL B27 (17504-044) 

 500 µl N2 (17502-048) 

 150 µL Penicillin-Streptomycin (HY-SV30010) 

 Tüm maddeler eklendikten sonra medyum 0,22 µm’lik enjektör 

filtresinden geçirildi ve 4˚C’de saklandı. 
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2.3. KKH Validasyonu 

2.3.1. Küre Oluşum Analizi 

KKH’leri %2 agar içeren katı yüzeyde KKH medyumu ile kültüre edildi 

ve küre oluşumu incelendi.  KKH’ler ekildikten sonraki her 2 günde taze KKH 

medyumu eklendi. Hücre morfolojisindeki değişimler 2-4 hafta boyunca 

gözlemlendi. Küre oluşumu hücre hattına ve hücre yoğunluğuna göre 

değişmekle birlikte genellikle 2.günde hücrelerin şekilleri değişip ortalama 5 

gün sonra küreler oluşmaya başladı. 

2.3.2. Hücreden Total RNA izolasyonu 

AsPC-1 ve Capan-2 hücre hatlarından izole edilen KKH ve KH’ lerden 

Fenol-Kloroform yöntemi ile Total RNA izolasyonu yapıldı. 

 Hücreler 6 well plate ekildi ve %70 doluluk oranına ulaşıncaya kadar 

kültüre edildi. 

 Hücreler 2 defa 1 mL 1XPBS ile yıkandı. 

 1000 µl Trıpure ısolation reagent eklendi. 5 dk oda sıcaklığında 

inkübe edildi. 

 Hücreler pipet ucu yardımıyla kazınarak 1,5 mL’lik eppendorf tüpe 

alındı. 

 Hücrelerin homojenize olması için yaklaşık 2 dk karıştırıldı. 

 Oda sıcaklığında 5 dk inkübe edildi. 

 200 µl kloroform eklendi ve renk değişene kadar 2-3 dk sallandı. 

 12.000 rpm’de 15 dk 4˚C’de santrifüj yapıldı. 

 Üstteki şeffaf kısım yeni 1,5 mL’lik eppendorf tüpe aktarıldı. 

 500 µl 2-propanol eklendi. Sallanarak karıştırıldı ve oda sıcaklığında 

10 dk inkübe edildi. 

 12.000 rpm’de 10 dk 4˚C’de santrifüj yapıldı. 
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 Süpernatant RNA ya zarar vermeden dikkatlice atıldı. %75’lik 

etanolden 1000 µl eklendi ve hafifçe sallandı. 

 12.000 rpm’de 5 dk 4˚C’de santrifüj yapıldı. 

 Süpernatant atıldı ve alkolün uzaklaşması için 10-15 dk oda 

sıcaklığında kapakları açık olarak bekletildi. 

 40 µl DEPC-treated su eklenerek RNA pipetajla çözüldü ve Thermo 

Nanodrop 2000c’ de ölçüldü. 

 İzole edilen RNA’lar -85˚C’de saklandı. 

2.3.2.1. cDNA sentezi 

cDNA sentezi için Thermo-Scientific Reveraid First Strand cDNA sentez 

kiti kullanıldı. 

 İzole edilen Total RNA’lar 1 µg’a eşitlendi. 

 Eşitleme işleminden sonra örnek sayısı kadar 1,5 mL’lik eppendorf tüp 

çıkarıldı. 

 Her tüpe 1 µl oligo(dT) primer konuldu ve her bir örnek için 

hesaplanan miktarda RNA sırasıyla eppendorf tüpe konuldu. 

 Her bir örnek için hesaplanan miktarda DEPC-treated su sırasıyla 

eppendorf tüplere konuldu (örneğin RNA 2 µl ise 11 µl’ye 

tamamlayacak şekilde yani 9 µl DEPC-treated su tüplere konuldu). 

 Ayrı bir temiz eppendorf tüpün içine aşağıdaki oranlarda mix 

hazırlandı. 
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Tablo 3. cDNA sentezi için kullanılan kit ve miktarları 

5xReaction Buffer 4 µl 

Ribolock RNase İnhibitor 1 µl 

10mM DNTP mix 2 µl 

RevertAid Reverse Transcriptase 1 µl 

 

 Hazırlanan mix örnek tüplerinin üstüne 8 µl olacak şekilde dağıtıldı ve 

toplam hacim 20 µl oldu. 

 42˚C’de 60 dk ve 70˚C’de 5 dk inkübasyondan sonra spin attırıldı. 

 cDNA’lar -20˚C’de saklandı. 

2.3.3. Primer Tasarımı 

NCBI, Ensembl ve PrimerQuest veri tabanlarından yararlanılarak KLF-

4, OCT-4, SOX-2, CD24 ve β-aktin genlerine spesifik primer dizaynı yapıldı. 

KLF-4, OCT-4, SOX-2, CD24 ve β-aktin genlerine spesifik primer 

dizileri; 
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Tablo 4. Çalışmada kullanılan primeler 

Gen adı Forward primer Reverse primer 
PCR ürün 

büyüklüğü (bp) 

SOX-2 5’AACCCCAAGATGCA

CAACTC3’ 

5’CGGGGCCGGTATTTA

TAATC 3’ 

152 

OCT-4 5’CAGTGCCCGAAACC

CACAC3’ 

5’GGAGACCCAGCAGC

CTCAAA 3’ 

161 

KLF-4 5’AAACCAAAGAGGGG

AAGACG 3’ 

5’ATGTGTAAGGCGAGG

TGGTC 3’ 

287 

CD24 5’ACATGGGCAGAGCA

ATGGTG 3’ 

5’GAGACCACGAAGAGA

CTGGC 3’ 

217 

β-aktin 5’TTCCTGGGCATGGA

GTCCT 3’ 

5’AGGAGGAGCAATGAT

CTTGAC 3’ 

204 

2.3.3.1. Gradient PCR 

Primerlerin bağlanma ısısını belirlemek için gradient PCR yapıldı. Tm 

sıcaklığı 2(A+T)+4(G+C) şeklinde hesaplandı ve bu sıcaklığın 2 şer derece 

artırılması ve azaltılması ile PCR kuruldu. Her bir örnek için aşağıda belirten 

oranlarda mix hazırlandı ve belirlenen sıcaklıklarda Techne 5000 cihazı 

kullanılarak PCR işlemi gerçekleştirilirdi.  
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Tablo 5. Gradient PCR mix oranları 

NH4 buffer x2,5 µl 

Forward primer (20pmol) x0,5 µl 

Reverse primer (20 pmol) x0,5 µl 

dNTP x0,5 µl 

MgCl2 x2,5 µl 

Taq Polimeraz x0,2 µl 

Nuclease free water x16,3 µl 

cDNA 2 µl 

2.3.3.2. Agaroz jel elektroforezi 

Gradient PCR işlemi sonrasında primerlerin hedef bölgeyi spesifik bir 

şekilde çoğaltıp çoğaltmadığını kontrol etmek için PCR ürünleri agaroz jele 

yüklendi. 

Agaroz jel şu şekilde hazırlandı: 

 100 mL TBE buffer’ın içine 2 gr agoroz konuldu. 

 Mikrodalga fırında sıvı şeffaf  bir görünüm kazanana kadar ısıtıldı, 

biraz soğuması için beklenildi. 

 DNA için interkalasyon  ajan olan EtBr’dan 3,16 µl eklendi. 

 Agaroz jel, jel tabaklarına döküldü ve kurumaya bırakıldı. 

Kuruma işleminden sonra örnekler loading dye ile birlikte kuyucuklara 

yüklendi (5 µl örnek:1 µl loading dye). 100 voltta 30 dk yürütme işleminden 

sonra görüntüleme işlemi yapıldı. DNA bölgeleri UV ışığının altında kesilerek 

eppedorf tüpe alındı ve jel ekstraksiyonu basamağına geçildi. 
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2.3.3.3. Jel ekstraksiyonu 

5 gen için yapılan agaroz jel elektroforez işlemi sonrasında; 

 DNA jel ekstraksiyonu ucu ile dikkatli bir şekilde jelden geri alındı. 

 Kesilen DNA’lar 1,5 mL’lik eppendorf tüpüne alındı ve üzerine 40 µl 

Binding buffer eklendi. 

 Tüpler 55˚C’de 10 dk inkübasyona bırakıldı ve inkübasyon sırasında 

2-3 dakikada tüpler hafifçe vortekslendi. 

 Tüplere 40 µl isopropanol eklendi ve vortekslendikten sonra spin 

attırıldı. 

 Tüm içerik spin kolona aktarıldı ve 13.000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

Toplama tüpü boşaltıldı. 

 Spin kolona 40 µl Binding buffer eklendi ve 13.000 g’de 1 dk santrifüj 

edildi. Toplama tüpü boşaltıldı. 

 Spin kolona 700 µl wash buffer eklendi. 13.000 g’de 1 dk santrifüj 

edildi. Toplama tüpü boşaltıldı. 

 Alkolün tamamen uzaklaşması için toplama tüpü boş olacak şekilde 

13.000 g’de 1 dk boş olarak santrifüj edildi. 

 Spin kolon 1,5 mL’lik yeni ve temiz bir eppendorf tüpe aktarıldı. 

 Spin kolonun merkezine doğru 30 µl elution buffer eklendi ve 13.000 

g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Nanodrop’ta ölçüldü. qRT-PCR için standartların hazırlanmasında 

kullanıldı. 

2.3.4. qRT-PCR 

Housekeeping gen olarak β-aktin kullanıldı ve KLF-4, OCT-4, SOX-2 ve 

CD24 genlerinin ekspresyon seviyeleri kantitatif olarak tespit edildi.  
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Tablo 6. qRT-PCR mix oranları 

SYBR Green mix x10 µl 

Forward primer (20pmol) x0,5 µl 

Reverse primer (20 pmol) x0,5 µl 

DEPC-treated water x7µl 

cDNA 2 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

http://www.google.com.tr/aclk?sa=l&ai=CmkKKXyJSVKL0O6GrywPax4HgD-mDk8IF6eXAtRvc4_GMAQgAEAEoA1Dg1OupA2CZ5p2GgCGgAd-Grv8DyAEBqgQhT9BRTgiyMeHzIKKGeeR05vFgN-z4i6H4Zg-b4chBVJ1zgAeJ-VGIBwGQBwKoB6a-Gw&sig=AOD64_03Rm5_U41jC63bpfVGZ1yYYSXzWQ&rct=j&q=&ved=0CBsQ0Qw&adurl=http://www.promega.com/products/pcr/
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3. BULGULAR 

3.1. Hücre Kültürü 

AsPC-1 ve Capan-2 hücre hatlarının kültürdeki görünümleri. 

 

 

Şekil 11. AsPC-1 hücre hattı 
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Şekil 12. Capan-2 hücre hattı 

3.2. Kök Hücre İzolasyonu 

3.2.1. Flow Sitometri 

AsPC-1 ve Capan-2 hücre hatlarında CD24, CD44 ve ESA yüzey 

markırlarının yüzdeleri belirlendi. 
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Şekil 13. AsPC-1 hücre hattının flow sitometri analizi. a.antikor eklenmemiş, 

boyanmamış negatif hücreler, b.ESA ve CD24 antikoru ile yapılan 

boyama, c.CD44 antikoru ile yapılan boyama 
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Şekil 14. Capan-2 hücre hattının flow sitometri analizi. a.antikor eklenmemiş, 

boyanmamış negatif hücreler, b.ESA ve CD24 antikoru ile yapılan 

boyama, c.CD44 antikoru ile yapılan boyama 

Tablo 7. Flow sitometri analiz sonucu, AsPC-1 ve Capan-2 hücre hatlarının 

yüzey markır pozitiflikleri 

 

3.1.2. MACS (Magnetic-activated cell sorting) 

Kültüre edilen AsPC-1 ve Capan-2 hücre hatlarından Magnetic Beads 

yöntemi ile KKH ve KH izolasyonu yapıldı.  
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3.2. İzole Edilen KKH’ların Validasyonu 

3.2.1. Küre Oluşum Deneyi 

MACS yöntemi ile izole edilen KKH’lar küre oluşum deneyi için, KKH 

medyumu ile agarlı flaska ekildi. 

AsPC-1 KKH’larının 7 günde küre oluşturduğu gözlemlenirken, Capan-2 

KKH’larının 4 günde küre oluşturduğu gözlemlendi. 

 

 

Şekil 15. AsPC-1 hücre hattının küre oluşum deneyi 
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Şekil 16. Capan-2 hücre hattının küre oluşum deneyi 
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3.2.2. KKH ve KH’ den RNA İzolasyonu 

Tablo 8. KKH ve KH’ lerinin RNA izolasyon sonuçları 

HÜCRE HATTI ADI 
NÜKLEİK ASİT (RNA) DEĞERİ 

(ng/µl) 
OD 260\280 

AsPC-1 KKH (+) 1087 1,99 

AsPC-1 KKH (-) 1015,1 1,99 

Capan-2 KKH (+) 760,3 1,96 

Capan-2 KKH (-) 795,6 1,96 

3.2.3. qRT-PCR 

KLF-4, OCT-4, SOX-2 ve CD24 genlerinin ekspresyon seviyeleri 

kantitatif olarak tespit edildi. 

MACS yöntemi ile izole edilen KKH ve KH grubu arasındaki CD24 ve 

KKH grubunda artmasını beklediğimiz KLF-4, SOX-2, ve OCT-4 

ekspresyonlarına bakıldı. 
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Şekil 17. AsPC-1 hücre hattında KLF-4, OCT-4, SOX-2 ve CD24 genlerinin 

ekspresyon seviyeleri 
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Şekil 18. Capan-2 hücre hattında OCT-4, SOX-2 ve CD24 genlerinin 

ekspresyon seviyeleri 
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4. TARTIŞMA 

Kanser multifaktöryel bir hastalık olup, bakteriler, virüsler, radyasyon 

kalıtım, çevresel faktörler, beslenme alışkanlığı ve kimyasallar gibi birçok 

faktör kanser oluşumundan sorumludur [3]. Kardiyovasküler sisteme ait 

hastalıklardan sonra ölümlerin en sık ikinci nedenidir [4]. Oluştuğu bölgeye 

göre isimlendirilmesi ve sınıflandırılması sonucu 80 farklı kanser türü olduğu 

belirlenmiştir [5].  

 Pankreas kanseri, ileri yaşlarda daha sık ortaya çıkan, agresif seyirli, 

ölümcül malign kanserlerden biridir [10]. Pankreas kanseri dünya çapında 

malignite kanserler arasında 12. sırada yer almaktadır [11], 5 yıllık sağ kalım 

oranı %5-%7 arasındadır [14]. Şişmanlık, yaş, alkol kullanımı, bireyde 

pankreatit bulunması, genetik faktörler, diabetes mellitus, sigara içimi önemli 

risk faktörleridir. Özellikle sigara içimi çok önemli bir faktör olup sigara 

içenlerde içmeyenlere göre 2,2 kat daha fazla pankreas kanseri riski vardır 

[1,15]. 

Tıpta yaşanan gelişmelere bağlı olarak pankreas kanseri için etkin ve 

sağ kalım oranını artırıcı bir tedavi yöntemi henüz geliştirilememiştir. 

Dokunun cerrahi olarak çıkarılması, radyoterapi ve kemoterapi gibi birçok 

tedavi yöntemi birlikte ve tek olarak kullanılmaktadır fakat tümörün agresif 

yapısı ve metastaz yeteneğinin ortadan kaldırılması için yeterli 

gelmemektedir. Bu nedenle daha etkili ve hasta için daha az toksik tedavi 

yöntemlerinin geliştirilmesi için hastalığın genetiğinin ve biyolojisinin daha iyi 

bilinmesi yeni tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesi için büyük önem arz 

etmektedir.  

Günümüzde kanser tedavisinde etkin olabilmek için seçilen hedeflerden 

biri de kanser kök hücrelerdir. Kanser kök hücresi büyük oranda normal kök 

hücrelere benzemektedir. Farkı; klasik kanser tedavilerine direnç 

oluşturması, tümör kitlesi oluşturma ve metastazdan sorumlu olmasıdır [88]. 

Literatür çalışmaları KKH’ların tümörün oluşması ve metastazından sorumlu 

olduğunu desteklemektedir. 
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KKH ilk defa Bonnet ve Dick tarafından 1997 yılında akut myeloid 

lösemi (AML) de tanımlanmıştır [90]. Araştırmacılar AML’li hastadan lösemik 

hücreleri izole etmiş ve bunları hücre zarı antijenik yapılarına göre ayırmıştır. 

CD34+/CD38- yüzey markırlarına sahip az sayıdaki lösemik hücrelerin, 

bağışıklık sistemi çökertilmiş farelere transferiyle primer neoplazmaya benzer 

tümörlerin oluştuğunu göstermiştir. Aynı tür fareye yüzey markırları 

CD34+/CD38- den farklı karaktere sahip lösemik hücreler transfer edildiğinde 

tümör oluşumu gözlenmemiştir. Daha sonraki yıllarda KKH’nın varlığı meme 

[91], beyin [92], prostat [93], yumurtalık [94] ve baş-boyun kanserlerini [95] 

kapsayan birçok solid tümör tipinde bildirilmiştir. 

Pankreas kanserinin tedavisindeki başarısızlıklarda ve hastaların ölüm 

oranlarının yüksek olmasında esas sorumlunun pankreas kanseri kök 

hücrelerinin olduğu düşünülmektedir. 

Pankreas kanserinde ilk defa 2007 yılında Li ve arkadaşları kanser kök 

hücrelerinin varlığını ispat etmişlerdir. Fare xenograft modeli ile yaptıkları 

çalışmada, az sayıda olan CD44, CD24 ve epithelial-specific antigen (ESA) 

hücre yüzey markırlarını eksprese eden hücrelerin yüksek tümörijenik 

özelliğe sahip olduklarını ve kök hücre özelliği gösterdiklerini saptamışlardır 

[100]. 

Li ve ark. 2007 primer tümörden elde ettikleri  hücre hattında   Flow 

sitometri yöntemi ile yüzey markırlarının pozitifliklerini belirlemişler; CD44 

pozitifliğini %2-9, CD24 pozitifliğini %3-28 ve ESA pozitifliğini ise %11-70 

şeklinde olduğunu göstermişlerdir. Yine  Shah ve ark. 2007 yaptığı benzer bir 

çalışmada AsPC-1’in yüzey markırı pozitiflikleri, CD24 %0.4, CD44 %16.7, 

ESA  %2.4 ve üçlü boyama sonucu %0.4 şeklinde bulmuştur. Biz projemizde 

AsPC-1’in hücre hattında KKH yüzey markırlarını ESA %99, CD44  %97 ve 

CD24 %3 oranında pozitif olarak tespit ettik.  

Shi-Neng ve ark Capan-2 hücre hattında KKH belirleme tekniklerinden 

biri olan Hoechst boyamayı kullanmışlardır ve KKH popülasyonunun %3.6 ± 

%1.2 arasında olduğu belirlemişlerdir (117). Kabashima ve arkadaşlarının 

yaptığı benzer bir çalışmada KKH popülasyonu %8.2 ± %5.2 arasında 

belirlenmiştir (118). Çalışmamızda Capan-2 hücre hattında KKH yüzey 
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markırlarını flow sitometri yöntemi ile ESA %97, CD44  %98 ve CD24 %1 

oranında pozitif olarak belirledik. 

KKH’nın Bonnet ve Dick tarafından 1997 yılında akut myeloid lösemi 

(AML) de tanımlanması  [90] ardından KKH’lara özgü hücre yüzey 

markırlarının bulunarak KKH’ların belirlenmesi ve karekterize edilmesi, 

nişlerinin, biyolojilerinin anlaşılması KKH’ların potansiyellerinin anlaşılması 

açısından büyük önem taşımaktadır. Bunun içinde in vivo ortamda belirlenen 

özelliklerin in vitro ortamda da değerlendirilmesi önemlidir. Bu 

değerlendirmede kullanılan deneylerden biri de bizim çalışmamızda 

yaptığımız küre oluşum deneyidir (sphere from assay). Küre oluşum deneyi, 

kök hücre biyolojisinde çok sık kullanılan bir yöntemdir. Teorik olarak kök 

hücrenin farklılaşma ve kendini yenileme özelliğinin tek hücre seviyesinde in 

vivo ortamda değerlendirilmesini sağlar. Kök hücre özelliği taşıyan hücrelerin 

kültür ortamında küre benzeri yapı oluşturdukları tespit edilmiştir [120].  

Pankreas kanseri KKH’lerinin de, KKH medyumunda belli bir süre sonra 

küre oluşturduğu gözlemlenmiştir [102,117,121]. Yue ve arkadaşlarının 

yaptıkları çalışmada pankreas kanserinde KKH çalışmalarında elde ettikleri 

küreler için Pancreatospheres terimini kullanmışlardır (121). Yine aynı 

çalışmada AsPC-1 hücre hattı KKH’ larının 7 gün içerisinde küre oluşturduğu 

tespit edilmiştir. Bizim çalışmamızda ise 7 günde küre oluşturmuştur. 

Literatürde Capan-2 hücre hattının 5-7 gün arasında küre oluşturduğu 

belirtilirken  çalışmamızda 4 günde küre oluşumu gözlemlenmiştir [121]. 

KKH izolasyonu ve küre oluşum deneyinden sonra KKH’da 

ekspresyonunun artması beklenen kök hücre markırlarının (OCT-4, KLF-4 ve 

SOX-2) ve CD24  [77] ekspresyonlarına bakıldı. 

KKH’ lerde CD24, OCT-4, KLF-4 ve SOX-2 ekspresyonlarının KH’lara 

göre daha fazla ekspresse olmasını bekliyorduk. qRT-PCR sonucu AsPC-1 

hücre hattında KKH grubu ile KH arasında CD24 ekspresyon farkının 

yaklaşık 23 kat olduğunu belirledik. Bu sonuç bizim MACS ile yaptığımız KKH 

izolasyonunun doğru olduğunu göstermiş oldu. Yine KKH markırı olan OCT-4 

da 11 kat, KLF-4’ te 14 kat, SOX-2’ de ise 17 kat fark bulduk. 
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Capan-2 hücre hattında ise CD24 pozitif KKH hücre grubu ile CD24 

negatif KH arasında CD24 ekspresyon farkı 4,5 kat, OCT-4 için 4 kat, SOX-2 

için 2 kat ve KLF-4 için ise 7 kat fark bulduk. 

Sonuç olarak KKH, pankreas kanserinin de içinde bulunduğu birçok 

kanser tipinin etyopatogenezinde ve tedaviye direnç göstermesinde önemli 

rol oynamaktadır. Bunun içinde KKH’nın sinyal yolaklarının,  genetik ve 

epigenetik özelliklerinin iyi anlaşılarak daha etkin tedavi yöntemlerinin 

oluşturulması önemlidir. Bu çalışmaların temel başlangıç noktası da 

KKH’ların izolasyonu ve karekterizasyonudur. Bu çalışmaların yapılabilmesi 

için KKH izolasyonun ve karakterizasyonun doğru şekilde yapılması önem 

arz etmektedir. Biz de bu çalışmamız ile pankreas kanseri KKH izolasyonunu 

MACS yöntemi ile yaparak, KKH’ ların karekterizasyonunu küre oluşum 

deneyi ve qRT-PCR ile doğruladık. 
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