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OZET

[YILDIRIM, Kiibra]. [Pankreas Kanseri Kok Hiicresinin izolasyonu ve
Karakterizasyonul], [Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2016].

Kanser, guinuimuzde kardiyovaskuler sisteme ait hastaliklardan sonra élimlerin en
sik ikinci nedenidir. Bati toplumlarinda her ¢ kisiden birinde kanser goériimekte ve
bu kisilerden beste biri yasamini yitirmektedir. Tani ve tedavinin gelismesi ile her yil
kanser vakasi teshisi daha da artmaktadir.

Pankreas kanseri mortalitesi yuksek bir hastaliktir. 5 yillik sagkalim %5’den az olup
hastalarin buylk bir kismi bir yildan daha kisa surede kaybedilmektedir. Tedavisi en
zor kanser turlerinden biri olup etkin bir tedavi yontemi yoktur. Ayrica erken tani igin
spesifik bir belirteci olmamasi hastaligin gec¢ evrelerde teshis edilmesine sebep
olmaktadir.

Kdék hlicrede meydana gelen genetik ve epigenetik dedisikler hiicrenin invaziv ve
metastatik 6zellik kazanarak kanser kok hicre (KKH) 6zelligi kazanmasina sebep
olur. KKH timorin etiyogenezinden ve timor dokusu igindeki kanser hicrelerinin
olusumundan sorumludur. KKH, kendi-kendini yenileme, sinirsiz ¢ogalma
potansiyeline ve metastaz yetenegine sahiptir. KKHnin kanser hicresi olusturma
Ozelligi, kanser hucreleri ve KKH arasindaki genetik ve epigenetik farkliliga isaret
etmektedir.

Pankreas kanserinin tedavisindeki basarisizliklar ve hastalarin 6lum oranlarinin
yuksek olmasi dikkati KKH’lere ¢ekmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalarla
KKH’nin varligi meme, beyin, prostat, yumurtalik ve pankreas kanserlerini kapsayan
bircok solid timar tiplerinde bildirilmistir. Pankreas kanseri kdk hicrelerinin varligi
ise ilk kez 2007 yilinda Li ve arkadaslari tarafindan bildiriimistir. Fare xenograft
modeli ile yaptiklarn ¢alismada, az sayida olan CD44, CD24 ve epithelial-specific
antigen (ESA) hicre ylzey markirlarini eksprese eden hiicrelerin ytksek timdrijenik
Ozellige sahip olduklarini saptamislardir. Bu hicrelerin - timér  olusturma
potansiyellerinin, timorijenik 6zelligi olmayan hucrelere kiyasla 100 kat fazla oldugu
gosterilmistir.

Bu bilgilerden yola gikarak ¢calismamizda, pankreas kanserine ait AsPC-1 ve Capan-
2 hicre hatlarinda CD44, CD24 ve ESA biomarkirlari kullanilarak KKH ve kanser
hiicresi izolasyonu yapilmistir. izole edilen hiicrelerin validasyonu morfolojik olarak,
kire olusum deneyi ve markir genlerin ekspresyonuna bakilarak kontrol edilmigtir.

Anahtar Sozciikler: kanser kok hicre, pankreas kanseri



ABSTRACT

[YILDIRIM, Kiibra]. [Isolation and Characterization of Pancreatic Cancer Stem
Cells], [Yuksek 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. GIRIS

1.1. KANSER

Kanser blUyume o&zellikleri bozulmus hucrelerin  bdlgesel olarak
yayllimidir. Basit bir ifadeyle kontrolsiz hicre ¢ogalmasi olarak
tanimlanabilir. Kontrolsuz ¢ogalmanin yani sira kanser hulcresinin
bolinebilmek igin dig uyaranlara ihtiyag duymama, ¢cogalmayi baskilayici
sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve
metastaz yapabilme 6zellikleri sayilabilir [1,2].

Kanser multifaktoriyel bir hastalik olup, bakteriler, virUsler, radyasyon
kalitim, cevresel faktorler, beslenme aligkanligi ve kimyasallar gibi birgok
faktor kanser olusumundan sorumludur [3]. Tum kanserler, DNA dizisindeki
birtakim anormalliklerle olusmaktadir. Kanserlerin %10-15’inin kalitimsal
oldugu, %85-90’'hk kismini ise canli hicrelerdeki DNA'nin, mutajenlere maruz
kalmasi, hucre DNA’sindaki hafif devamh degisiklikler ve replikasyonda
hatalar olusmasi ile sekillendigi disinilmektedir. Olusan bu mutasyonlardan
biri, icinde bulundugu hucrenin buyumesini ve bu hucreden tureyen bir
kanserli hucrenin olugsmasini saglar.

Gunumuzde kanser, kardiyovaskuler sisteme ait hastaliklardan sonra
olumlerin en sik ikinci nedenidir [4]. Olustugu bodlgeye gore isimlendiriimesi
ve siniflandiriimasi sonucu 80 farkli kanser tirt oldugu belirlenmistir [5].

Bati toplumlarinda her U¢ kisiden birinde kanser gorulmekte ve bu
kisilerden beste biri yasamini yitirmektedir [1,7]. Gelismis ve az gelismis
ulkelere bakildiginda, bu Ulkelerdeki kanserlerin buyume hizlarinin ve
profillerinin farkh oldugu goérulir. Gelismis Ulkelerde, erkeklerde akciger ve
prostat kanseri, kadinlarda ise meme kanseri ve kolorektal kanserler daha sik
gorulurken, az gelismis Ulkelerde ise erkeklerde akciger, mide ve karaciger
kanseri, kadinlarda da meme ve serviks kanseri daha sik gorulmektedir [6].
Tarkiye'de ise erkeklerde akciger, mesane ve mide kanserleri, kadinlarda da

meme kanseri ve kolorektal kanserler daha sik gérilmektedir. Ulkemizin



gelismis ulkelere gore en onemli farki tutin nedenli kanserlerin daha fazla
olmasidir. Turkiye’de akciger kanseri insidansi %63 ve larinks kanseri
insidansi %10 iken Avrupa Birligi Ulkelerinde ise ayni insidanslar %55 ve %8
dir [8].

1.2. KANSER GESITLERI

Kanser insan vicudunda olustugu bdlgeye ve organa gore cesitlilik
g6stermektedir. Ornegin; Rahim Agzi Kanseri, Meme Kanseri, Goz Kanseri,
Pankreas Kanseri, Melanoma, Prostat Kanseri, Anal Kanal Kanseri, Kan
Kanseri, Rahim Kanseri, Karaciger Kanseri olmak Uzere bir¢ok kanser ¢esidi
vardir [9].

1.3. PANKREAS KANSERI

Pankreas kanseri, ileri yaslarda daha sik ortaya cikan, agresif seyirli,

olumcul, malign kanserlerden biridir [10].

1.3.1. Pankreas Kanseri Epidemiyolojisi

Pankreas kanseri dunya capinda malignite kanserler arasinda 12.
sirada yer almaktadir. Erkeklerde kanser iligkili 6lum oranlar siralamasinda
yedinci sirada, kadinlarda ise sekizinci siradadir [11]. Gelismis Ulkelerde
kanser ile iligkili 6lum siralamasinda doérdincu siradadir [12]. Pankreas
kanseri gorulme sikhgini gittikce artmaktadir, 2030’da ABD kanser iligkili
0lum siralamasinda ikinci sirada yer almasi beklenmektedir [13]. Hastaligin 5
yilhk sag kalim orani %5-%7 arasindadir. Metastatik olan hastalarda sag
kalim 20-24 ay iken, lokal olarak ilerlemis pankreatik duktal adenokarsinoma
(PDAC)’'da 6-9 aydir [14].
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Sekil 1. Pankreas hicresinde kanser olugsumu [123].

1.3.2. Risk Faktorleri

Sismanlik, yas, alkol kullanimi, bireyde pankreatit bulunmasi, genetik
faktorler, diabetes mellitus, sigara icimi énemli risk faktorleridir. Ozellikle
sigara igimi ¢ok énemli bir faktor olup sigara i¢cenlerde icmeyenlere gore 2,2
kat daha fazla pankreas kanseri riski vardir [1,15]. Epidemiyolojik galismalara
en sik rastlanan risk faktorleri yas ve sigara i¢imidir [16]. Ayni zamanda
yapilan ¢alismalar naftilamin, benzidin ve petrol Grinlerinin kullanildigi bazi
enduUstri kuruluslarinda c¢alisanlarinda pankreas kanserinin daha sik

goruldugu belirlenmistir [17].



Pankreas kanserinde artmis risk faktori hasta yakinlarinda da
gosterilmis, %10’unun genetik ile iligkili oldugu belirlenmistir. TUmor supresor
genleri (INK4A, BRCA2 ve LKB1) ve DNA mismatch tamir genlerinin ailesel
PDAC ile baglantili oldugu belirlenmistir [18,19].

1.3.3. Tani, Evreleme ve Tedavi

Pankreas kanseri belirtileri ile birgok malign ve benign diger organ
hastaliklari ile benzer bulgulari tagiyabilir [20].

Pankreas kanseri yayilim gosterinceye kadar sessiz kalmaktadir. Tani
koyulan hastalarin yaklasik olarak %20’si mudahale edilebilir olmaktadir [21].
Hastalarda en sik gorulen pankreatik neoplazm PDACdir ve tumor
vakalarinin %85’inde goérulur [21,22].

Hastalar en sik agri, kilo kaybi, sarilik sikayeti ile gelmektedir. ileri evre
ile gelen hastalarin %80-85’inde agri mevcuttur [19, 23].

Pankreas kanserinin tanisinda bir dizi serum belirleyici ve goruntileme
teknikleri kullaniilmaktadir. Belirleyiciler pankreas kanserinin belirlenmesinde
yeterli dogruluga ve guvenirlige ne yazik ki sahip degildir. En sik kullanilan
serum markirlari karsinoembriyojenik antijen (CEA) ve karbonhidrat antijen
(CA) 19-9’dur. Bu serumlarin duzeyinde ki artis timdr dokusunun buyuklagu
ile dogru orantilidir [25,26]. CA 19-9 seviyesi en kullanisgli olanidir, 6zellikle
de CA 242 seviyesi ile kombine edildiginde toplam spesifiklikte artmaktadir
[27].

Pankreas kanserinin tanisal goruntuleme teknikleri arasinda bilgisayarh
tomografi (BT) en sik kullanilandir, timdorla bdlgeden alinan hizli ve ince
kesitler, pankreas kanserinin tanisal degerlendirmesinde donum noktasi
olmustur [28]. Rutin olarak kullanilan Magnetik Rezonans Goruntileme
(MRG), pankreas kanseri agisindan BT ile kiyaslandiginda, tanisal bir
avantaj saglamamaktadir [29].

Evrelendiriimesinde American Joint Commision on Cancer (AJCC)

evrelendirime sistemi yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu evrelendirme



sistemde tumorin yayillimi, nodal metaztaz ve wuzak metaztazlarin

tanimlanmasi sistemi kullanilir [30,31].

Timor boyutu:

TX: Primer tumor degerlendirilemeyen
TO: Primer timor saptanamayan

Tis: Karsinoma insitu (PanIN-3 dabhil)

T1: <2 cm pankreasa sinirli timor

T2: >2 cm pankreasa sinirl tUmor

T3: Peripankreatik dokulara invaze timor

T4: Colyak aks veya superior mezenteri artere invaze tumor

Bolgesel lenf nodlari:
NX: Bolgesel lenf nodu metastazi degerlendirilemeyen
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Bolgesel lenf nodu metastazi var

Uzak Metastaz:
MX: Uzak metastaz varligi degerlendirilemeyen
MO: Uzak metastaz yok

MI: Uzak metastaz var

Pankreas kanseri tedavisinde cerrahi tedavi yaklagimlari, kemoterapi ve
radyoterapi uygulamalari yapilmaktadir. Hastaligin ilerleyisi, timorin evresi,
komplikasyon varligi gibi cesitli faktorlere gore dedismektedir. Pankreas
timorlerinin %70’i bag, boyun ve ucinat bdlgesinde bulunur [32]. Pankreas
basi tumdrunin gikarilmasi tek ve en etkili tedavi yontemidir. Bu tedavi
yontemi, baslangi¢c semptomu olarak sarilik sikayeti ile gelen hastalarin %10-
15’inde ise yaramaktadir [32,33].

Bir baska tedavi yontemi olan kemoterapide ise 30’dan fazla
kemoterapik ilagtan sadece Gemsitabin ve 5-Fluorourasil (5-FU), hastalarin
%10-20’sinde belirgin bir yanit olusturmustur fakat sad kalim suresini

artirmamigtir [34,35]. Yapilan galismalar radyasyon tedavisinin 5-FU ile



birlikte kullaniimasinin daha etkin sonuglar verdigini ve bu tedaviyi alan
hastalarin almayanlara gore ortalama yasam surelerinin artigi (20 aya karsi

11 ay) goézlemlenmistir [36,37].

1.4. Pankreas Kanserinde Molekiiler Genetik

PDAC’a yonelik yapilan molekuler galismalar, kanser etiyogenezinde rol
oynayan gen ve sinyal yolaklarinin bu hastaligin gelisiminde ve histopatolojik

evrelerinde etkili oldugunu gdstermistir.

1.4.1. K-RAS Onkogeni ve Uyarim Yolu

K-RAS 12. kromozomun kisa kolu Uzerinde (12p12.1) yer alir, hicre
membrani ve sitoplazma yerlesimli, intraselller sinyal iletiminde rol oynayan
bir proto-onkogendir [38] (Sekil1l). RAS ailesi proteinleri, proliferasyon,
diferansiyasyon gibi c¢esitli hicresel islevlere aracilik eden GTP baglayici
proteinlerdir. insan kanserlerindeki RAS mutasyonlarinin %90’'ni K-RAS

mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir [39].
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Sekil 2. K-RAS geninin lokalizasyonu [38]
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Bu mutasyonlar normal pankreas dokusunda sporadik olarak meydana
gelirler ve erken evre

neoplazmlarin yaklasik yizde 30’'unda gorualtrken ileri evre PDAC’lerde
bu oran neredeyse %100°dir [40,41]. K-RAS®'?P mutasyonununa sahip
farelerin uygun genetik zeminde, PanIN (pancreatic intraepithelial neoplasia)

lezyonlari tasidiklar gézlemlenmistir [42].

1.4.2. PI3K (Fosfoinositid 3-kinaz) Yolu

Hucrede bir sinyal cgevirici olarak gorev yapan Fosfoinositid 3-kinaz
hicre hayatta kalimini, boyutunu ve proliferasyonu diuzenlemektedir [43].
PDAC’lerin %10-20’sinde PI3K alt efektorlerinin arttigi gozlemlenmistir
[44,45]. PI3K’'nin farmakolojik inhibisyonunun PDAC’ta kemoterapiye olan
hassasiyetini arttirdigi ve serum aracilikh proliferasyonu azalttigi tahmin
edilmektedir [46,47].

1.4.3. NFKB (Niikleer faktor kB)

NFkB, immun yanitta yer alan, hicre proliferasyonuna ve apoptoza
katilan, yaygin bulunan enhancer baglayici bir transkripsiyon faktéradur [48].
NFkB aktivitesi pek ¢cok kanser tliriinde gézlemlenmektedir ve bu kanserlerde
hicre hayatta kalimina, anjiyogenezise ve invazyona katkida bulundugu
dusunulmektedir [49]. Primer pankreatik kanserler ve hucre dizilerinde
bulunan fakat normal pankreas o6rneklerinde bulunmayan NFkB aktivitesi

g6zlenmigtir [50,51].



1.4.4. 9p21 Lokusu, INK4A (Cyclin-Dependent Kinase inhibitor
2A, Multiple Tumor Suppressor 1) ve ARF (Cyclin-Dependent

Kinase inhibitor 2A) Tiimér Siipresérleri

PDAC’lerin %85-60’inda INK4A fonksiyon kaybi mutasyonla, delesyonla
veya promoter hipermetilasyonu ile sporadik olarak gorulmektedir [52]. Ayni
zamanda INK4A’daki germline mutasyonlar yuksek melanoma insidansinin
yaninda, 13 kat artmig pankreas kanseri ile karakterize olan Ailesel Atipik
Nevlis - Malign melanoma (Familial atypical mole-malignant melanoma =
FAMMM) sendromu ile iligkilidir. INK4AA’nin PDAC patogenezindeki 6nemi,
KRAS ile birlikte ¢alistigini ve es zamanlh p53 mutasyonlari zemininde tumaor

ilerleyisini hizlandirdidini gosteren arastirmalar yapilarak desteklemistir [53].

1.4.5. p53 Tumor Supresori

p53, 17. kromozomun kisa kolunun p13 gen bolgesinde bulunur [54].
P53, DNA hasarina yanit olarak hlcreyi apopitoza veya senesense goturur
[55]. PDAC vakalarinin %50’den fazlasinda DNA baglayici alanda missense
mutasyonuna sabhiptir [56]. p53 mutasyonu o6nemli displazi Ozellikleri
kazanmis ileri evre PanIN’lerde ortaya ¢ikmaktadir [57]. PDAC’taki bu 6nline
gecilemeyen genomik kararsizligin ilerlemis hastaligin ¢ikisini hizlandirdigi,

hem de tedavi yaklagimlarinda direnci artirdigi dusunulmektedir [58].

1.4.6. SMAD4/DPC4 (Mothers Against Decapentaplegic Homolog 4)
Tumor Supresoriu ve TGF (Transforming Growth Factor Beta)

TGF-B3, sitokin ailesinin  doku homeostazinin surdurilmesi ve
embriyonik geligsimin kontrolinde 6nemli rolleri olan baslica Uyesidir. Hucre
bolinmesi, farklilagsmasi, adhezyon, morfogenez, ekstraseluler matriks
olusumu ve programli hiicre 6lumu gibi gesitli hicresel sureglerin kontrolUnu

saglamaktadir [59,60]. SMAD proteinleri ise, TGF-R'nin sinyalizasyonunda



gOrev yapmaktadir [61]. SMAD4 proteini TGF-B'nin sinyalizasyonunun
cekirdege aktariimasinda gorevlidir [62]. PDAC vakalarinin %50’sinde
SMAD4 delesyonu belirlenmistir [63]. SMAD4 ekspresyonu ve sag kalim
arasinda ters oranti mevcuttur. SMAD4 ekspresyonu artmis olan timorler

diferansiye 6zelligi gostermeye daha meyillidir [64].

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

Supresoriu

Peutz-Jeghers sendromu (PJS) PDAC’ta insidansinin arttigi
LKB1/STK11 mutasyonlari ile iligkili, ailesel kanser sendromudur [65]. Bu
mutasyon gastrointestinal malignensi riski dogurmaktadir [66]. PDAC’de
goérulen somatik LKB1 mutasyonu nadirdir, incelenen sporadik vakalarin

yalnizca %4-6’sinda gorulmektedir [67].

1.4.8. BRCA2 (Breast Cancer Type 2) Tumor Siipresoru

Ailesel meme ve over kanser sendromlari ile iligkili kalitimsal BRCA2
mutasyonlari ayni zamanda pankreas kanseri gelisimi icin de belirgin risk
sahibidirler. Ailesel zeminde gelisen pankreas kanserlerinin yaklasik

%17’sinin bu gen mutasyonuna sahip oldugu belirlenmistir [68].

1.5. Kok Hiicre

Kok hucre, kendini yenileme ve gogalma kapasitesine sahip, hiyerarsik
olarak cesitli hucre tiplerine donusebilen ve ¢ok hucreli canlilarin doku ve
organlarini olusturan temel hucrelerdir [69,70]. Kok hucreler 6zeliklerine,

farkhlagsmalarina ve elde edildikleri yere gore siniflandirilabilir.
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Tablo 1. Kok hucre gesitleri

Kok Hucre Cesitleri

Farkhilagmalarina gore; Elde edikleri yere gore;

1. Totipotent 1. Embriyonik kék hiicre (EKH)
2. Pluripotent 2. Germinal kék hiicre (GKH)
3. Multipotent 3. Somatik kék hiicre

1.5.1. Farkhlagma Kaynaklarina gore;

1.5.1.1. Totipotent

Embriyonun blastosit evresinin Ug¢lincu guninde alinan, yeni bir canli
olusturacak genetik bilgi ve donanima sahip hucrelerdir. Zigotun mitoz
bolinmeleri sonucu meydana gelen blastomerler, canlilardaki en yuksek

farklilagma kapasitesine sahip olan hucrelerdir [71].

1.5.1.2. Pluripotent

Embriyonun blastokist evresinde olusan embriyonik hucrelerdir ve

gelismis bir organizmanin her tabakasinda (mezodermal, endodermal ve
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ekdodermal) yer alan hucre ve dokulari olusturma yetenegine sahip
hacrelerdir. Totipotensiden farkli olarak daha kisith bir farklilagsma sinirina
sahiptir [69].

1.5.1.3. Multipotent

Totipotent ve pluripotent karakterdeki hlcrelere gore daha kisith
farklilagsma yetenegine sahiptirler. Bulunduklari dokunun hucre tipini Uretirler.
Dogumla beraber kordon kaninda, kemik iliginde ve yag dokusunda

bulunurlar [71].

1.5.2. Elde edildikler yere gore:

1.5.2.1. Embriyonik Kok Hiicre

Blastokist evresindeki embriyodan elde edilir [72]. Embriyonik kok
hlcreler pluripotent hucreler olup, uygun sinyaller ile uyarildiklarinda vucutta
yaklagik 200 hucre tipine donusebilirler [73]. Embriyonik kok hucreler
rejeneratif tibbin odak noktasidir.  Ozelikle kendini yenileme slrecinde
farkllagmaksizin degismeden kalma ve uyarildiklarinda 6zellesmis huicre
turleri olusturma oOzellikleri odak noktasi olusturmalarinda buyuk etkendir
[74,75].

Embriyonik  kOk hlcrelerin  kdltir  ortaminda  farklilasmasinin
yonlendiriimesi icin c¢esitli bluyime faktorlerinin ve sitokinlerin bir arada,
dengede olmasi gerekmektedir [76]. Farklilasma duzeyinin korunmasi igin
cekirdek ve genomda mevcut olan bazi genlerin ifadelenmesi bazi genlerin
ise baskilanmasi gerekmektedir. Bu durumu kontrol altinda tutan etkenlere

transkripsiyon faktorleri denir [77].
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Sekil 3. Transkripsiyon faktorleri tim kdk hicrelerde eksprese edilir.

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

Kok hucrelerin en 6nemli transkripsiyon faktorudur, i¢ hicre kitlesinden
salinir. Oct-4 geninin ifadesi 4 hicreli evreye kadar dusuk dizeyde tutulur, bu
embriyoda gen aktivasyonu dénemine karsilik gelir. Yani embriyoda gen
aktivasyonunun artmasi ile Oct-4 ifadesi de artar ve bu artig tikizlasma
evresine kadar surer.

Oct-4 farkhlasmis hucrelerde ifade edilmez, Oct-4’'un dozu ile
embriyonik kok hulcrenin kendini yenilemesi arasinda dogrudan bir iligki
oldugu ortaya konmustur. Deneysel olarak Oct-4 dizeyi %50ye
dusuruldigine embriyonik kok hulcrenin trofoektoderm hicresine, buna
karsin %150’ye cikarildiginda embriyo disi mezoderm ve endoderm
hicrelerine farkhlastigi gézlemlenmistir. Bunun igin embriyonik kék hicrenin

pluripotensi 6zelliginin korunmasi i¢in Oct-4 dizeyi optimum dizeyde olmak
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zorundadir. Oct-4’un optimum duzeyde kalmasini, distal yukselticiler ve
proksimal yukselticiler saglar.

Oct-4 pluripotensi belirteci olmanin yani sira U¢ germ tabakasinin
olusturan hucreler icin “hicre 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 kok hicre ve
erigskin kok hlcrede ifade edilir. Oct-4’Un kofaktoridir. Sox-2’nin fonksiyonu
Oct-4 ile aynidir [79]. Sox-2'nin digerlerinden farkli 6zelligi Oct-4’Un ifadesini
belli bir diuzeyde tutmasidir. Yapilan ¢alismalar bu iliskinin Sox-2 tarafindan
kontrol edilen bir dizi transkripsiyon faktorleri kodlayarak kontrol ettigini

gOstermistir [80,81].

1.5.2.1.3. Nanog

Ik olarak tikizlasma evresinde gorilir, implantasyonda varligini
surdurdr ve implantasyondan hemen sonra ekspresyon duzeyi duser. Vicut
disinda kultirt yapilan pluripotent huacrelerde gorulir. Embriyonik kok
hicrede ifadesinin azalmasi hucrelerde farkhlagsma egilimini baslatir.
Nanog’un yoklugunda embriyonik hucreler hipoblast hucrelerine farklilagir.
Nanog’'un asiri ifadelenmesi durumunda pluripotensinin  strdurtldiagua
gOsterilmistir. Embriyonik kdk hicrelerin yenilenmesinde ve farklilasmanin
inhibisyonunda goérev alir. Salinimi embriyonik kok hucre ve embriyonik
germinal hucrelerde gézlenmistir [82]. Nanog, germ hucrelerinin olusumunda
gerekli olan ve in vitro ortamda da farklilagmanin engellenmesinde gorev
alan transkripsiyon faktoradar. Yapilan bazi g¢alismalar Nanog'un

pluripotensinin koruma gorevlisi olarak gorev yaptigi 6ne stirmektedir [83].
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Trafoektoderm Embriyonik Hipoblast
kok hucre

Seki 4. Sox-2, Oct-4 ve Nanog etkinligi. Ucu sivri oklar uyarimi, ucu
kapatilmis oklar engellemeyi gosterir. Oct-4’un ve Sox-2'nin belli bir
dizeyde ifade edilmesi embriyonik koék hicrenin kendini
yenilemesini pluripotensiyi korurken, trofoektroderm hucre yonunde
farklilagmalarini engeller. Nanog da benzer sekilde embriyonik kok
hucrenin etkinliginin strmesini saglarken, hipoblast yonunde

farkhlasmayi engeller.

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

Somatik hucrelerin programlanmasinda Oct-4 ve Sox-2 ile birlikte
kullanilir. Ug pluripotensi faktériiyle benzer DNA bolgelerine baglandidi
bilinmektedir. Ayni zamanda ylksek seviyede ifade edildiginde hicre

bdélinmesini baskilar ve hucrenin G1-S fazinda kalmasini saglar [84].
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1.5.2.1.5. c-Myc (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog)

Pluripotent o6zelligi saglayan genlerden biridir [85]. Ayni zamanda hucre
dongusu, apoptozis, sinyal iletimi, transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel
dizenleme mekanizmalari, kok huacre biyolojisi ve kanser molekuler

biyolojisinde 6nemli olan faktorlerdendir [86].

SOMATIK HUCRELER

x
***ﬂz.ﬂ**

Oct-4, Sox-2, I Farklilagma |
Kif-4, c-MYC

I Yeniden programlanma |

Sekil 5. Transkripsiyon faktorlerinin ortak 6zelligi farklilasmayi

yonlendirmeleridir.

1.5.2.2. Germinal Kok Hiicre

Bu hacreler farklilagsarak belli organi olustururlar. Embriyonun germinal

tabakasindan koken alirlar [87].

1.5.2.3. Somatik Kok Hiicre

Koken aldigi organin spesifik hucresine donusebilen hacrelerdir.

Bulunduklari bélgede hucrelerin hasar gérmesi durumunda hasarin verdigi
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zarara bagh olarak uygun sinyallerle cogalarak ve farklilasarak hasarli doku

veya organin onarilmasini saglarlar [87].

1.6. Kanser Kok Hiicreleri

Son yillarda timoérlerin kendine ait, dokulardaki hlcrelerin kaynagina
benzeyen kok hucrelere sahip oldugu gorusu oldukca ilgi ¢ekmektedir.
Kanser kok hucresi (KKH) adi verilen bu hicreler buylk oranda normal kdk
hlcrelere benzemektedirler. Farkli olarak klasik kanser tedavilerine direncli

olup, timar kitlesi olusturma ve metastazdan sorumludur [88].

Q Kanser Kanser kék

hiicresi hiicre

Sekil 6. KKH’in tumor olugturma mekanizmasi [88].

KKH’in varhgi ilk kez 1983 yilinda Mackillop tarafindan 6ne surdimustur.
Mackillop’a gore tumor icerisinde sadece kuguk bir grup tUumor olusturma
yetisine sahiptir ve tumor dokusu igerisindeki diger hucreler KKH'den
olusmaktadir [89].

KKH ilk defa Bonnet ve Dick tarafindan 1997 yilinda akut myeloid
|I6semi (AML) de tanimlanmistir [90]. Arastirmacilar AML’li hastadan 16semik
hicreleri izole etmig ve bunlari hucre zari antijenik yapilarina gore ayirmistir.
CD34+\CD38- yuzey markirlarina sahip az sayidaki I6semik hucrelerin,

bagisiklik sistemi ¢okertilmis farelere transferiyle primer neoplazmaya benzer
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tumorlerin - olustugunu gostermigtir. Ayni  tur fareye yuzey markirlar

CD34+\CD38- den farkh karaktere sahip I6semik hucreler transfer edildiginde

tumor olusumu goézlenmemistir. Daha sonraki yillarda KKH’nin varligi meme
[91], beyin [92], prostat [93], yumurtalik [94] ve bas-boyun kanserlerini [95]

kapsayan birgok solid tumor tipinde bildirilmistir.

1.6.1. Kanser Kok Hiicrelerinin Kokeni ve Olusumu

KKH’nin olusumu ic¢in (¢ model ortaya surtlmustur.

a.

Klonal gelisim modelinde epitelde yer alan normal bir grup hicre
mutasyon gecirdikten sonra olagan Ustl ¢ogalarak benign bir timor
olusturur. Daha sonra ki mutasyonlar bu hucreler daha saldirgan kok
hicrelerin ortaya ¢ikmasina sebep olur ve malign timdr kitlesi olusur [96].
Kanser kok hlicre modelinde, hicrelerin hiyerarsisi vurgulanir. Hiyerarsi
hiicre kitlesinin icindeki heterojen yapiyi ifade eder. Tumordeki belli grup
hicre (KKH hicreleri) timor olusturma kapasitesine sahip olurken, diger
hicre gruplarinin bdyle bir 6zelligi yoktur. Bu hicreler ayni zamanda
metastazdan da sorumludur [97].

KKH o6ncu hucrelerden kaynaklanmaktadir, bu varsayim fetis ya da
yetiskin dokularinda bulunan kismen farklilagsmis olan énci hicrelerin
kismen kendini yenileme yetisine sahip olma 0zelliginin bu hucrelerin

KKH’nin kaynagi olabilecegini one stirmusglerdir [98].
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Sekil 7. KKH olusum modelleri [124].

1.6.2. Pankreas Kanseri Kanser Kok Hiicresi ve Markirlari

Pankreas kanserinde ilk defa 2007 yilinda Li ve arkadaslari kanser kdk
hicrelerinin varhdini ispat etmiglerdir [99]. Fare xenograft modeli ile yaptiklari
calismada, az sayida olan CD44, CD24 ve epithelial-specific antigen (ESA)
hicre ylzey markirlarini eksprese eden hucrelerin yuksek tumorijenik
Ozellige sahip olduklarini ve kok hicre 6zelligi gosterdiklerini saptamiglardir.
Ayni yil Hermann ve arkadaslari KKHnin CD133 eksprese ettiklerini
bildirmiglerdir [100]. 2011 yilinda Lee ve arkadaslari CD133 pozitif hiicrelerin,
CD44 ve CD24 pozitif hicrelere benzer sekilde ylksek tumorijenik ve

metastatik potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir [101].
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EpCAM\ESA

Sekil 8. Pankreas kanseri kok hucresi yuzey markirlari.

Farkh arastirma gruplarinin yaptigi ¢alismalarla pankreas kanseri kok
hicrelerinin aldehyte dehydrogenase 1 (ALDH-1) eksprese ettikleri ve ALDH-
1’in kdk hicre markiri olabilecegi bildirilmigtir [102,103]; fakat 2010 yilinda
Deng ve arkadaslarinin normal pankreas dokusunun da yuksek miktarda
ALDH-1 eksprese ettiklerini gostermeleriyle ALDH-1’in pankreas kanseri kok
hacreleri icin uygun bir markir olmadigi saptanmistir [104]. Pankreas kanseri
kok hucreleri, kanser hucrelerinin kiguk bir kismini (%1-%5) olustururlar
[105].
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1.6.2.1. CD44 (Cluster of Differentiation 44)

Insan CD44 geni, kromozomal lokus 11p13’te haritalandiriimistir. 1980
yilinin baslarinda tanimlanan daha sonra 3. Uluslararasi Lokosit
Diferansiyasyon Antijenleri Calistayl sirasinda adlandirilan ve glikoprotein
molekullerinin bir Gyesi olan CD44, malign degisim surecinde yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere giden tipik bir hicre adezyon proteinidir [106,107].
CD44, CD44s ve CD44v olarak adlandirilan iki varyattan olusmaktadir.
Memeli hicrelerinin gogu belirgin olarak CD44s eksprese eder, varyant
izoformlar hematopoetik hucrelerde, periferik kandaki mononukleer
hicrelerde ve reaktif lenf nodu hicrelerinde saptanabilir. Meme parankiminde
CD44v izoformlarinin hicresel farklilasmanin bir belirleyicisi olabilecekleri,
duktal epitelin hucre-hucre ve hicre-matriks etkilesiminin surdurtilmesinden
sorumlu olduklari distnulmektedir.

Transforme bir hicrenin vicutta metastazi igin adezyon kaybi,
cevredeki ekstraselller matrikse invazyon, vaskller sisteme giris ve uzak
organlara yapisma sureclerinin gerceklesmesi gerekir. CD44 gibi adezyon
reseptorlerinin bu suregte kritik bir roli oldugu dusunudlmektedir. CD44°lUn
fizyolojik roll, hiucre-hicre ve hucre-matriks adezyonu yoluyla organ ve doku
yapisini  korumanin yani sira hucre motilitesinden, migrasyonundan,
diferansiyasyonundan, hlcre sinyalizasyonundan ve gen
transkripsiyonundan sorumludur [106].

CD44’Un metastaz ile iligskisi arastirmalar ilk olarak 1991°’de baslamistir
[107]. YUiksek CD44 ekspresyonu dlizeyinin, birgok karsinomada 6énemli bir
metastaz belirleyicisi oldugu gdsterilmistir. Yiksek dizeyde CD44 eksprese
eden kanserlerin disuk dizeyde CD44 eksprese eden kanserlere gore daha
kotu bir seyir gosterdigi saptanmigtir [108].

Buna bagli olarak yapilan calismalarda karaciger ve kemik metastazi
olan meme kanserli olgularda CD44v seviyesinin arttigi bulunmustur[107].

CD44, ayrica baslica hyaluronan igin reseptdr olarak hareket eden bir
tip | transmembran proteinidir ve “kikirdak iligkili protein ailesinin” bir Gyesi

olarak da tanimlanmigtir. Kondroidin sulfat, heparan sdulfat, fibronektin,



21

serglisin ve osteopontin gibi diger bazi ekstraseluler matriks ligandlarina da
daha dusuk bir afinite ile baglanabilir. CD44’Un sitoplazmik tarafi, ezrin-
moezin-radiksin ailesine mensup proteinler ve ankrin yoluyla htcre yapisi ile
baglanti kurar. Hyaluronana baglanan CD44 pozitif hlcrelerin  timor
olusturma potansiyeli, CD44’Un plazma membranina bagl durumda olmasi
veya ekstraseluler boslukta olmasi ile iligkilidir. Hyaluronana afinitedeki
degisiklikler, hicre membraninda eksprese edilen CD44 molekillerinin

sayisindaki degisiklikler ile iligkilidir [106].

1.6.2.2. CD24 (Cluster of Differentiation 24)

CD24 geni kromozom 6g21’de lokalize, 27 aminoasitden olusan, yogun
sekilde glikozile protein kor iceren ve fosfotidil inozitol bir ag ile hicre
membranina baglanan bir hlicre yizey proteinidir [109].

CD24  hucre  proliferasyonunun  diuzenlenmesi, hicre-hlcre
etkilesiminde ve adezyon molekullu olarak gorev yapar [109]. Ayni zamanda
CD24, P-selektin eksprese eden aktive endotelyal hucrelere veya
trombositlere monositlerin ve nétrofillerin adezyonunu destekleyerek ve
CD24’un fonksiyonel olarak, P-selektin yoluyla tumoér hucrelerinin
metastazinda 6énemli rol oynadigi disunilmektedir [109,110].

Selektinler, |6kositlerin aktive olmus endotel hicreleri ve aktif
trombositler ile temasinda 6nemli rol oynayan yuzey adezyon molekulleridir.
P-selektin ise endotel hicreleri ve trombositler Uzerinde eksprese
edilmektedirler. P-selektin inflamasyon veya travma sonrasinda aktiflenen
endotel hucrelerinde eksprese edildiginde, lokositlerin endotel Uzerinde
yuvarlanmasini, trombositler Uzerinde eksprese edildiginde tromboz alanina
|6kositlerin toplanmasini saglar. P-selektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1) P-
selektinin 15 notrofil, monosit, lenfosit ve kicuk miktarda trombositler
uzerinde bulunan yuksek afiniteli reseptoradur [111].

Birgok tumor hdcre dizisi  P-selektin  yoluyla trombositlere

baglanabilmektedir. TUmor hucrelerinin @ kanda trombositlere baglanma
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yeteneginin onemli oldugu dusunulmektedir, stabilize trombosit-timor
birlikteligi tumor hucrelerini yikimdan koruyabilir, timor ekstravazasyonunu
ve doku penetrasyonunu destekler. Bu sekilde CD24’Gn timor hdcrelerinin
metastatik potansiyelini artirdigi disuntlmektedir.

CD24 ekspresyon varligr ve bunun prognostik onemi ile ilgili olarak
akciger, safra kesesi, safra yollari, karaciger, gastrointestinal sistem,
pankreas, prostat, bobrek over, meme ve nazofarenks karsinomlari,
koryokarsinom, gliom, medulloblastom, santral nérositom, andiferansiye
noroblastom ve B hucre kaynakli neoplaziler gibi cok sayida organ
tumorlerinde calismalar yapilmigtir. Bu c¢alismalarda, ylksek CD24
ekspresyonunun kisa sag kalim orani ile iligkili oldugu ve o6zellikle kiguk
hicreli olmayan akciger karsinomu, intrahepatik kolanjiokarsinom, kolorektal
karsinom, prostat, over ve meme karsinomlarinda dnemli bir belirleyici oldugu
gosterilmigtir. CD24 ile mide ve kolon karsinomlarinda tumor komsulugundaki
normal mukozada =zayif ekspresyon izlenirken, safra kesesi ve over
karsinomlarinda normal mukozada ekspresyon gortlmedigi bildirilmis; malign
tumorlerde pozitif ekspresyon ve pozitiflik derecesinin, benign tiumorlerden

daha yuksek oranda oldugu saptanmistir [109,110,111].

1.6.2.3. EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule)

Hucre zarini bir kez gecgen tip 1 homofilik hiicre adezyon molekuludur.
Litvinov ve arkadaglari tarafindan 1979 vyilinda kolon kanserinde
tanimlanmistir [112].

Farkli dokulara ait normal epitel ve karsinomlarda EpCAM ekspresyon
dizeylerine bakiimis ve EpCAM’In bazi dokularda bazal dizeyde eksprese
olurken, karsinomlarda eksprese olmaya basladigi ve ekspresyonunun
arttigr  gosterilmistir [113]. Yine Litvinov ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilen bir calismada EpCAM’'In adheziv olmayan hucrelerde
eksprese olarak, bu hdcrelerin adheziv bir yapi kazanmasina ve agregatlar

olusturmasina yardimci oldugu, EpCAM’in 6zellikle hiicrede E-kadherinin bir
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antogonisti gibi davrandigi ortaya konmustur. Bunun sonucunda EpCAM
eksprese eden hicrelerde adhezyonun azaldigi ve metastazin ilk
asamalarindan olan motil hiicreler ortaya ciktigi gosterilmistir. [114,115].
EpCAM; intraselller domaininde bir adet NPXY internalization motif ve
birka¢g a-aktinin baglanma bolgesi igerir. Hucre ve ekstraselller matriks
arasinda baglantiyr intraselller kismindaki a-aktin baglanma bodlgeleri
araciligiyla yaptig1 gosterilmisti. EpCAM ekstraselller domaininin 6zellikle
EGF-like domainde bircok farkh glikozillenme bdlgesi icerdigi ortaya
konmustur. Bu glikozillenme boélgeleri EpCAM’in adhezif 6zelligini etkiler ve
bunun sonucu olarak hucre daha motil bir hal kazanabilir. Bu bulgular
ozellikle EpCAM’in renal hicreli karsinomlarda pozitif bir prognostik belirteg
kabul edilirken, diger bircok karsinom turinde koétlu prognostik faktor kabul

edilmesi fenomeninide acgiklar [112].



2. MATERYAL ve METODLAR

2.1. Hiicre Kiltiirii

Calismada AsPC-1 ve Capan-2 pankreas kanseri hicre hatlan

kullanildi. Hiucre hatlart ATCC’den temin edildi.

2.1.1. Kullanilan Hiicre Hatlarinin Genel Ozellikleri

Bu hlcre hatlarinin 6zellikleri soyledir. AsPC-1, pankreas basi
kanseridir ve birgok karin i¢i organa metastaz vardir. Capan-2, primer tumor
pankreas basinda yer alir ve ampulla distalinde duodenal duvara infiltre

olmustur, metastazi yoktur.

Tablo 2. Pankreas kanseri hucre hatlari 6zellikleri [119].

HUCRE YAS KOKE |CINSIYET | METAZTAS POLIFERASYON FARKLILASMA KRASa | TP53 CDKN2A/16 |SMAD4/DPC4
HATTI N
AsPC-1 62 Ascites | KADIN VAR 38-40 saat zayif 12 Asp, | Intron 4 WT, A2 bp, | 100Thr, WT,
A200 bp HD, HD,
splice site,
HD exon5
Capan-2 56 Primer | ERKEK YOK 96 saat iyi 12Val | WT, Intron WT,6 bpins, 7| WT
tlimor 4 A200 bp bpins
splice site

2.1.2. Hucre Kiiltiirinde Kullanilan Medyumlarin Hazirlanigi

AsPC-1 hucre hatti i¢cin, 500 mL RPMI1640 (SH30027.01) medyumu
icerisine, Capan-2 hudcre hatti i¢in ise McCoy’s 5a (SH30200.01) besiyeri
icine asagidaki bilesenler eklenerek kullanildi:
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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-invivogen)

olacak sekilde medyum hazirlandi. Medyum +4°C’de muhafaza edildi.

2.1.3. Stoktan Hiicre Ekimi

Azot tankinda bulunan hucreler, 37°C’de benmaride 2 dk eritildi. Eritilen
hacreler 15 ml falkon igerisine alindi. Besiyeri ile karistirilan hucreler 3 dk
1100 rpm’de santrifj edildi. Santrifij sonrasi supernatant atildi, pellet (hicre)
besiyerinde ¢6zuldi ve hicre yogunluguna uygun flaska ekilip, 37°C’de %5
CO?'lik inkUbatorde kultire edildi.

2.1.4. Hucre Pasajlanmasi

Kullture edilen huacreler %70-80 doluluk oranina ulastiginda, hucreler

daha buyulk ylzey alanina sahip flasklara alindi. Pasajlama iglemi,

X3

%

Flaskdaki medyum uzaklastirildi.

Hucreler PBS (Phosphate Buffered Saline) (SH30256.01) ile yikandi ve
PBS uzaklastirildi.

s Flask vyuzeyini kaplayacak miktarda Trypsin-EDTA (%0.25) (HY-
SV30031.01) ile muamele edildi. Tripsinin aktif hale gelebilmesi igin flask
inkubatérde 5 dk inkube edildi.

< Flask yizeyinden ayrilan hicrelerin Uzerine besiyeri eklenerek huicreler
yuzey y y

X3

%

toplandi ve falkon tipe alindi.
s 3 dk 1100 rpm’de santriflj edildi.

¢+ Tripsin igeren sipernatant atildi.
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s Pellet (hicre) besiyerinde homojen olacak sekilde ¢6zuldi ve hicre
sayisina uygun bir flaska ekilip, 37°C’de %5 CO;'lik inkibatérde kiltlire
edildi.

2.2. K6k Hiicre izolasyonu

Calismada CD44, CD24 ve ESA yluzey markirlari kullanilarak AsPC-1
ve Capan-2 hicre hatlarindan Kanser Kok Hicresi (KKH) ve Kanser Hlcresi
(KH) izole edildi.

KKH izolasyonu, flow sitometri yontemi ile yuzey markilari belirlenen

hicre hatlarindan MACS yontemi ile izole edildi.

KKH

o

T

PANKREAS KANSERi HUCRE HATTI |

O'@O KH/ KKH(-)
- Or. ®

Sekil 9. KKH ve KH grubu

2.2.1. Flow Sitometri

Asagidaki boyama protokoline gore huicreler boyandi ve CD24, CD44
ve ESA yuzey markirlarinin ekspresyonlari belirlendi.

FACS analizleri ‘Digkapi Yildirm Beyazit Egitim ve Arastirma
Hastanesinde’ bulunan FACSArialll (BD) cihazi kullanilarak cihazdan

sorumlu teknik personel ile birlikte yapildi.


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 Protokolu;

1- 75 flaskta kulture edilen hicreler 4 mL Tripsin-EDTA ile kaldirild1.

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

3- Supernatant dokuldi ve hacreler 5 mL medyumda ¢6zuldi ve hicre
sayisi belirlendi.

4- 1100 rpm’de 3 dk santrifuj edildi ve supernatant dokulda.

5- Hucreler 5 mL PBS ile pipetaj yapilarak ¢ézuldi ve 1100 rpm’de 3 dk
santrifdj yapildi.

6- Supernatant dokuldi hicreler 5 mL PBS’te ¢ozlldi ve 3.108/mL
olacak sekilde 10 mL’lik tuplere bolunda.

7- Bolinen hicreler 1 mL PBS ile yikandi ve 1100 rpm’de 3 dk santifij
edildi.

8- Supernatant dokuldd. Sdpernatantin tamamen uzaklasmasi igin
hlcreler pecgete Uzerinde 2 sn bekletildi ve hucreler 3 sn vortekslendi.

9- Kullanilan antikorlar (anti-human CD44-PE 0,5 ul; anti-human CD24-
BV421 5 ul; anti-human ESA-APC 5 pl ) hicrelerin Uzerine eklendi, 3
sn vortekslendi ve 30 dk karanlikta oda sicakhginda inkibasyona
birakildi.

NOT: Bu asamada boyamadigimiz hticrelere (kontrol olarak kullanilan
hicreler) antikor eklenmedi.

10-30 dk sonunda hucrelerin Uzerine 1 mL PBS eklendi, 3 sn vortekslendi
ve 1100 rpm’de 3 dk santrifij yapildi.

11-Sdpernatant dokuldi hicreler 3 sn vortekslendi. 1 mL PBS eklendi ve
1100 rpm’de 3 dk santrifij yapildi.

12-Supernatant dokuldl. Kontrol olarak kullanilacak hucre 300 pl'de,
antikor eklenen hucreler ise 500 pl’'de c¢o6zlulup vortekslendi ve
FACSArialll (BD) cihazinda okutuldu.
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2.2.2. MACS (Magnetic-activated cell sorting)

< Ornek sayisinca 1,5 mL’lik eppendorf tiip gikarildi.

% Goat anti-mouse IgG magnetic beads +4°C’den alindi, spin down yapildi,
vortekslendi.

% 1000 ul soguk 1XPBS icine 1 ul beads eklendi ve +4°C’de bulunan shakerda
hizh bir sekilde 2 dk inkiibe edildi.

< 1,5 mL’lik eppendorf tiip alindi manyetik racka (life tec. DynaMag ™2 cat

no:13221D) yerlestirildi ve 2 dk inklbe edildi.

Sekil 10. DynaMag

s PBS cgekildi (beadslere zarar verilmeden). Eppendorf tlp racktan alindi
uzerine 1000 pl temiz soguk 1XPBS eklendi ve pipetaj yapildi (yavas
bir sekilde beadslerin eppendorf tipun duvarindan ayrildigini gorulene
kadar).

+ Buislem 3 defa tekrarlandi (yikama iglemi 3 kez tekrarlanmis oldu).

o En son yikama igleminde rackta 2 dk bekleme suresinden

sonra 1,5 mL’lik eppendorf tip racktan g¢ikarildi ve beadsler 20



X/
L X4

X/
L X4
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°
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Ml soguk 1XPBS ile ¢ozuldi ve 5 pl CD24 antikor eklendi,
+4°C’de 90 dk shakerda bekletildi.
o 90 dklik inkibasyon sirasinda kullanilacak olan hicreler
kaldirildi.
Inkibasyon sonunda érnek 2 dk manyetik rackta bekletildi sipernatant
atildi.
1000 ul temiz soguk 1XPBS eklendi ve pipetaj yapildi (yavas bir
sekilde beadslerin eppendorf tlipln duvarindan ayrildigini goérilene
kadar).
+4°C’de shakerda 2 dk inkibe edildi (yavas ayarda), sipernatant atildi
Eppendorf tlip racktan alindi tzerine 1000 pl temiz soguk 1XPBS
eklendi ve pipetaj yapildi.
Yikama islemi toplamda 4 kez tekrarlandi.
inkiibasyon sonunda &rnek 2 dk manyetik rackta bekletildi,
supernatant atildiktan sonra racktan c¢ikarildi ve beads+antikor
karisimi 100 pl 1XPBS te ¢6zuldu.
Yikama sonrasinda hucreler 900 yl PBS te ¢o6zuldi ve non-spesifik
baglanmalari engellemek igin 50 ul FBS eklendi.
30 dk shakerda +4°C’de bekletildi.
inkiibasyon sonrasinda eppendorf manyetik rackta 10 dk bekletildi.
10 dk sonunda manyetik rackta tutunan hucreler pozitif hicrelerdir.
Tutunmayan hucreler ise negatif ya da beads baglanmamis
hucrelerdir.
Negatif ya da beads baglanmamis hicreler, baglanmis (pozitif)
hlcrelere zarar verilmeden ¢ekildi.
Eppendorf tup manyetik racktan alindi hdcreler 500 pl kdk hucre
medyumu ile yavasca pipetaj yapilarak ¢ozulda.
Hucreler 4 mL kanserli kok hicre medyumu ile 25’lik flaska ekildi.
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2.2.3. %2’lik agarh flask hazirlanmasi

v

v

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.

Sivi otoklavda 121°C’de 20 dk otoklavlandi.

40-70°C'de iken Greiner Bio-one 690175 katalog numarali 25’lik
flaskin igcine 8 mL konuldu. Flask kabin iginde diz bir yere konularak
agarin kurumasi beklendi. Bu islem Class Il Biyoguvenlik kabini icinde
yapildi.

Kuruyan agarli flasklar aliminyum folyoya sarilarak 4°C’de saklandi.

NOT: Agarli flasklar kullaniimadan énce 5 mL 1XPBS ile yikandi.

2.2.3.1. KKH Medyumu Hazirlanmasi

K/ K/ 7/
* L X4 L X4

7/

S

K/
L X4

K/
L X4

KKH medyumu kullanilacagi kadar taze hazirlandi.

50 mL medyum igin;

50 mL medyum (hlcrenin kultire edildigi medyum fakat FBS,
Penisilin, PI, L-glutamin eklenmemis)

AsPC-1 KKH medyumu RPMI1640

Capan-2 KKH medyumu McCoy’s 5a

20 pl EGF (ab179628)

50 ul FGF (ab9596)

1 mL B27 (17504-044)

500 pl N2 (17502-048)

150 uL Penicillin-Streptomycin (HY-SV30010)

Tum maddeler eklendikten sonra medyum 0,22 pm’lik enjektor

filtresinden gecirildi ve 4°C’de saklandi.
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2.3. KKH Validasyonu

2.3.1. Kiure Olusum Analizi

KKH’leri %2 agar iceren kati yizeyde KKH medyumu ile klltire edildi

ve kure olusumu incelendi. KKH’ler ekildikten sonraki her 2 giinde taze KKH

medyumu eklendi. Hucre morfolojisindeki degisimler 2-4 hafta boyunca

g6zlemlendi. Kure olugsumu hicre hattina ve hucre yogunluguna gore

degismekle birlikte genellikle 2.gunde hucrelerin sekilleri degigip ortalama 5

gun sonra kureler olugsmaya bagladi.

2.3.2. Hucreden Total RNA izolasyonu

AsPC-1 ve Capan-2 hucre hatlarindan izole edilen KKH ve KH’ lerden

Fenol-Kloroform yontemi ile Total RNA izolasyonu yapildi.

X/
L X4

Hucreler 6 well plate ekildi ve %70 doluluk oranina ulagincaya kadar
kilture edildi.

Hucreler 2 defa 1 mL 1XPBS ile yikandi.

1000 pl Tripure isolation reagent eklendi. 5 dk oda sicakliginda
inkUbe edildi.

Hucreler pipet ucu yardimiyla kazinarak 1,5 mL’lik eppendorf tipe
alindi.

Hucrelerin homojenize olmasi i¢in yaklagik 2 dk karigtirildi.

Oda sicakliginda 5 dk inktibe edildi.

200 pl kloroform eklendi ve renk degisene kadar 2-3 dk sallandi.
12.000 rpm’de 15 dk 4°C’de santriflij yapildi.

Ustteki seffaf kisim yeni 1,5 mL’lik eppendorf tiipe aktarildi.

500 yl 2-propanol eklendi. Sallanarak karistirildi ve oda sicakliginda
10 dk inkube edildi.

12.000 rpm’de 10 dk 4°C’de santriflij yapildi.
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Supernatant RNA ya =zarar vermeden dikkatlice atildi. %75’lik
etanolden 1000 pul eklendi ve hafifce sallandi.

12.000 rpm’de 5 dk 4°C’de santrifij yapildi.

Supernatant atildi ve alkolin uzaklagsmasi igin 10-15 dk oda
sicakhginda kapaklari agik olarak bekletildi.

40 ul DEPC-treated su eklenerek RNA pipetajla ¢ozuldu ve Thermo
Nanodrop 2000c’ de dlgildu.

izole edilen RNA'lar -85°C’de saklandi.

2.3.2.1. cDNA sentezi

cDNA sentezi icin Thermo-Scientific Reveraid First Strand cDNA sentez

kiti kullanildi.

izole edilen Total RNA’lar 1 uyg'a esitlendi.

Esitleme isleminden sonra drnek sayisi kadar 1,5 mL’lik eppendorf tip
cikarildi.

Her tipe 1 pl oligo(dT) primer konuldu ve her bir 6rnek igin
hesaplanan miktarda RNA sirasiyla eppendorf tipe konuldu.

Her bir 6rnek igin hesaplanan miktarda DEPC-treated su sirasiyla
eppendorf tuplere konuldu (6rnegin RNA 2 uyl ise 11 ulye
tamamlayacak sekilde yani 9 yl DEPC-treated su tuplere konuldu).
Ayri bir temiz eppendorf tlpin igine asagidaki oranlarda mix

hazirlandi.
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Tablo 3. cDNA sentezi i¢in kullanilan kit ve miktarlari

5xReaction Buffer 4 ul
Ribolock RNase inhibitor 1 ul
10mM DNTP mix 2yl
RevertAid Reverse Transcriptase 1ul

0,

% Hazirlanan mix érnek tuplerinin Ustine 8 pl olacak sekilde dagitildi ve
toplam hacim 20 pl oldu.

« 42°C’de 60 dk ve 70°C’de 5 dk inklibasyondan sonra spin attirildi.

% cDNA'lar -20°C’de saklandi.

2.3.3. Primer Tasarimi

NCBI, Ensembl ve PrimerQuest veri tabanlarindan yararlanilarak KLF-
4, OCT-4, SOX-2, CD24 ve (-aktin genlerine spesifik primer dizayni yapildi.
KLF-4, OCT-4, SOX-2, CD24 ve -aktin genlerine spesifik primer

dizileri;




Tablo 4. Calismada kullanilan primeler

Gen adi

SOX-2

OCT-4

KLF-4

CD24

B-aktin

Forward primer

5’AACCCCAAGATGCA
CAACTCYZ

5'CAGTGCCCGAAACC
CACAC3’

5’AAACCAAAGAGGGG
AAGACG 3

5’ACATGGGCAGAGCA
ATGGTG 3’

5TTCCTGGGCATGGA
GTCCT &

2.3.3.1. Gradient PCR

Reverse primer

5’CGGGGCCGGTATTTA
TAATC 3’

5’GGAGACCCAGCAGC
CTCAAA Z

5ATGTGTAAGGCGAGG
TGGTC 3

5’GAGACCACGAAGAGA
CTGGC ¥

5’AGGAGGAGCAATGAT
CTTGAC 3

34

PCR driin

biiyiikliigii (bp)

152

161

287

217

204

Primerlerin baglanma isisini belirlemek i¢in gradient PCR yapildi. Tm

sicakligr 2(A+T)+4(G+C) seklinde hesaplandi ve bu sicakligin 2 ser derece

artirlmasi ve azaltiimasi ile PCR kuruldu. Her bir 6rnek i¢in asagida belirten

oranlarda mix hazirlandi ve belirlenen sicakliklarda Techne 5000 cihazi

kullanilarak PCR iglemi gergeklestirilirdi.



Tablo 5. Gradient PCR mix oranlari

NH; buffer

Forward primer (20pmol)
Reverse primer (20 pmol)
dNTP

MgCl,

Taq Polimeraz

Nuclease free water

cDNA

2.3.3.2. Agaroz jel elektroforezi
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x2,5 ul

x0,5 pl

x0,5 ul

x0,5 ul

x2,5 pl

x0,2 pl

x16,3 ul

2 ul

Gradient PCR islemi sonrasinda primerlerin hedef bolgeyi spesifik bir

sekilde gogaltip ¢ogaltmadigini kontrol etmek icin PCR drlnleri agaroz jele

yuklendi.

Agaroz jel su sekilde hazirlandi:

% 100 mL TBE buffer'in igine 2 gr agoroz konuldu.

% Mikrodalga firinda sivi seffaf bir gérinim kazanana kadar isitild1,

biraz sogumasi igin beklenildi.

% DNA icin interkalasyon ajan olan EtBr'dan 3,16 pl eklendi.

% Agaroz jel, jel tabaklarina dékildu ve kurumaya birakildi.

Kuruma igleminden sonra ornekler loading dye ile birlikte kuyucuklara

yuklendi (5 pl 6rnek:1 yl loading dye). 100 voltta 30 dk yurutme igleminden

sonra goruntileme islemi yapildi. DNA bélgeleri UV 1s1ginin altinda kesilerek

eppedorf tipe alindi ve jel ekstraksiyonu basamagina gegcildi.
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2.3.3.3. Jel ekstraksiyonu

5 gen icin yapilan agaroz jel elektroforez iglemi sonrasinda;

DNA jel ekstraksiyonu ucu ile dikkatli bir gsekilde jelden geri alindi.
Kesilen DNA’lar 1,5 mL’lik eppendorf tipune alindi ve Uzerine 40 ul
Binding buffer eklendi.

Tupler 55°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi ve inkibasyon sirasinda
2-3 dakikada tupler hafifce vortekslendi.

Tlplere 40 ul isopropanol eklendi ve vortekslendikten sonra spin
attirildu.

Tum icerik spin kolona aktarildi ve 13.000 g'de 1 dk santriftj edildi.
Toplama tapu bosaltildi.

Spin kolona 40 pl Binding buffer eklendi ve 13.000 g’'de 1 dk santrifij
edildi. Toplama tlupu bosaltildi.

Spin kolona 700 pl wash buffer eklendi. 13.000 g’de 1 dk santrifQj
edildi. Toplama tupu bosaltildi.

Alkolin tamamen uzaklasmasi i¢in toplama tupu bos olacak sekilde
13.000 g'de 1 dk bos olarak santrifuj edildi.

Spin kolon 1,5 mL’lik yeni ve temiz bir eppendorf tipe aktarildi.

Spin kolonun merkezine dogru 30 pl elution buffer eklendi ve 13.000
g’'de 1 dk santrifaj edildi.

Nanodrop’ta olguldi. gRT-PCR icin standartlarin hazirlanmasinda
kullanildi.

2.3.4. qRT-PCR

Housekeeping gen olarak (B-aktin kullanildi ve KLF-4, OCT-4, SOX-2 ve

CD24 genlerinin ekspresyon seviyeleri kantitatif olarak tespit edildi.



Tablo 6. qRT-PCR mix oranlari
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SYBR Green mix x10 pl
Forward primer (20pmol) x0,5 pl
Reverse primer (20 pmol) x0,5 ul
DEPC-treated water X7ul

cDNA

2 ul



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/

3. BULGULAR

3.1. Hicre Kiiltiiri

AsPC-1 ve Capan-2 hucre hatlarinin kaltirdeki gérantimleri.

Sekil 11. AsPC-1 hicre hatt
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T

~199.999999 ym

Sekil 12. Capan-2 hicre hatt

3.2. Kok Hiicre izolasyonu

3.2.1. Flow Sitometri

AsPC-1 ve Capan-2 hicre hatlarinda CD24, CD44 ve ESA ylzey

markirlarinin ytizdeleri belirlendi.
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Sekil 13. AsPC-1 hicre hattinin flow sitometri analizi. a.antikor eklenmemis,
boyanmamis negatif hicreler, b.ESA ve CD24 antikoru ile yapilan

boyama, c.CD44 antikoru ile yapilan boyama
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Sekil 14. Capan-2 hicre hattinin flow sitometri analizi. a.antikor eklenmemis,

boyanmamis negatif hicreler, b.ESA ve CD24 antikoru ile yapilan

boyama, c.CD44 antikoru ile yapilan boyama

Tablo 7. Flow sitometri analiz sonucu, AsPC-1 ve Capan-2 hicre hatlarinin
yuzey markir pozitiflikleri

3.1.2. MACS (Magnetic-activated cell sorting)

YUZEY MARKIRLARI POZITIFLIK(%)
HUCRE HATTI |ESA CD44 CD24
AsPC-1 99 97 3
Capan-2 97 98 1

Kultire edilen AsPC-1 ve Capan-2 hucre hatlarindan Magnetic Beads
yontemi ile KKH ve KH izolasyonu yapildi.
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3.2. izole Edilen KKH’larin Validasyonu

3.2.1. Kiire Olugsum Deneyi

MACS yontemi ile izole edilen KKH’lar kire olusum deneyi igin, KKH
medyumu ile agarl flaska ekildi.
AsPC-1 KKH’larinin 7 gunde kure olusturdugu gozlemlenirken, Capan-2

KKH’larinin 4 gunde kire olusturdugu gozlemlendi.

AsPC-1 hcre hatti (10x) AsPC-1 KKH kiire olusumu 7.gin (10x)

_—

AsPC-1 KKH kire olusumu 7.gin (20x) AsPC-1 KKH kire olusumu 7.giin (40x)

Sekil 15. AsPC-1 hucre hattinin kire olusum deneyi
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Capan-2 KKH kire olusumu 2.gin (20x) Capan-2 KKH kire olusumu 4.gun (20x)

Sekil 16. Capan-2 hlcre hattinin kiire olugsum deneyi
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3.2.2. KKH ve KH’ den RNA izolasyonu

Tablo 8. KKH ve KH’ lerinin RNA izolasyon sonuglari

NUKLEIK ASIT (RNA) DEGERI

HUCRE HATTI ADI OD 260\280
(ng/pl)
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 yontemi ile izole edilen KKH ve KH grubu arasindaki CD24 ve
KKH grubunda artmasini bekledigimiz KLF-4, SOX-2, ve OCT-4

ekspresyonlarina bakildi.
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Sekil 17. AsPC-1 hicre hattinda KLF-4, OCT-4, SOX-2 ve CD24 genlerinin
ekspresyon seviyeleri
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Sekil 18. Capan-2 hucre hattinda OCT-4, SOX-2 ve CD24 genlerinin

ekspresyon seviyeleri



4. TARTISMA

Kanser multifaktoryel bir hastalik olup, bakteriler, virtsler, radyasyon
kalitim, cevresel faktorler, beslenme aligkanli§i ve kimyasallar gibi birgok
faktor kanser olusumundan sorumludur [3]. Kardiyovaskuler sisteme ait
hastaliklardan sonra olumlerin en sik ikinci nedenidir [4]. Olustugu bolgeye
gore isimlendiriimesi ve siniflandiriimasi sonucu 80 farkh kanser turl oldugu
belirlenmistir [5].

Pankreas kanseri, ileri yaslarda daha sik ortaya ¢ikan, agresif seyirli,
olumcul malign kanserlerden biridir [10]. Pankreas kanseri dunya c¢apinda
malignite kanserler arasinda 12. sirada yer almaktadir [11], 5 yillik sag kalim
orani %5-%7 arasindadir [14]. Sismanlik, yas, alkol kullanimi, bireyde
pankreatit bulunmasi, genetik faktorler, diabetes mellitus, sigara icimi énemli
risk faktorleridir. Ozellikle sigara icimi ¢ok 6nemli bir faktér olup sigara
icenlerde icmeyenlere gore 2,2 kat daha fazla pankreas kanseri riski vardir
[1,15].

Tipta yasanan gelismelere bagli olarak pankreas kanseri i¢in etkin ve
sag kalim oranini artirici bir tedavi yontemi henuz geligtirilememigtir.
Dokunun cerrahi olarak ¢ikariimasi, radyoterapi ve kemoterapi gibi birgok
tedavi yontemi birlikte ve tek olarak kullaniimaktadir fakat timorin agresif
yapisi ve metastaz yeteneginin ortadan kaldirilmasi igin yeterli
gelmemektedir. Bu nedenle daha etkili ve hasta igin daha az toksik tedavi
yontemlerinin gelistiriimesi icin hastaligin genetiginin ve biyolojisinin daha iyi
bilinmesi yeni tedavi yaklasimlarinin geligtirimesi i¢in buyuk onem arz
etmektedir.

Gunumuzde kanser tedavisinde etkin olabilmek igin segilen hedeflerden
biri de kanser kok hucrelerdir. Kanser kok hucresi buylk oranda normal kok
hicrelere benzemektedir. Farki; klasik kanser tedavilerine direng
olusturmasi, tumor kitlesi olusturma ve metastazdan sorumlu olmasidir [88].
Literatur calismalari KKH’larin timorin olusmasi ve metastazindan sorumliu

oldugunu desteklemektedir.



48

KKH ilk defa Bonnet ve Dick tarafindan 1997 yilinda akut myeloid
l6semi (AML) de tanimlanmistir [90]. Arastirmacilar AML’li hastadan l6semik
hlcreleri izole etmis ve bunlari hicre zari antijenik yapilarina gore ayirmistir.
CD34+/CD38- yuzey markirlarina sahip az sayidaki I6semik htcrelerin,
bagisiklik sistemi ¢cokertilmis farelere transferiyle primer neoplazmaya benzer
tumorlerin  olustugunu gostermistir.  Ayni  tar fareye ylzey markirlari
CD34+/CD38- den farkh karaktere sahip I16semik hicreler transfer edildiginde
tumor olusumu goézlenmemistir. Daha sonraki yillarda KKH’nin varligi meme
[91], beyin [92], prostat [93], yumurtalik [94] ve bas-boyun kanserlerini [95]
kapsayan birgok solid timor tipinde bildirilmistir.

Pankreas kanserinin tedavisindeki basarisizliklarda ve hastalarin 6lim
oranlarinin yuksek olmasinda esas sorumlunun pankreas kanseri Kok
hdcrelerinin oldugu distunulmektedir.

Pankreas kanserinde ilk defa 2007 yilinda Li ve arkadaglari kanser kok
hicrelerinin varligini ispat etmiglerdir. Fare xenograft modeli ile yaptiklan
calismada, az sayida olan CD44, CD24 ve epithelial-specific antigen (ESA)
hicre ylzey markirlarinli eksprese eden hucrelerin yuksek tumorijenik
Ozellige sahip olduklarini ve kdk hucre 6zelligi gosterdiklerini saptamisglardir
[100].

Li ve ark. 2007 primer tumoérden elde ettikleri hicre hattinda  Flow
sitometri yontemi ile ylizey markirlarinin pozitifliklerini belirlemigler; CD44
pozitifligini %2-9, CD24 pozitifligini %3-28 ve ESA pozitifligini ise %11-70
seklinde oldugunu goéstermiglerdir. Yine Shah ve ark. 2007 yaptigi benzer bir
calismada AsPC-7’in ylizey markiri pozitiflikleri, CD24 %0.4, CD44 %16.7,
ESA %2.4 ve Ugli boyama sonucu %0.4 seklinde bulmustur. Biz projemizde
AsPC-1’in hicre hattinda KKH yuzey markirlarini ESA %99, CD44 %97 ve
CD24 %3 oraninda pozitif olarak tespit ettik.

Shi-Neng ve ark Capan-2 hucre hattinda KKH belirleme tekniklerinden
biri olan Hoechst boyamayi kullanmiglardir ve KKH populasyonunun %3.6 +
%1.2 arasinda oldugu belirlemiglerdir (117). Kabashima ve arkadaslarinin
yaptigi benzer bir galismada KKH populasyonu %8.2 + %5.2 arasinda
belirlenmistir (118). Calismamizda Capan-2 hucre hattinda KKH yluzey
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markirlarini flow sitometri yontemi ile ESA %97, CD44 %98 ve CD24 %1
oraninda pozitif olarak belirledik.

KKH’nin Bonnet ve Dick tarafindan 1997 yilinda akut myeloid |6semi
(AML) de tanimlanmasi  [90] ardindan KKH’lara 6zgl hlcre ylzey
markirlarinin bulunarak KKH’larin belirlenmesi ve karekterize edilmesi,
niglerinin, biyolojilerinin anlasiimasi KKH’larin potansiyellerinin anlasiimasi
acisindan buyuk onem tasimaktadir. Bunun iginde in vivo ortamda belirlenen
Ozelliklerin  in vitro ortamda da deg@erlendiriimesi o6nemlidir. Bu
degerlendirmede kullanilan deneylerden biri de bizim c¢alismamizda
yaptigimiz kure olusum deneyidir (sphere from assay). Kure olusum deneyi,
kok hucre biyolojisinde ¢ok sik kullanilan bir yontemdir. Teorik olarak kok
hicrenin farkhlasma ve kendini yenileme 6zelliginin tek hicre seviyesinde in
vivo ortamda degerlendiriimesini saglar. Kok hucre 6zelligi tasityan hucrelerin
kultar ortaminda klre benzeri yapi olusturduklari tespit edilmistir [120].

Pankreas kanseri KKH’lerinin de, KKH medyumunda belli bir stire sonra
kire olusturdugu gozlemlenmistir [102,117,121]. Yue ve arkadaslarinin
yaptiklari galismada pankreas kanserinde KKH g¢alismalarinda elde ettikleri
kareler icin Pancreatospheres terimini kullanmiglardir (121). Yine ayni
calismada AsPC-1 hucre hatti KKH’ larinin 7 gun igerisinde kure olusturdugu
tespit edilmistir. Bizim calismamizda ise 7 gunde kure olusturmustur.
Literatirde Capan-2 hdcre hattinin 5-7 gln arasinda kure olusturdugu
belirtilirken g¢alismamizda 4 gtunde kire olusumu gozlemlenmistir [121].

KKH izolasyonu ve kire olusum deneyinden sonra KKH'da
ekspresyonunun artmasi beklenen kok hicre markirlarinin (OCT-4, KLF-4 ve
SOX-2) ve CD24 [77] ekspresyonlarina bakildi.

KKH’ lerde CD24, OCT-4, KLF-4 ve SOX-2 ekspresyonlarinin KH’lara
gore daha fazla ekspresse olmasini bekliyorduk. gRT-PCR sonucu AsPC-1
hicre hattinda KKH grubu ile KH arasinda CD24 ekspresyon farkinin
yaklasik 23 kat oldugunu belirledik. Bu sonug bizim MACS ile yaptigimiz KKH
izolasyonunun dogru oldugunu gdstermis oldu. Yine KKH markiri 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 hicre hattinda ise CD24 pozitif KKH hicre grubu ile CD24
negatif KH arasinda CD24 ekspresyon farki 4,5 kat, OCT-4 igin 4 kat, SOX-2
icin 2 kat ve KLF-4 icin ise 7 kat fark bulduk.

Sonug¢ olarak KKH, pankreas kanserinin de iginde bulundugu birgok
kanser tipinin etyopatogenezinde ve tedaviye direng gostermesinde onemli
rol oynamaktadir. Bunun iginde KKH’nin sinyal yolaklarinin, genetik ve
epigenetik ozelliklerinin iyi anlagilarak daha etkin tedavi yontemlerinin
olusturuimasi 6nemlidir. Bu calismalarin temel baslangic noktasi da
KKH’larin izolasyonu ve karekterizasyonudur. Bu galismalarin yapilabilmesi
icin KKH izolasyonun ve karakterizasyonun dogru sekilde yapilmasi énem
arz etmektedir. Biz de bu ¢calismamiz ile pankreas kanseri KKH izolasyonunu
MACS yontemi ile yaparak, KKH’ larin karekterizasyonunu kire olusum

deneyi ve gRT-PCR ile dogruladik.
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