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OZET
[CETIN, Elif Nihan]. [Bas ve Boyun Kanserlerinde Kok Hiicre izolasyonu

Karakterizasyonu ve Microarray Analizi ile Gen Ekspresyon Profillerinin
Belirlenmesi], [Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2015].

Kanser, giinlimiizde karsilasilan en onemli saglik sorunlarindan biridir. Tan1
ve tedavi imkanlarinin gelismesiyle her gegen yil daha fazla kanser vakasi teshis
edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore, 2008’de Diinya’da toplam
12 milyon kisiye kanser tanisi konulurken, 2030 yilinda bu saymin 26 milyonu

asacagl tahmin edilmektedir. Kanser, kalp ve damar hastaliklarindan sonra 2. 6liim

sebebidir.

Tipta yasanan son gelismelere ragmen, bas ve boyun kanseri hastalarinin
tedavilerinde ve sagkalim oranlarinda 6énemli bir artis olmamistir. Tiimoriin agresif
yapisi ve metastaz yeteneginin yanisira kullanilan mevcut tedavilerin yetersizligide
bu durumun nedenleri arasindadir. Bu nedenle daha etkili ve daha az toksik
yaklagimlar gelistirmek amaciyla, bu hastaligin biyolojisinin daha iyi bilinmesi

biiylik 6nem arz etmektedir.

Kok hiicrelerin  kendini yenileme mekanizmalarinda meydana gelen
bozukluklar, kanser kok hiicre olusumuna sebep olmaktadir. Bu hiicreler mevcut
kanser tedavilerine direng goOstermektedir. Kanser kok hiicrelerinin ve kanser
hiicrelerinin tiimdr ve metastaz olusturma yeteneklerinin farkli olmasi, hiicre

yolaklarininda farkli olduguna isaret etmektedir.

Kemoradyoterapi, hizla béliinen kanser hiicrelerinin ¢ogunlugunu oldiiriiyor
olsa da, daha az sayida bulunan ve seyrek hiicre dongiisiine sahip kanser kok
hiicrelerine etkili olamamaktadir. Prince ve arkadaslar1 2007 yilinda ilk kez, bas ve
boyun kanseri kok hiicrelerinin varligini bildirmiglerdir. Fare xenografi modeli
tizerinde yaptiklar arastirmada, az sayida CD44+ olan hiicrelerin tiimor olusumunu
baslattigi, CD44- olan ¢ok daha yiiksek orandaki hiicrelerin ise timor olusturmadigi
goriilmiistiir. Aym1 grup bas ve boyun kanser kok hiicrelerine 6zgii Aldehit
dehidrogenaz (ALDH) biomarkirin1 tanimlayip diisiik ve yiiksek ALDH aktivitesine



sahip hiicreleri izole ederek, yiiksek ALDH oranina sahip hiicrelerin son derece

tiimorijenik oldugunu gostermislerdir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak bu c¢alismada, bas ve boyun kanserine ait UT-
SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinda ALDH biomarkir1 kullanilarak kanser
kok hiicresi ve kanser hiicresi izolasyonu yapilmistir. Izole edilen hiicrelerin
validasyonu morfolojik olarak, immiinofloresan ve markir genlerin ekspresyonuna
bakilarak kontrol edilmistir. Ayrica izole edilen hiicrelerden, RNA izole edilerek
microarray yontemi ile bas ve boyun kanserleri kanser kok hiicrelerinde ekspresyonu

artan ve azalan genler belirlenmistir.



ABSTRACT

[CETIN, Elif Nihan]. [Head and Neck Cancer Stem-Cell Isolation,
Characterization and Microarray Analysis of Their Gene Expression Profiles],
[Masters Thesis, Ankara, 2015].

Cancer is one of the most important health problems of our day. With each
passing year, alongside developments in diagnosis and treatment, the number of
diagnosed cases of cancer steadily increases. According to data from the World
Health Organization, in the year 2008 a total of 12 million cancer diagnoses
worldwide were given and it was estimated that in the year 2030 this number will
increase to 26 million. Behind heart disease, cancer is the second highest cause of

death in the developed world.

Despite recent developments in medicine, there has not been a significant
increase in the cure rate or survival rate for head and neck cancer. One of the
reasons why current therapies remain insufficient is the aggressive nature of tumors
and their metastatic capacity. Therefore, there is an urgent need for a bettern
understanding of the biology of this disease in order to develop more effective and

less toxic treament modailities.

Defects in the self-renewal mechanisms of stem-cells is one of the causes of
the development of cancer stem cells. These cells are resistant to available cancer
treatments. As primary tumor cells, metastatic tumor cells and cancer stem cells
have different characteristics, their cellular pathways should also be different from

one another.

While chemoradiotherapy is able to kill the majority of rapidly dividing
cancer cells, the slowly cycling and rare cancer stem cells are remain unaffected. In
2007, Prince et al. showed for the first time the existence of cancer stem cells in head
and neck cancer. In their study, using mouse xenograft model, they showed that the
rare CD44+ cells initiated tumor growth when transplanted into mice, while the
majority CD44- cells did not initiate tumor growth. The same group identified

aldehyde dehydrogenase (ALDH) as a head and neck cancer stem-cell marker. They



isolated cells with low and high ALDH activity and showed that the cells with high
ALDH activity were highly tumorigenic.

With these results in mind, in this study, cancer stem-cells were isolated from
head and neck cancer cell lines UT-SCC 74A and UT-SCC 74B using ALDH as a
biomarker. The stemness of the isolated cells was validated by morphology,
immunofluorescence and stem-cell marker gene expression analysis. Furthermore,
RNA was collected from the isolated stem cells and then, using microarray,

upregulated and downregulated genes were identified.
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1 Kanser

Ik defa M.O. 460-377°de Hipokrat, kanser i¢in organizmanin sifa bulamayan
yapilanmalart tanimimi kullandi. Viicut ylizeyinde biiyiiyen, kirmizi, agrili ve
digerlerinden daha farkli karaktere sahip olan sislikleri “karkinoma” ya da
“karkinos” olarak adlandirirken, M.S. 2. Yiizyilda Galen, yengece benzettigi

goriiniimii ile “kanser” adin1 verdi [1].

1298 yilinda Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye”
isimli eserinde seretan, kiiciik yumru veya findik biiytikliigiinde, etrafi damarli agrili

bir yap1 olarak tanimlanmaktadir. Bu yiizden Tiirk tip tarthinde kansere “Seretan”

denilmektedir [2].

Kanser, DNA’da meydana gelen hasar sonucu hiicrelerin kontrolsiiz, anormal
bir bi¢imde c¢ogalmasi ve biliylimesidir. Giin i¢inde DNA’da yaklasik 10.000
mutasyon olmasina ragmen bagisiklik sistemimiz aktif olarak viicudumuzu tarar ve

bu hiicreleri imha eder [1-3].

Yaslanan - Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin onarilmasi
amaci ile saglikli viicut hiicreleri boliinebilme yetenegine sahiptir. Ama hiicrelerin bu
yetenekleri sinirlidir.  Sonsuz  bir sekilde boliinlip ¢ogalamazlar. Hiicreler
ozelliklerine gore, belli sayida boliinebilme gegirirler. Saglikli hiicreler ne zaman ve

nerede boliineceklerini bilecek sekilde programlanmiglardir [1-3].

Kanser hiicrelerinde ise boyle bir program yoktur. Yani saglikli hiicreler gibi
Kontrollii béliinemezler. Bu programi kaybeden hiicreler kontrolsiiz bir bigimde

boliinerek ¢cogalmaya baslar [1-3].

Kanser hiicreleri bir araya gelerek tiimor kitlesini olustururlar. Tiimor kitlesi
saglikli dokulara baski yaparak onlari sikistirabilir ya da tahrip edebilirler. Kanser
hiicreleri tiimor kitlesinden ayrilip, lenf veya kan dolasimina katilarak viicudun diger

bolgelerine gidebilirler. Gittikleri bolgelerde yeni koloniler olusturup biiylimeye



devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun baska bolgelerine dagilmasina metastaz
denir [3].

1.1.1 Kanserin Diinyadaki Insidansi
Kanser, giinlimiizde karsilasilan en 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Tan1

ve tedavi imkanlarinin gelismesiyle her gegen yil daha fazla kanser vakasi teshis
edilmektedir. Tedavi olanaklarindaki artis ve toplumun bilinglenmesi ile daha ¢ok
sayida hasta hekime basvurmaktadir. ilerleyen teknoloji ile kanserojen maddelere
maruziyetin artist kanserli vaka sayisimi arttirmustir.  Kanser, kalp ve damar

hastaliklarindan sonra 2. 6liim sebebidir [4].

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi ve Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine
gore, 2008’de Diinya’da toplam 12 milyon Kisiye kanser tanisi konulurken, 2030

yilinda bu saymin 26 milyonu asacagi tahmin edilmektedir [5].

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore kanser vakalarindaki artisin 3 temel sebebi;

tiitiin kullanimi, yash nufiis sayisindaki artis ve obezitedir [5].

1.1.2 Kanserin Molekiiler Ozellikleri
Kanser belirtileri, gelisimi ve sonuglar1 yoniinden hastaya gore etkisi degisen

karmagik bir hastaliktir. Hastalikta goriilen bu heterojenite, hiicresel ve molekiiler
diizeyde de kendini gostermektedir. Kanser, hiicrelerin anormal bir sekilde
cogalmalarina, bagisiklik sisteminin gozetiminden kagmasina ve buna bagh olarak da

baska dokulara ulasarak metastaza yol acan birgok evreden olusur [6].

1.1.3 Kanser Genleri
Insan genomunda yaklasik 20.000 kadar gen vardir. Islevini yitiren bir gen,

onemli bir proteinin anormal diizeyde liretilmesine, anormal bir protein liretimine ya
da proteinin hig iiretilmemesine sebep olabilir. Ornegin; Kirsten Rat Sarcoma Viral
Oncogene Homolog (KRAS) geninde meydana gelen bir mutasyon, hiicre zarinin
icinde yer alan kiiclik bir proteinin hiicre biiylime sinyalini arttiran bir proteine
doniismesine sebep olur. KRAS geninde meydana gelen mutasyonlar, bir¢ok kanser
tirtinde goriilmekle birlikte 6zellikle kolorektal veya akciger adenokarsinomlarinda
yaygindir. Bu gene karsilik gelen protein, ise gorevini yerine getiremeyerek siirekli

hiicre boliinme sinyali verir. Bu sekilde normal fonksiyonunu kaybederek siirekli



hiicre boliinme sinyali veren genlere “onkogen” denir. Onkogenler hiicre ¢cogalmasini
hizlandirmaktadir. Bu durumun tersine, bazi genler aktif olmadiklarinda kanser
olusumuna katki saglarlar. Ornegin; TP53 geni yanlis hiicre boliinmesini engellemek
amaciyla hareket eder. Bu gende meydana gelen bir mutasyon proteinin yapisini
bozarak, proteinin gorevini yerine getirememesine neden olur. Bu durumda
hiicrelerin ¢ogalmast durdurulamaz. TP53 mutasyonu hemen hemen her kanser
tiiriinde godzlenmektedir. Islevini yitirerek kanser olusumunda etkili olan bu tiir

genlere “tiimor baskilayici gen” adi verilmektedir [7].

1.1.4 Kanserin Hiicresel Kokeni ve ilerlemesi

Bir hiicrenin kanserli olabilmesi i¢in onkogen ve tiimor baskilayict genlerin,
hiicrenin anormal bir sekilde cogalmasini saglayacak degisiklikler gecirmesi
gerekmektedir. Bu siire icerisinde ‘“‘agresif” hiicrelerden olusan klonlar meydana
gelir. Organizma bu klonlar1 tolere edip, ¢ogalmalarim1 engellemedigi siirece,
hiicreler gittikce artan sayida modifikasyonu biinyelerinde biriktirir. Boyle bir
durumda, sadece en uygun ve en saldirgan hiicreler hayatta kalacaklardir. Tiimdrler
bu sekilde malign hale gelirler. Hastalara kanser hiicrelerini 6ldiiren bir ilag
uygulandiginda, ilaca kars1 direng gelistirmis az sayida hiicre vardir. Bu az sayidaki
direngli hiicreler, kanserin baglangi¢ doneminden daha etkili bir sekilde niiks etmesi

i¢in yeterli olabilmektedir [8].

Kanser erken donemde teshis edilemedigi zaman sadece biiytikliik degil, ayn1
zamanda komsu hiicrelere de zarar vererek ilerler. Boylece kanser etkilenen organ
igerisine yayilip, daha sonra komsu hiicrelere atlar. Lenfatik damarlara gecerek, lenf
diigiimlerine dagilirlar. Kanser, lenf ve kan dolagimi ile kemik, karaciger, akciger ya
da beyin gibi organlara metastaz yapabilir. Kanser hiicrelerinin viicuda yayilmasi

anjiyogenez ile tiimore oksijen ve besin saglamasi sonucunda kolaylasir [8].

Metastaz yapmis kanserin tedavisi daha zordur. Tiimor odakli tedaviye ek
olarak, kemoradyoterapide gerektirmektedir. Kemoterapi, temel olarak kanser
hiicrelerini 6ldiirmek, DNA ve hiicre boliinmesini durdurmaya yonelik toksik bir
maddedir. Kemoterapi kullanimi, kanserli hiicrelerin béliinmek tizere DNA’larini

daha c¢ok kopyaladiklar1 ve bu yolla DNA hasari ile hiicreleri o6ldiirerek normal



hiicrelerden daha hassas olduklar1 diisiiniilmektedir. Son donemde ise kanser ile
iligkisi bulunan ve belirli molekiiler degisiklikleri hedefleyen molekiillerin
kullanildig1 yeni tedavi yontemleri gelistirilmistir [8]. Bunlarin arasinda, kanser
hiicreleri tarafindan eksprese edilen hiicre yiizey molekiillerine 6zgii antikorlar ya da
kanserli hiicrelerde aktive olan enzimlerin aktivitesini durduran ilaglar sayilabilir.
Sonug olarak, bircok kanser tiiriinde, organin bulundugu yere ya da hastaliga bagh
olmaksizin, baz1 tiimor baskilayict ve onkogenler degisir. Bu genlerin meydana
getirdigi Uriinler ise hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve sagkalim oranlarin

etkilemektedir [9].

1.2 Kanser Cesitleri

Kanser bedende goriildiigii bolgeye ve organa gore cesitlilik gostermektedir.
Ornegin; Bas ve Boyun Kanserleri, Mide Kanseri, Serviks Kanseri (Rahim Agzi
Kanseri), Safra Yolu Kanseri, Safra Kesesi Kanseri, Prostat Kanseri, Pankreas
Kanseri, Goz Kanseri, Melanoma, Karaciger Kanseri, Kan Kanseri (Losemi), Kalin
Bagirsak Kanseri, ince Bagirsak Kanseri, Rahim Kanseri, Meme Kanseri, Bébrek
Kanseri, Cilt Kanseri, Bobrek Kanseri, Aniis Kanseri, Anal Kanal Kanseri ve

Akciger Kanseri olmak tizere pek ¢ok kanser gesiti vardir [4].

Kadinlarda en ¢ok goriilen kanser cesiti akciger, meme, kolorektal, deri ve
rahim kanserleridir. Erkeklerde ise en ¢ok goriilen kanser tiirleri prostat, akciger,

kolorektal, mesane ve deri kanserleridir [10].

1.3 Bas ve Boyun Kanseri

Her bolgede kansere rastlanabilir. Bas ve boyun bolgesinden kdkenlenen
kanser tiirline bas boyun kanseri denir. Bas boyun kanserleri, nazofarinks, paranazal
siniis, oral kavite, orofarinks, hipofarinks, larinks ve tiikrilk bezi kanserlerini

kapsamaktadir [11].

1.3.1 Bas ve Boyun Kanserinin Epidemiyolojisi

Bas ve boyun kanserleri, diger kanserler ile karsilastirildiginda en sik

karsilasilan 5-6. Kanser tiirtidiir [12].


http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/774-ba%C5%9F-ve-boyun-kanserleri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/223-mide-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/56-serviks-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/56-serviks-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/55-safra-yolu-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/54-safra-kesesi-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/52-prostat-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/51-pankreas-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/51-pankreas-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/50-ozefagus-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/48-melanoma.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/47-karaciger-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/46-kan-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/45-kalin-bagirsak-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/45-kalin-bagirsak-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/44-ince-bagirsak-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/53-rahim-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/49-meme-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/42-b%C3%B6brek-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/42-b%C3%B6brek-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/43-cilt-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/42-b%C3%B6brek-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/41-anus-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/40-anal-kanal-kanseri.html
http://kanser.gov.tr/kanser/kanser-turleri/39-akciger-kanseri.html

Yilda ortalama 160.000 larinks ile 400.000 kisiye agiz boslugu ve farinks
kanseri tanis1 konmaktadir. Bu vakalardan yaklasik 300.000°ni  Gliimle
sonuglanmaktadir [13]. Tami ve tedavideki gelismelere ragmen hastalarin sagkalim

oranlarinda anlamli bir artis olmamustir [14].

Hastaligin 5 yillik sagkalim orant %64 olarak belirlenmistir. Bas ve boyun
kanserleri igerisinde, 5 yilda en yliksek sagkalim %91 ile dudak kanserinde olurken,

en diisiik sagkalim %31 ile hipofarenks kanserinde olmustur [14].

1.3.2 Bas ve Boyun Kanserinin Risk Faktorleri

Bas ve boyun kanserlerinin etiyolojisinde etkili olan birgok faktor
bulunmaktadir. Boyle bir durumla karsilasildiginda risk faktorleri iyi sorgulanmalidir
[15]. Bas ve boyun kanserlerinin biiylik bir ¢ogunlugu histolojik olarak skuamoz
hiicreli karsinom (SCC) tiiriindedir ve bu kanserler i¢in temel risk faktorleri tiitiin ve
alkol kullanimidir. Uzun stireli, agir igiciler ve yiiksek katranli sigara ya da kara
titin kullanan kisiler i¢in bu risk daha da yiiksektir. Pipo ve puro kullanimi da
hastalikta etkili olup, bu maddelerin kullaniminin birakilmasiyla beraber riskte

azalma goriilmektedir [16].

Alkol kullanimi ise basli basmna bir risk faktdrii olup, tiitiin ile birlikte
kullanildiginda sinerjistik bir etki gostermektedir [17]. Alkol ve tiitiiniin birlikte
kullanim1 bolgelere gore cgesitlilik gosterebilecegi diisiiniilmekte olup, her ikisine
maruz kalindigindaki etkisi, diinya genelinde tiim bas ve boyun kanserlerinin

cogunlugunu agiklamaktadir [18].

Bas ve boyun kanserlerinde radyasyona maruz kalinmasiyla tiroid ve tiikriik
bezlerinde tiimor gelisimi olabilmektedir. Dudak kanserleri i¢in, uzun siireli giines

1s181na maruziyet bir risk faktoridiir [17].

Mesleki olarak kullanilan, siilfiirik asit ve hardal gazi igeren inorganik asit
gibi maddelerin buhar1 ya da izopropanol imalati gibi is kosullarindaki bir ¢ok

faktoriin, girtlak kanseri i¢in risk faktori olusturdugundan siiphelenilmektedir [19].



Yetersiz agiz bakimi ve agiz gargaralarinin ¢okca kullanimi, diger bas ve
boyun kanserleriyle pek iliskilendirilmese de agiz kanserleri i¢in potansiyel risk

faktorlerindendir [19].

Insan Papilloma Viriiside (HPV) de son yillardaki calismalar ile bas ve

boyun kanserleri gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak literatiirdeki yerini almistir [17].

1.3.3 Bas ve Boyun Kanserinin Belirtileri

Kanser vakalarinin en ¢ok tespit edildigi yas 50-60 arasidir. Boyunda goriilen
kitleler cocukluk doneminde genellikle iyi huylu ¢ikarken, bu kitleler yetiskinlerde
cogunlukla kotii huylu c¢ikmaktadir. Kitlenin fark edildigi andan itibaren gegen
siirede, biiylime hizi, goriinlimii ve boyutunda gerceklesen farkliliklar, kivaminda
meydana gelen degismeler ve uygulanan antibiyotik tedavisine nasil bir yanit verdigi
onemlidir. Ayrica kiside meydana gelen bu degisikliklerle beraber; kulak agrisi,
yutma giicliigli, kan tiikiirmek, koku alma bozuklugu, bogaz agrisi gibi semptomlar
onemli olmaktadir [20].

Yutkunma sirasinda meydana gelen kulak ve kulak bolgesi agrilart boyundaki
bir tiimore ya da enfeksiyona bagli olabilir [21]. Gogiis ve yemek borusunda goriilen
kanserlerde yutma problemleri olup, ¢ogunlukla kati yiyecekler tiiketilirken yutmada
zorluk yasanabilir [20].

Kan tiikiirmek, kanser disinda farkli sebeplerle de gozlenebilir. Fakat bununla
birlikte akciger, burun, gogiis ve agiz kanserleri kanamaya sebep olabilir. Eger
balgam ya da tiikiiriikte uzun siireli kan goriiliir ise kanser riski artmaktadir [20].

Bas boyun kanserleri ¢cogunlukla, viicuda yayilmadan 6nce boyundaki lenf
diiglimlerine yayilir. Goriilen tiim sislikler kanser olmamakla beraber, bu sislikler
guatr, girtlak, agiz, baz1 lenf kanserleri ve kan kanserinin isareti olabilir. Bu tiir
sislikler cogunlukla agrisiz ve biiyiimeye meyillidir [21].
Agiz ya da dildeki kanser tiirlerinde agr1 ve sisme goriilir. Agizda olusan bu
degisiklikler genellikle agrisizdir, fakat iltihaplanirsa agri meydana gelebilir.
Boyundaki kitleyle beraber sisme ya da iilser varsa dikkat edilmesi gerekmektedir
[20].



Dil ve dudak kanserlerinin bir¢ogu sisliklere ve iyilesmeyen yaralara sebep
olmaktadir. Hastaligin ileri donemlerine kadar kanama goriilmeyebilir. Girtlak
kanserleri ise ses degisimine sebep olur. Her ses degisikligi kanser olmamakla

birlikte, 2 haftadan uzun siireli degisiklikler kanserin belirtisi olabilir [21].

1.3.4 Bas ve Boyun Kanserinin Boyun Kitlelerine Yaklasim

Kisa siireli var olan sislikler ¢ogunlukla inflamatuar olmakla birlikte,
uzun siireli yani haftalar veya aylardir varligin1 devam ettiren Kitleler ise genellikle
neoplazi bulgusudur. Yillardir varligmi siirdiiren ve biiylime egilimi gdstermeyen

kitleler ise cogunlukla konjenital veya benign karakterdedir [22].

Detayli fizik muayene sonucunda orta hat lezyonlar1 genellikle benign
olup (tiroglossal dukt kisti, dermoid Kist), 6zellikle yetiskinlerde lateral boyun
lezyonlar1 ise aksi ispat edilene kadar malign neoplastik Kitleler olarak kabul
edilmelidir. Siiperior lateral boyun kitleleri genelde bas ve boyunun metastatik
kitleleridir. Bu bdlgeye metastaz yapan timorler genellikle primer odaklari tonsil, dil
kokii ve nazofarenksdir. Inferior lateral bolgede ve ézellikle supraklavikiiler bolgede
var olan Kitleler ise genellikle mide ve meme kaynaklidir. Ancak supraklavikiiler
bolgedeki kitlelerin lenfoma kaynakli olabilecegi ihtimalide dikkat edilmesi gereken
bir ayrintidir [22].

1.3.5 Bas ve Boyun Kanserinin Boyun Kitleleri icin Laboratuvar Cahsmalari

Bas ve boyun kanserlerinin tanisinda laboratuvar c¢alismalarinin ¢ok az
yeri vardir. Tiimoriin lokalizasyonu ve uzanimi agisindan ise diagnostik laboratuvar
caligsmalarmin 6nemli bir yeri bulunmaktadir. Endoskopik muayenenin bag ve boyun
kanserlerinin arastirilmasinda yeri buylktiir. Cilinkii var olan bir tiimoriin kaynagi,
iist solunum-sindirim sistemi kaynakli ise ancak endoskopik muayene ile
belirlenebilir. Fakat kesin bir tan1 konulmasi i¢in histopatolojik inceleme gereklidir
[22].



1.3.6 Bas ve Boyun Kanserinde Tam

Sebebi belirlenemeyen boyun kitlelerinde, tani i¢in ilk adim ince igne
aspirasyon biyopsisi olmalidir. Orijini belirlenen boyun kitlelerinin tanisinda

kullanilacak olan yontem ise punch biyopsi veya insizyonel biyopsi olmalidir [22].

1.3.7 Bas ve Boyun Kanserinde Tedavi ve Sagkalim Oram

Hastalik evresine ve anatomik alt bolgesine gore birincil tedavi yontemi
de degisiklik gostermektedir. Erken evrede tanimlanan kanserlerin ¢ogunlugu i¢in
cerrahi rezeksiyon, tedavinin doniim noktasidir [23]. Bununla beraber, dil tabani,
bademcikler, agiz yiizeyi gibi bazi anatomik bolgelerde ve ayni zamanda yerel olarak
ilerlemis tim kanserlerde ya tek basina ya da cerrahi miidahaleyle beraber
radyoterapi uygulanmaktadir. Baz1 durumlarda radyoterapiye ek olarak kemoterapi
de kullanilabilmektedir [24].

Oral kavite ve orofarengeal kanserlerinde erken evre (Evre I-11) tedavi
cerrahi veya radyoterapi seklinde olabilirken, ileri evre (Evre 111-1V) kanserlerde ise
en iyi yontem cerrahi ve sonrasinda radyoterapidir. Tiimoriin rezeke edilemeyecegi
durumlarda ise yontem kemo-radyoterapi seklinde olmaktadir. Bu tiimorlerde 5 yillik
sagkalim orani Evre I’ de %60-80 arasinda iken Evre IV’ de %25 e diismektedir [25,
26].

Erken evre hipofarenks kanserlerinde radyoterapi veya cerrahi
kullanilabilirken, daha ileri evreli hipofarenks kanserleri i¢in cerrahi sonrasi
radyoterapiye ihtiya¢ duyulabilir. Hipofarenks kanserlerinde lokorejyonel metastazla
stk karsilagilmakta olup tedavide boyun da goz Oniinde bulundurulmalidir (boyun
diseksiyonu ve boyuna radyoterapi). Ciinkii bu tiir timorlerde mortalite genelde
boyun niiksii ile beraber gelmektedir. Hipofarenks kanserlerinde 5 yillik sagkalim
orani Evre I’ de %70 civarinda olurken, Evre IV’ de %4’te kalmaktadir [27].

Erken evre larenks kanserleri cerrahi veye radyoterapi ile tedavi
miimkiinken daha ileri evreli tiimorler cerrahi + radyoterapi veya kemoradyoterapi
ile tedavi edilebilirler. Larenks kanserinin 5 yillik sagkalim oran1 Evre I’ de %90’ nin

tizerinde olup, Evre IV’ de ise %40’a diismektedir [28].



Erken evre dudak kanserlerinde tiimorlerde cerrahi ve radyoterapi esit
oranda etkili olup, ileri evreli tiimorlerde cerrahi sonrasi radyoterapi uygun
goriilmektedir. Dudak kanserlerinde 5 yillik sagkalim oranit erken evrede %90

civarinda olurken [29], ileri evrede bu oran %40’ a kadar diismektedir [30].

Erken evre nazofarenks kanserlerinde ise tedavi yontemi biraz farklidir.
Erken evre nazofarenks kanserleri boyuna metastaz yapmis olsa dahi tedavi segenegi
radyoterapi olup, ileri evre nazofarenks kanserlerinde ise tedavi kemoradyoterapidir.
Nazofarenks kanserlerinin tiim evrelerinde 5 yillik sagkalim oran1 %50-76 arasinda

farklilik gostermektedir [31].

ABD’de ve Avrupa’da agiz boslugu ve farinks kanserine tani
konulmasindan sonra 5 yillik goreli sagkalim oran1 %40’a yakindir. Ayrica, agiz
boslugu malinitelerinde, hipofarinks malinitelerine goére hastaligin prognozu
kadinlarda erkeklere oranla genellikle daha iyidir. Avrupa’da 5 yillik sagkalim orani
1983 yilindan 1994°e¢ kadar degismemis ve bu da belirgin bir ilerlemenin
kaydedilemedigini diistindiirmektedir [32].

1.4 Kok Hiicre

Kok hiicre kendini yenileme 6zelligiyle, organizmanin 6mrii boyunca bir
hiicrenin kendi kopyasini yaparak cogalmasi ve ihtiya¢ duyuldugunda organ ve

dokuya 6zgii 6ncti hiicrelere doniisebilmesidir [31, 32].

Normal Viicut Hiicresi Kok Hiicre

Siirli  sayida ¢ogalabilir ya da hig | Neredeyse sonsuza dek bdlinebilir ve

cogalmazlar. cogalabilirler.

Bir gorevi yapmak iizere 6zellesmislerdir. | Ozellesmemis (farklilasmamis)
hiicrelerdir.

Bir bagka hiicre tipine doniisemezler. Ozellesmis (farklilagmis) hiicrelere
doniisebilirler.

Tablo.1: Normal Viicut Hiicresi ve Kok Hiicre Arasindaki Farklar
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Kok hiicreler farklilagsmalarina, 6zelliklerine ve elde edildikleri yere gore

gruplandirilabilir.

Kok Hiicre Cesitleri

N

Farkhlagsmalarina gore; Elde edildikleri yere gore;

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

Sekil.1: Kok Hiicrelerin Gruplandirilmast

1.4.1 Farkhlasma kaynaklarina gore;

1.4.1.2 Totipotent: Olgun disi lireme hiicresi oositin, olgun erkek iireme
hiicresi spermatozoon ile dollenmesinden sonra zigot adini verilen yeni bir hiicre
olusur. Zigot, tek basima yeni bir organizmay1 olusturabilecek, hiicresel igerik ve
genetik bilgiye sahiptir. Blastomer sayis1 16'ya ulastiginda zigot morula diye
adlandirilir. Zigotun mitoz boliinmeleri sonucunda meydana gelen ve blastomer adini
verilen erken donem hiicrelerinin, her seyi yapabilen anlamina gelen totipotent
gelisim Ozelligi vardir. Blastomerlerin bu 6zelliklerini 8 hiicreli evreye kadar
koruduklar1 ve daha sonra farklilagma gostererek totipotent ozelliklerini kaybedip

pluripotent hiicrelere doniistiikleri kabul edilmektedir [33].

Totipotent hiicre

Sekil.2: Totipotent Hiicre


http://tr.wikipedia.org/wiki/Blastomer
http://tr.wikipedia.org/wiki/Zigot
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1.4.1.3 Pluripotent: Dollenmeden sonraki 5. giinden itibaren olusmaya
baslayan hiicreler blastokist adi verilen kiiresel sekli meydana getirir. Blastokistde
hiicresel farklilasma sonucu kiireyi disaridan saran hiicrelere trofoblast, i¢eride kalan
hiicrelere embriyoblast denir. Bu i¢ embriyoblast hiicreleri viicuttaki tiim hiicrelere
doniisebilecek fonksiyona sahip olup, tek baslarina biitiin organizmayi olusturacak

gicleri yoktur. Bu tir hiicrelere pluripotent hiicre adi wverilir [33].

A - Embriyoblast
O— & —
Zigot

\ )
T

Pluripotent hiicre

Sekil.3: Pluripotent Hiicre

1.4.1.4 Multipotent: Embriyonik gelisimin ileri safhalarinda ait hiicrelerdir.
Eriskin kok hiicrelerine ve Ozellesmis hiicrelere farklilasabilirler. Erigskin kok
hiicreler, bulunduklar1 hiicre doku tipine gore hiicre tretirler. Multipotent hiicreler,

dogumla beraber kordon kaninda, kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar [33].
1.4.2 Elde edildikleri yere gore;

1.4.2.1. Embriyonik Kok Hiicre (EKH): Blastokistin, embriyoblastlardan
elde edilir. Bu hiicreler uygun sartlarda kiiltire edildiginde farklilasmadan
cogalabildikleri gibi, mevcut ortam degistirildiginde hiicrelerinde farklilagmasi
saglanabilir. Embriyonik kok hiicrelerin farklilagsma ozelliklerinden faydalanilarak
doku hasarlarinda hizli iyilesme ya da sinir hiicresi gibi hasar meydana geldikten
sonra onartlmast miimkiin olmayan hiicrelere farklilagarak yara tamirinde

kullanilmasi, son donemdeki 6nemli arastirma konularindan biridir [34].

Embriyonik kok hiicreler, hiicre ylizey markir1 olarak Oct-4, TRA1-60,
TRA1-81 ve SSEA-1 eksprese ederler. Insan embriyonik kok hiicreleri, fare
embriyonik fibroblast hiicreleri ve LIF (Leukemia Inhibitory Factor) varliginda bu

ozelliklerini korumaktadir. EKH’lerin farklilasmadan kendilerini yenileyebilmeleri
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icin bir¢ok faktoriin dengede olmasi gerekmektedir [35]. Pluripotent embriyonik kok
hiicre fenotipinin devamliliginda Oct-4, Nanog ve Sox-2 o6nemli transkripsiyon
faktorleridir [36, 37].

1.4.2.1.1 Oct-4 (Octamer-binding transcription factor 4): Oct-4 Octamer
transkripsiyon faktorleri ailesinin bir tiyesi olup, pluripotent hiicre yapisinin
stirdiiriilmesinde ¢ok dnemli bir rol oynar. Blastomerler ve EKH’lerdeki gibi Oct-4+
hiicrelerde Oct-4 yoklugu, hiicrelerin kendiliginde trofoblasta doniismesine sebep
olur. Oct-4 varliginda ise, EKH’ler i¢in potansiyel bir pluripotent ve farklilasma

durumu olusur.

Octamer ailesinin Oct-1 ve Oct-6 gibi diger gesitli iiyeleri indiiksiiyon
asamasinda basarisiz olduklari i¢in bu basamakta da Oct-4’tin 6zel bir rolii oldugu

goriilmektedir [38].

1.4.2.1.2 Sox-2 (SRY (sex determining region Y)-box 2): Sox ailesindeki
genler Oct-4’e benzer olarak pluripotent hiicre 6zelligi gostermektedir. Oct-4’lin
multipotent ve unipotent kok hiicrelerle de iliskisi olmasina ragmen, Sox-2 sadece
pluripotent hiicrelerde ekspre olur. Sox-2 Yamanaka, Jaenisch, Thomson ve
arkadaslar1 tarafindan kullanilan ilk indiiksiyon genidir [39].
1.4.2.1.3 KLF-4 ( Kruppel-Like Factor 4): KLF ailesi genlerinden olan
KLF-4 ilk olarak Yamanaka ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Jaenisch ve
arkadaslar1 tarafindan fare IPS hiicreleri olusumunda bir faktér oldugu
dogrulanmistir. Ardindan Yamanaka ve arkadaslar1 insan IPS hiicreleri olusumunda
bir faktor oldugunu gostermislerdir. Ancak Thomson ve arkadaslart KLF-4'iin insan
IPS hiicresi olusumu i¢in gereksiz oldugunu ve aslinda bunu engelledigini
yaymlamiglardir. KLF-2 ve KLF-4 IPS hiicresi olusturma yetenegindedir ve
verimliligi distrmesinde ragmen ilgili KLF-1 ve KLF-5 genleride bu yetenege
sahiptir [37, 40].

1.42.1.4 Nanog: EKH'lerde, Nanog, Oct3/4 ve Sox-2 ile birlikte
pluripotensiyi artirmak i¢in gereklidir. Bu ylizden sasirtict bir sekilde Yamanaka ve

arkadaglarinin Nanogun indiiksiyon i¢in gereksiz oldugunu belirtmesine ragmen
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Thomson ve arkadaslart Nanogun IPS hiicresi gelistirmede en onemli faktdrlerden

biri oldugunu gostermislerdir [37, 41].

1.4.2.2 Germinal Kok Hiicre (GKH): Embriyonun germinal tabakasindan

koken alip, farklilasarak belli organlart meydana getirirler.

1.4.2.3 Somatik Kok Hiicre: Kendini yenileyip, koken aldigi organin
hiicresine farklilasabilen hiicrelerdir. Eriskin kok hiicreler doku ve organlarda
kendilerine ait 6zel bolgelerde bulunurlar. Bulunduklart bdlgede hiicrelerin hasar
gormesi durumunda, hasarin siddetine gore ¢ogalip, farklilagarak hasarli doku ve

organin tamirinde gorev yaparlar [42].

1.5 Kanser Kok Hiicreleri

Kanser kok hiicreleri de (KKH), embriyolojik kok hiicrelerde (EKH) bulunan
ozelliklerin ¢cogunu gostermektedir. Aralarindaki farklili§in sebebi ise embriyolojik
kok hiicreler baska hiicrelere farklilasabilirken, KKH’lerinden yalnizca kanser
hiicreleri olugsmaktadir. KKH’lerininde kendini yenileme 6zelligi vardir. EKH’lerde
oldugu gibi boliinme simetrik ve asitmetrik sekildedir. Bu 6zelliklerinden dolay1
“Kanser Baslangic Hiicreleri (KBH)” olarak adlandirilirlar. KBH’lerinin kii¢tik bir
kism1 normal kok hiicre fenotipik ozellikleri gosterirken, digerleri farklilasmadan

KKH o6zelliklerini siirdiiriirler [43, 44].

Kanserin gelisim siliresinde tiimorii  olusturan hiicrelerin  hiyerarsisi
vurgulanir. Hiyerarsi terimi, hiicresel heterojeniteyi kastetmektedir. Bununla beraber
heterojenite, tiimorii ¢evreleyen invaziv endotelial, hematopoetik hiicre veya diger
kanser olmayan hiicreler anlamina gelmektedir. Burada bahsedilen heterojenite
genellikle tek tiimordeki kanser hiicrelerinin farkliligini ifade etmektedir. Bagisikligi
zayiflatilmig farelerde yapilan caligmalar tiimorde, sadece belli grup hiicrelerin tiimor
bliylimesini saglarken, diger hiicrelerin bdyle bir etkisinin olmadigmni ve
KKH’lerinin, kendi kendini yenileme ve farklilasma olmak iizere iki temel yetenegi

oldugunu géstermistir [45, 46].

Timorler farkli KKH popiilasyonlarindan kokenlenebilir. Bu farkliligin

sebebi, farklilagsmig kanser hiicrelerinin ya farkli kok hiicrelerinden olusmasi ya da
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farkli mutasyonlardan olabilir. Meydana gelen bu farkliliklar, hiicrelerin molekiiler
profilleri ile aydinlatilabilir. Bu sekilde kanserin Onlenmesi ve uygun tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi agisindan hedefin belirlenmesini kolaylastirir [42, 47].

Timorlerde erken kok hiicrelerde birgok farkli fenotip gelistigi arastirilmis ve bu

farkliliginda metastatik potansiyeli arttirdig1 diistiniilmistiir [48, 49].

1.5.1 Kanser Olusumunda Sinyal leti Yolaklar

Kanser ile iligkili bir¢ok ileti sistemi, kok hiicrelerin farklilasmasini ve kendi
kendilerini  yenilemelerini  diizenlemektedir. Ileti sisteminde olusabilecek

anormallikler, KKH’sinin gelisimi ve proliferasyonunu arttirabilmektedir [48].

Bu siiregte Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), Notch, Phospatase and Tensin
Homologue Deleted Form Choromosome 10 (PTEN), Wnt/p katenin, Sonic
Hedgehog (SHH) gibi sinyal ileti yolaklar: etkilidir ve bu yolaklarin gdrevlerinin
anlasilmasi ile timor olusumunun anlasilmasinda 6nemli bir basamak olmustur [48,

50, 51].

1.5.2 Kanser Kok Hiicrelerinin Kanser Olusumundaki Fonksiyonlari

Kanserin gelisimi sirasinda, kanser hiicrelerinde meydana gelen genetik veya
epigenetik degisiklikler, epitelial mezenkimal gegis doneminde tiimér hiicrelerinin
goc yetenegi kazanmalari, diger organlara metastaz yapabilmeleri i¢in invaziv 6zellik
kazanmalar1 gerektigini gostermektedir. Timor gelisiminde gozlenen KKH modeli,
timorli dokudan izole edilen KKH’lerinin in vivo ve exvitro olarak degisime
ugramis kanserli hiicre kitlesi olusturdugu ve bu kitlelerin tiimor veya I6semi

olusumunda etkili oldugunun gosterilmesiyle desteklenmistir [52, 53].

1.5.3 Kanser Kok Hiicre Markirlarinin Arastirilmasi

Ik kez 1997°de Akut Myeloid Losemide (AML) KKH’leri belirlenmistir.
Calismada AML hastaligina sahip kisilerden, 16semik hiicreler izole edilmistir. izole
edilen hiicreler, zar antijenik 6zelliklerine gore gruplandirilmistir. CD34+ ve CD38-
ylizey antijenine sahip hiicreler, bagisikliklar1 zayiflatilmis farelere transfekte edilmis

ve farelerde neoplazma benzeri tlimdrlerin olustugu gozlenmistir. Ayni sekilde,
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farelere CD34+ ve CD38- disinda farkli antijenik 6zellige sahip 16semi hiicreleri
transfer edildiginde timor olusumu goézlenmemistir [54]. Bas ve boyun kanserlerinde
ise ilk kez 2007 yilinda KKH’lerinin var oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada
CD44+ hiicrelerin bas ve boyun kanserlerinde, KKH’lerinin bir alt grubu oldugu
tanimlanmistir. Fare xenografi modeli iizerinde yapilan calismada, CD44+ olan
hiicreler farelere transfekte edilip, timor olusumu baglattigini gézlemlemislerdir.
CD44- olan daha fazla sayida hiicre farelere verilmis ve tiimor olusumu
goriilmemistir [55]. Aym1 grup son donemde yapilan calismalarda bas ve boyun
KKH’lerine spesifik Aldehit dehidrogenaz (ALDH) belirtecini tanimlamislardir.
Calismay1 yapan grup, diisiik ve yiiksek ALDH oranina sahip hiicreleri izole etmisler
ve yiiksek ALDH aktivitesine sahip hiicrelerin ¢ok daha tiimorijenik oldugunu
belirlemislerdir [56, 57].

ALDH aktivitesinin yiiksek oldugu hiicrelerde, CD44 antijeninin + ve -
oldugu durumlar karsilastirilmistir. Hiicrelerin ¢ogunda CD44 aktivitesinin oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun tersine, CD44+ hiicrelerde ALDH aktivitesine
bakildiginda, sadece %10-25 lik bir kismin yiiksek ALDH aktivitesi gostermistir. Bu
bilgiler sonucunda, yiiksek ALDH aktivitesine sahip ¢ogu hiicrenin ayni zamanda
CD44+ oldugu ve dolayisiyla ALDH’in KKH’si i¢in daha spesifik bir belirteg
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, CD44+ ve ALDH aktivitelerinin birlikteligi, bas-

boyun KKH’lerinin tanimlanmasinda 6nemli bir alt grubu olusturmaktadir [56, 57].

1.5.4 Dokuya Ozgii Kok Hiicre Yiizey Markirlari

Dokulara spesifik kok hiicre markirlart kullanilarak, kanser tiplerine gore kok

hiicreleri belirlemek miimkiindiir[52, 53].

Kanser Tipi Kanser Tipine Gore Hiicre Yiizey | Kaynaklar
Markirlar

Akut Miyeloid Losemi | CD34+ CD38- [53]

Bas ve Boyun Kanseri | CD44+ ALDH [55, 58]

Dalak Kanseri CD44+ CD24+ ESA+ [59]

Glioblastom Kanseri CD133+ [60]
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Kolon Kanseri ESA+ CD44+ [61]

Kolon Kanseri ESA+ CD166+ [61]

Kolon Kanseri CD133+ [62]

Mediilloblastom CD133+ [60]

Melanom CD20+ [42]

Meme Kanseri CD44+ CD24- [63]

Multipl Kanseri CD138 [42]

Over Kanseri CD44+ [64]

Prostat Kanseri CD133+ CD44+ [53]

Tablo.2: Kanser Kok Hiicre markirlar

Kok Hiicre Yiizey Markirlart Tanimi

ALDH Aldehyde Dehydrogenase

CD24 Heat stable antigen, luminal

CD29 Beta 1 integrin

CD31 Endotelyal marker

CD44 Hyalurinic acid receptor

CD45 Hematopoetik marker

CD49F Alfa 6 integrin

CD133 Prominin-1

CD140a Stromal marker

CD166 Aktif  lokosit adezyon  molekiilii
(ALCAM)

CD201 PROCR, protein C reseptor

CD326 Epithelial ~surface antigen (ESA),
EpCam

Nestin Intermediate filament

Terll9 Hematopoetik marker

Tablo.3: K&k hiicre ylizey markirlarinin tanimi [65].
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2. MATERYAL ve METODLAR

2.1 Hiicre Kiiltiiri

Calismada UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B (A-Primer tiimoér hiicre hatt1 ve B-
Metastatik timor hiicre hatti) Bas ve Boyun Kanseri hiicre hatlar1 kullanildi.
Hiicreler Prof. Grenman’in nazik katkilariyla Turku Universitesi Otorinolaringoloji -

Tibbi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Boliimii, Finlandiya’dan saglandi.

2.1. 1 Kullanilan Hiicrelerin Genel Ozellikleri

UT: Universty of Turku

SCC: Squamous Cell Carcinoma
A Primer timor

B: Metastatik tiimor

UT-SCC-74A hiicre hatt1, 31 yasindaki bir erkegin dilinin sag marjininde G1-G2

evresinde, skuamoz hiicreli karsinom olan hiicrelerdir.

UT-SCC-74B hiicre hatt1 ayn1 hastanin ileri evre boyun metastazindan elde edilmis

hucrelerdir.

Bu hiicre hatlar1 %10 FBS (Fetal Bovine Serum) katkii DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) besiyerinde, kullanim kilavuzuna uygun olarak kiiltiire
edildi.

Kullanilan besiyeri: 500 ml DMEM (Lonza / Lot No: 4MB177 / Cat No: BE12-
604F) /High Glucose mediumun igerisine;

50 ml FBS (Hyclone / Cat No: SV30160.03),

5 ml peniclilin /streptomycin (Hyclone / Cat No: SV30010),

4 ml L-Glutamine (Hyclone / Cat No: SH3003.01),

0.5 ml Plasmocin (Invitrogen / ant-mmp)
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2.1. 2 Stoktan Hiicre Ekimi

-196° C’de Azot Tankinda bulunan hiicreler, 37° C’de benmaride 1 — 2

dakikada eritildi. Eritilen hiicreler 15 ml falkon igerisine alindi. DMEM ile

kanigtirilan hiicreler 3 dakika 1100 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijj sonrasi

siipernatant atild1. Pellet (hiicre) DMEM’de ¢6ziildii. Hiicre yogunluguna gére uygun
olan flaska ekilip, 37° C’de % 5 COy’lik inkiibatorde kiiltiire edildi.

2.1. 3 Hiicre Pasajlama

Kiiltiire edilden hiicreler %70 — 80 doluluk oranina ulagtiginda, hiicreler yiizey

alan1 daha biiyiik flasklara pasajlandi. Pasajlama islemi su sekilde yapildi.

Flaskdaki mevcut medium, flaskdan uzaklastirildi.

Hiicreler PBS (Phosphate Buffered Saline) (Lonza / Cat No: #51226) ile
yikandi ve PBS uzaklastirildi.

Flask ylizeyini kaplayacak sekilde hiicreler Tripsin (Biochrom / Cat No:
#1L.2153) ile muamele edildi. Tripsinin aktif hale gelmesi igin hiicreler 37°
C’de % 5 CO>’lik inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi.

Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler, falkon igerisinde bulunan DMEM ile
karisgtirildi.

3 dakika 1100 rpm’de santrifiij edildi.

Tripsin igeren siipernatant falkondan uzaklastirildi.

Pellet (hiicre) DMEM iginde homojen bir sekilde ¢oziilerek yeni bir flaska
ekilip, 37° C’de % 5 CO;’lik inkiibatorde kiiltiire edildi.

2.1. 3 Hiicre Sayim

Calismada kullanilacak olan hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in hiicre sayimi

yapildi. Hiicre sayim islemleri su sekilde yapildi.

Flasklarda kiiltiire edilen hiicrelerin tizerindeki medium cekildi.

Hiicreler PBS’le 2 kez yikandh.


https://www.google.co.jp/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CB0QFjAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=3lKaVe7mB8WZsgGzpRQ&usg=AFQjCNH9zs4__M_jaTGqTeUyL8DVCiic8w&bvm=bv.96952980,d.bGg
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e Flask ylizeyini kaplayacak sekilde hiicreler Tripsin ile muamele edildi.
Tripsinin aktif hale gelmesi igin hiicreler 37° C’de % 5 CO;’lik inkiibatorde 5
dakika inkiibe edildi.

e Flask yilizeyinden ayrilan hiicreler, falkon igerisinde bulunan DMEM ile
karigtirildi.

e 3 dakika 1100 rpm’de santrifiij edildi.

e Tripsin igeren siipernatant falkondan uzaklastirildi.

e Pellet (hiicre) DMEM igerisinde ¢ozdiiriildi.

e Hiicre sayimi1 1:1 oranda yapildi (10 ul Tripan Blue :10 ul Hiicre).

e Tripan Blue ile muamele edilen hiicreler hiicre sayim cihazinin (BioRad Cell

Counter) slaytlarina yiiklenerek sayim yapildi.

2.1. 4 Hiicrelerin Stoga Alinmasi

Calismada kullanilan hiicreler islemler bittiginde daha sonradan kullanilmak

tizere stoga alind1. Stoga alma islemleri su sekilde yapildi.

e Tripsin muamelesi ile flask yiizeyinden ayrilan hiicreler, DMEM igeren
falkonlara alindi.

e 3 dakika 1100 rpm’de santrifiij edildi.

e Stoga alinan hiicrelerde Tripsinin tamamen ortamdan uzaklagsmasi i¢in
santrifiij asamasi 2 kez yapildi.

e Pellet (hiicre) %10 DMSO igeren FBS igerisinde ¢oziindii.

e FBS igerisinde bulunan hiicreler, 1 ml olacak sekilde Cryovial tiiplere
aktarildi.

e Cryovial tiipler BiCell kutularmma konularak -80° C olan buzdolabma
kaldirildi.

e -80° C’de 1 gece kalan hiicreler ertesi giin -196° C olan Azot tankina
koyuldu.
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2.2 Kok Hiicre izolasyonu

Calismada kullanilan UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarindan
ALDH yiizey markir1 kulanilarak Kanser Kok Hiicresi (KKH) ve Kanser Hiicresi
(KH) izole edildi. Validasyon amaciyla kok hiicre izolasyonu 2 sekilde yapildi.

2.2. 1 Fluorescence-activated cell sorting (FACS)
Hiicrelerin FACS Islemi I¢in Hazirlanmasi

e Flasklarda kiiltiire edilen hiicrelerin iizerindeki medium cekildi.

e Hiicreler PBS’le 2 kez yikandu.

e Flask ylizeyini kaplayacak sekilde hiicreler Tripsin ile muamele edildi.
Tripsinin aktif hale gelmesi i¢in hiicreler 37° C’de % 5 CO’lik
inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi.

e Flask ylizeyinden ayrilan hiicreler, falkon igerisinde bulunan DMEM
ile karistirildu.

e 3 dakika 1100 rpm’de santrifiij edildi.

e Tripsin igeren siipernatant falkondan uzaklastirildi.

e Pellet (hiicre) PBS igerisinde ¢ozdiiriildii.

e Hiicre sayimi yapildi.

e Sayim sonrasi hiicreler 400.000 olacak sekilde falkonlara boliindii.

e 400.000 hiicre 1 ml PBS i¢erisinde ¢ozdiiriildii.

e PBS + Hiicre karigimina 1 pl 1. Antikor (abcam / Ms mAb To
ALDH1AL1 / ab105920 / Lot: GR120645 — 1) eklenip, 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

e 15 dakika sonra, 1 pul 2. Antikor eklendi.

e 2. Antikor (Goat pAb to Ms IgG / PE / ab97024 / Lot: GR87493 — 11)
isaretli oldugu i¢in karanlikta 15 dakika oda sicaklifinda inkiibe
edildi.

e 15 dakika sonrasinda santrifiij yapildi.

e Siipernatant atild1.

e Pellet (hiicre) 1 ml PBS’de ¢oziildii.
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Pipetaj ile hiicreler ¢ozdiirtildii.

Santrifiij asamasi 2 kez yapildi.

2.2. 2 Magnetic Beads

Goat Anti — Mouse Ig Magnetic Beads Kullanilarak K&k Hiicre izolasyonu

Flasklarda kiiltiire edilen hiicrelerin tizerindeki medium ¢ekildi.
Hiicreler PBS’le 2 kez yikandi.

Flask yiizeyini kaplayacak sekilde hiicreler Tripsin ile muamele
edildi. Tripsinin aktif hale gelmesi igin hiicreler 37° C’de % 5 CO;’lik
inkiibatorde 5 dakika inkiibe edildi.

Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler, falkon icerisinde bulunan DMEM
ile karistirildu.

3 dakika 1100 rpm’de santrifiij edildi.

Tripsin igeren siipernatant falkondan uzaklastirildi.

Pellet (hiicre) PBS icerisinde ¢ozdiiriildii.

Hiicre sayim1 yapildi.

Hiicre sayiniza gére Magnetic Beads kulanildi.

1 pl Magnetic Beads i¢indeki tanecik sayisi 3,65 x 10

Protokole gore 1 hiicreye 5 Magnetic Beads baglanacak sekilde
hesaplama yapildi.

Gerekli hesaplama iglemlerini tamamladiktan sonra Magnetic Beads’ ler

yikandi.

1,5’luk ependorf tiip igerisine hesaplanan miktarda beads’ ler koyulup
ve lizerine 1 ml steril PBS eklendi. Yavas bir sekilde alt — {ist yaparak
karigtirildi.

PBS ve Magnetic Beads’lerin birbirinden ayrilmasi i¢in olusan
karisim metal (demir) rack tizerine yerlestirildi.

2-3 dakika iginde Madnetic Beads’ler ependorfun metal rack
tarafinda toplandi.

Magnetic Beads’lere zarar vermeden PBS yavas yavas ependorfdan
cekildi.
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Magnetic Beads’leri PBS ile yikama islemi 3 kez yapildu.

Yikanmis olan Magnetic Beads’lerin iizerine 20 ul PBS eklendi.

20 pl’lik PBS + Magnetic Beads karisimina 1. Antikor (abcam / Ms
mAb To ALDH1A1 /ab105920 / Lot: GR120645 — 1) eklendi.

1. Antikor eklendikten sonra, Magnetic Beads’ leri shakerda 1 saat +4
°C’de inkiibe ediniz.

Inkiibasyon sonras1 ependorf metal rack iizerine yerlestirildi. PBS ve
Magnetic Beads’lerin birbirinden ayrilmasi saglandi.

[k basamakta yapilan PBS ile yikama isleminin aynisim bu kez 100
ul PBS kullanarak 3 kez yapildi.

Yikamanin ardindan tiip icerisindeki 100 ul PBS’i ¢ekiniz.

Daha 6nce sayilan hiicreler Iml PBS igerisinde ¢ozdiiriiliip, Magnetic
Beads igeren ependofa aktarildi. Hiicre karisiminin homojen olmasina
dikkat edildi.

Hiicre + Magnetic Beads karigimini shakerda 30 dakika +4 °C’de
inkiibe edildi.

Magnetic Beads igeren hiicreler daha o6nce ki PBS ile yikama
asmalarinda oldugu gibi birbirinden ayrildu.

5 dakika sonunda hiicreleri igeren ependorf metal rackdan ¢ekilmeden
Magnetic Beads disinda kalan siipernatant bos bir ependorfa aktarildi.

Yeni ependorfa aktarilan hiicreler negatif (-) yani 1. Antikor (ALDH)
baglanmayan hiicrelerdi.

Metal rack tizerinde bulunan ependorfun duvarina yapismis olan
hiicreler ise pozitif (+) yani 1. Antikor (ALDH) ile isaretlenmis

hiicrelerdi.
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2.3 Kanser Kok Hiicrelerinin ve Kanser Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

ALDH markir1 kullanilarak, UT-SCC-74A / UT-SCC-74B hiicrelerinden
izolasyonu yapilan ALDH+ Kanser Kok Hiicreleri (KKH) ve ALDH- Kanser
Hiicreleri (KH), Kanser Kok Hiicre Mediumu (KKHM) kullanilarak kiiltiire edildi.

Kullanilan besiyeri: DMEM igerisine;
B27 %2 (B-27 Supplement (50x) / Gibco / Cat No: 17504-044)
N2 %1 (N-2 Supplement (100x) / Gibco / Cat No: 17504-048)
EGF 100 ng/ml (Abcam / Cat No: ab179628)
FGF 20 ng/ml (Abcam / Cat No: ab9596)

Penicillin/Streptomycin %1

Calismada KKHM her seferinde 50 mI’lik falkonlarda taze olarak hazirlandi.
50 ml KKHM i¢in; 1 ml B27

500 ul N2

20 ul EGF

50 ul FGF

500 pl Penicillin/Streptomycin kullanildi.

Izole edilen hiicrelerin plate yiizeyine yapigmamasi igin, ekim yapilacak yiizeyler
agaroz ile kaplandi.
Agarozun hazirlanmasi: Distile su igerisine;

Agaroz %2

NaCl %0,9 konularak hazirlandi.

Calismada kullanilan agaroz 1 It distile su ile hazirlandi. 1 1t distile su igerisine, 20 gr
Agaroz + 9 gr Nacl eklendi. Otoklav yapildi. Otoklav sonrasi, kullanilacak olan plate
yiizeyleri agaroz ile kaplandi. Plate igerisindeki agaroz oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Donmus olan agaroz kapl platelere KKHM kullanilarak, KKH ve KH’leri
ekildi.
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2.4 Kanser Kok Hiicre Validasyonu
2.4.1 Kiire Olusumu Deneyi

ALDH markir1 kullanilarak, UT-SCC-74A / UT-SCC-74B hiicrelerinden
izole edilen ALDH+ KKH’leri ve ALDH- KH’leri esit kosullarda kiiltiire edildi.
Inkiibasyon kosullari; hiicreler agaroz kaph plateler kullanilarak, KKHM"u ile 37°
C’de % 5 CO’lik etiiv igerisinde inkiibe edildi. 1 hafta siiresince takip edilen

hiicrelerden KKH olanlar kiire olustururken KH’lerinde bdyle bir durum gézlenmedi.

2.4.2 immiinofloresan Boyama

UT-SCC-74A / UT-SCC-74B hiicrelerinden izole edilen KKH’leri ve KH’lerine
ALDH yilizey markir1 kullanilarak immiinofloresan boyama yapildi. Boyama su
sekilde yapildi.

e 6’lik well plate icerisinde kiiltiire edilen KKH ve KH 1,5 ml’lik ependorf

tiiplere alindu.

e Hiicreler 1 ml PBS ile yikandi.

e Santrifiij yapild.

e Siipernatant uzaklastirild1.

o %4’liik Paraformaldehit/PBS soliisyonu ile hiicreler fikse edildi.

e 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Hiicreler 750 ul PBS ile 3 kez yikandi.

e Santrifiij yapildi.

e Siipernatant uzaklastirildi.

e Hiicrelere 500 pl Blocking soliisyon eklenip, 1 saat oda sicakliginda inkiibe

edildi.

Blocking soliisyon hazirlanisi; BSA %10 (Total hacmin %1’ 1 olacak sekilde)

PBS — TX %0,3

e Santrifiij yapildi.

e Siipernatant uzaklastirildi.

e Pellet (hiicre) tizerine 300 ul PBS eklendi.

e PBS + Hiicre karigtmina 1 pl 1. Antikor (abcam / Ms mAb To ALDH1A1 /

ab105920 / Lot: GR120645 — 1) eklendi.
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Hiicreler 4° C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

Santrifiij yapildi.

Siipernatant uzaklastirildi.

Hiicreler 750 pl PBS — TX (%0,3) ile yikandi.

Santrifiij yapildi.

Stipernatant uzaklastirildi.

Hiicreler 750 pl PBS ile yikandi.

Santrifiij yapildi.

Siipernatant uzaklastirildi.

Pellet (hiicre) tizerine 1 ml PBS eklendi.

PBS + Hiicre karisimina 1 pl 2. Antikor (Goat pAb to Ms IgG / PE / ab97024
/ Lot: GR87493 — 11)

Hiicreler 1 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.
Santrifiij yapildi.

Stipernatant uzaklastirildi.

Hiicreler 1 ml PBS ile yikandi.

Santrifiij yapildi.

Stipernatant uzaklastirildi.

Hiicrelere DAPI (1:500 DAPI + PBS) ile muamele eklenip, 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Santrifiij yapildi.

Stipernatant uzaklastirildi.

Hiicreler 1 ml PBS ile 3 kez yikandi.

2.4.3 Kok Hiicre markirlari ile KKH’lerinin Validasyonu

2.4.3.1 KKH ve KH’ lerinden RNA izolasyonu

Agaroz kapl plateler tizerine yiizer durumda bulunan hiicreler 1,5 ml’lik
ependorfa alindi.

Santrifiij yapilarak KHM uzaklagtirildi.

Pellet (hiicre) tizerine 800 ul Tripure (Roche / Lot No: 93936020) eklendi.
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e Hiicrelerin homojenize olmasi i¢in 2 dakika alt {ist ederek karistirildi.

e (da sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

e 200 pl Cloroform (Merck, Cat. No: 102431) eklenip, ependorflar renk
degisimi olana kadar alt iist edildi.

e 12.000 rpm’de 15 dakika 4° C’de santrfiij yapildi.

e Santrifiij sonrasi iistteki seffaf kisim yeni bir ependorfa aktarildi.

e 500 ul 2-propanol (Merck, Cat. No: 100995) eklendi. Alt ist edilerek
karigtirildi.

e 10 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

e 12.000 rpm’de 10 dakika 4° C’de santrfiij yapildi.

e Siipernatant atild1.

e Pellet (hiicre) tizerine 1 ml % 75’lik Etanol (Merck, Cat. No: 100993)
eklenerek yavasca alt iist edildi.

e 12.000 rpm’de 5 dakika 4° C’de santrfiij yapildu.

e Siipernatant atild1.

e Etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in ependorfun agzi agik olarak 10 dakika
buz tizerinde inkiibe edildi.

e 40 ul PCR-grade DEPC (Invitrogen, Cat. No: 46-224) eklenip, pipetaj
yapildi.

o Elde edilen RNA -85° C’de mufahaza edildi.

2.4.3.2 izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi

e Thermo cDNA sentez kiti (Thermo / #K1622 / Lot No: 00247104)
kullanilarak, RNA’ dan cDNA sentezi yapildi.
e Tiim RNA’ lar bir sabit bir sayiya esitlendi (0,5 pug — 1 pg — 2 ug gibi).
e Ependorfa 1 ul Oligo (DT) primer konuldu.
e Sabit sayiya esitlenen miktarda RNA eklendi.
e RNA + Su toplam1 11 pl olacak sekilde su eklendi.
e Mix Hazirlanisi; 5X Reaction Buffer 4 pl
Ribolock™ RNase Inhibitor 1 pl
10mM DNTP mix 2 ul
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RevertAid™ M-MulV 1 pl
e Hazirlanan Mix + Oligo (Dt) + RNA + Su karistirildi.
e Total voliim 20 ul oldu.
e 42° C’de 60 dakika, 70° C’de 5 dakika inkiibe edildi.
e Sentezlenen cDNA’lar -70° C’de muhafaza edildi.

2.4.3.3 OCT—-4, SOX-2 ve KLF—4 Kullanilarak KKH ve KH Arasindaki
Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Kok hiicre markirt olarak bilinen genler ile KKH ve KH arasindaki
ekspresyon farkliliklar1 belirlendi. Tablo.4’deki primerler kullanilarak Tablo.6’daki
PCR sartlarinda qRT-PCR yapildi.

OCT -4 Forward 5’-CAGTGCCCGAAACCCACAC-3’
Reverse 5’-GGAGACCCAGCAGCCTCAAA-3

SOX -2 Forward 5'-AACCCCAAGATGCACAACTC-3’
Reverse 3'-CGGGGCCGGTATTTATAATC-5'

KLF -4 Forward 5’-AAACCAAAGAGGGGAAGACG-3’
Reverse 5’-ATGTGTAAGGCGAGGTGGTC-3’

B — Actin Forward 5’-TTCCTGGGCATGGAGTCCT-3’
Reverse 5’-AGGAGGAGCAATGATCTTGATC-3’

Tablo.4: Calismada kullanilan primer dizileri

Sybeer Green 12,5 pl
Nuclease Free Water 9 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
cDNA 2,5l

Tablo.5: gRT-PCR igin hazirlanan mix (her bir 6rnek igin)
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Hold 95°C 15 dakika
Step 1-95°C 15 saniye
45 cycle Step 2 - 55°C 30 saniye
Step 3 - 72°C 30 saniye
Melt Ramp from 72°C to 95°C

Tablo.6: gRT-PCR Sartlar

‘ — B Actin UT-SCC 748 +

KLF-4 UT-SCC 744 -

OCT-4 UT-SCC 744 +

OCT-4 UT-SCC 74B +

0CT-4 K

Sekil.4: qRT-PCR pikleri

2.4.3.4 Agaroz Jel Elekroforezi

gRT-PCR sonrasi istedigimiz gen golgesinin ¢ogalip-cogalmadigini kontrol
etmek amacyla PCR {irtinleri %1°lik jele yiiklenerek goriintiilendi. Yiikleme yapilan
jel su sekilde hazirlandi.
e 100 ml 1xTAE (Tris/Asetik Asit/EDTA) ¢ozeltisinin icerisine 1 gr agaroz
(Invitrogen Cat. No: 16500) konuldu.
e Mikrodalga firinda TAE + agaroz karisim1 homojen hale gelene kadar 1sitildi.
e 1,8 ul Ethidium Bromide (Merck, Cat. No: 11608.0030) eklenip, karistirildi.
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e Olusan jel, jel kalibina dokiilerek taraklari takildi ve donmaya birakildi.

e Jelin donmasiyla PCR iiriinleri jele yiiklendi.

e Yiikleme 1:5 oraninda yapildi. 1 ul 6xLoding dye (Thermo, #R0611): 5ul
PCR iiriinii karistirilarak kuyucuklara yiiklendi.

e Yiiklemesi tamam iiriinler, 100 V’da 30 dakika yiiriildiikten sonra UV

cihazinda goriintiilendi.

2.5 Microarray Analizi

Mikroarray, hiicre ve dokulardaki gen ekspresyon profillerindeki
degisikliklerin incelenmesinde kullanilan bir teknolojidir. Transkripsiyonun genomik
olarak degerlendirilmesi, tiim genomu ya oligoniikleotid ya da bireysel genleri temsil
eden PCR friinleri barindiran cam slaytlar ve ince katman camlar ile yani DNA
mikroarray teknolojisiyle saglanmistir [66].

Microarray teknoloji, cesitli spesifik genlerin (Ormn. enfeksiydz bir ajan ile
iligkili olan genler) ya da gen polimorfizminin arastirilmasi ve ekspresyon analizinde
kullanilmaktadir. Polimorfizm analizinin yani sira, sekans analizlerinde, evoliisyoner
calismalar ve mutasyon analizi, potansiyel terapoOtik ajanlarin tespit edilmesi,
gelistirilmesi, optimizasyonu ve klinik degerlendirmelerinde de kullanilabilmektedir.
Ayrica mikroarray verilerinin analizi ile bilinen ya da bilinmeyen genlerin mRNA
modellerine bakilarak siniflandirilmasini da saglamaktadir [66, 67].

Calismada UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinden izole edilen
KKH’leri ve KH’leri arasindaki ekspresyon profillerinin belirlenmesi i¢in microarray

teknolojisinden yararlanildi.
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Sekil.5: Calismada kullanilan GeneChip Human Genome U133a 2.0 model chip

Calismanin miroarray basamagi i¢in hizmet alimi yapildi. UT-SCC-74A / UT-SCC-
74B hiicrelerinden izolasyonu yapilan ALDH (+) KKH’lerinin ve ALDH (-)
KH’lerinin RNA izolasyonu yapildi. izole edilen RNA’lar ¢alisma igin sirkete teslim
edildi.
Microarray islem basamaklari sirastyla asagidaki gibidir.
Poly-A RNA Kontrolleri Hazirlama
Tek Zincir cDNA Sentezi
Cift Zincir cDNA Sentezi
In Vitro Transkripsiyon ile Isaretli aBRNA Sentezi
aRNA Piirifikasyonu
Pure aRNA Miktar Tayini
Fragmentasyon

Hibridizasyon
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Yikama - Boyama — Tarama



Total RMNA

e e ST TN

e ™, WAAA

Tt ™ B EAR

$$g S

‘I' Hibridizasyon

Reverse Transkripsiyon '_::__—-' .

e L

31

Biotin lzaretli cDNA

Yikama - Boyama Tarama

Sekil.6: Microarray basamaklarinin gematize edilmis hali

2.5.1 Poly-A RNA Kontrolleri Hazirlama

Baslangi¢c | Seri Sulandirim 4.tincl

miktari Birinci Ikinci Ucgiincii Dérdiincii | sulandirimdan

sulandirim sulandirim sulandirim sulandirim | alinacak

miktar

50 ng 1:20 1:50 1:50 1:20 2 ul

100 ng 1:20 1:50 1:50 1:10 2

250 ng 1:20 1:50 1:50 1:4 2 ul

500 ng 1:20 1:50 1:50 1:2 2 ul

Tablo.7: Poly-A RNA Kontrol Stok Seri Sulandirilmasi

BiLESENLER MIKTAR
Ornek Total RNA (50-500 ng) Degisken
Dilue Poly-A RNA Kontrol 2 ul
(Dordiincii Sulandirim)

Nuclease-free Water Degisken
Toplam Hacim Sul

Tablo.8: Total RNA/Poly-A RNA Kontrol Karisimi
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2.5.2 Tek Zincir cDNA Sentezi

BiLESENLER MIKTAR
First-Strand Buffer Mix 4 ul
First-Strand Enzyme Mix 1wl
Toplam Hacim 5ul

Tablo.9: Tek Zincir Master Mix (tek reaksiyon igin)
e 5 uL Total RNA/poly-A Kontrol karisimi master mix’e eklendi. Son hacim 10
ul oldu.

Inkiibasyon icin;

Program
First-Strand cDNA Synthesis 42 °C for 2 hrs
4 °C indefinite hold

Tablo.10: Thermal Cycler Programi
2.5.3 Cift Zincir cDNA Sentezi

BiLESENLER MIKTAR

Nuclease-free Water 13 ul

Second-Strand Buffer Mix 5ul

Second-Strand Enzyme Mix 2 ul

Toplam Hacim 20 ul

Tablo.11: Cift Zincir Master Mix (tek reaksiyon igin)
o 20 pl ¢ift zincir master mix her (10 pl) cDNA 6rnegi iizerine buz iizerinde

eklendi.



Inkiibasyon icin;

Program
Second-Strand cDNA Synthesis 16 °C for 1 hr
65 °C for 10 min
4 °C indefinite hold

Tablo.12: Thermal Cycler Programi1

2.5.4 In Vitro Transkripsiyon ile isaretli aRNA Sentezi

BiLESENLER MIKTAR
IVT Biotin Label 4 ul
IVT Labeling Buffer 20 pl
IVT Enzyme Mix 6 ul
Toplam Hacim 30 ul

Tablo.13: IVT Master Mix (tek reaksiyon igin)
e 30 pl IVT master mix her ¢ift zincir (20 pl) cDNA {izerine eklendi.

Inkiibasyon igin;

Program
IVT 40 °C for 16 hr
4 °C indefinite hold

Tablo.14: Thermal Cycler Programi
2.5.5 aRNA Piirifikasyonu

BiLESENLER MIKTAR

RNA Binding Beads* 10 pl

aRNA Binding Buffe Concentrate 50 ul

Toplam Hacim 60 ul

Tablo.15: aRNA Binding Mix Hazirlanmasi (tek reaksiyon i¢in)

33
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e Hazir halde olan 60 pl aRNA binding buffer 60 pl 6rnegin tizerine eklendi
(120 plb).

e Her 6rnege 120 ul %100 ethanol eklendi (240 pl).

e Tiipler magnetic standa yerlestirilip, 5 dakika RNAlarin beade baglanmasi
icin beklendi. Baglanma tamamlandiginda karisim seffaf hale geldi.
aRNA’nin en iyi sekilde baglanmasi icin, iyi sekilde vortekslenip, tam
seffaflasmasi beklenildi.

e Tiipdeki sivi tam olarak seffaflaginca beade zarar vermeden siipernatan atildi.

e 100 ul aRNA wash solution eklenir. 2 dakika orta siddette vortekslendi.

e Ornek magnetic standa gegirilip 5 dakika beklendi. Siipernatant atildu.

e Tekrar 100 pl aRNA wash solution eklendi. 2 dakika orta siddette
vortekslendi.

e Ornek magnetic standa gegirilip 5 dakika beklendi. Siipernatant atildi.

e Tip agz1 acik sekilde vortekse yerlestirilip, maksimum hizda bir dakika
vortekslendi.

e Onceden 1s1tilmis olan aRNA elution bufferdan 50 pl &rnek iizerine eklendi.

e 3 dakika maksimum hizda vortekslendi.

e Ormek magnetic standa gecirilip, seffaflasincaya kadar yaklasik 5 dakika
beklendi.

e FElue edilmis 6rnek 0,2’lik tliplere alindi.

2.5.6 Pure aRNA Miktar Tayini

Piirifiye edilmis aRNA konsantrasyonu NanoDrop Spektrofotometre ile
olciiliidii. Olgiim yaparken dilusyona gerek kalmadan 6rnek tiipiinden 2 pl gekilerek

6l¢tim yapild1 (6l¢iim sonucunda en az 15ug aRNA olmasi beklenir).



2.5.7 Fragmentasyon

Array Formatina gore Fragmentasyon Reaksiyonu
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BILESENLER | 49/64 Format 100 Format 169/400 Format
aRNA 15 pg (1 to 32 ul) 12 pg (1to23.6 ul) | 7.5 ug (1 tol6 ul)
5X Array
Fragmentation
Buffer 8 ul 6.4 ul 4 ul

Degisken Degisken Degisken
Nuclease-free (40 pl son hacim | (30 ul son hacim | (20 ul son hacim
Water olacak sekilde) olacak sekilde) olacak sekilde)
Total Volume 40 ul 30 ul 20 ul

Tablo.16: aRNA fragmentasyon mix’in hazirlanmasi

Inkiibasyon igin;

Program

Fragmentation

94 °C for 35 min
4 °C indefinite hold

Tablo.17: Thermal Cycler Program




2.5.8 Hibridizasyon
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Pre-hibridizasyon mix asagidaki tabloya gore uygun miktarda arraylere

yiiklendi. Onceden 45° C 60 rpm’e getirilmis hibridizasyon firminda 10 dakika

inkiibe edildi.
49 (Standard) / 400 (Micro) | Final

BILESENLER | 64 Format 100 (Midi) / 169 (Mini) | Dilution
Fragmented

and  Labeled

aRNA 12.5 ng (33.3ul) | 10 pg (26.7 ul) | S pg (13.3 pl) | 0.05 pg/ ul
Control

Oligonucleotid

e B2 (3 nM) 4.2 ul 3.3u 1.7 ul 50 pM

20X

Hybridization

Controls 1.5, 5, 25,
(bioB,  bioC, and 100 pM
bioD, cre) 12.5 wl 10 pl 5ul respectively
2X

Hybridization

Mix 125 ul 100 pl 50 ul 1X

DMSO 25 ul 20 ul 10 pl 10%
Nuclease-free

Water 50 pl 40 pl 20 pl

Total Volume | 250 pl 200 pl 100 pl

Tablo.18: Tek Probe Array icin Hibridizasyon Kokteyli

Array

Hacim

49 Format (Standard)

200 pl
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64 Format 200 pl
100 Format (Midi) 130 ul
169 Format (Mini) 80 ul
400 Format (Micro) 80 ul

Tablo.19: Probe Array Kartus Hacimleri
Inkiibasyon sonrasi arrayler firmdan ¢ikarilip pre-hibridizasyon mix

bosaltilip 45°C “deki hibridizasyon kokteyli enjekte edildi. Arrayler 45°C 60
rpm’deki firma 16 saatlik hibridizasyon i¢in yerlestirildi.

2.5.9 Yikama - Boyama — Tarama

Bu asamaya gecilmeden oOnce kullanilan array sistem bilgisayarina tanitilip,
yikama istasyonu ve tarayici igin uygun protokoller bilgisayara yiiklendi. Hibridizasyon
sonrast array bosaltilip yerine Array Holding Buffer yiiklendi.

Yikama ve boyama igin kit i¢indeki Stain Coctail-1, Stain Coctail-2 ve Array
Holding Buffer sirastyla 600ul-600pu1-800ul miktarlarinda ependorflara alindi ve yikama
istasyonunda uygun yerlere yerlestirildi. Sistem bilgisayar1 kontroliinde agsama 1saat 30

dakikada tamamlandi.

Array, yine sistem bilgisayari ile kontrol edilen tarayiciya yerlestirildi ve datalar
elde edildi.
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3. BULGULAR

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B (A-Primer tiimor ve B-Metastatik tiimor) Bas
ve Boyun Kanseri hiicre hatlar1 kullanildi. Caligmanin temelini UT-SCC-74A ve UT-
SCC-74B hiicre hatlarindan izole edilen KKH ve KH’ leri olusturdu.

3.1 Hiicre Kiiltiiri

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarinin kiiltiirdeki goriintimleri
UT-SCC-74A

Lk 0 i E-v@ ‘.

Sekil.7: 10X’deki goriiniim
UT-SCC-74B

Sekil.9: 10X’deki goriiniim Sekil.10: 20X deki goriiniim
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3.2. Kok Hiicre izolasyonu

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Kiiltire edilen UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarindan
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) ile KKH ve KH izolasyonu yapildi. 74A
NEG ve 74B NEG yazili analizlerde hiicreler yalmizca 1. Antikor ile muamele
edilirken, 74A ve 74B yazili hiicreler PE ile isaretli 2. Antikor ile muamele edildi.

1. Antikor: (abcam / Ms mAb To ALDH1A1 / ab105920 / Lot: GR120645 — 1)
2. Antikor: (Goat pAb to Ms 1gG / PE / ab97024 / Lot: GR87493 —11)
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Sekil.11: UT-SCC-74A hiicre hattinin ALDH ylizey makir1 ile muamele edilmemis
FACS sonuglari

A: UT-SCC-74A’ya ait total hiicre mikatarin1 ve kap1 alinan bolgedeki (P1) homojen
hiicre popiilasyonunu,

B: Q3 bolgesi, P1’de kapilinarak diger hiicrelerden ayrilan homojen hiicre
poplilasyonunu,

C: 1. Antikor ile muamele edilmis hiicrelerin ne kadarlik bir bolgeyi kapsadiklarini,
D: P1 bolgesi, total hiicreden ne kadarinin 1. Antikor ile isaretlendigini

gostermektedir.
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Sekil.12: UT-SCC-74A hiicre hattinin ALDH yiizey makir1 ile muamele edilmis
FACS sonuglari;

A: UT-SCC-74A’ya ait total hiicre mikatarini ve kap1 alinan bolgedeki (P1) homojen
hiicre popiilasyonunu,

B: Q3 bolgesi, P1’de kapilinarak diger hiicrelerden ayrilan homojen hiicre
poplilasyonunu,

C: 1. Antikor ve 2. Antikor (PE isaretli) ile muamele edilmis hiicrelerin yaptig
1s1may1 ve ne kadarlik bir bolgeyi kapsadiklarini,

D: P2 bolgesi total hiicreden ne kadarimmin 2. Antikor (PE) isaretlendigini

gostermektedir.
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Sekil.13: UT-SCC-74B hiicre hattinin ALDH yiizey makir1 ile muamele edilmemis
FACS sonuglari;

A: UT-SCC-74B’ya ait total hiicre miktarini ve kap1 alinan bolgedeki (P1) homojen
hiicre popiilasyonunu,

B: Q3 bolgesi, P1’de kapilinarak diger hiicrelerden ayrilan homojen hiicre
popiilasyonunu,

C: 1. Antikor ile muamele edilmis hiicrelerin ne kadarlik bir bolgeyi kapsadiklarini,
D: Pl bolgesi, total hiicreden ne kadarinin 1. Antikor ile isaretlendigini

gostermektedir.
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Sekil.14: UT-SCC-74B hiicre hattinin ALDH yiizey makir1 ile muamele edilmis
FACS sonuglari;

A: UT-SCC-74A’ya ait total hiicre mikatarini ve kap1 alinan bolgedeki (P1) homojen
hiicre popiilasyonunu,

B: Q3 bolgesi, P1’de kapilinarak diger hiicrelerden ayrilan homojen hiicre
popiilasyonunu,

C: 1. Antikor ve 2. Antikor (PE isaretli) ile muamele edilmis hiicrelerin yaptig
1s1may1 ve ne kadarlik bir bolgeyi kapsadiklarini,

D: P2 bolgesi total hiicreden ne kadarinin 2. Antikor (PE) isaretlendigini

gostermektedir.
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3.3 Magnetic Beads

Kiiltiire edilen UT-SCC 74A ve UT-SCC 74B hiicre hatlarindan Magnetic Beads
yontemi ile KKH ve KH izolasyonu yapildi.

3.4 izole edilen KKH’lerinin Validasyonu

3.4.1 Kiire Olusumu Deneyi
UT-SCC-74A

Sekil. 15: UT-SCC-74A ALDH- KH  Sekil.16: UT-SCC-74A ALDH+ KKH
UT-SCC-74B

Sekil. 17: UT-SCC-74B ALDH- KH  Sekil.18: UT-SCC-74B ALDH+ KKH
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3.4.2 immiinofloresans Boyama

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarindan izole edilen ALDH+ KKH’leri ve
ALDH- KH’leri validasyon amagli boyandi. Immiinofloresans boyama ALDH ile
yapild.

Sekil.19: ALDH- KH DAPI Boyamas1  Sekil.20: ALDH- KH ALDH1 Boyamasi

Sekil.21: ALDH+ KH DAPI Boyamasi Sekil.22:ALDH+ KH ALDH1 Boyamasi
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3.4.3 Kok Hiicre markirlar ile KKH’lerinin Validasyonu

Izole edilen KKH’leri ve KH’lerinin validasyonu igin kék hiicre markirt

olarak bilinen genler kullanilarak, KKH’si ve KH’si arasindaki ekspresyon

farkliliklar belirlendi.

3.4.3.1 KKH ve KH’ lerinden RNA izolasyonu Sonuglari

. A OLCULEN KONSANTRASYON ve
ORNEK NO ORNEK ADI ABSORBANS DEGERLERI
1 UT-SCC 74A ALDH (+) | 715 ng/ul - 1.8- 1.2 OD
2 UT-SCC 74B ALDH (+) | 410 ng/ul - 1.7 - 1.2 OD
3 UT-SCC 74A ALDH (-) | 2057 ng/ul- 1.9- 1.7 OD
4 UT-SCC 74B ALDH (1) | 1339 ng/ul- 1.9- 1.5 0D

Tablo.20: ALDH+ Kanser Kok Hiicreleri ve ALDH- Kanser Hiicrelerine ait RNA

konsantrasyonlari

Sekil.23: KKH’ lerinden ve KH’ lerinden izole edilen RNA’larin jel goriintiisii

M. Markir, 1. UT-SCC 74A ALDH+, 2. UT-SCC 74B ALDH+, 3. UT-SCC 74A

ALDH-, 4. UT-SCC 74B ALDH-
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3.4.4.2 OCT-4, SOX-2, KLF-4 Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri

ALDH markir1 kullanilarak, UT-SCC 74A / UT-SCC74B hiicrelerinden
Kanser Kok Hiicreleri ve Kanser Hiicreleri izole edildi. izole edilen hiicrelerden
RNA izolasyonu yapilip, cDNA sentezlendi. KKH’leri ve KH’lerine ait cDNA’lar
kullanilarak, Kok hiicre markir1 olarak bilinen genlerle qRT-PCR yapildi. gqRT-PCR

sonuglarinin analizinde 2*-(AACt) yontemi kullanildi.

SOX-2 OCT-4

100bp kkh k.h -k k.k.h k.h -k 100bp kkh k.h -k kk.h k.h -k

-

K.K.H: Kanser K&k Hicresi
K.H: Kanser Hicresi
%2' lik jel

Sekil.24: qRT-PCR ile ekspresyon seviyeleri belirlenen genlerin jel goriintiileri

Genlerin ACt degerleri
B.Actin OCT4 SOX2 KLF4
UT-SCC 74A ALDH (+) | 17 28 30 27
UT-SCC 74B ALDH (+) |18 30 26 27
UT-SCC 74A ALDH (-) |13 30 28 24
UT-SCC 74B ALDH (-) |16 30 26 24

Tablo.21: gRT-PCR sonrasi genlerin ACt degerleri

Genlerin AACt degerleri (Hedef genCt- B.ActinCt)

OCT4 SOX2 KLF4
UT-SCC 74A ALDH (+) | 11 13 10
UT-SCC 74B ALDH (+) | 12 8 9
UT-SCC 74A ALDH (-) | 17 15 11
UT-SCC 74B ALDH (1) | 14 10 8

Tablo.22: B.Actin (-) Hedef genlerin AACt degerleri
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Sekil . 25: Kok hiicre markirt OCT-4, SOX-2 ve KLF-4 genlerinin ALDH+
(B.Actin kontrol olarak

KKH’lerin ALDH- KH’lerine gore ekpresyon orani

kullanilmistir)

4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

UT-SCC 74B(+) / UT-SCC 74B(-)

SOx2

kif4

oct4

|lSeri1

4,0000

1,0000

4,0000

Sekil.26: Kok hiicre markirt OCT-4, SOX-2 ve KLF-4 genlerinin ALDH+
(B.Actin kontrol olarak

KKH’lerin ALDH- KH’lerine gore ekpresyon orani

kullanilmistir)
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3.5 Microarray Analizi ile Gen Ekspresyon Profillerinin Belirlendi

UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinden ALDH yilizey markir
kullanilarak KKH’leri ve KH’leri izole edildi. Bu hiicrelerin RNA izolasyonu yapildi
ve microarray analizi i¢in sirkete teslim edildi. Calismada GeneChip Human Genome
U133a 2.0 model chip ile 18.400 transkript tarandi. KKH’leri ve KH’leri arasindaki
gen ekspresyon profilleri belirlendi.

Analiz sonucunda, UT-SCC 74A ALDH+ KKH’lerinde KH’lerine gore,
2.037 genin ekspresyonu artmig, 2.263 genin azalmistir. UT-SCC 74B ALDH+
KKH’lerinde KH’lerine gore, 6.349 genin ekspresyonu artmig, 5.322 genin

azalmistir.
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4 TARTISMA

Kanser, tani ve tedavi imkanlarmmin gelismesine ragmen giiniimiizde
karsilasilan en sik hastaliklardan biridir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore,
2008’de Diinya’da toplam 12 milyon kisiye kanser tanis1 konulmus, 2030 yilinda ise
bu saymin 26 milyonu asacagi diisiiniilmekte olup kalp ve damar hastaliklarindan
sonra 2. 6lim sebebidir [5, 11].

Kanser belirtileri, gelisimi ve sonuglar1 yoniinden hastaya gore etkisi degisen
karmasik bir hastaliktir. Hastalikta goriilen bu heterojenite, hiicresel ve molekiiler
diizeyde de kendini gostermektedir [6].

Insan viicudunda her bolgede kanser olusabilir. Bas ve boyun bélgesinden
kokenlenen kanser tiiriine bas ve boyun kanseri denir. Bas ve boyun kanserleri,
nazofarinks, agiz boslugu, paranazal siniis, orofarinks, hipofarinks, larinks ve tiikritk
bezi kanserlerini kapsamaktadir [11].

Bas ve boyun kanserleri, diger kanserler ile karsilastirildiginda en sik
karsilasilan 5. kanser tiirtidiir [12].

Tipta yasanan son gelismelere ragmen, bas ve boyun kanseri hastalarinin
tedavilerinde ve sagkalim oranlarinda 6nemli bir artis olmamistir. Tiimoriin agresif
yapist ve metastaz yeteneginin yanisira gliniimiizde kullanilan mevcut tedavilerin
yetersizligide bu durumun nedenleri arasindadir. Bu nedenle daha etkili ve daha az
toksik yaklasimlar gelistirmek amaciyla, bu hastaligin biyolojisinin daha iyi
bilinmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Kok hiicrelerin  kendini yenileme mekanizmalarinda meydana gelen
bozukluklar, KKH olusumuna sebep olmaktadir. Olusan bu hiicreler mevcut kanser
tedavilerine direng gostermektedir. KKH’lerinin ve kanser hiicrelerinin tiimor ve
metastaz olusturma yeteneklerinin farkli olmasi, hiicre yolaklarininda farkli oldugu
diistiniilmektedir.

Primer tiimorler kanser vakalarinin %10’nundan sorumludur. Cogu durumda
en dnemli 6liim nedeni ise kanserin metastaz yapmasidir. Kanser hiicrelerinin bir alt
grubu olarak siniflandirilan KKH, tiimériin olusumu ve metastazinda esas sorumlu
olduguna dair kanitlar her gecen giin artmaktadir. Giiniimiizde mevcut olan tedaviler

kanserin teshis edilmesinden sonra, hayatta kalma ve iyilesme orani agisindan



51

basarisiz olmustur. KKH’leri ¢ok uzun siire hareketsiz kalabilirler ve kemoterapiye
kars1 direnglilerdir [68].

Kok hiicreler siirekli kendilerini yenileyebilme ve farklilagabilme kapasitesine
sahip hiicrelerdir. Uzun siireli sagkalim, ila¢ direnci ve simirsiz boliinme gibi

ozellikleri vardir [69, 70].

KKH’leri, timor olusturmak iizere farklilasmis hiicrelerdir. KKH hipotezine
gore, KKH’leride eriskin dokulardaki hiicreler gibi kendini yenileme ve
farklilagsabilme 6zelligine sahiptir. Bu hiicreler normal sartlar altinda, eriskin kok

hiicreleri ve doku rejenerasyonu igin gereklidir[54].

KKH’leri, yiizeye yapismadan kiire olusturarak ¢ogalma, aldehit dehidrojenaz
(ALDH) aktivite deneyi, KKH’lerine spesifik ylizey markirlar1 kullanilarak ve yan
popiilasyonlarin tespitinde Hoechst boyama ile tespit edilebilirler [71].

KKH’leri ilk kez 1997 yilinda Akut Myeloid Losemide (AML) belirlenmistir.
Calismada AML hastaligina sahip kisilerden, 16semik hiicreler izole edilmistir. izole
edilen hiicreler, zar antijenik 6zelliklerine gore gruplandirilmigtir. CD34+ ve CD38-
yiizey antijenine sahip hiicreler, bagisikliklar1 zayiflatilmig farelere transfekte edilmis
ve farelerde neoplazma benzeri tlimérlerin olustugu goézlenmistir. Aymi sekilde,
farelere CD34+ ve CD38- disinda farkli antijenik 6zellige sahip 16semi hiicreleri

transfer edildiginde tiimor olusumu gézlenmemistir [54].

Bu bulgularla beraber arastirmacilar, diger kanser tiirlerindeki KKH’lerini

tanimlamak i¢in yiizey markirlarini kullanimislardir.

Basta meme kanseri olmak iizere CD44, cesitli tiimorlerde KKH’si yiizey
markir1 olarak kullanilmaktadir. Solid timdr KKH’lerinde ilk tanimlamayr Al-Hajj
ve arkadaslar1 yapmislardir. 2003 yilinda CD24- ve CD44+ markirlarin1 kullanarak
meme kanseri KKH’lerini tanimlamislardir [63]. Bu tarihten sonra ¢esitli solid
tiimorlerde KKH’leri tamimlanmigstir. Ornegin; glioblastoma [72], melanoma [73],
osteosarkoma [74], kondrosarkoma [75], prostat kanseri [76], yumurtalik kanseri
[77], gastrik kanser [78] ve akciger kanseri [79, 80] gibi solid timdorlerde KKH’leri

belirlenmistir.



52

Birden fazla timor i¢in ¢esitli ylizey markirlar1 arastirilmistir (Tablo.2).
Caligmalardan anlasildigi ve tabloda da belirtildigi gibi ylizey markirlart tek

baslarina ya da kombine edilerek kullanilmistir.

ALDH+ ve ALDH- olan insan meme kanseri kok hiicreleri, NOD / SCID
farelere diizenli periyotlarla enjekte edilmisti. ALDH+ olan hiicreler timor
olusumuna sebep olurken, tiimoriin biiyiikliigli ve olusum siiresi hiicre sayisi ile
iliskilidir. ALDH+, CD44+ ve CD24- kombinasyonu sonucu hiicrelerin tiimor

olusturma kapasitelerinde artis yasanmistir [81].

ALDH, hiicre i¢i aldehidler ve retionik asit biyosentezinin oksidasyonundan
sorumludur. Yapilan son ¢alismalarda, ALDH aktivitesinin g¢esitli kanserlerde tiimor
olusumuna sebep oldugu belirlenmistir. Hematopoietik, noéral, prostat kok
hiicrelerinde ve gogiis, kolon, akciger kanserlerinde yliksek ALDH aktivitesi

gorilmistiir [82-85].

Prince ve arkadaglar ilk kez 2007 yilinda bas ve boyun kanserlerinde, KKH’
lerinin var oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismada CD44+ hiicrelerin bas ve boyun
kanserlerinde, KKH’lerinin bir alt grubu oldugu tanimlanmistir. Fare xenografi
modeli lizerinde yapilan ¢alismada, CD44+ olan hiicreler farelere transfekte edilip,
tiimor olusumu baslattigini gézlemlemislerdir. CD44- olan daha fazla sayida hiicre

farelere verilmis ve timor olusumu goériilmemistir [55].

Ayni grup son donemde yapilan calismalarda bas ve boyun KKH’lerine
spesifik Aldehit dehidrogenaz (ALDH) belirtecini tanimlamiglardir. Calismay1 yapan
grup, diisiik ve yliksek ALDH oranina sahip hiicreleri izole ettiler. Yiikksek ALDH
aktivitesine sahip hiicrelerin ¢ok daha tiimorijenik oldugunu belirlemislerdir [56, 57].

ALDH aktivitesinin yiiksek oldugu hiicrelerde, CD44 antijeninin + ve -
oldugu durumlar karsilastirilmistir. Hiicrelerin ¢ogunda CD44 aktivitesinin oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun tersine, CD44+ hiicrelerde ALDH aktivitesine
bakildiginda, sadece %10-25 lik bir kismin yiiksek ALDH aktivitesi gdstermistir. Bu
bilgiler sonucunda, yiiksek ALDH aktivitesine sahip ¢ogu hiicrenin ayn1 zamanda
CD44+ oldugu ve dolayisiyla ALDH’in KKH’si i¢in daha spesifik bir belirteg
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oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, CD44+ ve ALDH aktivitelerinin birlikteligi, bas
ve boyun KKH’lerinin tanimlanmasinda 6nemli bir alt grubu olusturmaktadir [55,

57].

Visus ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada skuamdéz hiicreli bas ve boyun
karsinomlarinda (HNSCC), ALDHI’in premalignan hiicreleri ayirt etmekte
kullanilabilecegini belirtmislerdir. ALDH1 aktivitesi hastalarin insidans1 ve

evreleriyle dogru orantli bir kolerasyon sergilemistir [86].

Yilda yaklasik 470.000 kisiye servikal karsinom tanist konmakta ve
bunlardan 233.000’i 6liimle sonuc¢lanmaktadir. Diinyada kadinlarda kansere bagh
oliim siralamasinda 2. sirada yer alan kanser tiiriidiir [87, 88]. Serviks kanserlerde
kok hiicre izolasyonu igin, erken kok hiicre farklilagmasinda gorevli ALDH yiizey
markir1 kullanilmigtir [89]. Serviks kanserlerde tekrarlayan kanser vakalarinda ve

metastaz durumunda yiiksek ALDH1 aktivitesi goriilmistiir [90].

ALDH ailesinin bir alt grubunda yer alan ALDH1, insan hematopoietik kok
hiicrelerinde, kok hiicre farklilagmasinda ve hiicre proliferasyonunda gorev yapar.
Bin Chang ve arkadaslari, ALDHI1 aktivitesini tani, timor biytkligi, evresi ve
kemoterapiye verdigi cevap gibi parametreleri kullanarak analiz etmislerdir. Ve

yumurtalik kanseri i¢in prognastik bir faktor oldugu goriilmislerdir [91].

Calismada bas ve boyun kanserlerine ait UT-SCC 74A ve UT-SCC 74B hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Basg ve boyun kanserlerinde KKH izolasyonu igin Prince ve
arkadaglarinin  yaptig1 deneylerden yola ¢ikilarak ALDH yilizey markir
secilmistir[57]. UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicre hatlarindan izole ALDH+
hiicreler, serum icermeyen DMEM/High Glucose medium igerisine, B27 %2, N2 %],
EGF 100 ng/ml, FGF 20 ng/ml ve Penisilin/Streptomysin %1 eklenerek kiiltiire
edilmistir [71].

Literatiirede de belirtildigi iizere KKH’leri serum icermeyen KKHM’u
kullanarak, flask yilizeyine tutunmayacak (flask yilizeyi agaroz jel ile kaplandi)
sekilde kiiltiire edilmistir. Yapilan caligmalarda da goriildiigii lizere KKH’leri

sayilarina ve izole edildikleri bolgelere gore farkli siirelerde kiire olusturmustur [71].
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UT-SCC-74A ve UT-SCC-74B hiicrelerinin kiire gortintimleri (Sekil.16-18).
Calismada ALDH+ olan KKH’leri morfolojik olarak literatiir bilgileriyle orantili
cikmustir.

Izolasyonu yapildiktan sonra esit sartlarda kiiltiire edilen ALDH+ KKH’leri
ve ALDH- KH’leri ALDH yiizey markir1 ile immiinofloresan boyanmustir (Sekil.19-
20-21-22).

KKH’leri ve KH’leri arasindaki ekspresyon farklarinin belirlenmesi icin, kok

hiicre markirt olan genlerle OCT-4, KLF-4 ve SOX-2 [37] gRT-PCR yapildi.

Takahashi ve Yamanaka tarafindan hiicrelerin yeniden programlanabilecegi
bulunmustur [92]. Bu programlama Nanaog gibi pluripotent hiicreler sayesinde
yapilmigtir. Kyoto Univesitesinden Prof. Yamanaka, 36 yasindaki bir bayanin
ytiziindeki deriden alinan fibroblast hiicrelerine OCT-4, KLF-4, SOX-2 ve C-MYC
olmak tizere, bu 4 geni transfekte ederek ilk defa insan IPS/IPSCs (Induced
Pluripotent Stem Cells) hiicresini elde etmislerdir [93]. IPS rejeneretif tipta ¢igir
agcmistir [94]. Clinkii bu yonetmele beraber viicutta zarar géren kisimlar kiginin kendi
somatik hiicrelerinden elde edilebilecek potansiyeline sahiptirler [95]. Ayrica

embriyodan elde edilen embriyonik kok hiicre gibi etik problemlerde igermemektedir
[96-98].

SOX2, SOX ailesinin bir iiyesi olan transkripsiyon faktoriidiir. Memeli
embriyogenezisinde anahtar kilit rol oynamaktadir. Bu protein, 80 amino asit igeren
HMG (High-mobility group) domeini icerip, DNA’ya baglanir [39]. SOX2’nin
pluripotent hiicre olusumunu arttirmasi ve rejenetratif tipta kullanilmasi gibi ¢ok

onemli bir rolii vardir [94].

Oct-4, embriyonik kok hiicrelerin kendilerini ¢ogaltmasinda rolii vardir. Niwa
ve arkadaglart 2000 yilinda, Oct-4’tin farklilasmamis (kok hiicre o6zelligini
kaybetmemis) hiicre markiri olarakda kullanildigini gostermislerdir [38, 99].

KLF4, KLF ailesinden bir transkripsiyon faktorii olup, hiicre proliferasyonu,

diferansiyasyonu ve somatik hiicrelerin yeniden programlanmasini kontrol eder.


http://en.wikipedia.org/wiki/High-mobility_group
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Ayrica El-Karim ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklari ¢alismada kolorektal
kanserlerde KLF4, tiimdr supressor gen oldugu belirtilmistir [40].

Bu bilgiler dahilinde ¢alismada kok hiicre olusumunda eksprese olan Oct-4,
KLF-4 ve SOX2 genleri kullanilarak, ALDH+ ve ALDH- hiicreler arasindaki
ekspreyon farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil.25-26).

Literatiir de de belirtildigi gibi kok hiicre olusumunda ekspresyonu artan 3
gen (Oct-4, KLF-4 ve SOX-2) ile gRT-PCR yapildiginda, bas ve boyun
hiicrelerinden izole edilen ALDH+ hiicrelerin ekspresyonu ALDH- olan hiicrelere

oranla artmistir. Kontrol olarak B-Actin geni kullanilmistir.

Bas ve boyun kanserlerinde kok hiicre olusumunda etkili olan (ekspresyonu
artan ve azalan) genlerin belirlenmesi i¢in UT-SCC 74A ve UT-SCC 74B’den izole
edilen ALDH+ ve ALDH- hiicrelerden elde edilen RNA kullanilarak microarray

analizi yapilmistir.

Microarray analizi sonucunda; UT-SCC-74A ALDH+ KKH’lerinde ALDH-
KH’lerine gore, 2037 genin ekspresyonu artmis, 2263 genin azalmistir. UT-SCC-
74B ALDH+ KKH’lerinde, ALDH- KH’lerine gore, 6349 genin ekspresyonu artmis,

5322 genin azalmistir.
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