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OZET

“Hipoksinin Kanser Kok Hiicrelerine Etkisinin Incelenmesi”

Cansu Gorgiin

Yiiksek Lisans Tezi, Kok Hiicre Anabilim Dal1
Danisman: Yrd. Dog. Aylin Sendemir Urkmez
2015

Hipoksi, oksijen eksigi olarak tanimlanan bir ortamdir ve kanser kok hiicrelerinin
karakterinin devamligin1 saglamasi nedeniyle timorlerde 6nemli bir role sahiptir. Bu
calismanin amaci, kanser kok hiicrelerinin 2 boyutlu (2B) ve 3 boyutu (3B) kiiltiirlerde
hipoksik sartlar altinda davranislarini ve karakterlerini incelemektir. Calismada, CD133
yiizey proteini ile karakterize edilmis olan osteosarkoma kanser kok hiicreleri, manyetik
aktiflenmis hiicre ayirnm (MACS) teknigi ile osteosarkoma kanser kok hiicrelerinden
izole edilmistir. Kontrol grubu olarak da satin alinmis olan osteosarkoma kanser kok
hiicre hatti (OKKH, Celprogen Inc.) kullanilmistir. OKKH, CD133+ ve CD133-
hiicreler 3 giin boyunca hipoksik (%1 O,) ve normoksik (%21 O,) kosullarda kiiltive
edilmistir. 3B model icin bakteriyel seliiloz doku iskelesi kullanilmistir. Hiicrelerin 3
boyutlu morfolojileri SEM analizi ile incelenmis, kantitatif PCR, ALP aktivitesi ve
immiinohistokimyasal boyama ise kanser kok hiicrelerinin 2B ve 3B olarak hipoksik
sartlar altinda karakterlerinin incelenmesi i¢in uygulanmigtir. Hiicre canliligi 3. ve
7.giinlerde MTT analizi ile gosterilmistir. Bu ¢alisma, kanser kok hiicre davranigini ve in
vitro tiimorigenezin ¢alisilmasi igin bir 3B hipoksik tiimér model olarak da
tanimlanabilir.

Bu tez projesi Aliye Uster Vakfi tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi; kanser kok hiicreleri; 3B tiim6r modeli; bakteriyel seliiloz
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ABSTRACT

“The Hypoxia Effect on Cancer Stem Cells”

Cansu Gorgiin

MSc, Department of Stem Cell
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aylin Sendemir Urkmez

2015

Hypoxia is known as a condition, which is characterized by the lack of oxygen. The
hypoxia effect on tumors has a critical important role on maintenance of cancer stem cell
phenotype . The aim of this study is to investigate the hypoxia effect on cancer stem
cells on 3 dimensional (3D) in vitro culture models. In this study, osteosarcoma stem
cells, which are characterized by CD133 surface protein, were isolated from
osteosarcoma cell line (SaOs-2) by magnetic-activated cell sorting (MACS) technique.
As a control group; osteosarcoma stem cell line (OSCs, Celprogen Inc.) was used.
OSCs, CD133+ and CD133- cells were cultivated under hypoxic (1% O,) and normoxic
conditions (21% O,) for 3 days. For the 3D model, bacterial cellulose scaffold was used
as the culture substrate. 3D morphologies of cells were examined by scanning electron
microscopy (SEM); RT-PCR, ALP activity and immunocytochemistry staining were
used to demonstrate conservation of the cancer stem cell phenotype in 3D environment
under hypoxic conditions. Also cell viability was shown by MTT assay on 3. and 7.
culture days. This study is seen as an introduction to develop a 3D hypoxic cancer stem
cell based tumor model to study CSC behaviour and tumorigenesis in vitro under.

This thesis project was supported by Aliye Uster Foundation.

Keywords: Hypoxia; cancer stem cells; 3D tumor model; bacterial cellulose
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1. GIRIS

Kanser diinyadaki Oliim sebepleri arasinda en basta yer almaktadir. Gelisen
arastirma ve terapi olanaklarima ragmen, metastaz sebebi ile tedaviler basarisiz
kalmaktadir. Bu tedavilerin basarisiz kalmasi genel olarak radyo- ve kemoterapiye olan
diren¢ ile bagdastirilmaktadir. Timor hiicrelerinin - mikro ¢evresinin, direng
saglanmasinda 6nemli bir rolii oldugu hipotezi ise giiniimiizde arastirma konularinda
onem kazanmig bir alandir. (1) Diisiik oksijen seviyesi olarak tanimlanan hipoksi ise
tedavi direncinin ana nedeni olarak goriilmektedir. Tiimoér mikro c¢evresinin diisiik
oksijen seviyesine sahip olmasi ancak bu diisiik oksijen seviyesine ragmen yiiksek bir
glikoliz metabolizmasina sahip olmasi, hipoksinin tiimér ve kanser hiicreleri i¢in

Oonemini gostermektedir.(2)

Bir ¢ok ¢aligma kok hiicrelerin belirli mikro ¢evrelerde yogunlastiklarini ve bu
mikro g¢evrelerin onlarin farklilagmasini engelledigini ve kok hiicre karakterlerini devam
ettirmelerine olanak sagladigini gostermistir (3). Kanser kok hiicrelerinin hipoksi ile
iliskisi de birgok farkli ¢alismada kanitlanmistir (4). Her ne kadar kanser kok hiicreleri
hipoksi varliginda kemo-diren¢ ve radyo-direng gelistirme 6zelligi gostermis olsa da bu
konudakh xdsdgly Ksdg s q § kM K gA micdnixid+ j *mrdq j§ g badidgmim ghonj rl
nkqj nkZtqtét s1 Qpx ok gA~yddmd sdc'uh x'jKZA K A xdsdgly j M “js ci
S*1 (Ogddm glonjrlj rdulkdrh Hd uddidm q cxnsdg oh cnyt cnfru orantili olarak
artmaktadir (5). 2B olarak yapilan in vitro ¢alismalar ne kadar bu hipotezi desteklese
bile 3B olusturulacak olan hipoksi modeli, hem kanser kok hiicrelerini igermesi hem de
tiimaorlerin in vivo niZnes' 1 AnAs' j K5 dedbdfhihmtj * nrdq sde’ ulrhftmxdnildj thahg g §
nkqj jtikmK ‘x' £~ 3K ahg ¢ 'xcA F nil “yed g cxnsdg omimdma™x™j ¢™Z2 “mA
nk qj fQrsdidm glonj rhhihmnk Zt ¢Kb'j nKkmenjt 1 ~gdnehrkfi iiriinii 3B in vitro
hipoksik deney modeli yeni kanser terapotik ve diagnostik yontemlerin klinik asamaya

gecmesini kolaylastiracak bir in vitro yontem olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler literatiirde; kendini yenileme ve spesifik hiicrelere doniisebilme
yetenegine sahip hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar. Diger hiicreler 6rnegin; karaciger
hiicreleri, kalp hiicreleri belli bir isleve sahip olmalarina ragmen kok hiicre karakterinde
degildirler. Kok hiicrelerin; asimetrik veya simetrik boliinerek, kas hiicresi veya sinir
hiicresi gibi belli bir fonksiyonu olan hiicreye doniismesine diferansiyasyon denir ve bu
yetenekleri onlar1 essiz kilmaktadirlar. Kok hiicreler degisik tiplerde olmak iizere
embriyodan, fetiisten ve eriskinlerden elde edilirler (6). Bu hiicreler olgunlasmamislardir
hiicrelerdir ancak, viicuttaki herhangi bir hiicreye farklilasma potansiyeline sahiplerdir.
Kok hiicreler kendini yenileme ve bu farklilasma 6zellikleriyle, yeni doku olusturabilir

ve zarar gormiis dokular1 onarabilirler (7).

Kok hiicreler diger hiicrelerden iki onemli 6zellikleriyle ayrilirlar. Bunlardan
birincisi, hiicre boliinmesiyle kendilerini yenileyebilme 6zelligine sahip 6znellesmemis
hiicreler olmalari; ikincisi ise bazi spesifik fizyolojik veya deneysel kosullar altinda
doku veya organa 0zgii, 6zellesmis hiicrelere doniisebilmeleridir. Bagirsak ve kemik
iligi gibi bazi1 kisimlarda bulunan kok hiicreler hasarli veya yipranmis hiicrelerin
devamliligin1 saglayabilmek adina diizenli olarak boliiniirler. Pankreas ve kalp gibi diger

bazi organlarda ise 6zel durumlarda boliinmeleri gézlemlenir.(8)

Kok hiicrelerin, kok hiicre ozelliklerini korudugu mikro ¢evreler nis olarak
adlandirildilar. Ancak bu gevreler teorik olarak biiyiik bilesenlerdir ve tek olarak kok
hiicrelerin tanimlanmasi ve manipiile edilmesi agisindan biiyiilk 6nem tasirlar. Teknik
avantajlardan bazilar deri, gut gibi doku ve organlardaki kiiciik alanlar1 karakterize edip
kok hiicrelerin aktivitelerini tanimlamaya yardimeci olabilir. Bu g¢alismalar giiniimiizde
daha c¢ok kok hiicre alaninda nis tanimina ydnelmekle beraber, kok hiicre
regiilasyonunun molekiiler ve hiicre seviyesinde anlasilmasi ve bu verilerin kok

hiicrelerin terapdtik olarak kullanimini hedeflemektedir (9).



Kok hiicreler; farkli tiir hiicrelere farklilasma kapasitelerine gére 3 alt grupta

smiflandirilmaktadir:

a) Totipotent Kok Hiicreler: Yasami devamli kilmasinin yaninda, bu tiir kok hiicrelerin
en 6nemli grubunu olusturur. Sinirsiz sayida farklilasma yetenegi olan hiicreler olarak
tanimlanirlar. Bu tiir hiicreler ancak fetiisiin erken evresinde bulunurlar ve hemen her
tiirlii viicut hiicresine doniisebilme yetenekleri vardir. Klonlama i¢in 6nemli bir arag
olarak goriilen bu kok hiicre tiirii, zigottan sonra fetiisiin erken evresine kadar her tiirlii
hiicre tipine farklilagma yetenegine sahip olmalarinin yani sira klonlama amaglari i¢in de

kullanilabilir (10).

b) Pluripotent Kok Hiicreler: Totipotent hiicrelere goére daha siirli farklilasma
ozellikleri vardir. Bununla birlikte organizmada bir¢ok dokunun olusmasi veya onarimi
yetenegine sahip hiicreler olarak da tanimlanirlar. Embriyonik kok hiicre pluripotent
olarak tanimlanir. Memeli blastosit evresinde i¢ kiimeden elde edilen bu hiicreler birgok
hiicre tipine farklilasabilirler (11). Bu 6zellikler, 6zellikle embriyonik kok hiicrelerin
hastalik  mekanizmalarinin  aydinlatilmasinda, birgok  hastaligin  tedavisinde
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak, bu pluripotent hiicrelerin kullanima,

embriyonik kok hiicreler agisinda bir¢ok etik probleme neden olmaktadir (12).

¢) Multipotent Kok Hiicreler: Tek bir yonde farklilasabilen hiicrelerdir. Ornek olarak
beyinden elde edilen kok hiicrenin yalnizca sinir hiicresine doniismesi verilebilir. Son iki
tiir hiicre eriskin insan bedeninden elde edilebilir. Ozellesmenin son adimlarindan biri
olarak goriilen multipotent kék hiicreler, farklilasma acisindan limitlidirler. Ug germ
tabakasindan birinde bulunan bu kok hiicreler, sadece kendi germ tabakalarindaki

hiicrelere farklilagabilirken, diger germ tabakalarindaki hiicrelere farklilasamazlar (13).

Bunlarin disinda gilinlimiizde, bazi literatiirlerde bu {i¢ ana siiflandirmanin yani

sira oligopotent ve unipotent gibi siniflandirilmalar da kullanilmaktadir (14).
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Sekil 2.1: Kok hiicrelerin simiflandirmasi (15)

Kok hiicreler genel olarak 3 farkli grupta tanimlanir:

1- Embriyonik Kok Hiicreler: Embriyonik kok hiicreler 2-11 giinliik blastositlerden elde

edilen kok hiicrelerdir. Genellikle insan kaynakli elde edilen embriyonik kok hiicreler
fertilizasyon merkezlerinde bulunmaktadir (16). Totipotent 6zellikte olmakla beraber, 3
farkli germ tabakasindaki hiicrelere farklilagabilirler. Embriyonik kok hiicreler
farklilasmamis durumda kalarak yayilmalari ile 6liimsiiz olarak tanimlanirlar. Bu kok
hiicreler yiiksek seviyede rejeneratif etkiye ve hasarli doku ve organlan iyilestirme
giicine sahiptir (17). Embriyonik kok hiicrelerin totipotent olduguna dair bazi
yaklasimlar olmasina karsin, bliylimeleri ve farklilagmalar ile ilgili birgok biyolojik soru
da vardir. Embriyonik kok hiicreleri en giivenli transplantasyonu sonucunda bile
diizensiz hiicre biiylimesi ve teratoma olusumu ile sonuclandigi gosterilmistir (18).
Caligmalar, embriyonik kok hiicrelerin giivenli transplantasyonu {izerine odaklansa bile,
EKH’ler terapotik olarak kullanim alaninda ancak arastirma kapsaminda kalmaktadir.
Klinik uygulamalara gegcmeden once embriyonik kok hiicrelerin rejeneratif tip alaninda
kullanilmast i¢in Oncelikle bu hiicreler hakkindaki soru isaretlerinin giderilmesi
gerekmektedir. Federal hiikiimetlerin embriyonik kok hiicreleri etik kullanimlari
acisindan koyduklar1 kurallara uygun acidan gerceklestirilen deneylerle bu sorunlarin

iistesinden gelinmesi hedeflenmektedir (19).



2- Eriskin Koék Hiicreler: Eriskin kok hiicreler genellikle erigskin dokularda

bulunmaktadir. Multipotent O6zellik gostermekle beraber, birden fazla hiicre tiiriine
farklilasmalarina ragmen tiim hiicre tiirlerine farklilasamazlar (20). Eriskin kok hiicreleri
gelismis organizmalarda bulunmakla beraber iki ozellik gostermekle tanimlanirlar:
Birincisi, boliindiikleri kendilerine benzer iki hiicre olusturmalar1 veya boliindiiklerinde
kendilerine benzer ve farklilagmis hiicreler olusturmalaridir. Multipotent olarak gdriilen
bu oOzellikleriyle beraber genellikle bulunduklari dokunun orijini disina ¢ikmazlar. Bu
eriskin kok hiicreleri mezensimal kok hiicreler, yag-doku kokenli kok hiicreler, endotel
kok hiicreleri, dis pulpa kok hiicreleri vb. olarak da tanimlanirlar (21). Embriyonik kok
hiicreler memeli blastosit evresindeki embriyolarindan kdken alirken, erigkin kok
hiicreler dokuya spesifik hiicrelerden orijinlenir ve kokenlerine doniismeye egilimlidirler
(22).

3- Indiiklenmis Pluripotent K6k Hiicreler: Basarili olarak insan somatik hiicrelere geri-

programlanmis olan kok hiicrelerdir. Hasta ve hastalik hedefli kok hiicreler olarak
goriilmektedirler. Bu kok hiicreler dort farkli transkripsiyon faktoriiniin genetik
aktarimiyla olusturulmus ve germ tabakalarmin transmisyonunu sagladiklar
gosterilmistir. Bu dort farklh transkripsiyon faktorii ise Oct3/4, Sox2, Klif4, ve c-Myc
olarak tanimlanmustir (12). Bu faktorlerin genetik aktarimindan sonra hiicrelerin
embriyonik kok hiicre benzeri davranig gosterdigi kanitlanmis ve bu calisma ile 2012

yilinda Nobel 6diilii kazanilmistir (23)
2.2. Kanser Kok Hiicreleri

2.2.1. Kanser Kok Hiicre Teorisi

Tiimoérlerin yogun hiicre tabakalarindan izole edilen hiicrelerin karakterizasyonu
sonucunda elde edilen veriler, timorlerin uzun sureli olarak varliklarini devam
ettirebilmeleri nedeni olarak goriilen hiicrelerin kanser kok hiicreleri veya kanser
baglatan hiicreler olduklarin1 gdstermektedir (24). Giliniimiizde kanserin tedavisinde
Oonemli bir biyolojik ara¢ olarak goriilen bu kanser kok hiicre modeli oldukga eski bir
teori olmasina ragmen 1970’lerin basinda Onem kazanmaya baglamistir.

Immiinofloresan, akis sitometrisi gibi gelisen teknik araglar sayesinde kanser iizerine



yapilan aragtirmalar 16semi gibi hemapoetik sistemlerde ve kat1 tiimorlerde kanser kok

hiicre teorilerinin arastirilmasina neden olmustur (25).

Germ hiicreleri ve kok hiicre konseptlerinin yaklasik 150 yil Once ortaya
cikmalarma ragmen, kok hiicre ve avantajlarinin kanser tizerinde kanser kok hiicrelerini
hedefleyerek incelenmesi yeni bir arastirma konusudur. Bu kok hiicre konseptinin kanser
kok hiicreleri iizerine uygulanmasi iki 6nemli hipoteze dayanmaktadir. Bunlardan
birincisi; timorlerin kok hiicrelerden veya kok hiicrelerin yenilenmesi sirasinda diizensiz
olarak tlireyen akranlarindan koken aldig1 ve ikincisi ise buna dayanarak tiimorlerin kok

hiicre 6zellikleri i¢eren bir alt tabakalarinin oldugu hipotezleridir (26).

Kanser kok hiicresi (KKH) teorisine gore, KKH’ lerinin sadece spesifik bir alt
tabakasi1 kanser biiytimesini desteklemektedir. KKH karakterini tanimlayan dort adet ana
karakteristik vardir; (a) immiin yetmezligi olan fareye enjekte edildiginde, kanser kok
hiicrelerinin sadece kiiciik bir kismi timorojenik potansiyel gosterebilir; (b) kanser kok
hiicreleri diger kanser hiicrelerinden hiicre yiizey belirtegleri ile ayirilabilir; (c) KKH’
lerinden kaynaklanan tiimorler orijinal tiimorler gibi tiimdrojenik ve tlimorojenik
olmayan hiicrelere sahiptiler; ve (d) KKH alt popiilasyonu seri olarak bir cok
jenerasyona kendini yenileme 0&zelligi ile beraber aktarilabilir (27). KKH’lerinin
devamli olarak tiimor biiylimesini tekrarlama Ozellikleri sadece deneysel olarak ifade
edilebilir. Bu 6zellikleri nedeniyle de literatiirde genel olarak kanser baslatan hiicreler

veya tiimorojenik hiicreler olarak da tanimlanmaktadirlar (28).

Buna ragmen giincel caligmalar tiimor olusumunu destekleyen kok hiicrelerin
varligint gostermektedir. Tiimdr hiicrelerinin hepsi bu tiimdr olusumunu desteklemez
iken, kok hiicrelerin varlig1 gosterildiginde, devamli olarak seyreden bir tiimor olusumu
gozlenmektedir (Sekil 2) (29). Kanser kok hiicreleri ilk olarak 16semide tanimlanmis
olmasina ragmen, solid tiimorlerde tanimlanmaya devam edilmektedir. Bununla beraber,
kanser kok hiicrelerinin, kanser baslatan hiicrelerle ayni hiicreler olmadigi tiimor
gelisimi sirasinda gosterilmistir (Sekil 2). I¢ ve dis faktorler, dzel nis olarak tanimlanan

bu mikro gevreler, kanser kok hiicrelerinin farklilasmasini desteklemektedirler (30).



Paralel ¢alismalar da tiimor olusumunun ve metastazin kanser kok hiicre karakteri ve
fenotipi ile baglantili oldugunu gostermistir. Bu gozlemler ve caligsmalar, kanser kok
hiicrelerini kanser tedavisinde en onemli hedefler haline getirmektedir. Bu iliskiye
ragmen kanser kok hiicreleri genellikle kemoterapi ve radyoterapiye dayanikli
olmalariyla da tanimlanmaktadirlar (31). Kanser kok hiicrelerinin olusumunun bazi 6zel
nigler tarafindan desteklendigi, bu nislerin ise 6zel hiicre tiplerinden ve komsu hiicrelerle
olan iligkilerinden kaynaklanan mikro ¢evreler oldugu gosterilmektedir (32). Sonugta, bu
mikro ¢evrelerin (nis) terapi rezistansi iizerine dnemli bir rolii oldugu tanimlandigindan
ve kanser kok hiicre karakterinin devamliligini sagladigindan dolay1 kanser kok hiicre

karakterinin anlagilabilmesi icin kritik bir role sahiptirler.

Q No tumour
Stem cell @ Oncogenic Second Tumour \
hit(s) hit
| # 5 S0 )

4 3
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/ ~ & ‘

Committed progenitor
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Sekil 2.2: Kanser kok hiicre evrimi

Kok hiicreler lizerine yapilan ¢alismalar ve farklilasma programlari, kok hiicreler
ve onlarin farkli tiirleri arasindaki iligkinin ayni zamanda EMT olarak tanimlanan
epiteliyal-mezensimal translasyona dayandigmi da gostermektedir (33). Ancak,
EMT’nin genellikle hipoksik ortamlarda tiirevlendigi goze alinirsa, bu hipotez de kanser
kok hiicrelerinin kontrolsiiz olarak ¢ogalan kok ve progenitor hiicrelerden kdkenlendigi
hipotezinden daha ¢ok, genel olarak kanser kok hiicrelerinin dominant biiylime

hormonlari igeren nis ortamlarinda kékenlendigi hipotezini 6ne ¢ikmaktadir (34).

Kanser kok hiicrelerine karsi biiyiiyen bu ilgiye ragmen, deneysel calismalar
heniiz kanser hastalarinin iyilesme oranlarinda bir artis saglamamistir. Bu durum da
kanser kok hiicrelerinin deneysel olarak anlamli olmasina ragmen, gercekte biyolojik
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yapilarinin hala tam anlagilmadigini ortaya koymaktadir. Kanser kok hiicrelerinin
giiniimiizde 6nem kazanan bir konu olmasina ragmen, az sayidaki kanser hastasi
tizerinde c¢alisilmis olmasi ve sadece belirli kanser tiirlerinde calisilmaya devam
edilmesi, kanser kok hiicre modelinin hala tim kanser tiirleri i¢in gegerli bir model

olmadig: diisiincesine neden olmaktadir (25, 26).

2.2.2. Kanser Kok Hiicre Belirtecleri

Her hiicre tipi, 6rnegin-karaciger hiicresi, kendisini diger hiicrelerden farkli kilan
bir hiicre ylizey reseptorleri kombinasyonuna sahiptir. Bu 6zellikler kullanilarak, kok
hiicre ylizey reseptorleri saptanmigs ve bazi kimyasal ajanlarla beraber hiicreleri
isaretlemek icin kullanilmis, boylece ortaya kok hiicre belirtegleri ortaya ¢ikmigtir (35).
Gen ekspresyon belirtegleri ise kok hiicre diinyasinda hala arastirilan konulardandir.
Ozellikle bu belirtecleri tek bir kok hiicre tipine ait olmamasi, bircok kdk hiicre tipinde
yer almasi giiniimiizde kok hiicre arastirmalarini zorlastiran nedenler arasindadir. Ancak
buna ragmen, var olan kok hiicre belirtecleri kullanilarak giinlimiiz arastirmalari

gerceklestirilmekte ve belirtegler lizerine ¢alismalar devam etmektedir (36).

Giliniimiizde, birgcok CD belirteci kok hiicre belirtecleri olmakla beraber kanser
kok hiicrelerini tanimlamak i¢in de kullanilmaktadir. Baz1 ¢alismalarda belirtilmis olan
tiim kanser kok hiicre belirtegleri her kanser tiirlinde bulunmamasina ragmen, tiimorlerde
az miktarda bulunan bazi hiicrelerin timor olusumunu destekledigi ve literatiirdeki
bircok kok hiicre belirtecini icerdikleri gosterilmistir. Ornegin; CD133, CD24 ve CD44
belirtecleri kanser kok hiicre belirtegleri olarak tanimlansa bile, prognostik degerleri hala
tam olarak aciklanamamistir (37). Prominin veya PROMLI olarak da bulunan CD133
kok hiicre ylizen antijeni ayni anda beyin, kolon ve prostat kanserlerinde KKH belirteci
olarak gosterilmistir (38, 39). Bir hedef hiicre adezyon molekiilii olarak bilinen CD44 ise
lenfosit, monosit ve graniilositlerde hiicre yiizey glikoproteini olmakla beraber meme,

bas ve boyun kanser kok hiicre belirteci olarak da tanimlanmistir (40).

Insan ve fare kok hiicre belirtegleri: CD34, CD133, CD117, Sca-1, CD44, CD24,
CD20, CD105 ve CD326 (EpCAM) kanser kok hiicreleri lizerinde de bulunmustur. Bu
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belirtegleri iceren kanser kok hiicrelerinin farkli hematolojik ve solid tiimdrlerde timor

biiyiimesini baglatmay1 ve stirekliligini sagladigi diigiiniilmektedir.

| Kolon kanseri ESA*CD44*

| Kolon kanseri ESA*'CDI166

| Kolon kanseri CDl133

| Meme kanseri CD44*CD24

| Dalak kanseri CD44*CD24*ESA*
Bas ve boyun kanseri CD44*

| Glioblastom CDI133

| Mediilloblastom CDl133

| Melanom CD20*

| Over kanseri CD44*

| Akut miveloid [6semi CD34*CD3¥%
| Prostat kanseri CDI133*CD44*
| Multipl mivelom CDI13%-

Sekil 2.3 : Kanser kok hiicre belirteclerine ornekler (41)

Asagida, kanser tiirlerinde bilinen belirteglere ait bazi 6rnekler verilmistir:

1-

Meme Kanseri Kok Hiicreleri: CD44"/CD247%%% cD133*, ALDH ¥ belirteg
kombinasyonlarinin kanser kok hiicrelerinin hiicre biiyiimesi, koloni formasyonu,
adezyon ve migrasyonunun yani sira metastazini ve timor olusumunu arttirdigi

MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde gosterilmistir (42)

Ovaryum Kanser K6k Hiicreleri: CD133", ALDH'™* CD44", CD117", CD24"
belirtegleri tanimlanmistir. Ovaryum kanseri igerisinde bu kadar c¢ok farkl
belirte¢ profilinin olmasi yumurtalik kanserinin heterojen bir kanser oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle belirtecglerin yani sira koken ve potansiyel nedenlerin
belirteclerle ile bagdastirlmast klinik tedavi stratejilerinin  gelismesini

saglayabilir (43).



3- Beyin Tiimérii Kanser Kok Hiicreleri: Tanimlanan belirteg CD133" diir. CD133
pozitif hiicreler ve CD133 negatif hiicreler ayni sartlar altinda farkli kaplarda
izole edilip, kiiltiir edildiginde CD133 pozitif tiimor hiicreleri tiimor kiireleri
olusturup hiicre sayisi artarken, CD 133 negatif hiicreler ¢ogalmamis ve timor

kiireleri olusturmamislardir (43).

Kanser kok hiicrelerinin tanimlanmasinda kok hiicre belirteglerinin ve kanser
tiirline 6zgii doku tip hiicre belirteglerinin kullanilmasi bir avantaj olsa bile daha farkl
kanser tiirlerinde yeni belirte¢ bulma ¢aligsmalariin bazi zorluklar1 vardir. Biyopsi gibi
zor calismalar, izole edilen hiicrelerin kisa yasam siireleri, izole edilen tiimordeki az
miktardaki kok hiicre orani gibi nedenler belirtecler iizerine yapilan ¢alismalarin yavas

ilerlemesine neden olmaktadirlar (40).

2.3. Kanser Metabolizmasi

Kiiresel kanser toplumu, Temmuz 2006 tarithinde ABD, Washington DC’de
yapilan Diinya Kanser Kongresi’ nde, Birinci Diinya Kanser Bildirgesi’ ni yayimlayarak
diinya genelinde kanser krizini ele almak iizere bir acil eylem c¢agris1 etrafinda
birlesmistir. Bu bildirge, 2020 itibariyla kiiresel kanser krizini tersine ¢evirebilmek i¢in
atilmasina ihtiya¢ duyulan adimlar1 genel hatlariyla vermekle beraber, kanserin diinya
capinda onemli bir tehdit olduguna da dikkat ¢gekmektedir [8]. Diinya genelinde, 2008
yilinda 12,7 milyon kanser hastasi tespit edilmekle birlikte, bu saymin 2030 yilinda 21
milyona ¢ikmas1 beklenmektedir (44). Tirkiye’de ise her yil 200 bine yakin kisiye
kanser teshisi konulmakta ve bu rakamin 2030°da yarim milyona ulasabilecegi
belirtilmektedir (45). Bunlarin haricinde, tiim diinyada ve Tiirkiye’de kanser tedavisi
icin ayrilan biitce giderek biiyiimektedir. Glinlimiizde ise kanserin tedavisi i¢in yapilan
arastirmalarda kanser kok hiicreleri biiylik yer tutmaktadir. Son on yil igerisinde yapilan
deneyler, kanserlerin, kok hiicre ozelligi gosteren bir tir malign hiicrelerden
tirevlendigini gostermistir (46). Her ne kadar, kanser kok hiicreleri bir paradigma
icerisinde olsa bile, gerek kok hiicre 6zelliklerinden dolay1 gerekse kanser tedavisi igin
yeni ve bagarili yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in gliniimiizdeki ¢alismalarda 6n planda

tutulmaktadirlar (47). Kanser kok hiicrelerinin kanser baslatma o6zelligi ve tiimor
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olusturma kapasitelerinin acgiklanmasi, gelecekteki kanser tedavilerinin gelistirilmesi

icin diinya ¢apinda dnemli bir yer tutmaktadir.

2.3.1. Kanserde ROS Faktorleri

Kanser hiicrelerinin anormal redoks sistemleri ve metabolizmalarina etkisi ilk
olarak Walburg etkisi olarak tanimlanmistir (48) ATP normal hiicresel proseslerin
devami i¢in gereklidir, tiimor hiicrelerine hizli iiremeyi saglayacak derecede ATP
gerekmektedir. Ozellikle tiimor hiicrelerinin bu gogalmay1 saglamak igin, normalde stres
kosullar1 altinda c¢ogalmay1 engelleyecek olan kontrol noktalarindan kaginmasi
gerekirken, boyle kosullar anormal tiimdr mikro gevreleri olarak belirlenmistir. Timor
hiicreleri bu gereklilikleri saglamak amactyla kendi metabolik yolaklarini kullanirlar. En
1yi karakterize olmus metabolik fenotip Warburg etkisi olarak bilinmektedir. Bu yolak
normal oksijen kosullarinda bile, oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP sentezinden
kaginmay1 saglar (49). Bunun bir sonucu olarak da, normal hiicrelerin aksine, birgok
hiicre enerji gereksinimini aerobik glikolizden saglamaya baslar. Glikozun laktik asite
cevrilmesi, mitokondri araciligiyla oksidatif fosforilasyondan kaginmalari ile olur (50).
ATP iiretimi de bu sayede glikoliz ile oksidatif fosforilasyondan daha hizli bir bigimde
gerceklesir. Warburg etkisi olarak bilinen bu tanimla da tiimor hiicreleri kendilerine

gereken yiiksek enerji, redox ve biyosentez ihtiyaclarini karsilarlar (51).

Kanser hiicrelerinin pek c¢ok tiiriinde, normal kanser olmayan tiirleri ile
mukayese edildiginde ROS seviyelerinde bir artis oldugu rapor edilmistir. Redoks
durumundaki bu degisiklikler Darwin etkisi gibi kanser ilerlemesini de hizlandirabilir.
Bir sinyal doniistiiriicii olarak ROS'u kullanan bu hiicreler proliferatif, invaziv ve
metastatik 6zellikler de kazanabilirler. Ayn1 sekilde ROS seviyesinin artmasi ile timor
iliskisi de birgok caligmada gosterilmektedir. Kanser kok hiicreleri kemo- ve radyo-
diren¢ gostermeleri acgisindan diger kanser tiirlerinden ayrilirlar (52). ROS iiretiminde
azalmanin eslik ettigi oksijen yetersizligi aslinda “klasik” bir patofizyolojik radyo direng

faktoradur.
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Warburg 6nerisi giiniimiizde daha ¢ok kanser ve oksijen seviyesi arasindaki iligki
ile bagdastirilmaktadir. Oksijen seviyesinin kanser metabolizmasi iizerine yaptig etki,

metabolik yolaklar iizerine yapilan ¢alismalarla aydinlatilmaktir (53).

2.3.2. Kemik Kanseri

Kemik kanseri olarak da bilinen osteosarkoma, en yaygin kanser tiiriidiir.
Saglikli kemikte bulunan osteoblastlar gibi, bu osteosarkoma kanser hiicreleri de
ekstraselliiller matriks olusturabilirler. Ancak kanser hiicreleri tarafindan olusturulan bu
matriks, saglikli kemiklerdeki kadar giiclii degildir. Genellikle osteosarkoma olusumu
cocuklarda ve geng yetigkinlerde goriiliir. Ergenlik donemi osteosarkomanin en ¢ok
goriildiigli zaman dilimi olmasimna ragmen, her yasta ¢ikma riski bulunmaktadir.
Cocuklarda ve geng yetiskinlerde, osteosarkoma genellikle kemigin hizli biiyiiyen
kisimlarinda ortaya cikar. Bu bolgeler genellikle uzun kemiklerin bitis noktalaridir.
Coklukla tiimorler diz ¢evresinde, distal femurda, proksimal tibiada goriiliir. En yaygin
olanina proksimal humerusta rastlanir. Buna ragmen, osteosarkomanin kemigin herhangi
bir kisminda olusma olasilig1 vardir (54). Malign kemik kanserlerinin bazi tiirlerine
ornek olarak; osteosarkoma, kondrosarkoma, Ewing sarkoma, spingle hiicre sarkoma ve
bir¢cok nadir tiiri verilebilir. Ancak osteosarkoma, kondrosarkoma ve Ewing sarkoma
tanimlanan kemik kanserlerinin %75’ini olusturmaktadirlar. Burada oOnemli olan

tiimorlerin bu ¢esitliliginin koken aldiklari hiicreden gelmesidir (55).

Kanser hastalarimin  1/3’i  hastaliklar1  boyunca  gelismis  metastaz
gecirmektedirler. Bununla beraber metastaz oranma bakildiginda kemik, akciger ve
karaciger metastazindan sonra {igiincii sirada gelmektedir. Kemik metastaz1 genellikle
meme, prostat ve akciger kanserinde ikincil kemik metastazi olarak tanimlanir. Meme
kanseri sonucu yasamini yitiren hastalarin %80’inde kemik metastazi bulunmaktadir

(56).

Osteosarkomanin tedavisinde tercih edilen yontemler cerrahi islem, kemoterapi

ve radyoterapi olarak tanimlanmistir. Kemoterapotik miidahalede osteosarkoma
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hastalarina genelde neoadjuvan ve adjuvan tedavisi uygulanmaktadir (57). Bununla
beraber osteosarkoma genellikle radyoterapiye dayaniklidir. Sebepleri hala
arastirilmakla beraber, kanser kok hiicrelerinin neden oldugu bir kemo- ve radyo- direng

etkisinin varligi da diisiiniilmektedir (58).

2.4. Hipoksi

Hiicrelerin gelisim ve biiylimesinde, molekiiler oksijen O6nemli bir rol
oynamaktadir. Memeliler fizyolojik ¢evresindeki oksijen homeostasisini arttirmak i¢in
molekiiler oksijenin yakalama, baglanma, tasima ve iletilmesini iceren doku seviyesinde
bir evrim gostermislerdir. Hipoksi konusunda yapilan kritik ¢alismalardan biri de diistik
oksijen sartlarin1 algilamak ve cevap vermektir. Ciinkii oksijen algilamasi ile ilgili
mekanizmalar ve oksijenin farkli model sistemlerindeki etkileri hizlica gelisirken bu

mekanizmalar hakkindaki algilar da 6nem kazanmaktadir (59).

Karbondioksit (kiiresel 1sinmaya ragmen) havada %0,0314 oraninda mevcuttur.
Geleneksel olarak doku kiiltiirlerinde karbon dioksit %5-7 oraninda bulunur ve tampon
cozelti olarak kullanilir, ayrica “in vivo” seviyelerini yansitir. Temiz (arteryel) kan
40mmHg veya %35,3 oraninda CO, igerir. Oda kosullarinda bulunan havanin %21’
oksijendir ve oda kosullarinda bulunan hava igeren geleneksel inkiibatorler %5’lik
tampon CO, ile desteklenir. Boylece oda kosullarinda oksijen yiizdesi %20’ye diiser.
(%75 N,). Buna ragmen doku seviyesine in vivo oksijen konsantrasyonlar1 diisiiktiir.
Temiz kanda bulunan oksijen oran1 %12 ve bolgesel ve yerel varyasyonlarla birlikte
ortalama doku oksijen seviyesi %3 tlir. Bu ortalamalar yetiskin birey doku ve organlari
icin belirlenmistir. Embriyolardaki (kok hiicrelerin yetiskin dokularma bagli olarak
zenginlestirildikleri ortam) ortalama oksijen gerilimi yetiskinlere kiyasla daha diisiiktiir.
Bir¢ok caligma embriyolardaki diisiik oksijen seviyesini hipoksik olarak gdosterse de,

diisiik oksijen seviyeleri aslinda yeri ve zamanina bagli olarak normoksiktir (60).

Oksijen hiicre fonksiyonu ve in vivo yara tamiri i¢in giiglii bir diizenleyicidir.
Oksijen eksikligi (hipoksi) potansiyel olarak oliimciil bir ortam yaratabilir ve hiicresel

solunumu ve biiylimeyi sinirlayabilir. Buna alternatif olarak da belirli hiicre dis1 matriks
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elemanlarinin {iretimini ve hipoksi-indiiklenebilir faktor-1(HIF-1) yolag1 araciliiyla
anjiyogenezi artirabilir (61). Hipoksi genellikle, oksijen seviyesi %5’ in altina diistiigii
zaman kompleks hiicresel sistem ve sistemik adaptasyon araciligi ile hipoksi
indiiklenebilir faktdrlerin transkripsiyonuna (HIF) neden olur. ilk olarak HIF-1q
tanimlanmistir ve az oksijen seviyesinde eritropotein ekspresyonun regiilatorii olarak
gorev alir. HIF-2ave HIF-3ada daha sonradan tanimlanmis ve yiizden fazla HIF hedef

geni belirlenmistir (62).

HIF genleri ave [ alt heterodimerlerinden olusmustir. Memeliler HIFdnin g
farkli izoformunu igerirler. Bunlardan HIF1a ve HIF2a (EPAS1 olarak da bilinir) en
belirgin olarak karakterize edilmis olanlaridir. HIF3a (IPAS) ise ¢esitli baglantilarda
bulunmakla beraber baz1 durumlarda HIF 1aand HIF2aaktivitesini inhibe edebilir. HIF1a
nerdeyse tiim hiicre tiplerinde sentezlenirken, HIF2a ve HIF3a ise belirli dokularda
eksprese edilmektedir (63). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin fazladan
yasadig1 kayip HIF-1astabilizasyonu ile durdurulur. ROS mitokondriyel kompleks I, II,
III” den olusmasina ragmen RNAI ve inhibitor ¢alismalarina gore yalnizca tip III hipoksi
sinyalizasyonu i¢in uygundur. HIF-1a yalnizca prolil-hidroksilaz enzimleri tarafindan
hidroksillenmediginde stabilize edilir. Ama ROS yapilarinin enzimleri nasil
engelledigine dair belirsizlikler bulunmaktadir. PHD enzimler bu hareket i¢in oksijene
gereksinim duyarlar. Bir donem oksijen, ana hipoksi algilayicist olarak kabul edilmistir
ancak cok diisiik oksijen seviyelerinde dahi hidroksilasyon gergeklestirilmistir. Aksine
ROS yontemi, hiicrelere sartlar ¢ok kotiilesmeden dnce yeni oksijen saglayan damarlar

insa etme sansi tanir (64).

Hipoksinin ve HIF genlerinin rollerinin daha iyi anlasilmasi ortak sorunlari
onlemek ve mihendislik {rlinii dokularda hipoksinin potansiyel yararlarindan

faydalanmak amaciyla yardimci olacaktir.
2.4.1. Hipoksi ve Kanser iliskisi

Klinik arastirmalara gére son 20 yilda hipoksik doku alanlarinin (O, gerilimi

olan bolgeler < 2.5 mmHg) tekrarlanma siklig1 lokal ileri evre solid pato-fizyom
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tiimoriiniin ilgili faktoriiniin patofizyolojik 6zelliklerine dayanmaktadir. Meme kanseri,
uterin serviks, vulva, bas & boyun, prostat, rektum, pankreas, akciger, beyin timorii,
yumusak doku sarkomasi, non-Hodgkin lenfoma, malignant melanoma, metastatik
karaciger timorii ve renal hiicre kanseri gibi kotii huylu tlimorlerde buna benzer
durumlar siklikla goriilmiistiir. Yapilan calismalar %50-60 oraninda bolgesel olarak
ilerleme kaydetmis tiimorler, tiimor kiitlesinin i¢inde heterojen olarak dagilmis hipoksik
ve/veya anoksik davranis sergilediklerini gostermektedir (2). Solid tiimorler ¢ok diisiik
oksijen konsantrasyonlarinda (hipoksi) bazi bolgeler icerirler ve bu bolgeler siklikla
nekroz bolgelerini ¢evreler. Bu hipoksik bdlgelerdeki hiicreler radyoterapi ve
kemoterapiye direnglidirler. Buna ragmen hipoksi ve nekrozun varlig1 hipoksi, hipoksi-
spesifik gen terapisi, uyarilabilir hedeflenmis hipoksi faktor 1 transkripsiyon faktorii ve
rekombinant anaerobik bakteri igeren secilmis tiimor tedavisine olanak saglar. Bu
stratejiler glinlimiizde kanser tedavisine engel olan kosullari ortadan kaldirmak igin

Oonemli bir avantaj yaratmaktadir (65).

Hipoksi, kanser hastalar1 ilizerinde yapilan g¢alismalarla beraber ¢ogu tiimoriin
ortak 6zelligi olarak tanimlanabilir. Gen instabilizasyonu, bozulmus metabolizma, hiicre
Olimiine olan direng, metastazis, yayilabilirlik, damarlanma, anjiyogenezis, radyo
rezistans, kemo rezistans gibi Ozelliklere sahip olmasi sebebiyle olumsuz bir isaret
olarak goriilen bir faktordiir. Tiimor ilerleyisi ve terapiye karsi olan direnciyle bilinen
hipoksi, buna ragmen onkoloji igerisinde derinlemesine arastirilmis en Onemli
konulardan biridir. Bu konuda oldukc¢a fazla bilgi ve arastirma olmasina ragmen
somiiriicii diizeyde calisan tlimor hipoksisinin uzun siireli olarak direnmesiyle ilgili iki
ana yaklasim incelenmektedir: Bunlar biyorediiktif 6n ilaglar ve hipoksi hiicre
kurtulusuna dayanan molekiiler hedefli inhibitorlerdir. Bu ¢akisan mevcut stratejilere
gore belli bash gorev ve firsatlar saglanmakta ve hipoksi hedefli olan ve hasta tabakalar1

i¢in yeni gelistirilen teshis araclar1 hakkinda tartismalar siirdiiriilmektedir (66).

Hipoksinin kanser hiicrelerinin iizerinde bir¢ok farkli etkisi olmasina ragmen en
onemli ozelligi, kanserin ilerlemesine olan etkisidir (67). Ornegin; hipoksi tiimor

hiicrelerinin metabolizmasinda degisiklik yaparken kanser hiicrelerinin dayanikliligini,
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invazyonunu ve metastazini arttirabilir. Diger etkiler ise hipoksi tarafindan desteklenen
epiteliyal-mezensimal degisim (EMT) adi verilen fenotip degisiklerine baghdir (68).
Ayrica, oksijen homeostasizini destekleyen molekiiler yolaklarin anlagilmasi ile kanserin
patolojisi ve tiimor olusumu aydinlatilabilir. Solid tiimor biiyiimesi, oksijen ve besin
ihtiyacin1 saglayan limitli damar olusumuna baglidir. Tiimor hipoksisi genellikle kan
damarlarinda 100-200 ym uzakliktadir ve bu bolgedeki oksijen ve besin eksikligine
adapte olamayan hiicreler genellikle apoptoza ugrarlar veya nekroza giderler. Ancak
buna ragmen, hipoksi bu hiicrelere lokal adaptasyon alani saglayarak kemoresistansi

olan tiimor fenotipi olusturarak tiimdr biiyiimesini destekler (69).

HIF-1; hiicre kiiltiirii ve hayvan modelleri ile yapilan mekanik calismalar ile
belirlenen protein gen ¢éziimlemesi yapilmis ve bircok proseste dnemli rol oynayan bir
gendir. Artan miktarda hasta Oliimii ile sonuglanan yaygin kanserler HIF-1’in
diger genlere nazaran daha fazla bahsedilmesine sebebiyet vermistir. Benzer ¢aligmalar
HIF-1 ve HIF-1 tabanli gen iiriinleri konusunda tedavi hedefi olacak diizeyde yapilan
calismalar1 arttirmistir  (69). Hipoksi indiiklenebilir faktér 1 (HIF-1)  kanser
biyolojisinde, anjiyogenezde, hiicre dayanikliliginda, glikoz metabolizmast ve
invazyonda yer alan genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Intratiiméral hipoksi ve
genetik degisimleri HIF-1 & overekspresyonuna yani bir¢ok kanser tiirlinde hasta
oliimlerine neden olan bir durumu tetikler. On klinik ¢alismalarda, HIF-1 aktivitesinin
inhibisyonu tiimor olusumunda degisikliklere neden olmustur. Bu g¢alismalar HIF-1
geninin inhibitorleri izerine yogunlagsmakla beraber, bu genin inhibitorlerini anti-kanser

terapotik ajanlar olarak kullanmay1 hedeflemektedir (67).

2.4.2. Hipoksi ve Kanser Kok Hiicre Tliskisi

Bugitine kadar gerceklestirilmis bir¢ok ¢alisma solid tiimorlerin igerisinde kanser
kok hiicrelerinin varligin1  gostermistir. Bu hiicrelerin varligi kesin olarak teshis
edilmemis olsa da gegmisten gelen calismalar KKH’ lerin fazla miktarda plastik ve EMT
ile baglantili oldugunu gostermektedir. Hastalarda EMT ve kanser kok hiicrelerinin
varhig1 radyoterapiye olan direncin artis1 ile dogru orantili olarak gdézlemlenmistir.

Tedavi siireci i¢in olumsuz bir isaret olan hipoksi EMT’ yi ve timdr mikro ¢evrelerinde
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hiicrelerin molekiiler diizeyde kurtulma ve zenginlesmesini saglayan giicli bir
tetikleyicidir. Hipoksi ayni zamanda isaretli timor hiicrelerinin kdk hiicre benzeri
bakimi i¢in EMT ve kanser kok hiicresi arasindaki baglantiy1 saglayabilir. Kanser kok
hiicrelerinin biyolojisini anlamak, EMT fenotip ve onun implikasyonlar1 icerisinde ileri

diizeydeki terapi stratejilerinin gelisimi i¢in yepyeni yaklasimlar saglayabilir (1).

Yerel oksijen konsantrasyonlari, kok hiicrenin  kendini yenilemesi ve
farklilastirmasini direk olarak etkileyebilir (70). Kanser kok hiicrelerine de ¢cogalmalari
icin ortam sunan hipoksi, bu hiicrelerin kolon olusturma kapasitesini arttirir. Hipoksik
fenotip geri dondiiriilebilen bir iglemdir ¢linkii hiicreler normoksi igerisinde yeniden
yetistiginde hipoksi-yogunlugu ile olusmus koloniler farkli yapilar ortaya ¢ikarabilme
yetisine sahiptir (71).

Rare subset of
hypoxic tumor cells

HIF-1q == Notch, ABC-Ts, hTERT
HIF-2q —= Oct4, c-Mye, Notch (?)
IKLFA. Sox2, others (7)
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Sekil 2.4: HIF aktivitesinin kanser kok hiicrelere etkisi (70)

Hipoksinin kanser kok hiicrelerindeki etkileri aslen birincil olarak yonlendirilmis
HIF’ ler, kismi olarak da HIF2atarafindan saglanir. HIF2agliomalar ve néroblastomalar
icerisindeki kanser kok hiicrelerinde siklikla bahsedilir ve HIF2dnin yoklugu kanser kok
hiicrelerindeki ¢ogalma ve kendini yenileme islemlerinde 6nemli bir azalma saglar. Bu

buluslar yardimiyla sdylenebilir, oksijen gerilimi ve mikro ¢evrenin kanser gelisimini
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onemli Olciide etkiledigi soylenebilir. Hipoksik nislere hedeflenmis bir sagaltim

yontemi, kanser kok hiicresi popiilasyonunu azaltip tedavinin verimini arttirabilir (72).

HIF-2a yardimiyla c-Myc aktivitesi, ¢ogalma ve kendini yenileme gen ifade
programinin aktivasyonu igin Oct-4 ile birlikte hareket etmeyi destekler (73).
Giliniimilizde, miimkiin olmasina ragmen literatiirde KLF4 veya SOX2’nin direkt veya
endirekt olarak HIF’i hedefleyen ve kullanilmasini tavsiye eden herhangi bir yayin
bulunmamaktadir. c-Myc transkripsiyonel aktivitesi lizerindeki HIF- 1ave HIF-2dnin
karsit etkileri, hipoksik c-Myc regiilasyonu belirli kanser hiicrelerinde HIF- 1ave HIF-2a
ile ilgili bagintili bir ekspresyona dayandirilabilir (74).

Kok hiicrelerin ve multipotent progenitorlerinin boliinme, farklilasma ve
islevsellesmesi mikro c¢evrede bulunan kompleks isaretler ve oksijen varliginin
yardimiyla saglanir. Genetik knock-in stratejisi kullanilarak yapilan bir g¢aligmada
transkripsiyon faktorii HIF-1a ve HIF-2a genleri kullanilmig ve kok hiicreler igin
HIF2alfa spesifik genleri aracilig1 ile OCT-4 artis1 goriilmiistiir. Yalnizca HIF-2a (HIF-
la olmamak kaydiyla) Oct-4 destekleyicisi olarak gorev yapar ve Oct-4 ve
transkripsiyonel aktivitesini indiikler. HIF-2a yardimiyla Oct-4 transkripsiyonu
degismeyen ve malignan haldeki hipoksik tiimdr hiicre sayisini arttirir. Ornegin, Oct-4
lokusu aynilagsmaya yiiz tutmus doniistim hiicrelerine veya kanser kok hiicrelerine
yeniden adaptasyon sansi tantyabilir ve bu sayede HIF-2atarafindan olusturulan kolay
etkilenir bir yapt yaratir. Oct-4’lin hipoksi indiiksiyonu farklilasmamis hiicre
poplilasyonunun genislemesine, mezodermal kimliginin tanmnirligini arttirmasina neden

olurken son fazdaki farklilasmis hiicrelerin aynilasmasini da tetikleyebilir (75).

Kanser kok hiicrelerini yok etmek kanser tedavisinde taninirligr artan bir yontem
olarak One ¢ikmaktadir. HIF yolaklar1 ise daha da Onemli noktada; terapdtik tedavi
yontemleri olarak dikkat ¢ekmektedir (76). HIF aktivitesinin azaltilmasi ile kanser kok
hiicreleri farklilasmaya baslayabilir bununla bagintili olarak kemo- ve radyo terapi ile
yeniden tliimorlerin ¢ogalma yetilerinin engellenmesi gereklidir. Kesin olarak

tanimlanmis tiimorlerdeki HIF-1g HIF-2g Notch, Oct4, c-Myc ve diger bu islevli
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bilesenlerin fonksiyonlarinin engellenmesi gereklidir (70). Kanser kok hiicrelerinin
varlig1, bircok kanser tiirii icin tanimlanmis normal kok hiicrelerinin redoks paternini
sergilemektedir. Terapiler, kanser kok hiicrelerine 6zellesmis tedavileri hedef alirken
onlart normal kok hiicrelerden ayirabilmek icin redoks kurallari ve ROS’a verilen

cevaplari goz 6niinde bulundurmak 6nem tagimaktadir (77).

2.4.3. Hipoksi ve Kemik Kanser Kok Hiicreleri

Gen ifadelerinin baskilanmasi, Western blot, liisiferaz analizi ve ELISA ile
osteosarkoma modelleri yardimiyla hipoksinin hem HIF-1a hem de HIF-2aifade ve
fonksiyonlarin1 destekledigi goriilmiistiir. Indiiklenmis hipoksi apoptozisi HIF-1a
tarafindan yonlendirilir. Arastirmalar, hipoksi bagmtili genler HIF-1ave osteosarkoma
timorii arasinda in vivo bir iliskinin oldugunu ve bu genlerin genelde nekroz

bolgelerinde bulundugunu gostermistir (78).

Ilging bir sekilde, bazi durumlarda hipoksik kosullar altinda, Glut-1 ve HRE
bolgesine baglanmis VEGF lerin ekspresyonu HIF’ler tarafindan azaltilmaktadir. Ote
yandan %45’in altindaki ¢cogalma seviyesinde, HIF transkripsiyonal cevabi alinamadigi

belirlenmistir. Bu molekiiler mekanizmalarin iligkileri hala arastirma konular

arasindadir (79).

Aragtirmalar gostermektedir ki, analizlenmis osteosarkoma kanser hiicrelerinin
icinde %69,64 oraninda HIF-1dnin over ekspresyonu, timor ilerleyis hizi (timor
boyutu, lenf nod metastazi, histolojik farklilagmasi, klinik seviyesi ve dizilmis hiicreli
damarlarin varlig1) ve daha diisiik seviyede kurtulma olanag: arasinda pozitif bir baginti
vardir (80). HIF-1ave tiimor boyutu, niiksetmeler ve mesafeli metastazlar arasinda da

pozitif bir korelasyon s6z konusudur (81).

Hipoksi sinyal yollar1 kok hiicre devamliligr i¢in bir ¢ok onemli yolag:1 aktive
eder ve ilging bir sekilde hipoksi beyindeki kanser kok hiicre sayisini arttirmaktadir (4).
Bununla beraber hipoksi, osteosarkoma kanser kok hiicrelerinin diizenlenmesinde

onemli rol oynar (82).
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Bir ¢ok hiicre tipi lizerinde yapilan c¢alismalar HIF-1dy1 temel olarak hipoksi
diizeninde ve HIF-2dy1 ise daha cok hiicreye gore Ozel olarak tanimlamaktadir. Bu
transkripsiyonel aktivasyon ise hipoksiden farkli olarak mikro cevre sartlarindan da
etkilenir. Tiim izoformlar benzer bir ¢ekirdek baglanti motif yapiya sahip olmasina
ragmen HIF-ldnin tek basina ya da HIFla ve HIF2dnin bir kombinasyonu olarak
olugsmus HIF diizenindeki indiiklenmis hipoksi genleri cogunluktadir (83). %2-5 oksijen
seviyesinde calisan kanser kok hiicresi popiilasyonunda en c¢ok HIF-2a
bulunmustur. HIF-2a genellikle genis aralikli oksijen seviyelerinde gosterilir. Bu da
aktif hale gelmis in vivo ve in vitro dlizeyindeki hipoksi stimiilasyonu olmasa bile kanser
kok hiicrelerinin gelisimine HIF-2a tarafindan katki saglanabildigini destekler
niteliktedir. (84)

CD133, kanser ve normal kok hiicreler icin bir yiizey belirtecidir. Hiicre kiltiirii
ve kantitatif PCR teknikleriyle, CD133 ekspresyonu osteosarkoma ve SaOs-2
hiicrelerinde analiz edilmistir (85). HIF2a ise, CDI133 pozitif hiicrelerin alt
popiilasyonlarim1 tanimlayabilir. HIF2a proteinini igeren hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu
CD133 eksprese edebilirken, HIF2ave CD133 aktiviteleri her zaman tamamen uyusmaz.
Yani HIF2apozitif hiicrelerin hepsi CD133 pozitif degilken, CD133 pozitif hiicrelerin
hepsi de HIF2apozitif degildir. Bu yiizden kanser kok hiicrelerinde yani CD133 pozitif
olan osteosarkoma kanser kok hiicrelerinde HIF2dy1 hedeflemek, tiim CD133 hiicrelerin

hedeflenecegi anlamina gelmemektedir (84).

2.5. Doku Iskeleleri ve Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi de novo ile doku ve organ yaratma potansiyeli olan bir
tekniktir. Iceriginde in vitro hiicre ekimi ve hiicrelerinin birbirine bir doku iskelesi
tizerinde etkilesimi mevcuttur. Bu hiicreler daha sonra ¢ok hiicreli matriks bilesenli bir
doku yaratma gerekliligi ile c¢ogalir, go¢ eder veya farklilasir (86). Doku
miihendisliginin yap1 taglarindan biri de fonksiyonel hiicrelerin doku olusturmasini
saglayan 3 boyutlu (3B) doku iskelesidir. Son zamanlarda serbest sekil {iretim olarak

bilinen sekilsiz iiretim tekniklikleri veya hizli prototipleme, kompleks doku iskelesi
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olusturmak icin basarili bi¢imlerde kullanilmistir. Benzer olarak doku fabrikasyonu
esnasinda hiicrelerin es zamanl olarak eklenmesi, 6zgiin robotik birlesme ve otomatik
3B hiicre enkapsiilasyon teknikleri gelistirilmektedir. Tiim bu teknolojilerin sonucu
olarak doku miihendisligi ile iiretilmis yapilar belirli uzaysal bir hiicre dagilimi ve

gelisimi icerirler (87).

Yeni jenerasyon sentetik biyomateryaller 3 boyutlu mikro cevrelerin dogal
ekstraseliiler matrikslerin karakteristik dizilislerini taklit etmek ve ekstraseliiler
baglantili gelisim faktorlerini, hem terapdtik uygulamalar hem de biyolojik ¢alismalarda

kullanmak tizere gelistirilmektedir (88).

Doku miihendisligi uygulamalar i¢in gelistirilen biyomateryaller son zamanlarda
spesifik hiicre cevaplarini segme yetisine sahip biyomimetik materyaller ve materyalin
tasarim parametrelerini degistirerek manipiile edebilen yeni doku formasyonlar1 tizerine
yogunlagmistir.  Hiicreler tarafindan, materyallerin biyomolekiiler taninmast;
biyomateryallerin, biyoaktif molekiillerin fiziksel veya kimyasal yontemlerle
degistirilmesi, ylizey veya sisme modikasyonlari ile elde edilir. Bu biyoaktif molekiiller
genellikle uzun zincirli ekstraseliiler matrikslerden olusan proteinler, ayrica ECM
proteinleri tarafindan olusturulan ve hiicre reseptorleri ile iletisime gegebilen kisa peptit
dizileridir. Biyomimerik malzemeler genellikle dokulardaki ekstraseliiler matriks

(ECM)’leri taklit etmektedirler (89).

2.5.1. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Doku ve organlar 3 boyutludur. Buna ragmen onlarin dizilig, fonksiyon ve
patolojilerini anlamak i¢in her zaman 2 boyutlu hiicre yapisi iizerinde veya hayvan
model sistemleri ile ¢alisilmistir. Standart hiicre kiiltiirii izerine olan ¢alismalar bir ¢gok
onemli kavramsal avantajlar ortaya ¢ikarmistir. Biitliin bunlara ragmen, 2 boyutlu doku
kiiltiirii substratlar1 iizerinde yetisen hiicrelerde gozle goriiliir morfolojik degisiklikler
sergilenebilir; hiicre-hiicre, hiicre-matris iligkileri ve 3 boyutlu fizyolojik cevrelerde

gelisim gosteren yapilardan farkliliklar gosterilebilir (90, 91).
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Mikro cevre kosullar; tiimorigenez ve in vitro, in vivo timdr modelleri ile kanser
hiicrelerini bu kosullara dayandiran c¢alismalara izin veren biyomimetik kiiltiir
sistemlerini hedefler. Timdrlin in vivo mikro c¢evre karakteristigini yeniden yaratan
polimerik doku iskelesi icinde karsinoma hiicreleri kullanilarak 3 boyutlu insan tiimor
modelleri iiretilmistir (92). 3 boyutlu kiiltiirler, kanser hiicre sinyallerini baskalagtirir.
Buna ragmen tiimdr vaskiilarizasyonu lizerine yapilan degisikliklerin 6énemi ve bunun

altinda yatan mekanizmalar belirsiz kalmaktadir (93).

Kok hiicreler kullanilarak insa edilen 3 boyutlu fonksiyonel dokularin
yaratilmasi, kok hiicrelerin dogustan gelen farklilasma, ¢ogalma yetenegine dayanan 3
boyutlu doku iskeleleri cevresel belirtilere cevap verir. Bu sebeple bu prosesler
yogunlukla in vitro kiiltiir sartlar1 ve kok hiicre devamliligi veya farklilagmasi i¢in doku
iskelesi 6zelliklerinden etkilenir. Lokalize fizyolojik mikro ¢evre arz ve talebin karsilikli
etkisiyle karara baglanir. 2 boyutlu kiiltiirlere nazaran 3 boyutlu yapilarin hiicrelerine
saglanan oksijen daha karmasiktir. Ciinkii oksijen iletimi, doku iskelesini olusturan
materyallerden ve ekstraseliiler hiicrelerden ve ayn1 zamanda diflizyon, konveksiyon

gibi tasinma mekanizmalarindan etkilenir (92).

2.5.1. Bakteriyel Seliiloz Doku iskelesi

Seliiloz, hidrofilisitesi, kiralitesi, biyo-bozunabilirligi, genis kimyasal
diizenlenebilirlik kapasitesi ve farkli yari-kristalize fiber morfolojisi olan neredeyse
tiikenmez, siirdiiriilebilir dogal polimerik bir hammaddedir. Bakteriyel seliiloz veya
giiclii entegre olmayan ahsap seliiloz gibi seliilozik maddeler nano boyutlu fiberlerden
olusuyor ve nanofiber yapilar bu {iriiniin 6zelliklerini belirliyor ise bu yapilara da

“nanoseliiloz” adi verilir (94).

Gluconacetobacter xylinus (=Acetobacter xylinum) seklinde olusmus olan
bakteriyel seliiloz (BC) alisilagelmisin disinda malzeme Ozellikleri ve bozunabilirligi
sayesinde Ozgiin bir doku iskelesi malzemesi olarak kesfedilmistir (95). Bakteriyel
selilloz Acetobacter xylinum-bacteria tarafindan kiimelenmemis uzun nanofibrillere

sahip hiicre dis1 salgilanmis bir polisakarit yapidir. Bakteriyel seliiloz yiiksek mekanik
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dayaniklilik, yiiksek su igerigi, yiiksek kristallik ve ¢ok iyi derecede saf nanofibril ag
yapisi gibi onemli 6zellikler sergilemektedir. Acetobacter xylinum bakteriyel selillozun
disinda bulunan ve yogun ylizey alani1 ve diger tarafinda jelatin tabakasi olan bir pelikiil
insa eder. Bu bakteriyel seliilloz mikro damar endoprotezi veya gegici deri modeli olarak
kullanilmaktadir. Bu malzeme ayn1 zamanda kikirdak iizerine yapilan doku miithendisligi
calismalarinda doku iskelesi olarak incelenmesine ragmen bakteriyel seliiloz doku

miithendisliginde genis alanda yer almamaktadir (96).

Bakteriyel seliilozla ilgili gegmiste ortaya ¢ikan bir endise de birbirine ge¢mis
yapisinin yogunlugu sebebiyle hiicrelerin malzemenin igerisine girisinde yasamasi
muhtemel zorlanma olarak one c¢ikmistir. Biyomedikal uygulamalar sebebiyle hiicre
gelisimi i¢in doku iskelesi olusturmak bakteriyel seliiloz arastirmalarinda énemli bir rol
oynadigindan (6rnek: kemik grefti, deri grefti, yapay kikirdak vb.) , bakteriyel seliilozun
artan porozitesi yogun bir aragtirma alani haline gelmistir. Hiicrelerin tamamen
entegrasyonunu gerektiren her uygulama bakteriyel seliilozun yapr matriksinden
gecmekte ve hiicresel bir gegirgenlik gerektirmektedir (97). Ancak buna ragmen,
bakteriyel seliiloz doku miihendisliginde istenilen 6zellikleri kazandirilabilen, ¢cok yonlii
bir biyomateryaldir. Bu 6zellikler kiiltiir sartlarinin degistirilmesi ve farkli birlesenlerin
eklenmesi ile gerceklestirilebilir. Kontrollii poroziteye sahip 3 boyutlu bakteriyel seliiloz
doku iskelesi ag1 fermentasyon ve sonrasi teknikler ile hazirlanabilir. Gozenekli
bakteriyel seliiloz, farkli doku ve organlar1 olusturmasi amaclanan hiicrelerle potansiyel

doku iskelesi malzemesi olarak kullanilmaya uygun hale getirilebilir (98).

Uygun hiicre-doku iskelesi iliskilerini gdsteren ge¢cmis ¢alismalar, gézenekli bir
ag potansiyeli ile bakteriyel seliilozu in vitro kanser modeli icin cazip bir doku iskelesi

olarak uygun kilmaktadir (99).

2.6. U¢ Boyutlu Kanser Tiimér Modellerinin Onemi

Doku ve organlar 3 boyutlu (3B) yapidadirlar. Ancak genellikle kanser {izerine
yapilan ¢alismalar onlarin morfolojilerini ve biyolojilerini arastirmak iizerine 2 boyutlu

(2B) olarak ¢alisilmaktadirlar (100). In vivo kosullar: taklit edebilen in vitro kosullar
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ise biyomedikal uygulamalari icin hayvan deneylerini ve tartismalari engelleyebilmek
acisindan biiyiik avantajlara sahiptirler. 3B in vitro kiiltiirler fizyolojik mikro ¢cevreyi
olusturmalart agisindan ve in vivo tepkileri uyumlu bir sekilde sergileyebilmeleri
agisindan kabul gérmektedirler (101). Kanser arastirmalarinda, 3 boyutlu, ¢cok hiicreli
tiimor kiireleri en ¢ok calisilan kanser modelleri olarak yer almakla beraber, in vivo
timorlerle ayni heterojen mikro cevreyi sergilemektedirler (102). Bu 3B in vitro
modeller, in vivo kompleks uygulamalara alternatif olarak goriilmekle beraber, 2B
kiiltiirlerin uygulamalarda sinirlar1 vardir. 3B biyomimetik kanser model uygulamalari
sadece bunlarla sinirli olmamak {izere baz1 avantajlara sahiptir (103):
(1) Uygun matriks bilesenlerini, 3B olarak in vivo ortamdaki ile benzer sunar;
(i)  Kanser, endotelyal ve diger benzer hiicrelerini uzaysal olarak uygun ko-
kiiltiire olanak saglar;
(iii)  Dogal tiimorlerde bulunan hipoksik ortamin kontroliinii ve gdzlenmesini
saglar;

(iv)  Hipoksiye kars1 salgilanan anjiyogenik faktorlerin gézlemini saglar.

Seeding cells
-
s _— g* e
Seeding cells
5 k.
Cc
£ ¥ W

Sekil 2.5: Tiimor biiyiimesi (a) 2B Kkiiltiir (b) 3B kiiltiir (c) in vivo
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Dogal 3B ¢evrenin sagladigi kompleks uyariy1 2B hiicre sistemleri ile anlamaya
calismak uygun degildir. Geleneksel 2B kiiltiir sistemlerinde, yapisik hiicreler genellikle
birbirlerinin {izerinde adsorbe hiicre baglanti motiflerini tanimayr saglayan ylizey
reseptorlerini ifade ederler. Alisilagelmis 3B cevrelerde ise, genellikle diizlemsel bir
ylizeyin tistiinde olmayan ve her bir doku ¢evresinin; fiziksel, mekanik, biyokimyasal

karakteristigini ayri iliskilenir ve hiicre dis1 matriks {izerinden diizenlenir (104).

3 boyutlu in vitro ortak kiiltiir sistemi kanser arastirmasina sagladigi birgok
avantaj sayesinde icat edilmistir. Sofistike 3 boyutlu kiiltiir sistemleri kullanilarak
tiretilen modeller, timor hiicrelerinin mesafeli invaziv davranisini yansitan, gogilis ve
prostat karsinomalarinin epitel hiicre-stromal hiicre iliskilerini taklit eden ve 1iyi
tanimlanmis 3B bir ¢evrede tiimor ve stromal hiicrelerin arasindaki bilinmeyen ¢oklu

diizenli geri besleme mekanizmalarinin sistematik arastirmasina izin vermektedir (105).

3B kiiltiirler basit kanser arastirmalari i¢in vazgeg¢ilmez uygulamalardir. Bu
uygulamalarin bir sonraki adimi ise bu kiiltiirleri biiyiik ilag denemeleri i¢in kullanmak
ve akademi ile farmakoloji endiistrisi arasinda baglanti kurmaktir. 3B kiiltiirler hayvan
deneylerine alternatif bir ¢oziim olabilecegi gibi, ekonomik agidan da avantajli olduklar
icin ila¢ denemelerinde kanser modelleri olarak kullanilabilir (106). Buna ek olarak, 3B
in vitro kiiltir modelleri, intratimor ilag¢ iletimi icin olanak saglamaktadir. Timor
silindiroitleri kullanilarak hiicresel kiimeler arasinda ekstraseliiler diflizyon ve nano

partikiillerden molekiil salim1 sistematik olarak incelenebilir (107).
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3. GEREC- YONTEM

Tez c¢ahsmasinin hiicre j~I§'q kKM ‘Kghhn s'1 '1 A Dfd GEndudghsdrh-
L ~“gdnelrkj E'j~lsdrh+ Alknl ~gdnehj ACK1 "+ G'xu'm G™bqd J “I°q ud Cnjt
L " gdnelrlifi Grubu Laboratuvari’ nda, bakteriyel seliiloz doku iskelesinin hazirlamasi
kismi ise Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii Endiistriyel Mikrobiyoloji

Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Hipoksinin Kanser
Kok Hiicrelerine
Etkisi

Sa0S-2 ve OKKH

Hipoksi Sisteminin Hiicre Kiiltiri ve
Kurulmasi Hiicre Hattinin

Karakterizasyonu

Ayrilmis Hiicrelerin Bakteriyel Seliiloz

MACS sistemi ile

. . Kiilti n retimi v
hiicrelerin ayrilmasi ultivasyonu Uretimi ve

(CD133+ ve CD133-) Karakterizasyonu

Hipoksik Sartlar
Altinda Hiicre
Kultiri

Normoksik Sartlar
Altinda Hiicre
Kiltira

2-Boyutlu Kiiltir 2-Boyutlu Kiiltir

3- Boyutlu Kiiltir

(Bakteriyel Seliiloz
Scaffold)

3- Boyutlu Kiiltiir (
Bakteriyel Seliiloz
Scaffold)

Sekil 3.1: Calisma plani
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3.1. Hipoksi Sistemin Kurulmasi

Hipoksi sistemi ii¢ adet ana bilesenden olusmaktadir. Hipoksi cihazi (27310,
Stem Cell Tech., ABD) satin alinmis ve gaz akisinin kontroliiniin saglanmas1 amaciyla
akis Olcer (27311, Stem Cell Tech., ABD) ile beraber kullanilmistir. Hipoksi cihazi
kapal1 bir sistem olmakla beraber, belirli bir basing kapasitesi vardir. Cihazin maximum

basinc kapasitesi 2 psi civarindadir.

Deneyde kullanilacak olan gaz tiipleri hipoksi cihazinin iireticisinin talimatlarina
gore belirli karisimlarda hazirlanmis ve siparis verilmistir. Karisimlar %1, %3, %5 O,
seviyelerine gore hazirlanirken, CO, ve N, oranlar1 hesaplanmistir. Ancak oksijen
tiiplerinden de gelen akisin, gaz basincinin akis 6lger kapasitesinde olabilmesi ve 2 psi
basing sinirt gegmemesi i¢in regiilator dizayn edilmis ve 1-10 psi basing araliginda gaz
akisini kontrol eden regiilator alinmigtir.

Ureticinin talimatlarina gore hazirlanan gaz tiipii karisimlari su sekildedir:

I- %5 CO3, %5 Oz, %90 N,
2- %5 COs, %3 Oz, %92 N,
3- %5 CO,, %1 Oz, %94 N>
4- %21 O, seviyesi icin %5 CO2 igeren inkiibator (Heraeus- Hera-Cell, Almanya)

kullanilmastir.

27



Sekil 3.2: Hipoksi cihazi, akis olger ve gaz tiipii

3.2. Sa0S-2 ve OKKH Hiicre Kiiltiirii ve Hiicre Hattinin Karakterizasyonu
3.2.1 Sa0OS-2 Hiicre Hattimin Kiiltiirii

3.2.1.1. Sa0S-2 Hiicre Hattimin Stoklanmasi
Calisma Oncesi gereken hiicre miktar1 hesaplanarak, ¢alismanin ayni hiicre
pasaj numarasinda gercgeklestirilebilmesi i¢in hiicreler stoklanmistir. Hiicrelerin

stoklanmasi i¢in gerceklestirilen protokol su sekildedir:

- dr'mnrsdnr’gnl * j nrdq g”badikddht R'NR-1 ZRap Enstitlisii Hiicre Kiiltiirti
Koleksiyonu (HUKUK), Tiirkiye] geldigi kiiltiir kab: ve besi ortaminda (%10
FBS ve 10 /ml gentamisin igeren Dulbecco's Modified Eagle's Medium
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(DMEM) HG (41966-029, Gibco, ABD) bir gece 37°C’ de %5 CO2 ve %95-98
nem i¢eren inkiibatorde bekletildi.

2- Hiicre kiltir kabin1 dolduran, hiicrenin kendisine ait orijinal besi ortami 50
ml’lik steril santrifiij tlipline alind1 ve hiicre stoklanmasinda kullanilmak iizere
+4°C’de saklandi.

3- Hiicre kiiltiiriniin besi ortami 2-3 giinde bir hiicrelerin canliliginin devamini
saglamak amaci ile orijinal besi ortami ile degistirildi.

4- Kiiltiir kab1 ylizeyi %80-90 doluluga ulastiginda ise hiicrelerin tizerinde bulunan
kullanilmis besi ortami ¢ekildi.

5- Hiicrelerin yiizeyi serum etkisini azaltmak amaci ile daha 6nceden 37°C’de
onceden 1sitilan Ca™, Mg icermeyen PBS ile yikandi.

6- Hiicrelerin yiizeyden kalmasi i¢in hiicrelerin iizerine tripsin (% 0,25)-EDTA (2,5
g/L tripsin, 0,5 mM EDTA) soliisyonu eklendi, ylizeye yayildi ve 5-8 dakika
37°C’deki inkiibatorde bekletildi.

7- Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gozlendiginde %10 FBS igeren
besi ortami ile hiicreler santrifiyj tiipiine toplandi.

8- Hiicreler 1000 rpm 4°C 5 dakika santrifiijlendi.

9- Santrifligasyon sonrasi slipernatant dokiildi.

10- Santrifiij tiipiiniin dibindeki hiicreler hafifce vurularak yiizeyden kaldirildi ve
besi ortami ile siispanse edildi.

11- Hiicre siispansiyonu 1:2 oraninda yeni bir flaska alindi ve iizerine taze besi
ortami koyularak kiiltiire devam edildi.

12- Hiicre kiiltiiriiniin besi ortami1 2 giinde bir taze besi ortamu ile degistirildi.

13- Hiicreler yeterli sayiya ulasinca -196°C s1v1 azot tankinda stokland.

3.2.1.2. Sa0S-2 hiicrelerinin dondurulmas:
SaOS-2 hiicrelerinin stoklanabilmesi amaciyla uygulanan hiicre dondurma

protokolii agsagida belirtilmistir.

1- Hiicrelerin lizerinde bulunan kullanilmis besi ortami ¢ekildi.
2- Hiicrelerin yiizeyi 37°C’de 6nceden 1sitilan Ca™, Mg™ igermeyen PBS ile

yikandi.
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9-

Hiicrelerin tizerine tripsin (% 0,25)-EDTA soliisyonu eklendi, yiizeye yayildi ve
4-5 dakika 37°C’deki inkiibatorde bekletildi.

Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gézlendiginde %10 FBS igeren
besi ortami ile hiicreler bir santrifiij tlipiine toplanda.

Hiicreler 1000 rpm 4°C 5 dakika santrifiijlendi.

Santrifligasyon sonrast siipernatant dokiildii.

Santrifiij tlipliniin dibindeki hiicreler hafifce vurularak yiizeyden kaldirildi ve
besi ortami ile siispanse edildi.

Hiicreler buz iizerinde dondurma ortami (%90 FBS + %10 DMSO ile
homojenize edildikten sonra, 1:3 oraninda kriyotiiplere aktarildi.

Kriyotiipler -86°C’de kopiik kutu igerisine kaldirildi.

10--86°C derin dondurucuda bir gece bekletilen kriyotiipler, - 196°C’deki siv1 azot

iceren tanka kaldirildi.

3.2.1.3. Sa0S-2 hiicrelerinin pasajlanmasi

10-
11-

SaOS-2 hiicrelerinin hiicrelerinin yeterince cogaltilabilmesi i¢in uygulanan
pasajlama protokolii asagida belirtilmistir.

G~ bdikdgm™ ydgmed at k mimj t K M A besi ortami gekildi.

Hiicrelerin yiizeyi 37°C’de onceden 1sitilan Ca*, Mg™ icermeyen PBS ile
yikandu.

Hiicrelerin {izerine tripsin (% 0,25)-EDTA soliisyonu eklendi, yiizeye yayildi ve
4-5 dakika 37°C’deki inkiibatorde bekletildi.

Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gézlendiginde %10 FBS igeren
besi ortami ile hiicreler santrifiij tiipline toplandi.

Hiicreler 1000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiijlendi.

Santrifiigasyon sonrast siipernatant dokiildii.

Santrifiij tiipiiniin dibindeki hiicreler hafif¢e vurarak ylizeyden kaldirildi ve besi
ortamu ile siispanse edildi.

Hiicre siispansiyonu 1:2 oraninda yeni bir flaska alindi ve iizerine taze besi
ortami koyularak kiiltiire devam edildi.

Hiicre kiiltiiriiniin besi ortami 2 giinde bir taze besi ortami ile degistirildi.

Yeterli sayiya ve uygun pasaj numarasina gelen hiicreler deneylerde kullanildi.
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3.2.2. SaOS-2 Hiicre Hattinin Karakterizasyonu

3.2.2.1. Sa0OS-2 Hiicre Hattinin Biiyiime Kinetigi
Hiicrelerin kinetik degiskenlerinin belirlenebilmesi amaciyla; SaOS-2 hiicre hatti
icin 20 gilin boyunca 24 saat araliklarla 6l¢iim alindi. Her 6l¢iimde bir hiicre grubu 3
kiiltiir kab1 goziinde iireyen hiicrelere MTT analizi uygulandi. MTT analizi asagida
belirtilen basamaklar takip edilerek uygulandi:
1- Analizi yapilacak hiicrelerin besi ortami bosaltildi.
2- Hiicrelerin iizerine %10 MTT igeren serumsuz besi ortami eklenerek 3 saat
karanlikta inkiibasyona birakildi.
3- Inkiibasyon sonunda MTT iceren ortam bosaltildi ve formazan kristallerinin
¢Oziinebilmesi i¢in DMSO eklendi.
4- 570 ve 690 nm dalga boylarinda spekral okuma gergeklestirildi. MTT testi
sonucuna gore ekilen hiicre sayisinin zamana karsi grafigi ¢izilerek biiylime

egrisi olusturuldu.

3.2.2.2. Sa0S-2 Hiicre Hattinin Kalibrasyon Egrisinin Cikartilmasi

Hiicrelerin biiyiime kinetikleri yukardaki prosediir kullanilarak, 20 giin boyunca
MTT analizi ile belirlenmistir. MTT analizinde absorbansa karsilik gelen hiicre sayisini
belirleyebilmek icin hiicrelerin kalibrasyon egrileri ¢ikarilmistir. Uygulanan protokol

asagida belirtilmistir.

1- Hiicreler 96 gozlii pleyte farkli konsantrasyonlarda (10°; 5x10°; 10%; 5x10*;10°
5x10%;10°%; 5x10° ve 10 hiicre/goz), 5 tekrarli olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

2- Kiiltiir kab1 yiizeyine hiicre tutunmasii takiben (3 saat sonra) MTT [3-(4,5-
dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid, sar1 tetrazolyum tuzu,
M5655, Sigma, ABD] testi uygulandi.

3- LSS hmtokdxssdj hj t Kk A(besi ortamu cekildi.

4- Hicrelerin iizerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) iceren besi ortami
eklendi.

5- Hiicreler karanlikta 37°C’de, %5 CO, ve %95-98 nem igeren inkiibatdrde 3 saat
stire ile inkiibe edildi.

6- 3 saat inkiibasyonun sonunda MTT igeren ortam c¢ekildi.
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Hiicrelerin iizerine DMSO (8.02912.2500, Merck, Almanya) eklenerek olusan
formazan kristallerinin ¢oziilmesi saglandi.

Hiicreler 10 dakika boyunca 300 rpm’ de calkalayicida ¢alkalanarak kristallerin
lyice ¢coziinmesi saglandi.

UV spektrofotometrede (MDS Molecular Devices, Versa Max, ABD) 570-690
nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

3.2.2.3. Sa0S-2 Hiicre Hattinin Tutunma Testi

Hi boyutlu kiiltiirde hiicrelerin kiiltiir kab1 ylizeylerine tutunma siirelerinin belirlenmesi

amaciyla tutunma testleri gergeklestirilmistir.

1-

4-

6
Tutunma testi icin hiicreler 6 gozlii pleyte 10 g~ bad.fOy nkKb'j rekilde 3 tekrarls

olarak ekildi.

Gdq g~ bgdnimadrhngs' | Ae’ mfOykdgd 14ker ml eklendi ve 37°C’de, %5 CO, ve
%95-98 nem igeren inkiibatorde bekletildi.

Hiicreler tutunana kadar 15 dakikada bir pleytlerin 3 gdziindeki besi ortamindan
homojen Ornekler alinarak Neubauer hemositometresinde tripan mavisi
kullanilarak sayild1.

Sayim yapilan besi ortaminda hiicre kalmayincaya kadar sayima devam edildi.

3.2.3. OKKH Hiicre Hattinin Kiiltiirii

113M243 No’lu Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii TUBITAK projesi

kapsaminda satin alinmig olan insan kaynakli osteosarkoma kanser kok hiicrelerinin

(OKKH) (Celprogen, CA) kiiltiirii yapilmistir. Calisma siiresince bu hiicreler pasaj 4-7

araliginda kullanilmis olup bu hiicrelerin ¢6zdiiriilmesi ve stoklanmas1 (%2,5 FBS ve 10

[g/ml gentamisin iceren Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) HG (41966-029,

Gibco, ABD) besi ortaminda ger¢eklestirilmistir.
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3.3. MACS Sistemi ile Hiicre Ayrimi

Sa0S-2 osteosarkoma kanser hiicrelerinden, CD133+ hiicrelerin yani kanser kok

hiicrelerinin ayrimi i¢in kullanilan ayirim sisteminin protokolii su sekildedir:

1-

Calisma oOncesinde, MACS ayirimi sirasinda kullanilacak tampon ¢ozelti
hazirlanir. Tampon c¢ozeltinin hazirlanmasi icin; PBS igerisinde %0,5 (w/v)
olacak sekilde yeterli miktar BSA tartilir (50 ml PBS icin 0,25 g BSA). Toz
BSA PBS igerisinde ¢ozdiiriiliir. Soliisyon 0.22um caplh filtreden gegirilerek
sterilize edilir. Soliisyon icerisinde 2 mM olacak sekilde, EDTA soliisyona
eklenir. (50 ml PBS i¢in %1 w/v’lik EDTA soliisyonundan 2,9 ml) Soliisyon
pH’s1 7.2 olmalidir.

MACS sistemi manyetik isaretleme sistemine dayandigi ve hiicrelerimiz CD133+

ylizey antijeni tasidig1 i¢in, manyetik isaretleme ile pozitif ayirim yapilmistir. Calisma

stiresince manyetik isaretleme ile pozitif ayirim basamaklari buz tizerinde uygulanmaistir.

2-

Hiicreler yeterli sayiya cogaltildiktan sonra tripsinizasyon ile siispanse hale
getirildi ve hiicre sayimi yapildi. Istenen miktar buffer ile siispanse edilerek
santrifiij yapilir. (300 g 10 dk=1220 rpm 10 dk)

2x10° hiicreye kadar MS kolonu ile (miniMACS seperator) ayrim yapilmis ancak
bu saymin iizerinde ise LS kolonu ile (midiMACS seperator) ile ayrim
gerceklestirilmistir.

Stipernatant dokiildiikten sonra, 108 hiicreye kadar 300 [L buffer eklenerek
homojenize edildi (Hiicre sayis1 10*’1 gectiginde, dogru orantili olarak kullanilan
buffer ve diger soliisyonlarin miktar artmistir. Orn: 2x 10 600 |L of buffer
gibi.)

10° hiicreye kadar 100 J FcR Blocking Reagent eklenerek homojenizasyon
yapild.

10% hiicreye kadar 100 4 CD133 MicroBeads soliisyonu eklendi, homojenizasyon
yapildi.

30 dk +4°C’de bekletildi.
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8- + 4°C ‘den alman hiicre siispansiyonuna 2 ml buffer soliisyonu (1078 icin)
eklendi ve 300 g 10 dk (1220 rpm 10 dk) santrifiij yapildi. Santrifiijiin bitimine

yakin kolon hazirligi tamamlandi.

Kolon hazirlanmasi amaciyla, ayirim yapilmasi planlanan hiicre sayisina gore,
MiniMACS yada MidiMACS se¢imine gore separator standa yerlestirildi. Uygun kolon
tipi kolonun iizerindeki ¢ikintilar disa bacak sekilde separatoriin igine dogru itildi.
Yerlestiginden emin olunduktan sonra kolonun altina santrifiij tiipii (15 ml) yerlestirildi.
Kolonun ¢eperlerinden yavasga kopiik olusturmayacak sekilde 500ul buffer gecirildi. Bu
miktarin damlamasi bittiginde hiicre siispansiyonu gecirme islemine baslandi. Kolon

yikandiktan sonra kolon altindaki santrifiij tlipli degistirilmistir.

1- Siipernatant dokiildiikten sonra, hiicreler 500 L (10° hiicre igin) buffer ile kopiik
olusturmamaya dikkat edilerek siispanse hale getirildi.

2- Hiicre siispansiyonu tek seferde hiicrelerin kolonun tam merkezinden
gecebilecegi sekilde bir seferde bosaltildi.

3- Damla bitene kadar beklendikten sonra, kolonda tutunmayan hiicrelerin kolondan
uzaklastirilmas: i¢in 3x500 |L buffer yine kolon c¢eperlerinden akitilarak
gecirildi. Alt tiipte negatif hiicreler toplanmustir.

4- 1 ml buffer kolona ¢eperden eklendi. Kolon separatdrden ayirildi ve yeni bir
santrifiij tiipii i¢erisine steril piston yardimiyla bosaltildi.

5- Ayrilmis olan bu hiicreler pozitif hiicreler olarak tanimland.

3.4. Bakteriyel Seliiloz Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

002L 132 Mnk Dfd (Enfudglsdrh Alxnl ~gdnelrllj ACK1 ~ SGATAK projesi
kapsaminda iiretilen ve E. U. Biyomiihendislik Béliimii’nde karakterizasyonu bir yiiksek
lisans tezi kapsaminda yapilan bakteriyel seliiloz doku iskeleleri kullanilmustir. Uretilen
ve karakterizasyonu yapilan bakteriyel selilloz doku iskelelerinin yikanmasi ve

sterilizasyonu amaciyla gergeklestirilen protokol su sekildedir:

1- Hikiibasyon siiresinin sonunda iiretilen BS’ler distile suda yikandiktan sonra 0,1
M NaOH igerisinde 80°C’de bir gece bekletildi.
2- 80°C’den alinan BS’ler taze 0,1 M NaOH igerisinde 20 dakika kaynatildi.
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3- ARchlid rt Hddrined 1/ ¢'jL " j xmsAcAud at IrJem BS beyaz bir renk alana
kadar tekrarland.

4- 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi.

Steril hale getirilen bakteriyel seliilozlar, gézenek caplarinin daha genis olmasi
ve SEM analizlerinin gergeklestirilmesi amact ile kullanim oOncesi liyofilize edilerek

kullanilmistir. Yikama sonrasi gerceklestirilen bu islem igin;

1- BS’ler yikandiktan sonra -86°C’de donduruldu.
2- Ugzerleri aliiminyum folyo ile kaplanarak delikler acildu.

3- BS’ler liyofilizatore koyuldu ve bir gece boyunca liyofilize edildi.

3 boyutlu kiiltiir icin kullanilacak olan bu BS doku iskeleleri, liyofilizasyon
sonucunda deneyler boyunca 96 gozlii pleyt bir goz bliytikliigiinde kesilerek kullanilmis

ve her kullanim 6ncesinde otoklavlanarak sterilizasyonu ger¢eklestirilmistir.

3.5. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda Hiicre Kiiltiirii ve Analizler
3.5.1. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir ve Analizler

3.5.1.1. Hipoksik ve Normoksik Sartlar altinda 2 Boyutlu Kiiltiir MTT Analizi

MTT testi, hiicre canlilik ve lireme orami hakkinda bilgi edinmek amaciyla
kullanilan, kolorimetrik esasa dayanan bir testtir. Ana maddesi olan MTT’nin [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid] formazana indirgenmesiyle
sartidan mora dogru renk degisikligi goézlenir. Bu renk degisikligi sadece canli
hiicrelerde gozlendigi i¢in spektrofotometre ile yapilan Slgiim hiicre canlilik oranlari
hakkinda bilgi verir. Bu c¢aligmada, MTT testi ile 96 gozlii plate iizerine ekilmis
hiicrelerin metabolizmasi ve proliferasyonu degerlendirilmistir. 8 farkli 96 gozlii pleyte,
her biri ii¢ tekrarli olmak iizere gz basna 10* hiicre ekilmistir. CD133+, CD133- ve
OKKH hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerin 3 ve 7 giinliik kiiltiir siireleri sonunda
MTT analizleri gerceklestirilmistir. Pleytler 2’serli olarak (3 ve 7. Giin) %1, %3, %5 ve
%21 O, seviyelerinde, (%2,5 FBS ve 10 pgg/ml gentamisin igeren Dulbecco's Modified
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Eagle's Medium (DMEM) HG (41966-029, Gibco, ABD)) besi ortaminda inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon siireleri sonunda;

1. Hiicrelerin kullanilmig besiyerleri ¢ekildi.

2. Her bir goze iizerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) igeren besiyeri eklendi.

3. Hiicreler karanlikta kalacak sekilde 37°C’de, %5 CO®'li inkiibatérde 3 saat boyunca
inkiibe edildi.

4. 3 saat sonunda MTT igeren ortam ¢ekildi.

5. Yiizeyler iizerine DMSO eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢oziilmesi
saglandi.

6. Hiicreler 10 dakika boyunca 300 rpm’de calkalayicida ¢alkalanarak kristallerin iyice
¢oOziilmesi saglandi.

7. UV spektrofotometrede (MDS Molecular Devices, Versa Max, USA) 570-690 nm
dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

3.5.1.2.Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir

Immunohistokimyasal Boyama Analizleri

CD133+, CD133- ve OKKH hiicreleri izolasyon belirteci olan CD133 varliginin
belirlenmesi ve hipoksik sartlarin kok hiicre karakterine etkisinin belirlenmesi amaciyla
immunohistokimyasal boyama ile analiz edildi. Analizde, osteosarkoma kanser kok
hiicresinin belirteci olan anti-CD133, kok hiicre karakterinin belirlenmesi amaci ile anti-
Oct-4 ve anti-Sox-2, hipoksik sartlarda kanser kok hiicrelerinden ekspresyonu beklenen
anti-VEGF ile boyandi. Deney tasarimi su sekildedir:
12-gbzlii-cikarilabilir-odacikli-slide (81201, Ibidi, Almanya) {izerine géz basina 10*
hiicre olacak sekilde, her gen i¢in tek tekrar olmak {lizere CD133+, CD133- ve OKKH
hiicreleri ekildi. Hiicreler 72 saat boyunca %1, %3, %5 ve %21 O, seviyelerinde, (%2,5
FBS ve 10 /ml gentamisin igeren Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) HG
(41966-029, Gibco, ABD)) besi ortaminda inkiibe edilmistir. 72 saat sonunda;

1- G badidgm ~ydgnedj hjt KK mM A besi ortanu ¢ekildi ve hiicreler Ca™, Mg
igeren PBS ile ii¢ kez yikanda.
2- *3 iBlcd atk mimrnftj OE@ $Oydisirh'$ 3( x” ydxkdq ™ ydgmd dj kdnchud [12//

@l Ledih i Kxbh 'k kmqj+nc rAjk&inda, 60 dakika fiksasyon
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yapild.

3- Ejrrxnma’'r'l “finin ardindan PFA ¢ekildi ve yiizeyler tekrar Ca™, Mg™
igeren sodium azitli PBS eklenerek analiz baglangicina kadar saklandi.

4- Analiz baglangicinda saklanan oOrneklerin iizerindeki sodyum azitli PBS
cekilerek, iic defa PBS ile yikandi. Yikanan Ornekler belirlenen primer
antikorlarla 3 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

5- (Ff cde’ OAR Hd xA ' m mOydj kdqamsinddnd I, ikincil antikorlar ile 30 dk inkiibe
edildi.

6- PBS ile ii¢ defa 5’er dakika yikanan ornekler streptavidin hidrojen peroksidaz
icinde 30 dk bekletildi.

7- Tekrar PBS ile 3 defa yikanarak iml t mqd'j subsdmdm fQf mi € £~ ni 1 flamak
tizere 5 dakika diaminobenzidine (DAB) kromojeni uygulandi.

8- Kesitler Mayer’s hematoksilen ile 1 dk boyandiktan sonra distile su ile yikandi
ve immunohistokimya kapatma ¢ozeltisi (Merck Millipore-107961, Almanya) ikd
j o' shcAs mrnng Ak mikroskobu (Olympus BX-40, Japonya) ile incelendi.

3.5.1.3. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir Kantitatif PCR
Analizi

MACS ayirim sonucu elde edilen CD133+ ve CD133- hiicrelerinin ve kontrol
hatt1 olarak kullanilan OKKH hiicrelerinin belirteci olan CD133 varliginin belirlenmesi
ve hipoksik ve normoksik sartlarin kok hiicre karakterine etkisinin belirlenmesi amaciyla
kantitatif PCR analizi yapildi. Analizde, insan osteosarkoma kanser kok hiicresinin
belirteci olan CD133, kok hiicre karakterinin belirlenmesi amaci ile Oct-4, Sox-2,
NaNOG, hipoksik sartlarda HIF1-alfa ve HIF2-alfa genlerinin ekspresyon seviyesinin
belirlenmesi icin HIF1-alfa ve HIF2-alfa primerleri kullanildi. Analizler, 24 gozli
pleytlerde g6z basma 5 x 10* hiicre ekilerek, hiicrelerin %1, %3, %5, %21 oksijen
seviyelerinde, (%2,5 FBS ve 10 z/ml gentamisin i¢eren Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) HG (41966-029, Gibco, ABD)) besi ortaminda 72 saatlik inkiibasyon
sonucunda gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak,
tripsin uzaklagtirildiktan sonra 1 ml tripure reaktifi eklenerek -860C’de analiz

baslangicina kadar saklandi. Protokol su sekildedir:
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9.

10.

. Tripure reaktifi 1s18a maruz birakilmamali, 2-8°C * de saklanmalidir.

Tripure RNA’ y1 ¢evreleyerek korur boylece izolasyon islemleri sirasinda RNA’
nin degrade olmas1 Onlenir.

Tiplere 200 ul Liziz tamponu ve 40 ul Proteinaz K eklendi. 37°C ‘de 10 dakika
inkiibe edildi.

Hiicreler SeptiFast Lys Beads tiiplerin i¢ine aktarildi.

Tiplere 800 ul tripure eklendi ve tiipler MAGNA Lyser homojenizatorde 45
saniye 4500 rpm’ de dondiiriildii. Boylece tiipteki boncuklarin da yardimiyla
hiicreler homojen bir goriiniim alarak parcalandi ve tripure reaktifi etkisiyle de
pembe bir renk goriiniimiinii aldi.

Homojenizatérden ¢ikarilan tiipler cihazla birlikte gelen sogutma bloguna alindi
ve 2 dakika bekletildi. Homojenizatorde o hizin ve siirenin etkisiyle 1sinan tiipleri
sogutmak icin bu igleme bagvuruldu.

5 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

Tiiplere 200 ul kloroform eklendi ve 5 dakika beklendi. Kloroform; homojen
hale gelen dokuda faz olusumunu saglar. Boylece RNA, DNA ve protein elde
edilir.

2.000 rpm’ de 4°C © de 20 dakika santrifiij yapildi.

Santriflij sonunda 3 faz olustu.

1.FAZ (sulu faz): RNA igerir. (renksizdir)
2.FAZ: DNA igerir. (beyaz renklidir)

3.FAZ (organik faz): Protein igerir. (kirmizi renktedir)

11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.

RNA izolasyonu i¢in renksiz olan 1.faz yeni tiipe aktarildu.

Yeni tiipe 500 ul izopropanol eklendi. Oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi.
Izopropanol RNA’y1 DNA ve diger safsizliklardan arindirmak i¢in kullanilir.
12.000 rpm’ de 4°C’ de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant atildi.

Olusan ¢okelek tizerine 1 ml %75 EtOH eklendi. 7.500 x g’de 4°C’de 5 dakika
santrifiijlendi.

Santrifiij sonunda siipernatant atild1.

57°C’ de EtOH ucuruldu.

Kalan ¢okelege 50-100 ul RNAse free su eklenerek pipetaj yapildi.
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Izolasyonun ardindan RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik ydntemlerle olgiildii.
Elde edilen RNA o6rneklerinin konsantrasyonu ve safliklar1 UV spektrofotometrede 260
ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslarmin 6l¢iilmesiyle belirlendi. izole edilen
RNA’larin saflig1 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslarinin orani ile kontrol edildi, ideal

safliktaki kaliteli RNA’nin A260/ A280 absorbans oraninin 1,8-2,0 olmas1 beklenir.

cDNA sentezi i¢in “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit” (Roche;
04379012001, ABD) kullanildz.

1. PCR tiipleri ornek sayis1 kadar ¢ikartildi ve sogutma kabina yerlestirildi. Her bir
ornekten 8,4 ul alinarak PCR tiiplerine eklendi ve {izerine her 6rnek i¢in 2 pl
random primer + 1 pl oligo dT primer eklendi. Toplam hacim 11,4 pl.

2. Tiipler termal geviriciye yerlestirildi. 65°C” de 10 dk RNA’lar denatiire edildi.
Bu arada mastermiks hazirlandi. (Bu miktarlar 6rnek sayisi ile carpilarak
hazirlandr)

3. Bir reaksiyon i¢in; reaksiyon tamponu 4 pul, RNase inhibitor 0,5 pul,
deoksinukleotid miks 2 pl, DTT 1 pl, transkripsiyon enzimi 1,1 pl olacak sekilde
toplam hacim 8,6 pl olarak mastermiks hazirlanir.

4. Her tipe 8,6 ul hazirlanan karisimdan dagitildi, toplam hacim 20 pl olacak
sekilde tiipler termal geviriciye yerlestirildi ve asagidaki hazirlanmis program
calistirnildu:

e 55°C ‘de 30 dk

e 80 °C’de 60 dk

e 4°C’de bekleme

Kantitatif PCR asamasinda, primerler i¢in optimizasyon ise su sekilde

gerceklestirilmistir:

1- Oncelikle primerlerle yaninda gelen kullanim kilavuzlarinda yazan 100uM igin

gerekli su miktari eklenerek 100 uM’a (yani 100pmol/ pl’ye) sulandirildi.
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Sonra her parametre icin asagida primerlerden 10 uM (yani 10pmol/ pl) ara
stoklar olusturularak caligildi.

Tek reaksiyon i¢in; 5,7 pl niikleaz igermeyen su, 1 ul forward primer (10uM), 1
ul reverse primer (10uM), 0,3 ul tagman probe-UPL probe (10uM), 10 pl enzim
ve dNTP karisimi hazirlandi (toplam 18 pl).

Reaksiyon tiipiine, tek bir reaksiyon i¢in reaktiflerin her birinden eklendi ve
reaksiyon sayisi kadar kondu, reaksiyon karisimi hazirlandi.

Her bir karigimdan 18 pL olacak sekilde Lightcycler multiwell 480 plate
yiiklenip tlizerlerine 2 pL izole edilmis olan cDNA’lar eklendi.

30 saniye santrifiij yapildi (Centrifuge 5430).

Lightcycler 48011 cihazi ile calisilmistir.

Elde edilen sonuclar target ve referans gen bolgeleri ile relatif kantitasyon

yapild.

Deneyde kullanilan primerler su sekildedir:

Tablo 3.1: Deneyde kullamlan kantitatif PCR primerleri

Gen Sol Primer Sag Primer

Nanog acaggtgaagacctggttcc ttgctattcttcggecagtt

Sox2 atgggttcggtggtcaagt ctgatcatgtcccggaggt

Oct 3/4 cttcggatttcgccttcte cttagccaggtccgaggat
Cd133 tccacagaaatttacctacattgg cagcagagagcagatgacca
Hifl1A gaacctgatgctttaactttgct tctgtgtegttgetgecaa
Hif2A catctacaaccctcgcaace caatctcactcaggacgtagttga
Gapdh agccacatcgctcagacac Aatacgaccaaatccgttgact
Actb cgacaggatgcagaaggag aggaggagcaatgatcttgatct

40




3.5.1.4.Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir Alkalen Fosfataz
Aktivitesi Analizi

ALP, alkali tampon igerisinde fosfat esterlerinin hidrolizini katalizler ve organik
radikaller ile inorganik fosfat olusturur. Kit fosfat substrati olarak p-nitrophenyl
phosphate (pNPP) kullanir ve pNPP ALP ile defoforilize oldugunda sar1 renk verir. Kit
ornekteki 10-250 uU ALP miktarini 6lgebilmektedir. 96 gozlii pleyt lizerine géz basina 5
x 10* hiicre olacak sekilde, her hiicre icin ii¢ tekrar olmak iizere CD133+, CD133- ve
OKKH hiicreleri ekildi. Hiicreler 72 saat boyunca %1, %3, %5 ve %21 O, seviyelerinde,
(%2,5 FBS ve 10 /ml gentamisin igeren Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) HG (41966-029, Gibco, ABD)) besi ortaminda inkiibe edilmistir. 72 saat

sonunda;

Hipoksik ve normoksik sartlar altinda kanser kok hiicrelerinin farklilagma karakterini
belirlemek ve kanser hiicrelerine farklilasma sonucu artmasi beklenen alkalen fosfataz
aktivitesini 6lcmek amaciyla yapilan ALP analizinin protokolii su sekildedir.

Deney i¢in (Alkaline Phosphatase Assay Kit (Colorimetric) - Cat No: ab83369)

kullanilmastir.

1- Kit -20°C’den ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi saglanmis ve kullanmadan
once vialler kisa bir siire santrifiij edilmistir.

2- pNPP soliisyonu hazirlanmisi: 1 tablet pNPP, 2,7 ml analiz tamponu igerisinde
¢oziilerek SmM calisma soliisyonu hazirlanmaistir.

3- Hiicre i¢i ALP’yi 6lgmek icin hiicreler 96 gozlii pleyt ylizeyinden tripsinizasyon
yontemi ile kaldirilmigtir. Kaldirilan hiicreler kiigiik ependorf tiiplerine alinarak
tripsin uzaklastirilmistir.

4- Biitlin ependorflarin iizerine 100 pl analiz tamponu koyularak, hiicre i¢i ALP
aktivitesinin hiicre disina ¢ikmast amaciyla 13000 rpm’de 3 dakika
santrifiijlendi.

5- Siipernatantlardan 20°ser pl alinarak 96 gozlii pleytlere koyuldu.

6- Tiim orneklerin iizerine 50°ser ul pNPP soliisyonu koyuldu ve iyice karigmasi

saglandi. Isiktan korunarak 60 dk 25°C’de inkiibe edildi.
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7-

8-

Tiim reaksiyonlarin durdurulmasi i¢in 20 pl reaksiyon durdurma soliisyonu
eklendi.
405 nm’de mikropleyt okuyucuda 6l¢iim alindi.

3.5.2. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltiir ve Analizler

3.5.2.1. Hipoksik ve Normoksik Sartlar altinda 3 Boyutlu Kiiltiir MTT Analizi

2 boyutlu ornekler i¢in uygulanan MTT testi, 3 boyutlu kiiltiir analizinde

malzemenin hiicre canlilik ve {ireme oram1 hakkinda bilgi edinmek amaciyla

kullanilmistir. Bakteriyel seliiloz doku iskelesinin, 2 boyutlu kiiltiirlere gore hiicrelerin

malzeme tlizerindeki canliligini 6l¢gmek ve bu canlilik analizinin sonuglarina gore diger

analizlerin saglikli bir sekilde gerceklestirilmesi amaciyla MTT testi uygulanmistir. 2

boyutlu caligmalarla benzer sekilde gerceklestirilen bakteriyel seliiloz iizerindeki

hiicrelerin MTT analizi su sekildedir:

1-

3.5.2.2.

Hiicrelerin ekimi Oncesi, hiicrelerin malzemeye tutunmasini hedeflemek
amaciyla 96 gdozlii pleytin polistiren yiizeyleri %2’lik agar ile kaplanmustir.

Agar ile kaplanan gozler lizerine, 96 gozlii pleytin bir gozii boyutunda kesilen
sterilize edilmis bakteriyel seliiloz doku iskelesi yerlestirilmistir.

Hiicre ekimi oncesinde doku iskelelerinin sartlandirilmasi amaciyla 24 saat
boyunca %2,5 FBS iceren DMEM HG besi ortami ile bekletilmistir.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda besi ortami c¢ekilmis ve CD133+,
CD133- ve OKKH hiicreleri goz basina 10* hiicre olacak sekilde ekilmistir.

Ekim sonrasinda 96 gozlii pleytler %1 ve %21 O, seviyelerinde 3 ve 7 giin olarak
inkiibe edilmis, 3 ve 7 giin sonrasinda iskeleler temiz gozlere alinarak 2 boyutlu

orneklerin analizlerinde tanimlanan MTT analizi gergeklestirilmistir.

Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltiir

Immiinohistokimyasal Analizleri

CD133+, CDI133- ve OKKH hiicrelerinin bakteriyel seliilloz doku iskelesi
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tizerinde kiiltive edildikten sonra hiicrelerin iskele igerisindeki konumlarini
belirleyebilmek kanser kok hiicrelerinin hipoksik ve normoksik kosullar altinda
karakterinin belirlenmesi amaciyla immiinohistokimyasal boyamalar gerceklestirilmistir.
2 boyutlu kiiltiirlerin immiinohistokimyasal analizlerinde kullanilan antikorlar ile ayn1

amaglar dogrultusunda analiz edilen doku iskelelerinin boyama protokolii su sekildedir.

1- 96 gozli pleyt goz biiyiikligiinde kesilmis, sterilize edilmis ve sartlandirilmis BS
doku iskeleri iizerine, iskele bagina 10* hiicre ekilmistir.

2- Ekilen hiicreler 72 saat boyunca %1 ve %21 O, kosullarinda inkiibe edilmistir.

3- dj~a rxnmr qirhrnntne® 2 jdy OAR Hd xA'mimenjt Irj didkdch *3 iBLcd
atk mm rnfuk PFA ¢ozeltisi (%4) yiizeyleq ~yddmd dj kdndgdj 2// ol Lcd
'K Kmqj+nc rA jk&inda, 60 dakika fiksasyon yapildi.

4- Hj didikdgmj gxnrs's ' q bAXAK 7 1 j  kAkAinda kesitler alind1.

5- Ornekler -20°C’de bekletildi ve boyama dncesi 37°C’de 2 kez PBS igerisinde
yikandi.

6- Endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in 10 dakika hidrojen peroksit
(H2O, soliisyonu, %3) uygulands, kesitler 3 defa PBS ile yikandi (her bir yikama
5 dakikadir).

7- Bloklama soliisyonu ile 1 saat bloke edildi.

8- Kesitler primer antikorlar ile 12 saat 4°C’de inkiibe edildi.

9- Primer antikolar ile 12 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 2 boyutlu 6rnekler igin
uygulanan immunohistokimyasal boyama analizi aym1 sekilde biotinlenmis
ikincil antikorlarla inkiibe edilerek deval dssgfd WAhpranx'l ° oqusnK rnnt ne’
Ird Atk mikroskobu (Olympus BX-40, Japonya) ile incelenmistir.

3.5.2.3. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltiir Kantitatif PCR

Analizi

3 boyutlu kiiltiir 6rneklerinin kantitatif PCR analizi birebir olarak 2 boyutlu
orneklerle ile aynmi sekilde gerceklestirilmistir. %1 ve %21 O, seviyelerinde inkiibe

edilen hiicrelerin 2 boyut ve 3 boyut kiiltiirlerinin kantitatif PCR analizleri, cihazin
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kalibrasyonundan gelen hata oranlari1 negatife indirmek amaciyla ayni anda

yapilmustir.

3.5.2.4. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir Alkalen Fosfataz
Aktivitesi Analizi

2 boyutlu kiiltiir oOrnekleri icin gergeklestirilen ALP analizi ayn1 amag
dogrultusunda 3 boyutlu bakteriyel seliiloz doku iskelesi Ornekleri igin de
gerceklestirilmistir. Hiicre ekimi i¢in hazirlanan BS 6rnekleri lizerine géz basina 5 x 10*
hiicre olacak sekilde, her hiicre i¢in ti¢ tekrar olmak tizere CD133+, CD133- ve OKKH
hiicreleri ekildi. Hiicreler 72 saat boyunca %1 ve %21 O, seviyelerinde inkiibe
edilmistir. 72 saat sonunda, 2 boyutlu kiiltiirlerin ALP analizi ile ayni protokol
gerceklestirilmistir. Tek farklilik, bakteriyel seliiloz doku iskelelerinden hiicrelerin
kaldirilmasi yerine, doku iskelelerinin tizerine 100 pl analiz tamponu koyularak, hiicre
ici ALP aktivitesinin hiicre disina ¢ikmasi amaciyla 13000 rpm’de 3 dakika
santrifiijlenmesidir. Diger basamaklar aynmi sekilde gergeklestirilerek 405 nm’de

mikropleyt okuyucuda 6l¢tim alinmustir.

3.5.2.5. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltiirlerin Taramah
Elektron Mikroskop Goriintii Analizi

Bakteriyel seliiloz doku iskelesi lizerinde kiiltive edilen CD133+, CD133- ve
OKKH hiicrelerinin morfolojik olarak incelenebilmesi ve BS doku iskelesinin por
caplarinin 3 boyutlu kiiltiirler i¢in uygunlugunu belirlenebilmesi amaciyla SEM analizi
gergeklestirilmistir. Sterilize edilen, sartlandirilan BS {izerine SEM analizi i¢in 5 x 10*
hiicre ekilmistir. %1 ve %21 O, seviyelerinde 72 saat inkiibe edilen hiicrelerin,
inkiibasyon siiresi sonucunda SEM analizine hazirlanma protokolii su sekildedir:

1- Uygulamalar 1. basamaktan 4. basamaga kadar +40C’de (buz iistiinde), 5.
basamaktan 11. basamaga kadar ise oda sicakliginda yapildi.

2- Ornekler 30 saniye serum fizyolojik ile yikandu.

3- Serum fizyolojik ile yikanan Ornekler 30 dakika tampon A’ da [0,1 M
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sodyumkakodilat (C-0250, Sigma, USA) icerisinde hazirlanan gluteraldehit
(%5) (8.20603.1000, Merck, Almanya) ¢ozeltisinde] bekletildi.

4- A'rka bir soliisyon ile yikama yapilmadan oOrnekler tampon B’ye [1 M
sodyumkakodilat icerisinde hazirlanan sukroz (%7) (1.07651.1000, Merck,
Almanya) ¢ozeltisinde] alinarak 30 dakika bekletildi.

5- A'rka bir soliisyon ile yikama yapilmadan tampon C’ ye [1 M sodyumkakodilat
icinde % 2 ozmiyum tetroksit (19100, Electron Microscopy Sciences,)] alinarak
30 dakika bekletildi.

6- S'l onm B ‘ramasindan sonra O6rnekler 5 dakika distile suda yikandi ve bu
basamak 2 kez tekrarlanda.

7- Ornekler distile su ile yikamadan sonra artan derecelerdeki alkol serilerinde 5’er
dakika adjldsidqdj rtrtykrsAhcA RArAK ds'mmk '0-//872-14//+ L dopj+
@ "nx'( rddiddr $ 24+8 4/+$ 6/+$ 74+§ 84+$ 0//+$ 0// ds'mmnk reklinde
hazirlandi.

8- Alkol serileri tamamlaninca 6rnekler heksametildisilazan (HMDS, 8.4324.250,
Merck, Almanya) soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

9- (FyddddnedmGL CR idj Helj sdmrnng +Opadj kdgj t ¢ 1 K qAlfimne” rA' j k&inda
30 dakika tutuldu.

10- Kuruma tamamlandiktan sonra SEM incelemesine kadar desikator igerisinde
bekletildi.

11- SEM inceleme 6ncesi, 6rnekler piring tastyicilar iizerine yerlestirildi ve 200 A

kalinliginda altin ile kaplanarak taramali1 elektron mikroskobunda incelendi.

Sabitlenen doku iskeleleri {iizerinde hiicre morfolojileri goriintiilendi.
Hiicrelerin SEM goriintiilemesi izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme

Aragtirma Merkezi SEM mikroskopu (FEI, Quanta 250FEG) ile yapildi.

3.6. Istatiksel Analiz
1- Biitiin deney gruplarindan en az liger 6rnek test edilmistir. (n=3).

2- Deneyler en az iki tekrarlidir.
3- R'xA'k cdfdddnehy didged ngs' kK1 ° cdferler ve standart sapmalar rapor

edilmistir.
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4- Cdmix ft ok A q rAw’j hirs srshj rdke g K q@VINU@'u' g’ nr * mi Kyl xQnsdl h
Hdt+ $ 84 fudm g KEAe' cdfdddnehgld WA fgokq “qrAe’ L Hh Hrkiler

Tukey’s post-hoc yontemiyle saptanmistir.

4. BULGULAR

4.1. Hiicre Morfolojileri

Stoktan c¢ozdiiriilen SaOs-2 ve OKKH hiicre morfolojilerinde SaOs-2 hiicre
morfolojilerinin osteoblastik hiicre yapis1 gosterdigi ve i8si morfolojide oldugu
gozlenirken, OKKH hiicrelerinin de yine ayni sekilde igsi morfolojide oldugu ama yer
yer hegzegonal yapida oldugu gozlemlendi. Pasaj 15-18 araliginda galisilan SaOs-2 ve
pasaj 4-7 araliginda c¢alisilan OKKH hiicrelerinin  morfolojileri Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Hiicrelerin ters faz 151k mikroskop goriintiileri. A ve B SaOs-2; C ve
D OKKH. Ol¢ek cizgileri 50 tm’ye denk gelmektedir.

4.2. SaOs-2 Hiicre Hattinin Kalibrasyon Egrisi

SaOs-2 hiicreleri i¢in hazirlanan kalibrasyon egrisi Sekil 4.2’de verilmistir.
Grafikteki absorbans degerlerine denk gelen hiicre sayilar1 ise Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Hiicre canliligi yani MTT testi ile her hiicre tipine gore farklilik gosteren
ve karakterizasyonda Onemli olan bu kalibrasyon egrisi ile biiylime grafigi de

cikartlmistir.
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Sa0s-2

Abs 570 nm

0 50000 100000 150000
Hiicre Sayisi

Sekil 4.2: SaOs-2'ler icin olusturulan kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.1: SaOs-2 kalibrasyon egrisinde absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre

sayilari

Absorbans Degeri Karsilik Gelen Hiicre Sayisi
0,1844 1587

0,3876 8360

0,9166 25993

1,6016 48827

2,6803 84782

3,7342 119913

4.3. Sa0s-2 Tutunma Testi

SaOs-2 hiicreleri i¢in hazirlanan tutunma kinetigi grafigi Sekil 4.3’de verilmistir.
Hiicrelerin karakterizasyonu asamasinda yer alan bu test sonucu SaOs-2 hiicrelerinin

210. dakikada tutundugu gosterilmistir.
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1001

Tutunan hiicre ylizdesi

Sa0Os-2

0O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210

Zaman (dakika)

Sekil 4.3: Sa0S-2 tutunma testi

4.4. Sa0Os-2 Bilyiime Kinetigi

SaOs-2 hiicreleri i¢in hazirlanan biiytime kinetigi grafigi Sekil 4.4’de verilmistir.

Elde edilen grafige gore SaOs-2 hiicrelerinin 11. giine kadar lireme evresinde, 19. giine

kadar ise durgun dénemde oldugu goriilmektedir.
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Zaman (gun)

Sekil 4.4: SaOs-2 hiicrelerinin biiyiime Kinetikleri

4.5. MACS Sisteminin Optimizasyonu
MACS ayirimi sonucu, ¢alisma i¢in kullanilan hiicrelerin ayirim oranlar1 tablo

4.2’de gosterilmistir. Pasaj 18 SaOs-2 hiicreleri ile girilen bu ayirimlarda genelde %3

oraninda KKH elde edilmistir.
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Tablo 4.2: MACS ayirim oranlari

Ayirim Kolon Tipi | Kolon Ayirim Izole Kolondan | KKH
Sayis1 oncesi edilen yikanan orani(%)

toplam CD133+ | CDI133-
hiicre hiicre hiicre
Sayis1 Sayis1 Sayis1

1 MidiMACS | 1 22x10° [6,67x10° [3,6x10" |3

2 MiniMACS | 1 1,3x10° [4,25x10° [3,1x10" |32

3 MidiMACS | 1 2,51x10° [ 2,1x10° |[1,7x10" |0,83

4.6. Bakteriyel Seliiloz Doku Iskelesi SEM Goriintiileri

Bakteriyel seliilloz doku iskelelerinin hiicre ekimi Oncesi, bos doku iskelesi

goriintiisii Sekil 4.5°de gosterilmistir. BS doku iskelesinin gozenek ¢aplari kontrol BS’da

126,58 nm olarak belirlenmistir.

Sekil 4.5: BS doku iskelesinin gozenek ¢aplari
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4.7. Hipoksik ve Normoksik Sartlar altinda 2 Boyutlu Kiiltiir MTT Analizi

MTT analizi bu test igerisinde hiicre canlilik seviyesine oksijen etkisinin
arastirilmasi i¢in yapilmistir. 2 boyutlu olarak 96 gozlii pleyt kullanilarak hiicre
canliliklart karsilagtinlmistir. %1 ve %21 O, seviyelerinde hiicrelerin 3. ve 7. kiiltiir
siirelerinde hiicrelere MTT testi yapilmis ve sonuglar Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de

gosterilmistir.

Hiicrelerin 3.giin MTT sonuglarina baktigimizda oksijen seviyesinin hiicrelerin
canliligini etkilemedigi goriilmiistiir. Belirgin farkliliklar sadece hiicre gruplar1 arasinda
olmakla beraber OKKH hiicrelerinin diger hiicrelerden ¢ok daha fazla iiredigini ve
canlilik gosterdigi goriilmekle beraber, CD133+ hiicrelerin her iki oksijen seviyesinde de

canliliklarmin diistik oldugu belirlenmistir.

MTT 3.gun
1.5+
S
S 1.0+
gt I
«©@
o
5 -
") 0.5+
Q0
< i ]
0.0+ | 1 1
) ) ) W) ) S
°\°\' Q\QN 0\& o\gl:y Q\& 0\°\'
x N o1 X NS \2\\
OIS AN, AR S
S PP O oF
(@) QO (@) o
Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.6: Hiicrelerin 3. giitn MTT analiz grafigi

53



MTT 7.glin sonuclarina baktigimizda ise hiicrelerin 3.gline gore hiicre
canliliginda genel bir artis goriilmektedir. Ancak %21 oksijen seviyesinin Ozellikle
OKKH hiicre hattinin canliligini belirli bir sekilde arttirdigi goriilmekle beraber, %1
oksijen seviyesinde ayni artis goriillememistir. Diger hiicre tiplerinde herhangi belirgin
bir artis yasanmamasina ragmen, elde edilen bu sonuglar geregi diger yapilacak olan

analizlerde hiicre kiiltiirii siiresinin 3 giin olarak belirlenmesine karar verilmistir.

MTT 7.gun

Kk xk

Abs 570-690 nm
N
[ 1

Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.7: Hiicrelerin 7. gitn MTT analiz grafigi

4.8. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir

Immunohistokimyasal Boyama Analizleri

2 boyutlu olarak deney tasarimi yapilan CD133+, CD133- ve OKKH hiicre
hatlar1 hipoksik ve normoksik sartlar altinda 3 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda
immiinohistokimyasal boyama ile analiz edildi. Analizde, anti-CD133, Oct-4 ve anti-
Sox-2 ve anti-VEGF antikorlar1 kullanildi. %1 oksijen seviyesinde inkiibe edilen
hiicrelerin boyama resimleri Tablo 4.3°de, %21 oksijen seviyesinde inkiibe edilen

hiicrelerin resimleri ise Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.3: Hipoksik sartlar altinda 2B olarak inkiibe edilen hiicre gruplarimin

immiinohistokimyasal boyama resimleri

CD133 Oct4 Sox2 VEGF

%1

CD133+

CD133-

OKKH

Tablo 4.4: Normoksik sartlar altinda 2B olarak inkiibe edilen hiicre gruplarimin

immiinohistokimyasal boyama resimleri

CD133 Oct4 Sox2 VEGF

%21

CD133+
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Immiinohistokimyasal analiz sonucunda , %1 oksijen seviyesinde inkiibe edilen
CD133+ grubunda CDI133 ve OCT 4 immiinoreaktivitelerinin zayif siddette pozitif
oldugu, VEGF immiinoreaktivitesinin ise zayif yer yer bazi hiicrelerde ise orta siddette
pozitif oldugu gozlenmistir. SOX2 immiinoreaktivitesinin az hiicrede zayif siddette
pozitif oldugu saptanmistir (Tablo 4.3). %21 oksijen seviyesinde Cd133+ grupta CD133,
OCT4 ve VEGF immiinoreaktivitelerinin zayif boyanma gosterir iken, SOX2

immiinoreaktivitesinin negatif oldugu izlendi (Tablo 4.4).

CD133- grubun %1 ve %21 oksijenli ortamda inkiibasyonu soncunda %1 lik
grupta CD133 ve OCT 4 immiinoreaktivitelerinin ¢ok zayif oldugu gozlenir iken, VEGF
immiinoreaktivitesinin orta siddette pozitif oldugu ve sitoplazmik boyanmanin oldugu
izlendi. SOX2 immiinoreaktivitesi ise negatiftir (Tablo 4.3). %21’lik grupta ise CD133
ve SOX2 immiinoreaktivitelerinin negatif, OCT4 boyanmasinin ise zay1f siddette iken,
VEGF immiinoreaktivitesinin zayif fakat yer yer orta siddette oldugu gozlendi (Tablo 5).
OKHH grubunda ise %1 oksijenli ortamda CD133, OCT4, SOX2 ve VEGF
boyanmalarinin orta siddete oldugu saptandi (Tablo 4.3). %21°lik grupta ise 4 antikora
ait immiinoreaktivitelerin pozitif oldugu fakat %1’lik gruba nazaran daha az oldugu

izlendi (Tablo 4.4).

2B %1 ve %?21’lik gruplarda boyanmalar karsilastirildiginda tim gruplara
CD133, OCT4 ve VEGF boyanmalarmin %]1°lik grupta %21°lik gruba nazaran daha
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fazla oldugu gozlenir iken, SOX2 boyanmalarinin sadece OKKH grubunda oldugu
saptandi. CD133+, CD133- ve OKKH gruplar1 arasinda %1 ve %21’lik ortamlardaki
CD133, OCT4, SOX2 ve VEGF boyamalarn karsilastirildiginda OKKH grubunda hem
%1 hem de %21°’lik ortamda daha fazla pozitiflik oldugu saptandi. Ozellikle SOX2

immiinoreaktivitesinin OKKH grubunda sadece pozitif oldugu izlendi.

4.9. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir Kantitatif PCR
Analizi

SaOs-2 hiicre hattindan MACS teknigi ile izole edilen CDI133+ ve
CD133- hiicrelere ve OKKH hiicre hattina hipoksinin etkisinin incelenmesi ve oksijen
seviyesinin kanser kok hiicre karakterine etkisinin saptanmasi amaci ile kantitatif PCR
analizi yapilmistir. Pluripotensi genlerinden OCT4, Sox2 ve Nanog genleri kullanilirken,
hipoksinin kanser kok hiicrelerine etkisinin anlasilabilmesi ve daha genis bir ¢ergcevede
degerlendirilebilmesi amaci ile de HIF1alfa ve HIF2alfa gen ekspresyonlar1 da kantitatif
PCR teknigi ile incelenmistir.

OCT4 ekspresyonu Sekil 4.8’de, Nanog ekspresyonu Sekil 4.9’da, SOX2
ekspresyonu Sekil 4.10’da, hipoksi indiiklenebilir faktor genlerinden HIFlalfa sekil
4.11°de, HIF2alfa ise Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Kantitatif PCR sonucglarina baktigimiz zaman genel olarak CDI133+ hiicre
grubunun hipoksik sartlarda kok hiicre karakterini korudugu goézlemlenirken, bazi
pluripotensi genleri i¢in ayni hiicre gruplarinda dalgalanmalar gozlemlenmektedir.
HIFlalfa geni ise daha ¢ok CD133- grupta eksprese edilirken, HIF2alfa geni ise
CD133+ grupta eksprese edilmistir. OKKH hiicre grubunda ise kantitatif PCR sonuglari

elde edilememistir.

57



0.05+

0.04+

0.03+

0.02+

0.01+

Ekspresyon Seviyesi

Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

EE CD133+ (%1)
5 CD133+ (%21)
= CD133- (%1)
i CD133- (%21)
OKKH(%1)
OKKH (%21)

Sekil 4.8: 2B kantitatif PCR OCT4 ekspresyonu

0.008=

0.006-

0.004-

Ekspresyon Seviyesi

NANOG
1,78

Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

EE CD133+ (%)
% CD133+ (%21)
B CD133- (%1)
i CD133- (%21)
OKKH (%1)
OKKH (%21)

Sekil 4.9: 2B kiiltiir kantitatif PCR NANOG ekspresyonu
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SOX2

5,2

0.010
— Bl CD133+ (%1)
é\ 0.008- -0,63 2 CD133+ (%21)
> > = CD133- (%1)
<g 0.006~ I_ i, CD133- (%21)
S — OKKH (%1)
S OKKH (%21)
o
2 0.002-
L

Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.10: 2B Kkiiltiir kantitatif PCR SOX2 ekspresyonu

0.25+
— Bl CD133+ (%1)
ag 0.20 %% CD133+ (%21)
3 B2 CD133- (%1)
UC) 0.15+ i CD133- (%21)
S 010 OKKH (%1)
i OKKH (%21)
o
@ 0.05-
LLl

0.00-

&
o
Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.11: 2B kantitatif PCR HIF1-alfa ekspresyonu
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HIF2 a
0.08+ 7,95
7 | 6,42
g 2,56
2 0.06- -
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S 0.04-
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x @ @ \
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Hiicre Tipi- Oksijen Miktar

EE CD133+ (%1)
3 CD133+ (%21)
= CD133- (%1)
mi; CD133- (%21)
OKKH (%1)
OKKH (%21)

Sekil 4.12: 2B kantitatif PCR HIF2-alfa ekspresyonu

4.10. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 2 Boyutlu Kiiltiir Alkalen Fosfataz

Aktivitesi Analizi

ALP aktivitesinin farkli oksijen

seviyelerinde kanser kok hiicrelerinin

farklilasma karakterine olan etkisini belirlemek amaci ile yapilan ALP aktivitesinin

grafigi Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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ALP Absorbans (405)
2.5m *

*kkk *kk%k

Abs 405 nm

Hucre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.13: 2B ALP aktivite grafigi

Hiicrelerin Sekil 4.13’de verilen 2B ALP aktivitesine baktigimiz zaman, tek bir
hiicre tipinin farkli oksijen seviyelerinde ALP aktivitesinin belirgin bir sekilde
degismedigi ancak hiicre tiplerinin ALP aktivitelerinin birbirinden farkli oldugu
gosterilmistir. CD133+ hiicreler yani kanser kok hiicresi olarak ayrilan hiicrelerin ALP
aktivitesi, CDI133- yani kanser hiicrelerine gore belirgin bir sekilde farklilik
gostermektedir. Ozellikle CD133- hiicrelerinin ALP aktivitelerinin yiiksek oldugu
gosterirken, CD133+ hiicreleri CD133- hiicrelere gére daha az ALP aktivitesine
sahiptirler.. OKKH hiicre hatt1 ise ALP aktivitesinin en diisiik oldugu hiicre tipidir.

4.11. Hipoksik ve Normoksik Sartlar altinda 3 Boyutlu Kiiltiir MTT Analizi

Hiicrelerin 3B olarak, 2B kiiltiirden farkli olarak oksijen seviyelerinin hiicre
canliligina etkisinin belirlenmesi ve bakteriyel seliiloz doku iskelesinin de hiicre

canliligina etkisinin tespit edilebilmesi amaciyla yapilan MTT analizinin 3 ve 7 giin
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sonuclar1 Sekil 4.14°de ve Sekil 4.15°de gosterilmistir.

3B kiiltiir MTT analizi 3. giin sonuglarina baktigimizda hem hiicre tipleri arasinda hem
de oksijen seviyeleri arasinda bir farklilik oldugu gosterilmektedir. Bu farklilik CD133-
hiicrelerinde goézlemlenmekle beraber hiicrelerin %1 oksijen seviyesi altinda %21
oksijen seviyesine gore bakteriyel seliiloz doku iskelesi tizerinde daha yiiksek canlilik
orani gosterdikleri gortiliirken, %1 oksijen seviyesinde OKKH hiicreleri en diigiik hiicre

canliligini gésteren hiicre grubudur.

MTT 3.gun
0.15+ e
S
[«
8 0.10- _ T
<
o o l:
'\ 1}
ﬁ 0.05+ h
O
<
0.00+ o
& & & F S @
X Q 1 > NS NS
\:gb o > &
Hucre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.14: Hiicrelerin 3B 3. giin MTT analizi

7.glin sonuglarinda ise hem hiicre gruplar1 arasinda hem de oksijen seviyeleri
arasinda farklilik goriilmektedir. OKKH hiicreleri 3.glin MTT sonuglarinda %1 oksijen
seviyesinde en diisiik canlilifi gosterirken, 7.giinde hipoksi sartlarinda en yiiksek
canlilik oranina sahip hiicre grubu oldugu gdosterilmistir. Diger hiicre gruplar1 arasinda
belirgin hiicre canliligt degisimleri gosterilmezken, OKKH hipoksik ve normoksik

sartlar altinda da belirgin bir fark bulunmaktadir.
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MTT 7.gun
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Sekil 4.15: Hiicrelerin 3B 7. giin MTT analizi

4.12. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltir

Immiinohistokimyasal Analizleri

CD133+, CD133- ve OKKH hiicre hatlar1 hipoksik ve normoksik sartlar altinda
3 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda immiinohistokimyasal boyama ile analiz edildi.
Analizde, anti-CD133, Oct-4 ve anti-Sox-2 ve anti-VEGF antikorlar1 kullanildi. Boyama

sonuglar1 Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’de verilmistir.
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Tablo 4.5: Hipoksik sartlar altinda 3B olarak inkiibe edilen hiicrelerin

immiinohistokimyasal boyama resimleri

CD133 Oct4 VEGF

% 1

CD133+

CD133-

OKKH

Tablo 4.6: Normoksik sartlar altinda 3B olarak inkiibe edilen hiicrelerin

immiinohistokimyasal boyama resimleri

CD133 Oct4 VEGF

%21

YOK YOK

CD133+
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CD133-

OKKH

3B gruplarda yapilan analiz sonucunda membranin ¢ok ince olmasindan dolay1
doku kayiplar1 oldugu, bununla beraber bazi kesitlerde ise hiicrelerin olmadigi saptandi.
Hiicrelerin ve mikroyapinin oldugu kesitlerde ise, 2B gruplara benzer olarak OKKH
gruplarinda boyanmalarin daha iyi oldugu goriilmiistir. OKKH %1 grupta Oct4 ve
VEGF boyanmalari pozitif iken, diger boyanmalarda OKKH %1 grubu ile benzer olarak
saptandi. CD133 + ve CD133- gruplarda ise, %1’lik grupta CD133, OCT4 ve VEGF
boyanmalarinin pozitif oldugu, CDI133- grubunda ise boyanmalarin negatif oldugu
gozlendi. %21°lik grupta membran ve hiicre kaybindan dolay:1 bakteriyel seliiloz doku
iskelesi tizerindeki hiicreler ¢ok az oldugundan boyanmalar negatif ¢ikmistir. SOX2
boyamalarinin  yapildigt gruplarda ise hiicre bulunmamasindan dolayr sonug

alinamamustir.

4.13. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltiir Kantitatif PCR

Analizi

CD133+, CDI133- ve OKKH hiicreleri bakteriyel selilloz doku iskelesine
ekildikten sonra hipoksik ve normoksik sartlar altinda inkiibe edilmis ve 3 boyutlu doku
iskelesi Ttizerindeki kanser kok hiicre karakterizasyonun belirlenmesi amaci ile
pluripotensi genlerinden OCT4, Nanog, Sox2 gen ekspresyonlar1 kantitatif PCR teknigi

ile analiz edilmistir. Hipoksi indiiklenebilir faktorlerin de kanser kok hiicre
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karakterizasyonu etkisinin incelenmesi amaci ile de HIF1-alfa ve HIF2-alfa genlerinin
ekspresyonu da incelenmistir. Bu amagla “@bshm qdedg nr fdmnkqj jtKmX Atr.

Orneklerin ekspresyon seviyeleri normoksik sartlarda inkiibe edilmis olan CD133-

hiicrelere gore oranlanmaistir.

Kantitatif PCR i¢in elde edilen sonuclar farkli grafikler halinde Sekil 4.16- 4.17-

4.18-4.19- 4.20- 4.21°de gosterilmistir.

CD133+
0.10+ 4,56
g 3,84
> 0.08+ |
5 ll:.l.
I%s) - u
4 0.06 — 1,76
g e |
@ 0.04- =
: 5
2 0.02- e
w g
0.00- —=
) ) ) ) ) W)
Q\é\' o\g:» Q\& 0\0'» Q\& e\&‘»
X \ (b' '\ Q\ \
& & 9 o
Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

Bl CD133+ (%1)
¥ CD133+ (%21)
== CD133- (%1)
m; CD133- (%21)
OKKH (%1)
OKKH (%21)

Sekil 4.16: Kantitatif PCR CD133+ ekspresyonu
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0.25+

0.20+

0.15+

0.10+

0.05+

Ekspresyon Seviyesi

EE CD133+ (%1)
5 CD133+ (%21)
= CD133- (%1)
i CD133- (%21)
OKKH(%1)
OKKH (%21)

Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.17: Kantitatif PCR OCT4 ekspresyonu
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Ekspresyon Seviyesi

Bl CD133+ (%1)
= CD133+ (%21)
= CD133- (%1)
mi; CD133- (%21)
OKKH (%1)
OKKH (%21)

Hiicre Tipi- Oksijen Miktar

Sekil 4.18: Kantitatif PCR HIF1- Alfa ekspresyonu

0.06+

0.04+

0.02+

Ekspresyon Seviyesi

Ed CD133+ (%1)

¥ CD133+ (%21)
== CD133- (%1)
i, CD133- (%21)
OKKH (%1)
OKKH (%21)

Hiicre Tipi- Oksijen Miktari

Sekil 4.19: Kantitatif PCR HIF2- Alfa ekspresyonu
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Sekil 4.20: Kantitatif PCR NANOG ekspresyonu
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0.20q !
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Sekil 4.21: Kantitatif PCR SOX2 ekspresyonu

Gen ekspresyon seviyelerine bakildigi zaman, pluripotensi genlerinin, 3B
orneklerde en ¢ok hipoksik sartlarda inkiibe edilmis olan CD133+ hiicrelerde
goriildiigiinii  gostermektedir. Ancak CD133+ hiicreleri takiben yine ayni sekilde
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pluripotensi genleri hipoksik sartlarda inkiibe edilmis olan CD133- hiicrelerde
goriilmektedir. Bu gruplart takiben normoksik sartlarda inkiibe edilmis CD133+ ve
CD133- hiicreleri gelirken, OKKH hiicre grubu ise bazi genlerde ekspresyon gosterirken

bazilarinda gostermemis bu nedenle tam olarak yorumlanmamuistir.

4.14. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltiir Alkalen Fosfataz

Aktivitesi Analizi

ALP aktivitesinin farkli oksijen seviyelerinde kanser kok hiicrelerinin
farklilasma karakterine olan etkisini belirlemek amaci ile yapilan ALP aktivitesinin

grafigi Sekil 4.22°de gosterilmistir.

ALP Absorbans (405)

*khkk *kkk
5 **k%k%k
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Sekil 4.22: 3B ALP aktivite grafigi
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3B ALP aktivitesine baktigimiz zaman, 2B 6rnekler ile ayni sekilde tek bir hiicre
tipinin farkli oksijen seviyelerinde ALP aktivitesinin belirgin bir sekilde degismedigi

ancak hiicre tiplerinin ALP aktivitelerinin birbirinden farkli oldugu gosterilmistir.

4.15. Hipoksik ve Normoksik Sartlar Altinda 3 Boyutlu Kiiltiirlerin Taramah
Elektron Mikroskop Goriintii Analizi

Hiicrelerin yiizeyler iizerindeki tutunma 6zelliklerinin ve morfolojilerinin detayl
olarak incelenebilmesi i¢cin SEM yapildi. SEM analizleri sonucunda 6zellikle hipoksik
sartlar altinda CD133+ ve CD133- hiicre gruplarinda BS doku iskelesi iizerinde yikanma
sonucu hiicre kaybi oldugu gozlemlenmistir. Normoksik sartlarda inkiibe edilen hiicre

gruplarinda ise hiicrelerin timor benzeri yapilar olusturdugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.23: Hiicrelerin SEM goriintiileri. %1 02 CD133+, A ve B; %1 02 CD133-,
C ve D; %1 02 OKKH, E ve F; %21 02 CD133+; G ve H; %21 02 CD133-,1 ve J,
%21 02 OKKH, K ve L.
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5. TARTISMA

Kanser kok hiicreleri, kanserin tedavi direnci gostermesinde 6énemli bir neden
olarak goriilmektedir. Kanser kok hiicrelerinin, kanser tedavilerinde hedeflenmesi ile,
ozellikle radyo ve kemoterapi direncinin kirilabilecegi 6ngoriillmektedir (108). Kanser ve
kanser kok hiicrelerinin tedaviye gosterdikleri bu direncin ana nedeni olarak ise kanser
hiicrelerinin ve kanser kok hiicrelerin mikro ¢evrelerinin hipoksik olmasi goriilmektedir
(109).

Bu tez ¢alismasinda hipoksinin kanser kok hiicrelerine etkisinin arastirilmasi
amactyla oncelikle SaOs-2 osteorsarkoma hiicre hattinindan MACS teknigi ile kanser
kok hiicreleri izole edilmistir. MACS izolasyonu ii¢ defa tekrar edilmis ve yaklagik
olarak %0,82-3 oraninda KKH’leri izole edilmistir. SaOs-2 hattinin CD133+ KKH’leri
%5.5+1.8 oraninda igerdigi Tirino ve arkadaslar tarafindan da belirtilmistir (110). Elde
edilen izolasyon sonuglar1 bu anlamda literatiirdeki basariyr yakalamistir. CD133+
KKH’lerinin izolasyon sonucu elde edilme orani hiicre kaynagina da bagl olabilirken,
aymmm sirasindaki fiziksel sartlara da bagli olabilir. Kolonda tutulma, hiicrelerin
yikanmasi, tripsinizasyon tekniklerine bagli olarak hiicre kayb1 da yasanmaktadir. SaOs-
2 hiicre hattindan MACS yontemi ile izole edilen kanser kok hiicre orani, SaOs-2 hiicre
hattinin  igermesi beklenen kanser kok hiicre oranma paralellik gostermektedir;
dolayisiyla MACS teknigi ile yapilan ayrimlar basarili olarak gerceklestirilmistir.

Laboratuvarda yaptigimiz ayrimlara kontrol olarak kullanilmak iizere ticari
olarak satin aliman OKKH hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicreler de ayirim sonucu elde

edilen hiicreler ile ayn1 analizlerle incelenmistir.

Elde edilen hiicrelerin hipoksik kosullar altinda canliligt MTT analizi ile
incelenmistir. Oncelikle MTT analizinin yapilmasinin nedeni, hiicrelerin canliligim
kontrol; etmek buna bagli olarak da diger analizlerin saglikli bir bigimde
gerceklestirilmesidir. Hiicreler ait olduklari organa veya dokuya bagli olarak hiicre
canliliginda farkli oranlar gosterebilirler. Sonuglar incelendigi zaman, 2B kiiltiirde 3.
giin sonunda test edilen biitiin hiicre gruplarinda %1 hipoksi sartlarinin hiicrelerin
canliligint etkilemedigi goriilmiistiir. 7. glin sonuglar1 analiz edildiginde, tiim hiicre

tiplerinin 3. giine gore hiicre canliliklarinin arttigi goriilmistiir; ancak OKKH hiicre
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hattinda %21 oksijen seviyesinde ¢ok yiiksek bir artis gozlenmistir. Bu nedenle
literatlirde daha once hi¢ kullanilmamis olan OKKH hiicre hattinin 7. giin yiiksek hiicre
canlilig1 gostermesinden dolay1 deney sonuglarinda sapma olmamasi i¢in deney siiresi 3

giin olarak belirlenmistir.

3B kiiltiirde ise, MTT analizi 3. giin sonuglarina baktigimizda 2B kiiltiir
sonuglarinin aksine hiicre tiplerinin davranislar1 farklilik gostermistir. CD133- hiicreler
ve OKKH i¢in oksijen seviyesi canlilik oraninda fark yaratmazken CD133+ kanser kok
hiicreleri 3B kiiltiirde hipoksik ortamda normoksik ortama gore belirli diizeyde (p<0.05)
yiiksek canlilik gostermistir. 2B kiiltiirde en yiliksek canlilik oranini gosteren OKKH
hiicreleri ise, %1 oksijen seviyesinde en diisiik hiicre canliligin1 gésteren hiicre grubudur
(p<0.05). 7.glin sonuglar1 analiz edildiginde ise OKKH hiicreleri 3.giin sonuglarmin
aksine 7.giinde 3B ortamda hipoksik kosullarda normoksik ortama gore daha yiiksek
hiicre canlilign gostermistir. Ozellikle hiicrelerin hipoksik sartlar altinda inkiibe
edilmesinin hiicre canliligina etki etmemesi, aksine kanser kok hiicre gruplarinin 3B
ortamda hipoksik sartlarda daha yiiksek hiicre canlilig1 gostermesi onemli bir bulgudur.
Ozellikle kanser hiicrelerinin hipoksik sartlara dayanikli hiicreler olmasi1 ve hipoksik
ortamlart tercih ettigi literatiirde Hockel ve Vaupel tarafindan gosterilmistir (111). Bizim
bulgularimiz, kanser hiicrelerinden ¢ok kanser kok hiicrelerinin hipoksiye daha giiclii

yanit verdigini gostermektedir.

Hiicrelerin immiinohistokimyasal analizleri incelendiginde 3B Orneklerde,
kesitler alindiktan sonra boyama islemleri sirasinda hiicrelerin yikandigi goriilmiistiir.
Hiicrelerin yiizeye ¢ok sik1 tutunmamasi ve birbiri {izerine tutunma egilimde olmasi daha
kolay kopmalarina ve yikanmalar sirasinda yiizeyden ayrilarak hiicre kayb1 goriilmesine
neden olmustur. Bunun nedeni olarak hiicrelerin %2,5 serum ile kiiltive edilmeleri
gosterilebilir. FBS hiicrelerin ylizeylere tutunmasi, canliliklarimi devam ettirmesi ve
cogalmasi i¢in gerekli olan bilesenleri icermekle beraber, icerigi nedeni ile hiicrelerin
morfolojisini ve farklilasmasini da etkileyebilmektedir. Yiiksek serum varliginda kok
hiicrelerinin farklilagma egiliminde oldugu ve kanser kok hiicrelerinin kanser hiicrelerine
doniismesi ihtimali sebebiyle bu ¢alismada kullanilan besi ortaminin serum igerigi %2,5
olarak kullanilmistir (112). Bu nedenle 3B immiinohistokimyasal boyama sonuglari

degerlendirilememistir.

76



2B immiinohistokimyasal sonuglar incelendiginde ise CD133+, yani KKH olarak
tanimlanan grubun hem %1 hem de %21 oksijen seviyesi altinda CD133 , OCT4, VEGF
immiinoreaktivitelerinin zayif siddette pozitif gozlendigi saptanmistir. Bununla beraber
CD133- grup ise %]1’lik ortamda CD133, VEGF ve OCT4 aktivitelerini zayif siddette
gosterir iken, CD133- %21°lik grupta CD133 ve SOX2 immiinoreaktiviteleri negatif
olarak saptanmig, OCT4 ve VEGF aktiviteleri ise zayif olarak gozlemlenmistir. Satin
alman ticari OKKH hiicre hatt1 ise diger gruplarla karsilastirildiginda %1 oksijen
seviyesinde CD133, VEGF ve pluripotensi boyamalarinin pozitif oldugu ancak %21°lik
gruba gore %1 oksijen seviyesinde biitiin boyamalarin daha belirgin oldugu goérilmiistiir.
Ozellikle sadece SOX2 geninin OKKH grubunda pozitif olmas: ise, diger hiicre
gruplarmin 2B kiiltiirde kanser kok hiicre ozelliklerini vyitirdiklerini gostermektedir.
Basuro- Roy ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada da 6zellikle SOX-2 genini
osteosarkoma hiicre hattindaki osteojenik farklilasma 6zelligi olmayan ve kanser kok
hiicre toplulugu olarak tanimlanan alt grupta daha ¢ok eksprese edildigi ve osteosarkoma

kanser kok hiicrelerinde eksprese edildigi gosterilmistir (113).

Kantitatif PCR sonuglar1 hipoksik ve normoksik sartlar altinda hiicrelerin 3 giin
kiiltive edilmesinden sonra incelenmistir. 3B kiiltiir sonuglari, CD133+ hiicreler hipoksik
sartlar altinda negatif kontrol grubu olarak belirlenen %21 oksijen seviyesindeki CD133-
hiicrelere gore analiz edilmistir. Hipoksik sartlar altinda CD133+ hiicrelerin CD133,
OCT4, SOX2 ve Nanog ekspresyonlarinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Literatiirdeki
bilgilerle uyusan bu sonuglarin yani sira hipoksik sartlardaki CD133- hiicrelerinde
normoksik sartlardakine gore kok hiicre genlerinin daha yiiksek eksprese edildigi
goriilmistiir (75). Bunun nedeni olarak da hipoksik sartlar altinda KKH’lerinin
karakterleri korunurken ve farklilagmamasi saglanirken, CD133-, yani kok hiicre
olmayan hiicre grubunun, kok hiicrelere doniisiim gosterdigi diistiniilebilir. Bu hipotez
3B immunohistokimyasal boyamalarin eksikligi sebebiyle desteklenememistir; ancak
literatiirde bu ihtimalin varlig1 iizerine ¢ok yeni bazi ¢alismalar bulunmaktadir (114).
Kantitatif PCR sonuglarimiz, kanser kok hiicre karakteri tagimayan hiicrelerin hipoksik

sartlar altinda kok hiicre 6zelliklerini kazanabilecekleri hipotezini destekler niteliktedir.
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Hipoksi indiiklenebilir faktorlerin (HIF) gen ekspresyonlari incelendiginde, daha ¢ok
kanserlesme ile iliskilendirilen HIFlalfa geninin KKH’lerinin farklilagsmasi sonucu
ekspresyon seviyesinde artis goriilirken, genellikle kanser kok hiicreleriyle
iliskilendirilen HIF2alfa geninin bizim ¢alismamizda da KKH karakteristik genleri olan
Sox2, Oct4 ve Nanog genleri ile dogru orantili olarak eksprese edildigi gozlenmistir

(115, 116).

J “nas ske OBQ rnnt bK gA 1A nigndj kiq thim cdf dgdne iflcfhned Ird dj rogdrxnm
rnnt blarin  genel olarak 3B nguwljkdq Hd o' qlddyy frisdd dchth addgdnd hrght
Nydidj kd okt gonsdnrh fdnkdgnim dj rogdrxnnk ghe'jh ¢’ Knl 'K q ahphjdgh Hd
txtr] ‘1 ‘jscA Atnmtmndcdnhnkqj 1A jtlst'ddgmj nrdqud j nrdqjrj gtbadkdgh
Ibhmf dgpdfe uygun bir mncdknd *cAAnK qj frirsdfidalidy X1 “¢' ud Btjhid ' mmiAn
X' osAAb kAl ‘¢ ¢ 'xmArdj Hed 2A j tlst'ddgmj “nrdql ncdkdnl drinedj hrindl htenj t
| ngenknilrinims' j ks dcid drined ud st'1 rigkdedj hdsj brhut oft K nd Atir (100).

Hiicrelerin 2B ve 3B ALP aktivitesi incelendiginde, kantitatif PCR sonuglar ile
paralel sonuglar elde edilmistir. ALP aktivitesi bu tez calismasinda hiicrelerin
farklilagsmas1 ve kanserlesmesi sonucu kemik kanseri hiicreleri olarak tanimlanmasi i¢in
kullanilmistir (117).. ALP aktivitesine baktigimiz zaman, hiicre tipleri arasinda ALP
aktivitesinin belirgin olarak farklilik gosterdigi tespit edilmistir. CD133- hiicreler, yani
kok hiicre icermeyen kemik kanser hiicreleri olarak tanimlanan hiicreler en yiiksek ALP
aktivitesini gosterirken, CD133+ hiicreleri daha az ALP aktivitesi gostermistir. OKKH
hiicreleri de hem hipoksik hem de normoksik kosullarda diisiik ALP aktivitesi
gostermislerdir. Kok hiicre genlerini tasiyan hiicre gruplari, beklendigi gibi, kemik
olgunlagsmasinin  belirteci olan ALP ekspresyonunu c¢ok diisik seviyelerde

gostermektedir.

3B olarak kanser kok hiicrelerinin bakteriyel selilloz doku iskelesi iizerindeki
morfolojilerini ve tutunmalarini goriintiilemek amaciyla yapilan SEM analizi sonucunda
da hiicrelerin immiinohistokimyasal prosediirde gerceklesen hiicrelerin yikanmasi ve
hiicre kaybina ugranmasi gibi sorunlardan o6tiirii glivenilir sonuclar elde edilememistir.
Hiicreler daha cok birbirleri iizerine tutunmaya meyilli oldugu i¢in elde edilen

goriintlilerde az miktarda hiicreye rastlanmistir.
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3B kiiltiirde karsilasilan en biiylik problem gozenek c¢aplarinin yeteri kadar
arttirilamamasi nedeni ile hiicrelerin tutunacagi alanin az olmasidir. BS doku iskelesi
icine girememesinden dolay1 hiicrelerin yeterince iyi tutunamamasi da hiicrelerin serbest

olarak gozenek icerisinde sifer olusturma yapisinda olduklarini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalar ve sonuglari, hipoksinin kanser kok
hiicreleri tlizerinde kok hiicre karakterlerini devam ettirici bir mikro c¢evre olarak
tanimlanabilecegini gostermektedir. Yapilan calismalar %1 oksijen seviyesi ile
gercgeklestirilmekle beraber, farkli hipoksik seviyelerin de denenmesi ileri ¢aligmalar i¢in
onerilmektedir. Boylece kanser kok hiicrelerinin karakterlerini koruyabilecegi minimum
ve maksimum oksijen seviyeleri belirlenebilir ve bu da ilerideki ¢alismalar i¢in daha
spesifik tedavilerin gelistirilmesini saglayabilir.

Tez kapsaminda kullanilan ticari OKKH kok hiicre hattinin 6zellikle gen
ekspresyon seviyesinde izole edilen kanser kok hiicreleri ile ve iireticinin verilerinden
farkli 6zellikler gostermesi, ticari olarak satin alinan bu kanser kok hiicre hattinin yeni
caligmalarda kullanilmadan Once Ozenli olarak karakterizasyonunun yapilmasi
gerektigini gostermektedir.

Ozetle; KKH’lerinin hipoksi varhiginda kok hiicre karakterlerini 3B kiiltiir
sistemlerinde, 2B sistemlere gore daha fazla koruduklar1 belirlenmistir. 2B 6rneklerde
ise elde edilen bulgular, 2B kiiltiir sisteminin kanser kok hiicrelerinin kiiltivasyonuna
uygun olmadiginmi gostermektedir.

3B kiiltiirde karsilagilan en biiyiik problem goézenek caplarinin yeteri kadar
arttirtlamamasi nedeni ile hiicrelerin tutunacagi alanin az olmasidir. Kullanilacak doku
iskelesinin gozenek ¢apinin arttiritlmasi durumunda bu problem asilabilir ve daha basarili

bir 3B hipoksik tiimor modeli elde edilebilir.
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