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KANSER HUCRE MODELI OLARAK UYARILMIS KANSER KOK HUCRE
BENZERI HUCRELERIN OLUSTURULMASI

Sevil GONCA

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Sezai TURKEL
ikinci Damigsman: Prof.Dr. Cumhur GUNDUZ (Ege Universitesi)

Yamanaka ve arkadaglart 2006 yilinda somatik hiicreleri yeniden programlayarak
pluripotensi Ozellikleri indiiklemeyi basarmislardir. Yeniden programlama icin dort
koklilik faktori (Oct3/4, SOX2, KLF4, c-MYC) belirlenmistir.

Bu calismada, Yamanaka ve arkadaglari tarafindan belirlenmis 4 kokliiliik faktoriinii
iceren plazmidin, kronik miyeloid 16semi hiicre hatlar1 K562 ve KUS812’ye
transfeksiyonu ile kanser hiicre modeli olarak uyarilmis kanser kok hiicre benzeri
hiicrelerin olusturulmasi amaclanmistir.

Transfeksiyon sonrasi kokliiliik faktorleri SOX2 ve OCT4 gen ifadeleri RT-PCR ile
degerlendirilmistir. Plazmid transfeksiyonunun onuncu giintinde, KU812 hiicre hatti
SOX2 gen ifadesinde 7230 kat, OCT4 gen ifadesinde 1320 kat artis gozlendi. K562
hiicre hatt1 icin SOX2 gen ifadesinde 92,4 kat, OCT4 gen ifadesinde 1,1 kat artis
gozlendi. Belirli markorlerin protein diizeyleri akis sitometrisi ve immiin floresan
boyama ile test edildi. Bu testlerin sonuglar1 CD31, CD44 ve CD105 protein ekspresyon
diizeylerinin hem transfekte edilmis K562 hem de KUS812 hiicre hatlarinda yiiksek
oranda arttigin1 gosterdi. K562 hiicre hattinin ndronal farklilasmasi, immiinofloresan
boyama ile Neurofilament antikor kullanilarak gosterildi. Tanimlanmig dort faktoriin
transfeksiyonundan sonra, KU812 hiicreleri, plazmid verilmemis KU812 hiicre hattina
kiyasla yaklasik 4 misli yiiksek telomeraz aktivitesi gosterdi. K562 hiicrelerinin néronal
farklilasmasindan sonra, telomeraz aktivitesi plazmid verilmemis K562 hiicrelerinden
yaklasik 15 kat daha diisiik oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Uyarilmis kanser kok hiicresi, uyarilmis pluripotent kok hiicre

2017, viii + 63 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

FORMING OF INDUCED CANCER STEM-LIKE CELLS AS A MODEL OF
CANCER CELL

Sevil GONCA

Uludag University
Graduate School of Natural ve Applied Sciences Department of Molecular Biology
and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Sezai TURKEL
Second Supervisor: Prof.Dr. Cumhur GUNDUZ (Ege Universitesi)

Yamanaka et al, achieved to induce pluripotency features in somatic cells by
reprogramming in 2006. Four stemness factors (Oct3/4, SOX2, KLF4 c-MYC) were
determined for reprogramming.

In this study, we aimed to form induced cancer stem like cells as a cancer cell model by
the transfection of the plasmid which contains four defined stemness factors by
Yamanaka et al into chronic myeloid leukemia cell lines K562 and KU812.

After the transfection, gen expressions of stemmnes factors SOX2 and OCT4 were
shown by RT-gPCR. On the tenth day of plazmid transfection, in the KU812 cell line
were observed an increase of 7230 fold in SOX2 gene expression and 1320 fold in
OCT4 gene expression. In K562 cel line,Sox2 gene expression increased 92,4-fold and
OCT4 gene expression increased 1,1 fold. The protein levels of the spesific markers
were tested flow cytometry and immunofluorescent staining. The results showed that
the CD31, CD44 and CD105 protein expression levels increased highly significant in
both transfected K562 and KU812 cell lines. Neuronal differantiation of K562 cell line
were displayed using neurofilament antibody by immunoflourescent staining. After
transfection of four defined factors, KU812 cells showed high telomerase activity
around 4-fold compared to non-plasmids. After neuronal differentiation of K562 cells
telomerase activity was detected about 15-fold lower than that of the non-plasmids.

Key Words: Induced canser stem cell, induced pluripotent stem cell

2017, viii + 63 pages.
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1. GIRIS

Embriyonik kok hiicreler gerek kendilerini yenileme 6zellikleri gerekse 200°den fazla
viicut hiicresine farklilagabilme yetenekleriyle, ¢agimizda o6liimle sonuglanan bir ¢ok

hastalik ¢esidinde oldukc¢a basarili bir tedavi araci olarak kullanilmaktadirlar.

Kemik iliginden ve kordon kanindan elde edilen kok hiicreler 16semi, lenfoma ve
multiple miyelom tedavileri i¢in basariyla kullanilmasinin yani sira, Parkinson hastaligi
diyabet, omurilik hasari, iskemik kalp hastaligi, kaynamayan kemikler Huntington
hastalig1 ve Tipl diyabetin tedavisi i¢in fetal doku ve otolog kok hiicreyle ilgili klinik
denemeler yapilmis ve hala yapilmaya devam etmektedir. Ancak, hastalarda nakil
sonrasi doku reddi probleminin yani sira insan embriyolarinin kullanimiyla ilgili etik
zorluklar vardir. Bu sorunlart agmanin bir yolu hastalarin kendi hiicrelerinden dogrudan
pluripotent hiiclerin iiretilmesidir. Bu amacla yola ¢ikan bir gurup arastirmact 2006
yilinda fare 2007 yilinda insan fibroblastlarin1 yeniden programlayarak kok hiicre
ozelliklerini in vitro indiikklemeyi basarmiglardir. Bu c¢alismanin sonunda 4 gen
belirlenmistir; KLF4, SOX2, OCT4, c-MYC. Dort kokliilikk faktori kok hiicre

calismalarina yeni bir bakis agis1 getirmistir.

Kanser hastalarimin kotii progronozundan kanser kok hiicrelerinin (KKH) sorumlu
oldugu diisiincesi bilim diinyasinin oklarini bir anda kanser kok hiicresi fikrine
yoneltmistir. Bu duruma 6nerilen agiklama, tiimor olusumunun kok hiicre modelidir. Bu
aciklamaya gore tiimdrler, uzun Omiirlii doku kok hiicrelerinin veya oncii hiicrelerin
normalde siki bir sekilde denetlenen kendini yenileme siirecinin diizenleme
mekanizmalarinda meydana gelen hatalar sonucu, kanser kok hiicrelerine doniistimleri
ile ortaya ¢ikmaktadirlar. Kanser kok hiicrelerini hedefleyen yeni tedaviler belirlemek
kanser kok hiicrelerinde kokliiliikk edinimi altinda yatan molekiiler mekanizmalari
aydinlatmak i¢in olduk¢a Onemlidir. Ancak, kanser kok hiicreleri kanser dokusunda
nadir bulunan bir hiicre popiilasyondur ve kanser kok hiicrelerinin azligi onlar
toplamay1 ve tanimlamay1 zorlastirmaktadir. Bu sorunun ¢6ziimii i¢in 2014 yilinda bir
grup arastirmaci tanimlanmis kokliilik genlerini kullanarak kolon kanser hiicrelerinden
kanser kok hiicreleri retroviral transfeksiyonla elde etmeyi bagarmiglardir. Bu sayede

kanser kok hiicrelerinin kokliiliik faktorleriyle indiiklenerek in vitro tiretilmesi miimkiin



kilinmistir. Bu metodun gerek kanser kok hiicresinin molekiiler temellerini incelemek
gerekse direng mekanizmalarinin anlasilmasi icin olduk¢a faydali bir yontem oldugu

distintiilmektedir.

Bu tez calismasinda, Yamanaka ve arkadaslari tarafindan belirlenmis 4 kokliilik
faktorlinli iceren plazmidin kronik miyeloid 16semi hiicre hatlarina transfeksiyonu ile
kanser hiicre modeli olarak uyarilmis kanser kok hiicre benzeri hiicrelerin (iCSC)
olusturulmasi amaglanmistir. Uyarilmis Kanser kok hiicrelerin in vitro {retiminin
kanser hiicrelerinde KKH 6zelliklerinin edinimi ve siirdiiriilmesi altinda yatan
molekiiler mekanizmalar1 arastirmak ve kanser kok hiicre hedefli tedaviler gelistirmek

amaciyla gelecekteki caligmalara 151k tutacag diistintilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kok Hiicre

Memeli gelisimi, bir oositin bir sperm tarafindan doéllenmesi ile meydana gelen bir tek
hiicreli embriyo yani zigot ile baslamaktadir (Sekil 2.1). Zigot beraberinde totipotensi
ozellikleri tasimaktadir yani bu tek hiicre hem canli bir varlik olusturabilen tiim 6zel
hiicreler ile bir embriyoya, hem de fetal gelisim i¢in gerekli plesantal destek yapisina
doniisebilecek bir potansiyele sahiptir. Tanimi ile uyumlu olarak, her totipotent hiicre
yetiskin tam bir hayvami olusturabilen tiim Ozellesmis hiicre tiplerine doniisebilme
yetenegine sahip olup kendi kendine yeten bir varliktir. Bu tanimin zigot ve erken
embriyonik blastomer — en az 4 hiicreli asama- i¢in gegerli oldugu kabul edilmektedir.
Embriyo gelisim siireci - 8 hiicreli asamaya ya da tiire baglh olarak daha da ilerisine -
ilerledikge, blastomerlerin her biri yavas yavas totipotensi Ozelliklerini kaybederler.
Gelisim potansiyelinde karsilagilan bu sinirlama, geri dontisiimsiiz farklilagsma ve erken
embriyonik hiicrelerin ilk iki soya Ozellesmesi; ilkel trofoblast ve fetiis olusumunu
verecek pluripotent i hiicre kitlesini isaret etmektedir. Insanlarda bu simirlamanin etkisi
yani ilk farklilasma olayr yaklasik olarak gelisimin 5’inci giliniinde gerceklesir,
blastomeri olusturan hiicrelerin dis tabakas i¢ hiicre kitlesinden ayrildiginda plesantanin
(trofoektoderm) bir parcasi olmaya kararlidirlar. I¢ hiicre kitlesi pluripotent hiicrelerinin
sahip oldugu potansiyel, viicudun herhangi bir hiicre tipini olusturma yani yetiskin
viicutta mevcut 200’den fazla hiicre tipinden herhangi birine farklilasma yetenegini

kapsamaktadir (Mitalipov ve Wolf 2009).

Farklilasma yeteneklerinin yanisira kok hiicreler ¢ogalma, kendilerini yenileme ve
dokular1 yenileme ozelliklerine sahip gelismemis hiicrelerdir. Iki ana tip kok hiicre
vardir: embriyonik ve embriyonik olmayan. Embriyonik kok hiicreler (EKH)
pluripotenttir cilinkii tiim hiicre tiplerine farklilagabilirler; embriyonik olmayan kok
hiicreler multipotenttir ¢iinkii hiicre tiplerine farklilagsma potansiyelleri daha smirlidir.
EKH’ler embriyonik olmayan kok hiicrelerden daha yaygindir ve kendiliginden
farklilasmak i¢cin embriyonik olmayan kok hiicrelerden daha biiyiik bir potansiyele
sahiptirler (Tuch 2006).
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Sekil 2.1. Insan gelisimsel potansiyeli (Mitalipov ve Wolf 2009)

2.2. Embriyonik Kok Hiicre

EKH’ler yumurta dollenmesinden birka¢ giin sonra olusan blastosistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilirler yani totipotent hiicrelerden tiirevlenirler. Embriyonun I¢ hiicre
kitlesi hiicrelerinden en azindan bir kismi pluripotenttir, yani onlar viicutta hemen
hemen her somatik ve germ hiicre tipini olusturabilirler. Pluripotent kok hiicreler
herhangi bir yetiskin ya da fetiis hiicre tipini ortaya ¢ikarabilirler. Ancak, tek bir hiicre
ya da pluripotent hiicre yigin1 cenin ya da yetiskin bir organizma meydana getiremez
ciinkii bir embriyoya organize olma potensiyelini tasimazlar. In vivo da, i¢ hiicre kitlesi
icindeki pluripotent hiicreler gegici olarak vardirlar, gelisimsel program onlarin sonraki
embriyonik ya da fetal agamaya farklilagmasini izler. Bununla birlikte, embriyonik kdk
hiicre olarak farklilasmadan siiresiz olarak in vitro da adapte edilebilir, ¢ogaltilabilir ve
izole edilebilir 6zellikte sinirsiz ¢gogalma yetenegine sahip hiicrelerdir. EKH’ler ilk kez
1981 yilinda kendilenmis farenin i¢ hiicre kitlesinden Martin (1981), Evans ve Kaufman
(1981) tarafindan elde edildi. Ilk insan EKH hatti 1998’de embriyonun i¢ hiicre
Kitlesinden elde edilmistir. EKH hatti, EKH’leri alarak ve besleyici fibroblast tabakasi
tizerinde hiicrelerin  yerlestirilmesi ile olusturulur. Besleyici tabaka EKH’yi
farklilasmamus bir sekilde muhafaza etmeye yardimci olur (Thomson ve ark. 1998). O

zamandan bu zamana, en az 225 insan EKH hatt1 olusturulmustur.

Insan embriyonik hiicre hatlar1  yiiksek seviyelerde telomeraz  aktivitesi
gostermektedirler. Telomeraz kromozom uglarina telomer tekrarlar1 ekleyen bir

riboniikleoproteindir ve telomer uzunlugunun korunmasiyla ilgilidir, replikatif yasam



stirecinde 6nemli bir rol oynar (Harley 1991, Harley ve ark. 1992). Telomeraz
ekspresyonu insan hiicre hatlarinda o6limsiizliik ile yiiksek oranda iligkilidir ve
telomeraz aktivitesinin bazi diploid insan somatik hiicre hatlarina yeniden verilmesi
replikatif yasam siiresini uzatir (Bodnar ark. 1998). Yasam siireci igerisinde diploid
insan somatik hiicreleri telomerazi eksprese etmezler, telomerler yasla birlikte kisalirlar
doku kiiltiiriinde ise smurlt bir ¢ogalmaya dayali yasam siirecinden sonra replikatif
yaslanmaya girerler (Allsopp ve ark. 1992, Hayflick ve Moorhead 1961). Bu durumun
aksine, telomeraz germ hatti ve embriyonik dokularda yiiksek diizeylerde bulunur

(Wright ve ark. 1996).

Alkalin fosfataz ve telomeraz gibi enzimatik aktiviteler ile OCT4 ve NANOG gibi
“kokliiliikk>”  genlerini icermesinin yaninda pluripotensiyi destekleyen epigenetik
diizenlemeler EKH’lerin farklilasmadan muhafazasinda elzem faktorlerdir. EKH’ler in
vivo 3 ana germ tabakasinin hiicrelerine; endoderm, mesoderm, ektodermi temsil eden
hiicrelere doniisebilir ya da yetiskin viicutta mevcut 200°den fazla hiicre tipinden

herhangi birine in vitro farklilasma i¢in yonlendirilebilirler (Mitalipov ve Wolf 2009).

2.3. Kanser Tammmu ve Ozellikleri

Kanser, hiicrelerin tek bir klonunda ve onun soyunda kalitsal degisikliklerin
birikmesiyle kanser hiicresel fenotipinin ortaya c¢ikmasina neden olan edinilmis bir
genetik hastaliktir (Klausner 2002). Kanser bir hiicredeki genetik mutasyonlar yiiziinden
ortaya c¢ikar. Ardi swra meydana gelen bu mutasyonlar, hiicre yasam siirecinin
diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerin miktarin1 veya aktivitesini degistirebilir.
Mutasyona ugramis genlerin kansere nasil katkida bulunduguyla ilgili 6nemli ipuglari
normal hiicrelerdeki fonksiyonlarinin incelenmesiyle elde edilmistir (Ruccione 1999).
100'den fazla farkli insan kanseri ve belirli organlara has alt tip tlimorler tanimlanmustir.
Kanser, tiimor tipleri iginde ve arasinda hatta bireysel tlimorler i¢inde bile oldukca
heterojen bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Bu heterojenite hem genetik hem de
fenotipik seviyede kendini gostermekle kalmaz hastalifin ilerleyisinin ve tedaviye

cevabinin ortaya ¢ikiginda etkin rol oynar (Brafford ve Herlyn 2005).



Insan genomu tipik olarak o kadar kararlidir ki, kanserin gelismesi icin gereken birgok
genetik degisiklik, onu genetik olarak dengesiz hale getirecek noktaya kadar mutasyon
orani artmadigi siirece birikemez (Venkitaraman 2003). Kanserlesme siirecini ifade
eden karsinogenez cok sayida degiskene bagli ve ¢oklu uzaysal ve zamansal 6l¢eklerde
diizenlenen karmagik bir dinamik siirectir, hi¢ siiphe yoktur ki kanser gilinlimiizde
insanlar1 etkileyen en kompleks hastaliklardan biridir (Grizzi ve Chiriva-Internati
2006).

Kanserin ayirici 6zellikleri, insan tiimorlerinin ¢ok adimli gelisimi sirasinda edinilen alti
biyolojik 6zellikten olusur: biiyiime sinyallerinde kendine yeterlilik, biiyiime baskilayici
sinyallere kars1 duyarsizlik, hiicre 6liimiine (apoptoz) karsi direnme, sinirsiz bdliinme

potansiyeli, anjiyogenez (damar olusturma) yetenegi (Hanahan ve Weinberg 2000).

Birincisi, bliylime sinyallerinde kendine yeterliliktir yani normal hiicreler, sessiz bir
durumdan aktif proliferatif bir duruma ge¢gmeden once dis kaynakli mitojenik biiylime
sinyallerine ihtiya¢ duyarlar. Bu tiir davraniglar tiimor hiicrelerininkiyle tezat olusturur
timdr hiicrelerinin kendi biiylime sinyallerinin ¢ogunu iiretmesi, normal doku mikro
cevresinden uyarilmaya olan bagimliliklarint azaltir. Proliferatif sinyal vermeyi

stirdiirme kanser hiicrelerine kontrolsiiz cogalma yetenegi kazandirir.

Hiicreler dis ¢evreden algilanan sinyaller temelinde, iireyip ¢ogalmaya veya belirli bir
biiylime oranina ulastiklarinda biiylimelerini durdurarak pasif bir duruma ge¢meye karar
verirler. Normal bir dokuda ¢ok sayida biiylime baskilayici sinyaller hiicresel pasiflik ve
doku homeostazinin devamliligi icin calisirlar. Hiicre cogalmasi biiylik oranda
baskilayici sinyallerden kaginmaya baglidir. Bu biiyliime engelleyici sinyalleri algilayan
hiicre ylizeyinde bulunan algaglaridir. Kanser hiicreleri normal hiicre proliferasyonunu
ve homeostasis olarak adlandirilan i¢ dengeyi yoneten diizenleyici devrelerde kusurlara
sahiptir. Baglangi¢ asamasinda olan kanser hiicreleri basarili olabilmek i¢in bu
baskilayict sinyallerden kaginmalidirlar. Ikinci 6zellik biiyiime baskilayici sinyallere
kars1 duyarsizliktir. Baskilama mekanizmasinda rol oynayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar ve bu sinyalleri algilayan almaglardaki bozukluklar sebebiyle, kanser

hiicreleri biiylime baskilayici mekanizmay: atlatirlar.



Normal hiicrelerde  DNA hasart meydana geldiginde tiimor baskilayict genler
islevsellesir ve hiicre proliferasyonu durdurularak DNA tamir mekanizmalar1 devreye
girmektedir. Organizmanin biitiinliigli i¢in hiicrelerde biriken DNA hasari
onarilamayacak duruma geldiginde programlanmis hiicre 6liimii olarak adlandirilan
apoptosis devreye girer. Timor baskilayict p53 geni gibi DNA hasar sensorlerinde
meydana gelen mutasyonlar ya da onlarin proteinlerinde meydana gelen islev kayiplari
neticesinde kanser hiicreleri apoptoza karst diren¢ kazanir. Uciincii  6zellik

programlanmis hiicre 6liimii olarak adlandirilan apoptozisden kaginmaktir.

Elde edilen ii¢ yetenek — kendi bliylime sinyallerini iiretebilme, biiyiime baskilayici
sinyallere duyarsizlasma ve apoptoza karsi diren¢ - hepsi, bir hiicrenin biiyiime
programinin ¢evredeki sinyallere aykiri olmasina yol agar. Prensip olarak, ortaya ¢ikan
diizensiz ¢ogalma programi, makroskopik tiimorleri teskil eden muazzam hiicre
popiilasyonlarinin olusmasini saglamak icin yeterlidir (Hanahan ve Weinberg 2000).
Hayflick'in erken donem caligsmalar kiiltiirdeki hiicrelerin (kdk hiicreler harig) smirl
¢ogaltma potansiyeline (60-70) sahip oldugunu gostermigtir. Bu tiir hiicre
popiilasyonlar1 ikiye katlanarak ilerledikce belirli sayiya ulastiklarinda, biiyiimeyi
durdururlar ve senescence olarak adlandirilan yaglanma periyoduna girerler (Hayflick
1997). Bazi insan tiimorlerinde proliferasyon ve apoptotik hizlarin degerlendirilmesi
(Wyllie ve ark. 1980) ve transgenik fare modellerinin incelenemsi (Shibata ve ark.
1996, Symonds ve ark. 1994, Bergers ve ark. 1998) sonucu bu sinirl sayidaki boliinme
potansiyelinin makroskopik boyutta tiimdrler olusturabilme yetenegine sahip kanser
hiicreleri i¢in gegerli olmadigi kanitlanmistir. Kromozomlarin uglari, telomerler, 6 bp
uzunlugundaki kisa dizilerin bir kag bin tekraridan olusur. Hiicre dongiisii boyunca tiim
kromozomlarin uglarinda telomerik DNA'nin 50-100 bp'lik kayb1 s6z konusudur. Bu
asamali telomer erozyonu sonucunda daha fazla bdliinemeyen hiicre icin Gliim
kaginilmazdir (Counter ve ark. 1992). Telomer muhafazasi kanser hiicrelerinin tiim
tiplerinde goriilmektedir (Shay ve Bacchetti 1997). Kanser hiicreleri telomerik DNA’nin
uclarma altili niikleotit tekrarlar1 ekleyen telomeraz enziminin ekspresyonunu artirarak

bu muhafazay1 gergeklestirirler (Bryan ve Cech 1999). Artan telomeraz aktivitesiyle



telomerlerin kritik seviyenin {izerinde tutulmasi kanser hiicrelerine dordiincii 6zellik

olan sinirsiz boliinebilme yetenegi kazandirir.

Kan damarlar tarafindan tedarik edilen oksijen ve besin maddeleri, hiicre fonksiyonu ve
sag kalim i¢in ¢ok Onemlidir. Kan damarlarinin gelisimi ve yeni damarlarin olusumu
(anjiyogenez) biiyiik dl¢iide embriyo gelisimi sirasinda tamamlanir. Yetigkinlerde, yara
tyilesmesi ve kadin iireme dongilisii gibi fizyolojik siire¢lerin bir parcasi olarak
anjiyogenez agilir, ancak geg¢ici olarak acilir. Normal dokularda oldugu gibi, timérler de
besin maddeleri ve oksijenin tedarikinin yani sira, metabolik atiklarin ve karbon
dioksidin bosaltilmasina ihtiya¢ duyarlar (Hanahan ve Weinberg 2011). Tiimor gelisimi

sirasinda anjiyogenez neredeyse daima aktiftir.

Bu durum metabolik aktivitelerini devam ettirebilmek i¢in gerekli olan ihtiyaglarini
karsilamak amaciyla yeni damarlarin siirekli olarak filizlenmesine olanak saglar
(Hanahan ve Folkman 1996). Kanser hiicreleri besinci ozellik olan yeni damar

olusturabilme yetenegine sahiptir.

Normal hiicreler (kok hiicreler harig) genellikle bulunduklar1 konumu muhafaza ederler.
Kanser hiicreleri i¢cin belirli bir biiytikliige ulastiklarinda bu durum degismektedir.
Kanser hiicrelerinin altinci 6zelligi, doku istilast (invazyon) ve metastaz olarak
adlandirilan bagska doku ve organlara go¢ etme yetenegidir. Insan kanserlerinin gogunun
gelisimi sirasinda er ya da geg birincil tiimor kitleleri, komsu dokular istila etmek ve
yeni koloniler kurmak i¢in uzak bolgelere gidebilecek hareket kabiliyetine sahip dnciil
hiicreler meydana getirir (Hanahan ve Weinberg 2000). Bu siireg, iki ana fazdan olusur.
[k faz kanser hiicrelerinin birincil timérden uzak dokulara fiziksel olarak dagilmasidir.
Ikincil faz bu hiicrelerin yabanci doku mikro ortamlarma adaptasyonudur ki bu basarili
bir koloni olusumu yani mikrometastazlarin makroskopik tiimorlere biiylimesi ile
sonuglanir (Townson ve Chambers 2006, Aguirre-Ghiso 2007, Fidler 2003, McGowan
ve ark. 2009, Talmadge ve Fidler 2010). Insan kanseri &liimlerinin % 90’m1 timor

hiicrelerinin bu uzak yerlesimleri-metastazlar- olusturmaktadir (Sporn 1996).



2000 yilinda Hanahan ve Weinberg’in yayinlamis olduklar1 derlemede yukarida sayilan
alt1 6zellik siralanmigtir. Ayn1 arastirmacilar 2011 yilinda bir derleme daha yayinlayarak
bu alt1 6zellige ek olarak dort 6zellik daha eklemislerdir (Sekil 2.2). Bu dort 6zellik
stirastyla: enerji metabolizmasiin yeniden programlanmasi, bagisiklik sisteminden
kagma, genom istikrarsizligi ve mutasyonlar, kanserlesmeyi destekleyen yangi

(enflamasyon) (Hanahan ve Weinberg 2011).

Coabea Biyiime
sinyalinin

siirdiiralmesi baskilayicillarmndan

Enerji

degistirme

Hiicresel
Sliimsiizliigiin
etkinlestirilmesi

Genetik
kararszhk ve
mutasyonlar

h\'ﬂI}'Oﬂ ve
metastazn
aktivasyonu

Yeni damar
olusumun
tetiklenmesi

Sekil 2.2. Kanserin belirlenmis isaretleri (Hanahan ve Weinberg 2011)

Kanser hiicreleri, hiicre biiyiimesi ve boliinmesini saglamak i¢in enerji metabolizmasini
yeniden programlarlar. Sinirsiz boliinme oOzellikleri nedeniyle ¢ok fazla miktarda
enerjiye ihtiya¢ duyarlar ve bu ihtiyaci karsilamak i¢in normal hiicrelerden farkli olarak
oksijenli solunum degil, oksijen varliginda bile ‘Warburg etkisi’ olarak adlandirilan

glikoz fermantasyon yaparlar (Warburg 1956a,b, Warburg ve ark. 1931).

Viicudumuza giren yabancit maddeler savunma sistemi hiicreleri tarafindan taninir ve
organizmaya zarariin engellenmesi amaciyla yine savunma sistemimiz vasitasiyla yok
edilir. Bagisiklik gozetim teorisi, hiicrelerin ve dokularin her zaman bilingli bir
bagisiklik sistemi tarafindan siirekli olarak izlendigini ve bu bagisiklik siiresince

baslangictaki kanser hiicrelerinin ve dolayisiyla dogan tiimorlerin biiyiik cogunlugunun



taninmasindan ve ortadan kaldirilmasindan sorumlu oldugunu Onermektedir. Bu
mantiga gore, goriinen kati tiimdrler, bagisiklik sistemi tarafindan algilanmalarini
Onlemeyi basarmiglardir. Bunu normal hiicrelerin sahip olduklar1 ve savunma sistemi
denetiminden dost olarak ge¢melerini saglayan hiicre yiizey proteinlerini sentezleyerek
yani normal bir viicut hiicresiymis gibi savunma sistemi denetimlerini atlatarak

basarirlar (Hanahan ve Weinberg 2011).

Bu c¢oklu ozelliklerin kazanilmasi, kanser hiicrelerinin genomlarindaki bir dizi
degisiklige baglidir. Basitce tabir edilecek olursa, baz1 mutant genotipler, hiicrelerin alt
klonlar1 iizerinde segici bir avantaj saglayarak, bir yerel doku ortaminda biiyiimelerini
ve bunun sonucunda baskin olmalarini saglarlar (Hanahan ve Weinberg 2011). Kanser
hiicrelerinin ¢ogunda, hiicre ¢ogalmasi denetiminde sorumlu olan tiimor baskilayici
genlerde (TP53-genom gardiyani vb.), DNA tamir mekanizmalarindan sorumlu olan
genlerde, onkogenlere doniisen proto-onkogenlerde mutasyonlar goriilmektedir.
Bazilarinda bu genlerin ifadesinde meydana gelen aksaklik mutasyon kaynakli degil
histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalar sonucu
meydana gelen genom istikrarsizligindan kaynaklanir (Esteller 2007, Berdasco ve
Esteller 2010).

Tiimdr mikro ¢evresi incelendiginde, kanser hiicrelerinin yani sira yang ile iligkili
bagisiklik sistemi hiicrelerinide biinyesinde barindirmaktadir. Bu hiicreler, timor
anjiyogenezinin indiiklenmesini ve kanserin metastatik yayillimimi destekleyerek
(Coffelt ve ark. 2010, Egeblad ve ark. 2010) yakindaki kanser hiicreleri igin aktif olarak
mutajenik olan kimyasallari, 6zellikle de reaktif oksijen tiirlerini serbest birakarak,

timor gelisimine katki saglarlar (Grivennikov ve ark. 2010).

2.4. Kanser Kok Hiicresi

Geleneksel kanser gelisim modeli, tiimorlerin, normal hiicreleri etkileyen cevresel
faktorlerden ve / veya genetik instabiliteden kaynaklanan sirali mutasyon serisinden
meydana geldigini 6nermektedir. Bu modele gore, bir¢ok kanser hiicresinin tiimorojenik
potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir. Daha sonra tiimor olusumuna neden olacak

ilk mutasyonun gelisimi i¢in gerekli olan uzun siireli donem, geleneksel kanser gelisim
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modeli i¢in biiyikk bir engeldir. Tumorlerin ortaya ¢ikti§i  birgok dokuda
(gastrointestinal sistem, epitel, deri, kan vb.), olgun hiicrelerin kisa bir 6mrii vardir ve
tiimor gelisimi icin gereken birden fazla mutasyonu biriktirmek i¢in sinirhi bir firsata
sahiptirler (Reya ve ark. 2001, Tu ve ark. 2002). Bu nedenle, gerekli mutasyonlari
biriktiren tek bir hiicrenin olusma ihtimali azdir. Bu duruma Onerilen alternatif
aciklama, tiimdr olusumunun kok hiicre modelidir. Bu agiklamaya gore tiimorler, uzun
Omiirlii doku kok hiicrelerinin veya Oncii hiicrelerin, normalde siki bir sekilde
denetlenen kendini yenileme siirecinin diizenleme mekanizmalarinda meydana gelen
hatalar sonucu, kanser kok hiicrelerine doniisiimleri ile ortaya ¢ikar (Lobo ve ark. 2007
Passegue ve ark. 2003, Reya ve ark. 2001). Kanser kok hiicreleri, kok hiicrelerin kendi
kendini yenileme ve farklilasabilme Ozelliklerine sahip olup tiimor hiicrelerinin bir alt
popiilasyonudur (Sell 2004). Normal kok hiicreler ve kanser kok hiicreleri arasindaki
benzer ozellikler kendini yenileme ve farklilsabilme ile sinirli degildir. Uzun yasam
omrii, uzun telomerler- yiiksek telomeraz aktivitesi, ABC (ATP Baglayan Kaset) tasima
sisteminin asirt sentezi, sitostatiklere (hiicre cogalmasini 6nleyen kimyasal maddeler)
kars1 direng, apoptosize direng, OCT4 gen ifadesi kok hiicreler ve kanser kok hiicreleri

arasindaki diger benzer 6zellikler arasinda sayilabilir (Soltanian ve Matin 2011).

2.5. Uyarilms Pluripotent Kok Hiicre

Somatik hiicrelerin, niikleer igerikleri oositlere aktarilarak (Wilmut ve ark. 1997) ya da
embriyonik hiicrelerle fiizyonu ile (Cowan ve ark. 2005, Tada ve ark. 2001) yeniden
programlanabilir olduklar1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Buradan ¢ikarilan sonug
dollenmemis yumurtalar ve embriyonik kok hiicreler somatik hiicrelere totipotensi veya
pluripotensi ozellikleri kazandirabilecek faktorler icerirler. Bu faktorler, kok hiicre
kimliginin korunmasinda Onemli rol oynamanin yani sira somatik hiicrelerde

pluripotensinin indiiklenmesinde de merkezi rol oynarlar.

OCT3/4 (Nichols ve ark. 1998, Niwa ve ark. 2000), SOX2 (Avilion ve ark. 2003) ve
NANOG (Chambers ve ark. 2003)’unda yer aldigi bazi transkripsiyon faktorleri hem

erken embriyolarda hem de EKH’lerde pluripotensinin idame ettirilmesinde gorev
alirlar. STAT3 (Matsuda ve ark. 1999), E-RAS (Takahashi ve ark. 2003), c-MYC
(Cartwright ve ark. 2005) KLF4 (Li ve ark. 2005) ve Beta—catenin (Kielman ve ark.
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2002) gibi bircok genin tiimdrlerde siklikla ifadelerinin artigi, EKH fenotipinin uzun
stireli korunmasina ve EKH’lerin in vitroda hizli ¢ogalmasia katkida bulunduklari
gosterilmistir. Yamanaka ve arkadaglar tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢calismada
bu faktorler ve bunlara ek olarak embriyonik kok hiicrelerde spesifik olarak ifade edilen
diger bir ¢ok gen belirlenmistir. Bu ¢alismada somatik hiicrelerde (fare fibroblastlar)
pluripotensiyi indiikleyen faktorler icin aday olarak 24 gen seg¢ilmistir. Bu ¢alismanin
hipotezi bu tiir faktorlerin ayn1 zamanda EKH kimliginin siirdiirtilmesinde énemli rol
oynamalarina dayanmaktadir. Yeniden programlamanin gergeklesip gergeklesmedigini
smnamak icin bir test metodu gelistirilmistir. Bu metoda gore pluripotensilige ulasan
fibroblast hiicreleri ayn1 zamanda G418 (genecitin) isimli antibiyotige de direncli
olacaktir. Bunu saglamak amaciyla, Fbx15 geni secilmistir. Bu gen fare embriyonik kok
hiicrelerde ve erken embriyolarda 6zellikle eksprese edilmesine ragmen fare gelisimi ve
pluripotensinin korunmasi i¢in elzem degildir. Homolog rekombinasyon (Tokuzawa ve
ark. 2003) ile fare Fbx15 geni igine bgeo (b-galactosidase ve neomycin direng
genlerinin fiizyonu) kaseti insort edilmistir. Fbx15bgeo/bgeo embriyolardan elde
edilmis fare embriyonik fibroblastlar igine 24 aday genin herbiri retroviral
transdiiksiyon ile iceri sokulmustur (Sekil 2.3). G418 bulunan embriyonik kok hiicre

ortam1 i¢inde kiiltiire edilmislerdir.

Fbx15 locus Fbx15 locus
Retroviral Transdiiksiyon
G418 Seimi

v
5'LTR 3'LTR

Sekil 2.3. Aday faktorleri test etmek icin gelistirilen metod (Takahashi ve Yamanaka
2006)

Bu deneyin sonunda, tek faktorlii ilag direncli koloniler elde edilememistir. Bu da

Fbx15 lokusunu etkinlestirmek i¢in tek bir aday genin yeterli olmadigin1 gostermistir.

12



24 aday genin birlikte transdiiksiiyonunu takiben direngli koloniler elde edilmistir. Bu
asamadan sonra deneye 24 genden bir eksilterek devam edilmistir. Boylece 23 genlik 24
farkl1 kombinasyon retroviral transdiiksiyonla olusturulmustur. Bu sayede hangi
genlerin ¢ikarilmasinin koloni olusmamasina yol agtig1 saptanmustir. Faktorler 10 adet
gene indirgemis ve daha sonra ayni yontem kullanarak bu 10 adet genden 4 genin ¢ok
onemli oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu dort kokliliik faktorleri: OCT3/4, SOX2, KLF4
c-MYC olarak belirlenmistir.

Dort genin kombinasyonu 10 genli havuzla benzer gozlenen bir dizi G418 direngli
koloniler tiretmistir (Sekil 2.4). Bu 4 faktoriin 2’li kombinasyonlarinda hi¢ koloniye
rastlanmaz iken, 3’lii kombinasyonlarda ya OCT3/4 ya da KLF4 kaldirildiginda G418
direngli koloniler olusmamistir. SOX2’nin ¢ikarilmas: yalnizca birkag G418 direngli
koloniyle sonuglanmistir. Doérdiincti faktor ¢-MYC ¢ikarildiginda, G418 direngli
koloniler ortaya ¢ikmistir. Lakin bu koloniler daha diiz ve EKH benzeri olmayan bir
morfoloji sergilemislerdir. Bu veriler gostermistir ki OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC bu
4 transkripsiyon faktoriiniin girisi ile fibroblast kiiltiiriinden iPSC (indiiklenmis
pluripotent kok hiicre) indiiklenebilmektedir (Takahashi ve Yamanaka 2006).

200

2 :
1 o , X
- > N
£ 100 0= 53
= OXnNO
] I
0 4
.. 3 faktor 2 faktor 10 faktor
faktor

Sekil 2.4. G418'e direngli kolonilerin olusumu iizerine dort, {i¢ ve iki faktor
havuzlarinin transdiiksiyonunun etkisi (Takahashi ve Yamanaka 2006)

Ayn1 metod optimize edilerek, 36 yasindaki disi ve 69 yasindaki erkekten alinan
fibroblast hiicrelerden, belirlenmis olan bu 4 faktorle indiiklenmis pluripotent kok

hiicreler elde edilmistir (Takahashi ve ark. 2007).
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2.6. Uyarilmus Kanser Kok Hiicresi

Kanser kok hiicrelerinin terapotiklere yiiksek oranda direnglilik ve niiks etme gibi
karakterleri ve davraniglar1 nedeni ile ¢esitli kanserlerde hastalarin kotii prognozundan
sorumlu olduklar1 6ne siiriilmistiir (Reya ve ark. 2001, Visvader ve Lindeman 2008).
Kanser kok hiicrelerini hedefleyen yeni tedaviler belirlemek, kanser kok hiicrelerinde
kokliiliikk edinimi altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in dnemlidir.
Ancak, bunlar hala belirsizdir, ¢iinkii kanser kok hiicreleri kanser dokusunda nadir
bulunan bir hiicre popiilasyonudur ve kanser kok hiicrelerinin azlig1 onlari toplamay1 ve
tanimlamay1 zorlastirir. Bu nedenle kanser hiicrelerinden in vitro kanser kok
hiicrelerinin tiretilmesi ve onlarin karakterlerinin arastirilmasi bu problemin iistesinden

gelmek igin yararh bir yontem olarak kabul edilmektedir (Oshima ve ark. 2014).

Kokliligiin  kazanilmasi ile ilgili olarak, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin
tiretiminde, sadece 3 ya da 4 transkripsiyon faktoriiniin (OCT3/4, SOX2, KLF4, c-
MY C) ektopik ekspresyonunun embriyonik kiiltiir kosullar1 altinda, somatik hiicrelerde
embriyonik kok hiicre 0Ozellikleri indiikleyebildigi gosterilmistir (Takahashi ve
Yamanaka 2006, Takahashi ve ark. 2007) Bu genler somatik hiicrelerde kiiltiir
kosullaria bagli olarak kokliliiglin ¢esitli tiplerini indiikleyebilme yetenegine sahiptir.
Bu noktadan yola ¢ikarak 2014 yilinda bir gurup arastirmaci kanser hiicrelerinde bu
genlerin kanser kok hiicre oOzelliklerini uyarabilecekleri iizerine bir hipotez
kurmuslardir. Mevcut ¢alismada OCT3/4, SOX2 ve KLF4 genleri evebeyn hiicrelerin
kiltir kosullar1 altinda insan kolon kanser hiicrelerinin igine retroviral yol ile

aktarilmistir.

Ug faktor ile transdiize edilmis kolon kanser hiicreleri; kiire olusumu, kemorezistans
tiimore neden olma ve markdr gen ekspresyonu acisindan belirgin dlgiide artmis kanser
kok hiicre ozellikleri gostermislerdir. Faktorler ile indiiklenmis bu hiicreler, kanser
hiicrelerinin bir alt kiimesi olan kanser kok hiicrelere benzer 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle, indiiklenmis kanser kok hiicreler olarak tanimlanmislardir (Oshima ve ark.

2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bakteri Kiiltiiri

3.1.1. Plazmid vektorii

Kanser hiicrelerine kokliiliik genlerini aktarmak i¢in ¢alismada kullanilan pEP4 E02S
EM2K plazmidi (Sekil 3.1) Addgene firmasindan ticari olarak elde edildi.
Plazmid transfeksiyonunun kontrolii i¢in memeli hiicrelerinde yiliksek diizeyde yesil

floresan protein ifade eden pEGFP-N1 plazmidi (Sekil 3.2) kullanildi.

PEFx Spel (1219)

PEP4EO2SEM2K
16680bp

—~ 5 sall (4371)

X \

< Bglll (4461)
Prag
&

< Xbal (5861)
s

Spel (10700)
EcoRV (10378)
Bglll (5900)

EcoRl (5920)

BamHI (9380) Notl (7282)

EcoRI (7915)

EcoRV (6078)
Sphi (9027)

Sekil 3.1. Kokliiliik genlerini (Oct4, Sox2, c-Myc, Kl1f4) igeren plazmid haritasi
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Sekil 3.2. Plazmid pEGFP-N1 haritasi
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3.1.2. Bakteri kiiltiiriinde kullanilan maddeler ve cihazlar

Calismalar siiresince kullanilan maddeler Cizelge 3.1°de sarf malzemeler ve cihazlar

Cizelge 3.2’de ayrintili olarak belirtildi.

Cizelge 3.1. Calismalar sirasinda kullanilan maddelerin listesi

MADDE MARKA
pEP4 E02S EM2K plazmid Addgene
PEGFP-N1 plazmid Clontech
LB broth Fluka
LB agar Sigma
Ampisilin LLE ULUGAY
Plasmid Plus Midi Kit Qiagen
Agaroz Sigma
DNA Jel Loading Dye (6 X) Thermo Scientific
Redsafe Biotlerggr?glogy
Markor DNA Fermentas

Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler ve cihazlarin listesi

CIHAZLAR ve SARF MALZEMELER MARKA
Steril Petri Kab1 Corning
15 ve 50 ml Falkon Tiip Corning
Mikro Tiip Eppendorf
Kriyo Tiip Greiner Bio-One
Otoklav Aesculap
Inkiibator Heraeus
Saf su cihaz Thermo Scientific
Calkalayic1 Boeco
Inverted Mikroskop Olympus
-86°C Derin Dondurucu Revco Ultima I
Hassas Terazi Sartorius TE 214S
Santrifiij Eppendorf

NanoDrop 1000

Thermo Scientific
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3.1.3. Luria broth (LB) besiyeri hazirlanmasi

1 litre biiylime ortami hazirlamak i¢in 25 g (Fluka L3152) toz LB broth tartildi1 ve 800
ml saf su igerisinde ¢oziildii. Hacmi saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Kapag1 yarim

acik kalacak sekilde otoklav band1 yapistirilarak otoklavda sterilize edildi.

3.1.4. LB-Agar hazirlanmasi

1 1t LB agar icin 35 g (sigma L2897-2506) toz agar tartildi 800 ml igerisine eklendi,
lyice ¢oziildiikten sonra hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Kapag1 yarim agik

kalacak sekilde otoklav band1 yapistirilarak otoklavda sterilize edildi.

3.1.5. Antibiyotik ekleme

Otoklav ile sterilizasyon isleminden sonra LB agar sisesi oda sicakliginda bekletildi. LB
agar sisesinin sicaklig1 yaklasik 48°C oldugunda, antibiyotikli LB agar biiyiime ortami
hazirlamak i¢in 1 ml LB ortam basina 1 pul 100mg/ml ampisilin eklendi. Akabinde steril
kabin igerisinde petrilere ince bir tabaka olusturacak sekilde yaklasik 20 ml paylastirildi
ve katilagsmas1 beklendi. Besi yeri katilastiktan sonra petrilerin etiketlemesi yapildi ve
ters ¢evirilerek plastik torba i¢inde +4°C’ de saklandi. Otoklavlanmis LB sisesine (1 1t)
Iml ortam bag1 1 ul 100 mg/ml ampisilin eklendi.

3.1.6. Bakterilerin -80 °C’den ¢ikarilmasi ve canlandirilmasi

Kryo tiip igerisinde bulunan E. coli Top10 (invitrogen, C4040-10) bakteriler -86°C’den
buz iizerine alinip donmus kisimdan, steril igne ucu ile iist tabakadan ufak bir parca
alindi. Alinan bu parc¢a iginde 5 ml LB broth (antibiyotiksiz) bulunan 15 m!’lik falkon
icinde 37°C’de calkalayici lizerinde inkiibe edildi. Bu siispanse bakterilerden bir kismi1
LB agarli petrilere ekilirken bir kismida daha sonra tekrar kullanilmak {izere stok

yapildi.

Inkiibasyondan sonra ates ile sterlize edilmis 6ze yardimi ile LB agarli petri kaplart
tizerinde ¢izgi kiiltlir yontemi uygulanarak, bakterilerin tek koloni verecek sekilde

dagitilmasi saglandi.
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3.1.7. Gliserol stok hazirlanmasi

Bir gece once inkiibasyona birakilmig bakteri kiiltiiriinden 0,4 ml alinarak kryo tiip
icerisine kondu. Uzerine saf su ile seyreltilmis ve filtreden gegirilmis % 60’11k gliserol
sollisyonu eklendi ve -86°C’ye kaldirildi. -86°C’de saklama siiresinin 4 ila 6 ayi

gecmemesi uygundur.

3.1.8. Overnight bakteri kiiltiirii

LB agar petri kaptaki E. coli bakteri kiiltiiriinden oze ile tek koloni almip 5 ml
antibiyotiksiz LB broth besiyeri i¢ine ekim yapildi ve 37°C’de bir gece boyunca (16

saat) ¢alkalayici inkiibator tizerinde inkiibe edildi.
3.1.9. Overnight bakteri kiiltiiriinden iki saatlik kiiltiiriin eldesi

Transformasyon islemi (plazmidlerin bakteri igine aktarilmasi) i¢in en uygun zaman
bakterilerin logaritmik bliylime fazina girdikleri zamandir. Bu logaritmik fazi
yakalamak i¢in 2 saatlik bakteri kiiltlirii yapildi. Gecelik (16 saat) inkiibe edilen bakteri
siispansyonundan bir damla alinip 3 ml antibiyotiksiz LB besiyeri ortamina aktarildu.
Bakteriler 37°C’de 2 saat calkalayic1 inkiibator iizerinde inkiibe edildi. Iki saat sonunda
bakteri slispansyonunun 600 nm dalga boyun absorbans1 0,6 olmas1 beklendi (optical

density, OD600 = 0,6) ve inkiibasyon sonlandirildi.
3.1.10. Kompetent bakterilerin elde edilmesi

Bakterilerin plazmid DNA’sim1 iclerine alabilmeleri i¢in kompetent (uyumlu) hale
getirilmeleri gerekmektedir. Kompetent hiicreleri elde etmek icin 1s1 soku ya da CaCl,
yontemi kullanildi.

Kompetent hiicrelerin eldesi i¢in;

1. 2 saatlik bakteri kiiltiiriinden 100 pl alinip buz iizerinde 1.5 ml’lik steril ependorfa
aktarildi.

2. Buz tizerinde 10 dk bekletildi.

3. 5 dk, 7°C’de 2000-2500 rpm’de santrifiij edildi.
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4. Siipernatant kisim atildi ve bakteri pellet tizerine 200 pl soguk 0.1 M CaCl, eklendi
ve hafifce pipetlendi.

5. 10 dk buz iizerinde beklettikten sonra 2500 rpm’de 5 dk 7°C’de santrifiyj edilip
stipernatant atild1.

6. Bakteri pelletine 50 pl soguk 0.1 M CaCl; eklenip yavasga pipetlendi.

7. Distile su i¢inde ¢ozlilmiis plazmidten 1 pl bakterilere verilip parmak ile birkag kere
yavase¢a vuruldu.

8. Buz lizerinde 30 dk bekletip 42°C’de 1 dk 1s1 soku verildi.

9. 2 dk buz iizerinde bekletip ardindan 1 dk oda sicakliginda birakildi.

10. Hiicrelere 100 ul antibiyotiksiz LB ekleyip yavas¢a vuruldu ve 1 saat 37°C’de
calkalayici inkiibator i¢inde inkiibe edildi.

11. Bakterilerin ampisilinli LB agar iizerinde ekim yapildi ve petriler 1 saat oda
sicakliginda birakildi (Sekil 3.3) daha sonra ters dondiiriilerek 37°C’de 16-24 saat
inkiibe edildi.

Sekil 3.3. Bakterilerin ampisilinli LB agar {izerine ekilmesi

3.1.11. Plazmid izolasyonu

Antibiyotikli ortamda yasayabilen plazmidli bakteri kolonilerinden 1 tanesi pipet ucuyla
alinarak LB broth (ampisilinli) igceren steril erlenlerin i¢ine atilip 37°C’de calkalayict

inkiibatorde 1 gece inkiibe edildi (Sekil 3.4).

Inkiibasyon sonras1 falkondan 1 ml alarak LB agarli (ampisilinli) petriye ekildi. Bir
gece 37°C’de inkiibe edildikten sonra etrafi parafinlenerek +4 °C’ye kaldirildi.
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Sekil 3.4. Erlenlerin icerisinde plazmidli bakterilerin yetistirilmesi

Geri kalan plazmidli bakteri soliisyonundan QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit (oda
sicakliginda 24 aya kadar saklanabililir) kullanilarak plazmid izolasyonu yapildi.

Kit protokoliine izlenerek yontem optimize edildi.

[zolasyon ncesi hazirlik:

RNAaz A soliisyonunu P1 tamponuna eklenip, karistirildi (2-8°C’de saklanmalidir).
LyseBlue reaktifini P1 tamponuna 1:1000 oraninda eklendi.

PE tamponuna kullanmadan 6nce etanol (96-100%) eklendi.

Plasmid izolasyonu:

1. 8000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiirtildii.

2. Hiicrelere 4 ml Resuspension/Rnase A soliisyonundan ekleyip hiicrelerin tamamen
¢Oziilene kadar vortekslendi.

3. 4 ml lysis soliisyonundan ekleyip 6-8 kere alt-iist ettikten sonra 5 dk oda sicakliginda
bekletildi (Sekil 3.5 A).

5. 4 ml soguk Neutralizasyon soliisyonundan eklendi ve 6 kere alt-iist edildi.

6. 3 ml Binding Soliisyonundan eklenip 2 kere alt-iist edildi.

7. Stispansyonun tiimii enjektore bosaltip 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Bu asamada
proteinler enjektoriin list kisminda toplandi (Sekil 3.5 B).

8. Enjektorii basarak icindeki sivi filterden gegirildi ve proteinler filtrenin arkasinda
toplandi (Sekil 3.5 C). Sivi kolona aktarildi.

9. Temizlenmis lizata 2 ml Tampon BB eklendi.

10. Lizat QIAvac 21 Plus iizerindeki QIAGEN plasmid plus spin kolonuna transfer
edildi.

11. 3000 xg’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisim atildi.
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12. Siitun 1 dk daha 3000 xg’de santrifiij edildi. Stipernatant kisim atild1.

13. Siitun iizerine 0.7 ml PE soliisyonu eklenip 3000 xg’de 2 dk santriflij edildi.
Stipernatant kisim atildi.

14. Siitun 1 dk daha bos 3000 xg’de santrifiij edildi.

15. Filtre temiz bir ependorfa alindi. Daha 6nce 37°C’ye 1sitilmig Elution Soliisyondan
1 ml filtreye eklendi.

16. Filtre 10 dk 37°C’de bekletildi ve daha sonra 3000 xg’de 2 dk santrifiij edildi.

17. Izole edilmis plazmidleri iceren siipernatant steril bir ependorfa alindi.

18. Plazmid konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometri (ND-1000) cihazi ile 6lgiildii.
19. Izole edilmis plazmidin biiyiikliigiinii karsilastirabilmek icin %1°lik agaroz jel

tizerinde yiirtitiildi.

Sekil 3.5. Plazmid izolasyon agamalar1

3.1.12. Plazmid DNA miktarinin spektrofotometrik yontemle belirlenmesi

Nanodrop spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda optik dansitenin okunmasi DNA
miktarini, 260 ve 280 nm dalga boyundaki okumalar ise DNA’nin safligin1 verir. Bu
oranin > 1,8 olmast DNA’nin safligin1 gosterir. Bu bulgulardan faydalanarak DNA

orneklerinin saflig1 kontrol edildi ve miktarlar1 saptandi.
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3.1.13. Agaroz jel elektroforezi ile izole edilmis plasmidin analizi

Kulannilan plazmidlerin biiyiikliigii géz Oniinde bulundurularak %1°lik agaroz jel
hazirlandi. 0.4 g agaroz tartilip erlen igerisine konulup 40 ml 1X TAE tamponu iizerine
eklendi. Agaroz TAE tampon igerisinde eriyene kadar mikrodalga firinda 1sitildi. Oda
sicakliginda biraz sogumasi beklendikten sonra 2 ul RedSafe ekledi. Eli yakmayacak
sicakliga gelen jel katilagmadan jel tablasina hava kabarcigi olusturmamak i¢in dikkatli
bir sekilde dokiildii. Donmasi i¢in +4°C’de 15-20 dk bekletildi. Jel elektroforez tankina
kondu ve iizeri ortiilene kadar jeli hazirlamak icin kullanilan TAE soliisyonu dokiildii.
Tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartildi. Parafilm tizerine 2 pl 6rnek ve 2 ul 6X DNA
loading dye eklendi, iyice pipetlenerek kuyucuklara dikkatli bir sekilde jeli delmeden
aktarildi. Ik kuyucuga baz uzunluklarmmin kiyaslanabilmesi ig¢in markér DNA

yiiklendi (3 pl). Kapagi kapatildi ve elektroferez yiiriitiildii. Yiriitilen jel UV 151k

kutusuna yerlestirildi ve fotografi ¢ekildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Elektroforez ile yiiriitiilen jelde plazmid biiyiikliigliniin goriintiilenmesi

3.2. Hiicre Kiltiirii

Bu ¢alismada kullanilan kronik miyeloid 16semi hiicre dizisi K-562 (Sekil 3.7 A) ve
KU812 (Sekil 3.7 B) uygun kiiltiir kosullar1 altinda ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin 6zellikleri
Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4 ‘de verilmistir. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda in vitro olarak
cogaltilabilmesi ve yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli besi ortami ve bilesenleri
500 ml RPMI 1640 igerisine %10 oraninda inaktif fetal sigir serum (FBS), %1 L-

Glutamin ve %1 penisilin-streptomisindir.
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Sekil 3.7. K562 (A) ve KU812 (B) hiicre hatlar1

Cizelge 3.3. K562 hiicre hatt1 6zellikleri

Biiyiime Ozellikleri: Siispansiyon
Organizma: Homo sapiens (insan)
Kaynak: Kemik iligi

Hiicre tipi: Belirtilmemis
Morfoloji Lenfoblast

Hastalhk: Kronik Myeloid 16semi
Tiimorojenik: Evet

Antijen Ekspresyonu: CD7 (%25)

Yas: 53

Cinsiyet: Kadn

Yorumlar: Philadelphia kromozomu pozitif

Cizelge 3.4. KU812 hiicre hatt1 6zellikleri

Biiyiime Ozellikleri: Siispansiyon
Organizma: Homo sapiens (insan)
Kaynak: Periferal kan

Hiicre tipi: Basofil

Morfoloji: Miyoblast

Hastahk: Kronik Myeloid 16semi
Tiimorojenik Belirtilmemis

Antijen Ekspresyonu: CD3

Yas: 38

Cinsiyet: Erkek
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Siispanse lireyen hiicre hatlarinin tiretimi - hiicrelerin in vitro yasamasi i¢in gerekli olan
in vivo fizyolojik kosullar1 saglamak amaciyla %95 nem ve %5 CO; iceren 37°C’de
sabitlenmis etiiv icerisinde 25 ve 75 cm?’lik kapaklarinda filtre bulunan flasklar

yardimiyla yapilmastir.

Deneyler sirasinda kullanilmayacak olan fazla hiicreler yaslanmalarmin engellenmesi
amaciyla dondurularak -86°C’ye kaldirilip, kullanilacagi zaman tekrar ¢6zme islemi

uygulanmustir.

Hiicrelerin test edilecek deneyler i¢in hazir hale gelip gelmedigi, canlilik ve
proliferasyonlarmin diizenli olarak takibi ve kontrolii ile anlagilmistir. Bu takip i¢in

inverted ve 1s1k mikroskoplar1 kullanilmistir.

Deney sonuclarmin dogrulugu ve giivenirliligi icin, hiicrelerin her tiirlii bakteri ve
mantar kontaminasyonuna karsi ortam degisimi, pasaj, dondurma ve ¢ézme islemleri

laminar akim kabininde ger¢eklestirilerek steril kosullar saglanmaistir.

3.2.1. Tez kapsaminda kullanilan ekipman ve maddeler

Tez siiresince, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda ve hiicrelerin test edilme asamalarinda

kullanilan ekipmanlar ve maddeler Cizelge 3.5’te ayrintilariyla gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Tez kapsaminda hiicre kiiltiirtinde kullanilan ekipman ve maddeler

MADDE, SARF MALZEME VE EKIPMAN

MARKA

K-562 Hiicre Hatti

ATCC (CCL-243)

KUS812 Hiicre Hatt1

ATCC (CRL-2099)

RPMI 1640

Biological industries

Human Leukemia Cancer Stem Cell Culture Complete

Growth Media With Serum and Antibiotics Celprogen
Opti-MEM Gibco
FBS Biological industries
L-Glutamin Biological industries

Penisilin-Streptomisin

Biological industries

Tripsin

Biological Industries

Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma
Tripan Mavisi Boyasi Sigma
DNAse/ RNAse Free Su Fermentas
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent Thermo Scientific
RNeasy Mini Kit Qiagen
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit Roche Diagnostics
Pipetman seti (0,1-1000 ul) Eppendorf
Kriyo Tiip Greiner Bio-One
15 ve 50 ml falkon tiip Corning
25 ve 75 em? flask Corning
Insan Losemi Kanser Kok Hiicre Ekstraseliiler Matriks Celprogen
kaph 6' I ve 96' I mikroplak
Extra-Cellular Matrix Pre-Coated T25 ve T75 Flasks Celprogen
Neubauer Lam Assistant

COy’li incubator

Thermo Electron

Laminar Akim Kabini

Biological Safety

-86°C Derin Dondurucu

Revco Ultima 1l

Santrifiij

Thermo Scientific

Isik Mikroskobu

Olympus-CH30

Inverted mikroskop

Olympus-CKX41

Floresan Mikroskop

Olympus-BX51

ZOE Floresan Goriintiileyici Mikroskop

Biorad

Real-Time Online PCR LightCycler 480 Instrument Il

Roche
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3.2.2. Hiicre canhhik testi

Kiiltiire edilen hiicrelerin canliliklarin1 ve sayilarimi takip etmek amaciyla, 50 pl
siispanse hiicrelere 50 pl Tripan mavi boyasi karistirilarak, 4x4’liik karelerden olusan
Neubayer lamina aktarilmistir (Sekil 3.8). Isik mikroskobu altinda 4x4' liikk karelerden
olusmus 4 alan sayilarak hiicrelerin canlilik yiizdesi ve sayisi saptanmistir. Sayilan 4
alanda membran biitiinl{igii bozulan 6lii hiicreler boyay i¢lerine aldiklari igin mavi canli
hiicreler ise boyayi i¢ine almayarak parlak goriilmiislerdir. Bu alanlarda ki canli hiicre
toplammin ortalamasi almip diliisyon faktorii ve 2x10% ile ¢arpilmis ve bdylece ml
basimma diisen canli hiicre sayis1 saptanmistir. Aymi islem Olii hiicreler icin de
gerceklestirildiginde, ml basina diisen o6lii hiicre sayis1 belirlenmistir. Hiicre canlilig1 ise

toplam hiicre sayisinin canli hiicrelere yiizde olarak oranlanmasiyla belirlenmistir.

0%mm O mm

Sekil 3.8. Neubayer lam1
3.2.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Siispanse olarak ¢ogalan hiicrelerin ml basi sayis1 10°- 10° araliginda sabit tutulacak
sekilde c¢ogalma hizi sayim yapilarak denetlendi ve bu aralik asildiginda hiicreler
pasajlandi. Ortamin renginde meydana gelen degisiklikler gozetilerek 2 giinde bir
diizenli olarak ortam degisimleri yapildi. Gerek pasajlama gerekse ortam degisikligi
yapilirken hiicreler 15 ml’lik falkonlara aktarilip, hiicrelerin pellet halinde falkonun
dibine ¢okmeleri i¢in 1200 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatantin uzaklastirilmasinin
ardindan, hiicre pelletinin tekrar siispanse olabilmesi i¢in {izerine az miktar besi ortami

eklendi ve iyice pipetlenerek taze besi ortami iceren yeni flasklara aktarildi.
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3.2.4. Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicrelerin yaslanmalarin1  Onlemek amaciyla, deneylerde kullanilmacayak fazla
hiicreler ihtiya¢ halinde tekrar kullanmak i¢in dondurularak saklandi. Fazla hiicreler 15
ml’ lik falkonlara alinip, 1200 rpm’de 5 dk santrifiijjlendi. Siipernatant uzaklastirildi,
hiicre pelleti tekrar siispanse edilerek iizerine buz lizerinde hazirlanan ve bekletilen 1: 9
oraninda DMSO:FBS igeren karisimdan 800 pl eklendi. Isleme baslamadan &nce
etiketlenip buz iizerine konmus kriyotiiplere buz lizerinden hi¢ kaldirilmadan resiispanse

aktarilip, hemen -86°C’ye kaldirildu.

3.2.5. Dondurulmus hiicre hatlarinin ¢oziilmesi

Kriyo tiipler muhafaza edildikleri -86°C’den alinip, DMSO’ nun toksik etkisini en aza
indirmek amaciyla kriyo tiip igerisine serumsuz besi ortami bulunan 15 ml falkon
icerisinden 1ml eklenerek hizlica pipetlendi. Resiispanse, icerisinde serumsuz besi
ortami1 bulunan falkona aktarilip 1200 rpm’de 10 dk santrifuj edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. Pelet iizerine serumsuz besiyeri eklenerek tekrar siispanse yapildi. 1200
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve ¢dken hiicrelere 10 ml
besiyeri eklenerek 25 cm?lik flasklara ekildi. Hiicreler, 37°C, % 95 nem ve % 5 CO,

iceren inkiibatore kaldirilarak, ¢ogalmaya birakildi.

3.2.6. Plazmid transfeksiyonu

E.coli Topl0 hiicreleri i¢inde (ampisilinli ortamda) cogaltildiktan sonra izole edilen
pEP4 E02S EM2K plazmidi (koklilik genlerini hiicrelere aktarmak amaciyla
kullanild1.) ve pEGFP-N1 plazmidi (Lipofectamin yontenminin ¢alisip ¢aligmadigini
kontrol etmek amaciyla kullanildi.) Lipofectamin Kiti kullanilararak, kiiltiire edilmis
KUB812 ve K-562 hiicre hatlarina transfekte edildi.

Optimize edilen ransfeksiyon kit protokoliine gore:

1) Steril 1.5 ml’lik 8 ependorf laminar flow igerisinde etiketlendi.

2) 8 ependorf igerisine 250 ul Opti-MEM eklendi.

3) Igerisinde Opti-MEM bulunan dért ependorf icerisine 2.5 ng plasmid DNA’s1

eklendi.
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4) 2.5 pl Plus-Reagent (plasmid DNA: Reagent Orani 1:1) eklenerek dikkattli bir
sekilde bir iki defa pipetlendikten sonra 5-15 dk oda sicakliginda bekletildi.

5) Diger dort ependorf igine 6 ul Lipofactamin Reagent eklendi.

6) Oda sicakliginda bekletilen ilk 4 ependorf {izerine Lipofectamin+Opti-MEM
karigimi damla damla birakildi ve oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

7) Extra-Cellular Matrix kapli 6’lik platelere kuyucuk basi 100.000 hiicre ekildi.

8) Oda sicakliginda bekletilen karisim, hiicrelerin {lizerine damla damla eklenip, 6’lik
plateler CO; ‘li inkiibatore kaldirildi.

9) 72 saatlik inkiibasyonun ardindan, pEGFP-N1 plazmidi i¢eren hiicreler lipofectamin
yonteminin kontrolii i¢in Florasan hiicre goriintiileyici mikroskop ile goriintiilendi

(Sekil 3.9). Hiicrelerin morfolojik degisimleri inverted mikroskop ile takip edildi.

Sekil 3.9. Lipofectamin ile plazmidlerin hiicrelere verilmesi ve yontemin kontrolii

3.2.7. Total RNA izolasyonu

pEP4 E02S EM2K plazmitini igeren iki hiicre hattinda, kokliiliik genlerinin ifadesinde
meydana gelen degisiklikleri tespit edebilmek amaciyla sirasiyla total RNA izolasyonu

c-DNA izolasyonu ve RT-PCR yapildi. Total RNA izolasyonu i¢in RNeasy Plus Mini
Kit, standart protokolu ile birlikte uygulandi. Kit RNaz’lar1 inaktif hale getirip RNA’nin
izolasyonunu gergeklestirecek guanidinin tiyosiyanat’dan olusan monofazik bir tampon
ile hiicrelerin pargalanmasi ve total RNA’nin silica membran kolon vasitasiyla

saflagtirilmasi eylemine dayanmaktadir.
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Reaktiflerin hazirlanmasi:
1) 1ml RLT Plus tamponuna 10 pl -merkaptoetanol eklendi.
2) RPE Buffer absolii etanol ile 1:4 hacim oraninda diliie edildi.

Kit protokolii:

1) Platelerdeki hiicrelerden 2x10° hiicre sayilarak alinip santrifiij tiiplerine aktarildi.

2) 2500 rpm’de 5dk santrifiij yapildi.

3) Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pellet tizerine 350 pul RLT Plus Tamponu
eklenerek pipetlendi.

4) 350 pl %70’ lik etanoleklenerek iyice pipetlendi.

5) 700 pl karigim 2 ml’lik toplama tiipii igindeki minisipin kolonuna aktarildu.

6) 8000 g’de 15 sn santrifiij edildi.

7) Tip igindeki kisim uzaklastirildiktan sonra 700 ul RW1 soliisyonu eklendi.

8) 8000 g’de 15 sn santrifiij edildi. Tiip igindeki kisim uzaklastirildi.

9) 500 ul RPE tamponu kolona eklenerek 15 sn 8000 g’ de santrifiij edildi.

10) Tip igindeki kisim uzaklastirilarak 500 pl RPE tamponu kolona eklenerek 2 dk

8000 g’ de santrifiijlendi.

11) 1.5 ml’lik yeni bir ependorfa spin kolon yerlestirilerek 30 pul RNase icermeyen Su
tam membranin iizerine eklendi.

12) 1 dk 8000 g’ de santrifiijlendi.

13) Nanodropta 260 nm” de dalga boyunda pg/ml cinsinden konsantrosyonlart 6lgiiliip,

safliklar1 belirlendi.

3.2.8. c-DNA sentezi

Izole edilmis total RNA 6rnekleri c-DNA’ya doniistiiriiliirken Trancriptor High Fidelity
kit ve protokolu kullanilarak cDNA sentezleri iki asamada Cizelge 3.6 ve Czelge 3.7°de
gosterildigi gibi gergeklestirildi. RNaz ve DNaz icermeyen PCR tiiplerindeki total

revers transkriptaz reaksiyon hacmi 11,4 pl olarak belirlendi.

29



Cizelge 3.6. Komplementer DNA analizinin birinci basamagi

Reaktif Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA 6 ul 100-200 ng/ pl
Random Hexamer Primer: 5 1 ul 60 mM

6 1l
Su 2,4 ul
Son hacim 11,4 ul

65°C°de 10 dk inkiibasyona birakild.

Cizelge 3.7. c-DNA analizinin ikinci basamagi

Reaktif Hacim Son Konsantrasyon
Reaction Buffer 4 ul 1X (8Mm MgCI2)
Protector RNase Inhibitor 0.5 ul 20U
Deoxynucleotide Mix 2 ul 1 mM

DTT 1 ul 5mM

Reverse Transcriptase 1,1 ul 10U

Son Hacim 20 ul

55°C°de 30 dk inkiibasyondan sonra cDNA 6rnekleri -20 derece dolaba kaldirildi.

3.2.9. Telomeraz aktivasyonuna bakilmasi

Kronik miyeloid l6semi kanser hiicre hatlarinda, plasmid transfeksiyon sonrasi
telomeraz aktivasyonuna bakmak i¢in LightCycler TeloTAGGG htert Quantification
Kit kullanildi. Kit protokolii optimize edilerek LighCycler 480 Cihazina yerlestirildi

Hedef igin: 4 pl c-DNA 06rnegi
12 pul H0
2 ul hTERT Reaksiyon mix
2 ul hTERT Detection mix

Referans i¢in: 4 ul c-DNA 06rnegi
12 pul H0
2 ul hTERT Reaksiyon mix
2 ul PBGB Detection mix
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3.2.10. RT- PCR deneylerinin yapilmasi

LightCycler 480 cihaz1 diisiik kontaminasyon riski ve ¢ok sayida oOrnegi kantite

edebilme yetenegine sahip 96 ya da 384 kuyucuklu plaklar kullanilarak calisan kapali

bir sistemdir (Sekil 3.9 A). Bu tez ¢alismasinda 96 kuyucuklu plate sistemi kullanildi.

c-DNA orneklerinin ger¢ek-zamanli PCR i¢in hazirlanmasi:

Calismada kullanilan primerler (Cizelge 3.8) son konsantrasyon 5 pM/uL olucak sekilde

diliie edildi. Housekeeping i¢in insan GAPD primeri 1/4 prob ise 1/10 diliie edildi.

Kullanilan reaksiyon karigim:

1 wl ileri primer

1 pl geri primer

1 ul prob

2 ul Tagman enzim
2,5 ul H20

2,5 ul c-DNA

Sox2, KIf4 VE GAPD ig¢in reaksiyon karigimi ayr1 ayr1 hazirlanarak 96’lik plate i¢ine

aktarilip cihaza yerlestirildi. Reaksiyon karigiminin ¢aligabilmesi i¢in gerekli program

ayarlandi (Cizelge 3

9).

Cizelge 3.8. Kullanilan primerlerin baz dizileri

Sox2 Ileri primer AATGCCTTCATGGTGTGGTC
Sox2 Geri primer CGTCTCCGACAAAAGTTTCC
KI1f4 Tleri primer CTTCGGATTTCGCCTTCTC
KIf4 Geri primer CTTAGCCAGGTCCGAGGAT

Cizelge 3.9. PCR program protokolii

Dongii Sayisi Siire Sicaklik
1 10 dakika 95°C
40 10 saniye 95°C

1 dakika 60°C
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3.2.11. Hiicrelerin akis sitometrisi icin hazirlanmasi

Staining tampon hazirlama:

PBS + 0.5%-1 % BSA +NaN3
1 g BSA hassas teraziyle tartilip 100 ml PBS igerisine karistirilarak +4°C’ ye ¢oziinmesi
i¢in birakildi. 10%’luk NaN3z Hazirlandi.

Bloklama tampon i¢in:

5-10 % FBS iceren staining buffer hazirlandi. FBS filtreden gecirilerek eklendi.
Hiicrelerin hazirlanmasi:

1) Hiicreler PBS ile yikanip herbir antikor i¢in 500.000 hiicre sayildi.

2) Mikrotiiplerin igine 100 pl staining tampon eklendi ve belirlenmis sayida hiicreyle
birlikte 30 dk +4°C’de buz icinde bekletildi.

3) Her bir mikro tiipe 10 pl antikor eklendi sadecel mikrotiipe akis sitometrisinde kap1
alabilmek i¢in antibody eklenmedi.

4) Sallayici tizerinde 1 saat karanlikta buz iizerinde sallandi.

5) 1 ml staining tampon ile 2.500 rpm’de 5 dk yikandi.

6) Siipernatant atilarak 100 pl staining buffer eklendi.
7) iyice pipetlenerek akis sitometrisinde: CD44, CD45, CD31, CD34, CD90, CD105,
CD133 antikorlar1 analiz edildi.

Sekil 3.10. RT-PCR (A) ve Akis sitometrisi (B)
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3.2.12. immiin floresan goriintiileme icin hiicrelerin hazirlanmasi

Etil alkol ile steril edilmis lameleri 6’lik plate koyup lizerlerine 2 ml attachment faktor
ekleyerek 1 saat etiivde bekletildi. Bir saatin sonunda attachment faktor lamellerin
tizerlerinden ¢ekilerek 5 dk kurumaya birakildi. Hiicreler tripsin ile kaldirilip PBS ile
yikanarak lamellerin iizerine kuyucuk basi 1x10° hiicre gelicek sekilde dagitildi. Kok

hiicre ortami eklendikten sonra 1 gece yapismalari i¢in inkiibasyona birakildilar.

Bir gece inkiibasyondan sonra hiicreler PBS ile yikanarak %50 Aseton %50 Metil alkol
iceren soliisyonla 30 dk fikse hale getirilip gegirgenlik saglandi. PBS ile iki kez
yikandiktan sonra 1 ml PBS igerisine 100 pl antikor karanlikta eklenerek lamelleri iyice
kaplamasi saglandi. Bir saat karanlikta bekletildikten sonra antikorlar ¢ekilerek PBS ile
yikandi. Lameller kuyucuklardan dikkatlice kaldirildi. Lamlar iizerine 15 pl DAPI
(DNA boyasi) eklenerek lamaller dikkatlice lamlar {izerine kapatildi. Antikorlari

degerlendirmek i¢in hiicrelerin floresan mikroskobunda goriintiilemesi yapildi.

3.2.13. In vitro noronal farklilastirma

Matrijel kapli flasklara ekilen plazmidli K562 hiicre hatti1 monaleyer forma gegtikten
sonra farklilagtirma siirecine tabi tutuldu. Bu islem icin DMEM/F12 ortamina %10 FBS
%1 L-glutamin ve Streptomisin, 20 ng/ml bFGF, 20 ng/ml EGF eklenerek farklilastirma
besi ortami1 hazirlandi. K562 hiicre hatt1 2 hafta boyunca 2 giin arayla ortam degisikligi

yapilarak, bu besi ortamiyla muamele edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicrelerin Morfolojik Olarak Incelenmesi

Kronik miyeloid l6semi K562 ve KUS812 hiicre hatlarina kokliiliik genlerini igceren pEP4
E02S EM2K plazmid transfeksiyonu matrijel kapli platelerde gergeklestirilmistir.
Transfeksiyondan 3 giin sonra 2 giinde bir hiicrelerin ortam degisikligi ile beraber
morfolojileri gézlenmistir. Transfeksiyonun iiclincii haftasinda inverted mikroskop ile
cekilen fotograflarda yuvarlak morfolojilerini koruduklar1 ve siispanse karakterlerini

devam ettirdikleri kayitedilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Transfeksiyondan ii¢ hafta sonra K562 (A) ve KU812 (B)

Transfeksiyondan yaklasik 45 giin sonra silispanse hiicrelerde bir takim morfolojik
degisiklikler meydana gelmeye baglayarak yapiskan forma gectikleri gézlendi (Sekil 4.2
AB,C) ve Sekil 4.3 A,B).
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Sekil 4.2. Transfeksiyondan 45 giin sonra K562 hiicre hattinda morfolojik degisiklikler
A) 4X B) 4X C) 10X biiyiitmelerle inverted goriintiilemesi
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Sekil 4.3. Transfeksiyondan 45 giin sonra KU812 hiicre hattinda morfolojik degisimler
A) 4X, B) 10X biiyiitme

Transfeksiyondan yaklagik 90 giin sonra kolonilerin biiylimesiyle beraber heterojen bir
yapiya sahip olan K562 hiicre hattinda, ayni flaskin farkli bolgelerinde degisik
morfolojilerde hiicreler gézlendi (Sekil 4.4 A,B,C,D,E).

Transfeksiyondan yaklasik 90 giin sonra kolonilerin biiylimesiyle beraber bazofilik
kokenli KU812 hiicre hattinin mevcut morfolojilerini  koruduklar1 gozlendi (Sekil 4.5
A,B,C,D).

Farklilastirma siirecinin onddrdiincii glinlinde K562 morfolojik degisimleri Sekil 4.6’da

gosterilmistir. Farklilasan K562 hiicrelerinde néronal benzeri morfoloji sergiledikleri

gozlendi.

36



g 2y < s — X )% & - S
R ~ 2 7 L <o B S BN St -

Sekil 4.4. K562 hiicrelerinde ayn1 flaskta gozlenen hetorojen morfoloji A) 4X biiyiitme
flaskin alt kism1 B) 4X biiyiitme orta kisma yakin C) 4X ve D) 20X biiyiitme flaskin
ortast E) 4X biiylitme flaskin bas kismi1

37



Sekil 4.5. KU812 Hiicre hattinin tutarli morfolojisi A) 4X biiyiitme flaskin bas kism1
B) 10X biiylitme ve C) 20X biiyiitme flaskin orta kism1 D) 20X biiyiitme pasaj sonrasi
morfoloji
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Sekil 4.6. A) 4X B) 10X biiylitme farklilagtirilmig K562 morfolojik gériintiileme

4.2. Akis Sitometrisi Analizi

Koklilik genlerini tagiyan plazmidin transfeksiyonu ile hiicre ylizey proteinlerinde
meydana gelen degisiklikleri tespit etmek amaciyla, cesitli ylizey antikorlar
kullanilarak hiicreler akis sitometrisi analizi ile test edildi. Bu analiz, BD ACCURI C6
(BD Biosciences Pharmingen) akim sitometrisinde 2x10* hiicrenin saymmi ile

gerceklestirildi.

Pazmid verilmemis (P-) K562 ve KU812 hiicreleri kontrol grubu olarak kullanildi.
K562 hiicre hatt1 akis sitometri sonuglar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterildi.

CD31 antikoru i¢in K562 P- % 3,7, K562 P+ % 21,9

CD34 antikoru i¢in K562 P- % 0,1, K562 P+ % 0,2

CD44 antikoru i¢in K562 P- % 12,9, K562 P+ % 82,8

CD45 antikoru i¢in K562 P- % 8,7, K562 P+ % 16,8

CD90 antikoru i¢in K562 P- % 8,2, K562 P+ % 14,7

CD105 antikoru i¢in K562 P- % 4,3, K562 P+ % 50,2

CD133 antikoru i¢in K562 P- % 1,6, K562 P+ % 3,3 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.7. Plazmidsiz (P-) ve plazmidli (P+) K562 hiicre hati CD31, CD34, CD44
CD45 antikorlarin akis sitometri sonuglari
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Sekil 4.8. Plazmidsiz (P-) ve plazmidli (P+) K562 hiicre hatti CD90, CD105, CD133
antikorlarin akis sitometri sonuglari
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KUS812 hiicre hatt1 akis sitometri sonuglar1 Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterildi.
CD31 antikoru i¢in KU812 P- % 0,1, KU812 P+ % 20,2

CD34 antikoru i¢in KU812 P- % 0,1, KU812 P+ % 0,0

CD44 antikoru i¢in KU812 P- % 5,3, KU812 P+ % 98,9

CD45 antikoru i¢in KU812 P- % 0,2, KU812 P+ % 7,9

CD90 antikoru i¢in KU812 P- % 2,5, KU812 P+ % 14,4

CD105 antikoru i¢in KU812 P- % 2,5, KU812 P+ % 20,8

CD133 antikoru i¢in KU812 P- % 2,3, KU812 P+ % 4,3 olarak tespit edildi.
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Sekil 4.9. Plazmidsiz (P-) ve plazmidli (P+) KU812 hiicre hatt1 CD31, CD34, CD44

CD45 antikorlarin akis sitometri sonuglari
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Sekil 4.10. Plazmidsiz (P-) ve plazmidli (P+) KU812 hiicre hatt1 CD90, CD105, CD133
antikorlarin akis sitometri sonuglari
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4.3. immiin Floresan Sonuclar
4.3.1. KoKkliiliik antikorlar1 immiin floresan sonuclari

Akis sitometrisi ile test edilen kokliiliik markorlerinin sahip olduklar1 floresan 1s1ma

ozellikleri floresan mikroskobu kullanilarak test edildi.

Plazmid transfeksiyonundan sonra K562 hiicre hattinda CD44 ve CD105 antikorlari igin
yiiksek oranda pozitiflik saptanirken, CD31 ve CD45 antikorlarinda CD44 ve CD105
kadar yiiksek olmasada pozitiflik goriildii. CD133 antikoru i¢in olduk¢a az oranda
pozitiflik saptanirken, CD34 i¢in hig pozitif hiicre saptanamadi (Sekil 4.11).
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ANTIKORLAR DAPI BIRLESTIRME

Sekil 4.11. K562 hiicre hatt1 CD31, CD34, CD44, CD45, CD105, CD133 antikorlari
immiin floresan sonuglari
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Kokliiliik genlerini igceren plazmidin transfeksiyonunu takiben KU812 hiicre hatt1 igin
yapilan immiin floresan deneyinin sonucunda; CD44 ve CD133 antikorlari i¢in yiiksek
oranda pozitiflik saptanirken, CD31 ve CD105 i¢in daha az pozitif hiicre saptandi (Sekil
4.12).

ANTIKORLAR DAPI BIRLESTIRME

Sekil 4.12. KUS812 hiicre hatt1 CD31, CD44, CD105 ve CD133 immiin floresan

sonuglari



4.3.2. Farkhilagtirilmis hiicre hatti K562’nin immiin floresan sonuglari

Plazmid verilmis hiicre hatti K562 iki haftalik siire zarfi boyunca kok hiicre ortamina
basic Fibroblast Growth Factor (b0FGF) 20ng/ml eklenmesi ile matrijel kapli kok hiicre
flasklarinda 2 giin arayla ortam degisikligi yapilacak sekilde kiiltiire edildi.

Baslangicta siispanse forma sahip miyeloid kokenli K562 kanser hiicre hattinin, plasmid
transfeksiyonundan 45 giin sonra monalayer forma gectigi gdzlendi. 1ki hafta boyunca
farklilagtirma ortamiyla muamele sonunda, indiiklenmis pluripotent kok hiicre

formundan noéronal forma morfolojik gegis gozlendi.

Morfolojik degisimin ardindan hiicreler 6nce primer Neurofilament (ThermoScientific,
PA316721) Antikor, daha sonra Seconder Antikor (Goat anti Rabbit Alexafluor 594) ile
boyanip floresan goriintiilenmesi yapildi. Floresan goriintiileme sonuglart Sekil 4.13’de

gosterildi.
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ANTIKOR DAPI BIRLESTIRME

Sekil 4.13. A) 10X B) 20X biiyiitme noroflament antikor ile boyanan K562 néronal
farklilasma sonuglar1

4.1. RT- PCR Sonuglar:

4.4.1. Transfeksiyon sonrasi kokliiliik gen ifade degisimlerinin degerlendirilmesi

Secili hiicre hatlarina plazmid transfeksiyonunun 10. Giinlinde kokliiliikk genleri olan
SOX2 ve OCT4 genlerinin ifade diizeyleri gergek zamanli PCR ile degerlendirildi.

Testler sirasinda kontrol olarak plazmid verilmemis (P-) KU812 ve K562 hiicre hatlari
kullanildi. Ayrica transfeksiyondan yaklasik 4 ay sonra plazmidli (P+) KU812 ve K562
hiicre hatlarinin gen ifadelerine bakildi. Gen ekspresyon degisimlerinin AACT

yontemiyle analizi gerceklestirildi ( Cizelge 4.1 ).
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Plazmid verilisinin onuncu giliniinde KU812 hiicre hatt1 kontrol ile kiyaslandiginda;

SOX2 gen ifadesinde 7230 kat, OCT4 gen ifadesinde 1320 kat artis gozlendi.

Plazmid verilisinin onuncu giinlinde K562 hiicre hatt1 plazmidsiz (kontrol) K562 ile
kiyaslandiginda; SOX2 gen ifadesinde 92,4 kat, OCT4 gen ifadesinde 1,1 kat artis

gozlendi.

Yaklasik 4 ay sonra gen ifade diizeyleri kontrol edilen plazmidli KU812 ve K562 de
kayda deger bir diisiis gozlendi. KU812 i¢in OCT4 geninde 2,16 kat ve SOX2 geninde 1
kat artig gozlendi.

Farklilagsma siirecine tabi tutulmus K562 hiicre hatt1 i¢in 4 ay sonra gen ifade diizeyleri

SOX2 i¢in 0,18 kat, OCT4 i¢in 0,248 kat azalma gozlendi.

Kontrol amacli kullanilan plasmid transfeksiyonu yapilmamis K562 ve KU812 hiicre
hatlar1 i¢in yapilan ekspresyon deneylerinde OCT4 ve SOX2 ekspresyonu gozlendi. Bu
hiicre hatlarinin kanser hiicre hattt olmasi nedeniyle kokliiliikk genlerini diisiik diizeyde

bile olsa eksprese etmeleri beklenmekteydi.

Plasmid transfeksiyonuyla hiicrelere verilen kokliiliikk genleri zaten mevcut olan SOX2

ve OCT4 gen ekspresyonlarini kayda deger Olciide artirdigr gézlendi.
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Cizelge 4.1. Kokliiliik genleri SOX2 ve OCT4’{in ekspresyon sonuglari

GEN Cp AACT KAT DEGISiMi P
OCT4 K562 P+ 27,05 9,47E-02 2,48E-01 <0,001
OCT4 K562 P- 26,48 3,82E-01
OCT4 KU812 P+ 30,96 3,42E-02 2,16E+00 <0,001
OCT4 KU812 P- 32,07 1,58E-02
OCT4 10.giin KU812 20,23 2,10E+01 1,32E+03 <0,001
OCT4 10.giin K562 25,87 4,20E-01 1,10E+00 <0,001
SOX2 K562 P+ 33,96 7,88E-04 1,80E-01 <0,001
SOX2 K562 P- 32,93 4,36E-03
SOX2 KU812 P+ 35 2,08E-03 1,00E+00 >0,05
SOX2 KU812 P- 35 2,08E-03
SOX2 10.giin KU812 20,71 1,50E+01 7,23E+03 <0,001
SOX2 10.giin K562 25,93 4,03E-01 9,24E+01 <0,001
GAPD K562 P+ 23,65
GAPD K562 P- 25,09
GAPD KU812 P+ 26,09
GAPD KU812 P- 26,09
GAPD 10.giin KU812 24,62
GAPD 10.giin K562 24,62
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4.4.2. Telomeraz aktivasyonunun degerlendirilmesi

Plazmid transfeksiyonundan 4 ay sonra KUS812 ve farkhilastirilmis K562 hiicre
hatlarinda telomeraz aktivasyonuna Lightcycler TeloTAGGG Htert Quantification Kit
kullanilarak bakildi (Cizelge 4.2).

Hiicre hatlarinin hedef (H) ve referans (R) degerleri analiz edilerek, plazmitli (P+) hiicre
hatlar1 plazmidsiz (P-) hiicre hatlariyla kiyaslanarak telomeraz aktiviteleri belirledi.

Bu testin sonuglarmma gore KU812 plazmid verilmis hiicre hattinda dordiincii ayin
sonunda telomeraz aktivasyonunun plazmidsiz KU812 hiicre hattina gore 3,8 kat arttig
tespit edildi. Plasmid verilmis ve farklilastirilmis K562 hiicre hattinda telomeraz

aktivitesi, plazmid verilmemis K562 hiicre hattina oranla 15,3 kat azaldig: tespit edildi.

Cizelge 4.2. Telomeraz aktivasyon sonuglari

Hiicre Hatlar CP AACT KA'_I'. o P
DEGISIMI

Ku812 P+ H 21,05 544E-3 <0,001

KU812 P+ R 13,53 3,8

KuU812 p- H 28,10 1,43E-3 <0,001

Ku812 P- R 18,65

K562 P+ H 23,68 4,53E-4 <0,001
K562 P+ R 12.57 -15,3
K562 P- H 19,58 6,95E-3 <0,001

K562 P- R 12,41
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5. TARTISMA VE SONUC

Embriyonik kok hiicreler gerek kendilerini yenileme ozellikleri gerekse 200°den fazla
viicut hiicresine farklilagabilme yetenekleriyle, ¢agimizda Sliimle sonuglanan birgok

hastalik ¢esidinde olduk¢a basarili bir tedavi araci olarak kullanilmaktdirlar.

Kemik iliginden ve kordon kanindan elde edilen kok hiicreler 16semi, lenfoma ve
multiple miyelom tedavisi i¢in basariyla kullanilmaktadir. Memeli blastosistinin ig¢
hiicre kitlesinden tiiretilen EKH’ler, pluripotensiyi korurken sonsuz biiyime ve her ii¢
germ tabakasinin hiicrelerine farklilasma yetenegine sahiptir (Evans ve Kaufman 1981).
Insan EKH’leri Parkinson hastaligi, diyabet, omurilik hasar1 gibi bir dizi hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilir (Thomson ve ark. 1998). Iskemik kalp hastaligi, omurilik
lezyonlari, kaynamayan kemikler, Huntington hastalig1 ve Tipl diyabetin tedavisi i¢in
fetal doku ve otolog kok hiicreyle ilgili klinik denemeler elde edilmis veya devam
etmektedir (Tuch 2006). Ancak, hastalarda nakil sonras: doku reddi probleminin yani
sira insan embriyolarinin kullanimiyla ilgili etik zorluklar vardir. Bu sorunlari agmanin
bir yolu hastalarin kendi hiicrelerinden dogrudan pluripotent hiiclerin tiretilmesidir

(Takahashi ve Yamanaka 2006).

Arastirmacilar tarafindan 2006 ve 2007 yilinda yapilan iPSC ¢aligmalarinda somatik
fibroblast hiicrelerinde, tanimlanan 4 kokliiliik faktorii OCT4, SOX2, KLF4 ve c-MYC
kullanilarak pluripotensi benzeri 6zellikler indiiklenebilmistir. Ancak kokliiliik genleri
olarak tanimlanan KLF4 ve c-MYC tiimorojenik kabiliyette genlerdir. Arastirmacilar
taniml1 4 faktorii retroviral yol ile hiicrelere aktarmislardir. Pluripotensi ozellikleri
indliklenmis hiicreler, farelere doku alti mikro enjeksiyon yoluyla aktarilmigtir.
Aktarilan hiicrelerin kayda deger bir kism1 tiimor olusumuna yol aginca arastirmacilar
nedenlerini, retroviriislerin genomda timor riskini artirmis olabilecegine ya da
baslibasina tiimordjenik genlerin ekspresyon artisinin kok hiicre 6zelliklerinin yaninda

kanserlesmeye sebep olmalarina baglamislardir (Takahashi ark. 2007).

Kanser hastalarinin kotii progronozundan KKH’lerin sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

Kanser kok hiicrelerini hedef alan yeni tedaviler belirlemek, kanser kok hiicrelerinde
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kokliilik edinimi altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in onemlidir.
Ancak, kanser kok hiicreleri kanser dokusunda nadir bulunan bir hiicre popiilasyondur
ve kanser kok hiicrelerinin azlig1 onlar1 toplamay1 ve tanimlamay1 zorlagtirmaktadir. Bu
sorunun ¢6ziimi i¢in 2014 yilinda bir grup arastirmaci, Yamanaka ve arkadaslar
tarafindan tanimlanan kokliilik genlerini kullanarak kolon kanser hiicrelerinden kanser
kok hiicreleri retroviral transfeksiyonla elde etmeyi basarmislardir (Oshima ve ark.
2014).

Bu tez calismasinda kanser kok hiicre modeli olarak uyarilmis kanser kok hiicrelerin
elde edilmesi amaclanmistir. Uyarilmis pluripotent kok hiicre ¢aligmalarinda, 2006 ve
2014 yilinda kullanilan retroviiriislerin aksine bu c¢aligmada kokliiliikk genleri ticari
olarak elde edilmis bir plazmid ile aktarilmistir. Kullanilan hiicre hatlar1 kronik
miyeloid l16semi hiicre hatlarindan lenfoblast kokenli K562 ve bazofilik kokenli KU812
secilmistir. Bu hiicre hatlarinin secilmesindeki en 6nemli sebep hiicre hatlarinin
siispanse karakterde olmasi ve hentiz kokliiliik indiikleme ¢alismalarinda kullanilmamis
olmalaridir. Oysa gerek iPSC gerekte iCSC ¢aligmalarinda monalayer hiicre hatti tercih

edilmistir.

2014 yilinda yapilan kolon kanserinden kolon kanser kok hiicresi indiikleme
calismalarinda kullanilan retroviiriis ile OCT3/4, SOX2 ve KLF4 genleri aktarilmistir.
Hemen hemen biitiin kanser hiicrelerinde ¢c-MYC ekspresyonunun zaten bulunuyor
olmasi goz oOniinde bulundurulmustur (Oshima ve ark. 2014). Bu tez g¢alismasinda
kanser hiicre hatt1 kullanilmis olmasina ragmen c-MYC’in i¢inde bulundugu 4 faktor de
kullanilmistir. Cilinkii RT-PCR sonuglar1 SOX2 ve KLF4 genininde zaten KU812 ve
K562 hiicre hattinda eksprese oldugunu gostermistir. Ayrica Yamanaka ve ark. 3
faktorle indiiklenen hiicreleri nullipotent olarak tanimlamislardir. Ug faktorlii ve dort
faktorlii indiiklenmis hiicreler ayni orijinli gibi goriinsede 3 faktoriin iPSC indiiklemek
icin yeterli olmadigin1 iPS hiicre iiretiminin ilk asamasinda kesinlikle bu 4 faktoriin
yiiksek miktarinin gerekli oldugunu 6ne stirmiislerdir (Takahashi ve Yamanaka 2006).
Buradan yola ¢ikarak 4 faktorde kanser hiicrelerine transfekte edilmistir. Plazmid
verilisinin  10’uncu giiniinde K562 hiicre hatti plazmidsiz (kontrol) K562 ile
kiyaslandiginda; SOX2 gen ifadesinde 92,4 kat, OCT4 gen ifadesinde 1,1 kat artis
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gbzlenmistir. Plazmid verilisinin 10’uncu gilinlinde KUS812 hiicre hatti kontrol ile
kiyaslandiginda; SOX2 gen ifadesinde 7230 kat, OCT4 gen ifadesinde 1320 kat artis
gozlenmistir. Kanser hiicre hatlar1 hali hazirda kokliiliik genlerini sentezlemekteydi
fakat bu onlarin pluripotensi 6zellikleri kazanmalar1 icin yeterli degildi. Yamanaka ve
arkadaslarinin sonuglariyla uyumlu olarak iPSC o6zellikleri indiikleyebilmek igin 4

kokliiliik geninin yiiksek miktarlarda ekspresyonu gerekmektedir.

Kokliliik genlerinin transfeksiyonundan yaklasik 45 giin sonra monalayer hale gecen
hiicreler gozlenmistir. Retroviiriis yerine plazmid kullanimi hiicre boliinmesi sirasinda-
ki kanser hiicrelerinin boliinme periyodu 24 saatten daha az olabilmekte ve hayflick
kural1 onlar i¢in gecerli olmamaktadir- plazmidin yavru hiicreye aktarilamiyor olmasi
transfeksiyon  verimliligini  diislirmenin  disinda  calismayr  olumsuz  yonde
etkilememistir. Retroviiriis kullanimi verimliligi artirsa da genoma verecegi hasarlar
sonucu deney sonuglar etkileyebilir endisesiyle plasmid tercih edilmis ve morfolojik
farklilasgmanin gozlenmesi 45 giinliik bir siireci kapsamistir. K562 hiicre hattinda
hetorojen morfolojiler goriilmiistiir. Bu durumun B, T lenfosit gibi birden fazla hiicre
grubuna farklilasma  potansiyeli olan lenfoblastlarin  farklilasma  siirecini
tamamlayamayip kanserlesmis olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica
kolon kanser hiicrelerine kokliilik genlerinin verilmesiyle birlikte fenotipik c¢esitlilik
gozlendigi kaydedilmistir (Oshima ve ark. 2014). KU812 hiicre hatt1 bazofilik kokenli

olup tutarlt morfolojik degisiklikler gostermistir.

Transdiize hiicrelerin kok hiicre durumlarini belirlemek ic¢in; CD44, CD31, CD34
CD105, CD133, CD90, CDA45 hiicre yiizey markorleri akis sitometrisi ile test edilmistir.

CD44 hiicre boliinmesi, gd¢, yapisma ve sinyal gibi ¢esitli islevlere sahip olan bir trans
membran glikoproteinidir. Bir yapisma molekiilii olan CD44, hiicre-hiicre sinyal
iletimiyle hiicre iletisimi saglar (Gee ve ark. 2004). CD44, kolerektal, prostat
pankreatik ve meme gibi bir¢ok kanser tiiriinde kanser kok hiicre belirtegi olarak
kullanilmaktadir (Dalerba ve ark. 2007). CD44, ii¢ tanimli faktor ile kok hiicre
ozellikleri indiiklenen Kolon kanser hiicre hattinda %9,2’den %22’ye yaklasik 2 kat
artig gostermistir (Oshima ve ark. 2014).
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Bu caligmada K562 i¢in % 12,9’dan % 82,8’a 6,4 kat arttig1 tespit edilmigtir. KU812
hiicre hattinda ise %35,3’den %98,9’a 18,6 kat arttig1 tespit edilmistir. immun floresan
sonuglartyla akis sitometri sonuglar1 yiiksek oranda tutarli bulunmustur. Her iki hiicre
hattininda kanser kok hiicre yiizey markorii CD44°1 ¢ok yliksek oranda sentezledigi

gorilmiistiir.

CD105, transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-beta) reseptor kompleksinin bir
bilesenidir. Anjiyogenezde oynadigi 6nemli rolii ve hiicresel lokalizasyon, hiicresel
migrasyon, hiicresel morfoloji, hiicre ¢ogalmasi, kiime olusumunda iistlendigi roller
CD105’1 timor bitylimesi ve metastazda 6nemli bir oyuncu haline getirir (Duff ve ark.
2003). Plazmid transfeksiyonu gergeklestirilmis K562 hiicre hattinda CD105’in %
4,3’ten % 50.2° ye oldukg¢a anlamli bir sekilde 11,6 kat arttigi gozlenmistir. KU812
hiicre hattinda ise %2,5’tan %20,8’¢ ifadesinin 8,32 kat arttig1 tespit edilmistir. Akis

sitometri sonuglar1 floresan mikroskop sonuclartyla desteklenmistir.

Bircok calismada, CD133 ekspresyonunun, progenitor/kok hiicreler, tlimor
rejenerasyon, farklilasma ve metabolizma ile iligkili oldugunu ortaya c¢ikarilmaistir.
CD133, kok hiicrelerin izolasyonu ve karakterizasyonu i¢in Onemli biyolojik
belirte¢lerden biridir. Artan kanitlar, CD133'"lin sadece bir biyolojik belirte¢ olmadigini,
ayni zamanda hiicre biiylimesinde, gelisiminde ve tiimdr biyolojisinde de islev
gordiigiinii ortaya koymustur. CD133, yanlizca normal dokularda kok hiicre biyomarkiri
olarak degil ayn1 zamanda patolojik dokulardan elde edilmis kanser kok hiicrelerinin ve
kok hiicre benzeri (iPSC) hiicrelerinde izolasyonu i¢in bir kok hiicre biyomarkeri olarak
kullanilmaktadir (Li 2013, Wu ve Wu 2009). Ug faktér ile indiiklenen kolon kanser
hiicrelerinde CD133 i¢in %0,3 ten % 0,9’a 3 kat artis tespit edilmistir. Bu tez
calismasinda K562 hiicrelerinde ¢ok anlamali olmamakla birlikte % 1,6’dan % 2,3’e
2,06 kat yiikselis tespit edilmis olup KU812 hiicre hattinda akis sitometrisi ile % 2,3’ten
%4,3’e 1,9 kat artig tespit edilmistir. Floresan mikroskop goriintiilemesi ile elde edilen
sonuclar, K562 ve KUS8I12 hiicre hatt1 i¢in akis sitometri sonuglariyla biiyiik dl¢iide
tutarlidir.
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CD31, endotel hiicrelerde ekspresyonu oldukga yiliksek olmakla birlikte, immiin sistem
ve hematopoietik hiicrelerin yiizeylerinde eksprese edilir. Birgok vaskiiler tlimorde
ekspresyonu bulunmustur. Tiimor dokularinda endotel hiicrelerin saptanmasi tiimor
anjiyogenezi hakkinda bilgi verici olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark. 2008).
Kokliiliik yetenekleri indiiklenen K562 hiicre hattinda %3,7°den %21,9’a 5,9 kat artig
tespit edilmekle birlikte KU812 hiicre hattinda %0,1°den %20,2’ye 202 Kat artis tespit

edilmistir.

CD34, bir ¢ok hematopoietik progenitore ait hiicre yilizey markoridiir (Nielsen ve
McNagny 2008). CD34, insan hematopoitetik kok ve progenitor hiicreler, endotel 6ncii
hiicreler, vaskiiler endotel hiicreleri, embriyonik fibroblastlar ve fetal ve erigkin sinir
dokusunda bazi hiicreler {izerinde sentezlenen tek zincirli bir transmembran
glikoproteindir. Plasmid transfeksiyonu yapilmis KU812 ve K562 hiicre hatlar1 akis
sitometrisi ile test edildiklerinde CD34 hematopoeitik hiicre markdriinde beklendigi
lizere kayda deger bir degisiklik tespit edilememistir. Floresan mikroskobu ile test
edilen CD34 markorii iki hiicre hatt1 iginde 1s1ma vermemis ve akis sitometrisi sonuglari

ile tutarli bulunmustur.

CD45, ozellikle T ve B hiicrelerinde ve hematopoietik hiicrelerde ekspresyonu vardir ve
farklilasmada rol oynar (Nakano ve ark. 1990). Koklilik ozellikleri indiiklenmis
KU812 ve K562 hiicre hattinda kontrolleriyle kiyaslandiginda, KU812 icin %0,2’den
%7,9’a 39,5 kat artig, K562 i¢in %8,7’den %16,8’e 1,9 kat artis gozlenmistir.

CD90, mezenkimal kok hiicreler de dahil olmak iizere, hematopoietik kok hiicreler ve
keratinositik kok hiicreler gibi kok hiicrelerde eksprese edilmelerinin yani sira ndronlar
ve aktive edilmis endotel hiicrelerde farkli diizeylerde bulunurlar. Her iki hiicre hattinda
akis sitometrisi ile zaten mevcut oldugu saptanan yiizey markorii CD90, plasmid
verilmig K562 icin %8,2’den %14,7’ye 1,8 kat artis gézlenirken, KU812 hiicre hattinda
%2,5’den %14,4’¢ 5,8 kat artig gozlenmistir. Akis sitometrisi ve immiin floresan
sonuclari, bircok kanser tiirlinde kok hiicre markorii olarak belirtilen CD44

anjiyogenezde oynadigi rol ile timor biiylimesi ve metastazda kilit rolii olan CD105 ve
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tiimor anjiyogenezinde olduk¢a 6nemli role sahip CD31 markorleri kokliiliik indiiklenen

KU812 ve K562 hiicre hatlarinda olduk¢a anlamli bulunmustur.

Bilindigi iizere embriyonik kok hiicrelerde telomeraz aktivitesi olduke¢a yiiksektir.
Pluripotent evreden multipotent evreye dogru ilerledikce telomeraz aktivitesi
azalmaktadir. Siirsiz boliinme yetenegine sahip kanser hiicrelerininde de telomeraz
aktivitesi mevcuttur ve kanser kok hiicrelerinde telomeraz aktivitesi embriyonik kok
hiicreler kadar yiiksektir (Hiyama ve Hiyama 2007). Dordiincii ayda test edilen
telomeraz aktivitesi plazmid ile kokliiliik indiiklenen KU812 hiicre hattinda 3,8 kat artis
gosterirken yine plazmid ile kokliilik indiiklenmesinin ardindan farklilasma siirecine
tabi tutulan K562 kanser hiicre hattinda, plasmid verilmemis K562 kanser hiicre hattina

oranla 15,3 kat azaldigi tespit edilmistir.

Koklilik yetenegi indiiklendikten sonra farklilagma siirecine tabi tutulan siispanse
karakterde kronik miyeloid 16semi K562 hiicre hatti, ndronal farklilasma gostermistir.
Bir ¢ok ¢alismada bFGF ‘iin noronal farklilasmadaki etkin rolii kanitlanmistir (Cohen
ve ark. 2010, Jang ve ark. 2010). Yamanaka ve arkadaslari insan fibroblastarinda
tanimladiklar1 4 faktor ile kokliilikk indiikledikten sonra néronal farklilasmasini
tetiklemiglerdir (Takahashi ve ark. 2007). Bu tez kapsaminda plasmid transfeksiyonu
ile pluripotensi indiiklenen K562 kan hiicrelerinde bFGF yardimi ile ndronal

farklilasma, néroflament markdr kullanilarak gosterilmistir.

Bu c¢alismada, Yamanaka ve arkadaslar tarafindan belirlenmis 4 kokliiliikk faktoriinii
iceren plazmidin kronik miyeloid 16semi hiicre hatlarina transfeksiyonu ile kanser hiicre
modeli olarak uyarilmis kanser kok hiicre benzeri hiicrelerin olusturulmasi
amaclanmistir. Uyarilmis kanser kok hiicrelerin, kanser hiicrelerinde kok hiicre
ozelliklerinin edinimi ve siirdiiriilmesi altinda yatan molekiiler mekanizmalari
aragtirmak ve terapoétiklere yiiksek direng gosteren kanser kok hiicre hedefli tedaviyi

gelistirmek i¢in yardimci olabilecegi diistintilmektedir.
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