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MEME KANSERI K(")K“HI"JCRELERiNiN KARAKTERISTIK
OZELLIKLERI

Dr. Sait Murat Dogan
Yazisma Adresi: Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji

Anabilim Dali, IZZMIR

OZET

Amac¢: Meme kanseri kadinlarda tiim diinyada  temel halk saghg
problemlerinden biridir. Gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde, kadinlarda goriilen en
sik kanserdir. Kanser hiicrelerinin kii¢iik bir kisminin yeni tiimér olusumuna neden
olabildigi ve bu hiicrelerin tedaviye direncli oldugu gosterildikten sonra, kanser kok
hiicreleri kanser tedavisinde yeni bakis acilari sunmustur. Bu c¢alismada , meme
kanserinin gen ekspresyon profili ile onun kok hiicrelerini farkli biyolojik

ozelliklerini esas alarak kiyaslanmasi amacglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Farkli molekiiler ve biyolojik ozelliklerdeki dort meme
kanseri hiicre serisi kiiltiire edildi. ( MDA-MB-231: ER-PR-HER2-; MCF-7 (HTB-
22): ER+PR+HER2-; BT474 (HTB-20): ER+PR+HER2+; T47D (HTB-133):
ER+PR+HER2-). Bu hiicreler pozitif kontrollerdi. Kanser kok hiicreleri
CD44+CD24- ozellikleri gbz Oniline alinarak manyetik izolasyon yontemiyle
ayristirildi. Hiicrelerin her iki grubu i¢in RNA izolasyonu ve cDNA doniisiimii yapildi.
Meme kanseri ile iligkili 84 gen dizilim ekspresyonlar1 RT-PCR ile degerlendirildi.

Veri analizleri SABioscience web sayfasinda yapildi.

Bulgular: Kanser kok hiicreleri HTB-133 de VEGFA’nin gen ekspresyonu
artarken MKI67 ve TFF3 azaldi. HTB-20 kanser kok hiicrelerinde CTNBBI,
CDKNI1A, JUN, TFF3 azaldi. MCF-7 (HTB-22) kok hiicrelerinde SLC39A6, TFF3,
XBP1, RB1, MAPK3 artarken ADAM23, PLAU, GSTP1, BCL2, MMP2, MMP9,
MGMT azaldi. MDA-MB-231 kok hiicrelerinde ABCB1 ve SLC39A6 artarken
MMP9 and MKI67 azaldi. Meme- kanseri hiicreleri ve onlarin kok hiicreleri arasinda
ozellikle anjiogenezis, migrasyon, proliferasyon and DNA onarim  genlerinin

ekspresyonlarinda farkliliklar belirlendi. Meme kanser hiicreleri ve onlarin kok



hiicrelerinde AKT1, CTNNBI1, THBSI1, Tp53 ve XBP1 genlerinde artis oldugu tespit
edildi.

Sonuc¢: Verilerimiz meme kanseri i¢in genel bir kanser kok hiicresi
bulunmadigin1 gostermektedir. Farkli genetik Ozellikte ve fenotipte farkli meme
kanser kok hiicreleri bulunmaktadir. Caligmamiz “meme kanseri baglatan hiicreler ”
kavraminin “’meme kanseri kok hiicreleri’” yerine kullanilmasinin daha uygun olacagi
diisiincesini desteklemektedir. Nihayi tedavi hedeflerinin, tiim bu genetik farkliliklar

g0z Oniine alinarak planlanmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Anahtar sozciikler: Meme kanseri, kanser kok hiicresi, gen ekspresyonu



GENE EXPRESSION CHARACTERISTICS OF BREAST CANCER
STEM CELLS

ABSTRACT

Objective: Breast cancer in women is a major public health problem throughout
the world. It is the most common cancer among women both in developed and
developing countries. Cancer stem cells have gained new insights in cancer treatment
after it was shown that only a small proportion of cancer cells retains the ability to
form new tumors and these cells show resistance to therapy. In this study we aimed to
compare gene expression profile of breast cancer and their stem cells in different

biologic characteristics.

Methods: Four breast cancer cell lines in different molecular and biologic
characteristics (MDA-MB-231: ER-PR-HER2-; MCF-7 (HTB-22): ER+PR+HER2-;
BT474 (HTB-20): ER+PR+HER2+; T47D (HTB-133): ER+PR+HER2-) were
cultured. These cell s were positive controls. Magnetic isolation for CD44+CD24-
cells were done to separate cancer stem cells. RNA isolation, cDNA conversion were
done to both group of cells. Breast cancer related 84 gene array (PAHS-131Z)
expressions were evaluated by RT-PCR. Data analysis was done on SABioscience

web page.

Results: Gene expression of VEGFA was increased MKI67 and TFF3 was
decreased in HTB-133 cancer stem cells. CTNBB1, CDKNI1A, JUN, TFF3 were
decreased in HTB-20 cancer stem cells. SLC39A6, TFF3, XBP1, RB1, MAPK3 were
increased and ADAM23, PLAU, GSTP1, BCL2, MMP2, MMP9, MGMT were
decreased in MCF-7 (HTB-22) cancer stem cells. In MDA-MB-231 cancer stem cells
ABCBI and SLC39A6 were increased and MMP9 and MKI67 were decreased. We
determined differences in gene expression between breast cancer cells and their stem
cells, especially in angiogenesis, migration, proliferation and DNA repair genes.
Besides these differences we found increase in AKT1, CTNNB1, THBS1, Tp53and

XBP1 genes in all breast cancer cells and their stem cells.

Conclusion: Our data suggest that there is not a common cancer stem cell for



breast cancer. There are different breast cancer stem cells with different genetic
characterization and phenotypes, so it is suggested that the usage of “breast cancer
initiating cells” term can be more convenient than the term of breast cancer stem cell.

The novel therapeutical targets might be planned including these genetic changes.

Key Words: Breast Cancer, Cancer Stem Cell, Gene Expression



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Meme kanseri kadinlarda tiim diinya genelinde temel bir halk saglig
problemidir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde kadinlardaki en sik kanser
nedenidir. Tiim diinyada yeni konan kanser tanilarinin onda biri kadinlardaki meme
kanseridir. Ayrica diinya genelinde kadinlardaki kanserden 6lim nedenleri arasinda
bast ¢ekmektedir. 1,1 milyon istiinde tani1 alip 410.000 iizerinde Oliime neden
olmaktadir (1). Her iki cinste akciger kanseri ilk siradayken meme kanseri ikinci

sirada yer almaktadir.

Meme kanseri klinik davranigi, klinik sonucu ve hastaligin biyolojik dogasi
geregi heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Hastaligin kisa ya da uzun
seyri ile iligkili olacak faktdrler ve bununla ilintili sistemik tedavisi goz Oniine

alimarak meme kanseri hastasinin tedavisi dikkatlice planlanmalidir.

Timor evrelendirme sistemi TNM, hastalarin prognozunu gdstermesi, tedavi
planlarinda yol gosterici olmasi ve uygulanan tedavi etkilerinin takibine yardimci
olmas1 sebebiyle 1953 yilindan beri ortak dil olmustur (2). Ancak meme kanserinin
tedavi anlayisi, son 20 yil iginde Ostrojen Reseptorii (ER) ve Insan epitel Biiyiime
Faktorii Reseptorii 2 (HER2) sinyal yolagini hedefleyen tedavilerle birlikte degisti.
Artik tedavi seg¢iminde, hastalifin dogal seyriyle iliskili olup sistemik adjuvan
tedavinin yoklugunda sag kalim ile iligkili olan prognostik faktorler ve tedaviye
verilecek yanit ile iliskili dl¢climler olan Ongoriisel faktorler degerlendirilmektedir.
Ancak gilinimiizde kullanilan kesin prognostik ve prediktif faktorlerin kisithilig
nedeniyle hastalarin bir boliimii tedaviden yararlanamamaktadir. Mevcut prognostik
faktorlere gore siniflandirildiginda, diisiik riskli hastalarin bir kismi niiksedebilir ya da
yiiksek riskli gruba dahil hastalarda niiks goriilmeyebilir. Daha gen¢ kadinlara
uygulanan daha agresif tedaviler uzun dénemde sekellere yol acgabilir. Diger saglik
problemlerinin varlig1 nedeniyle daha yash kadinlar agresif tedavinin toksisitelerine
daha duyarl olabilir. Tedavinin ana hedefi yalnizca hastaliksiz sag kalim degil, ayn1
zamanda toplam yasam siiresi ve yasam kalitesi de oldugundan toksisiteden kaginmak
icin adjuvan sistemik tedaviden yarar gorebilecek hastalarin  se¢iminde

kullanilabilecek yeni faktorlerin kesfedilmesini amaglayan ¢aligmalar yapilmaktadir.



Kanser dokusuna uygulanabilecek her molekiiler analitik yontem potansiyel
olarak prognostik ve ongoriisel faktorleri tespit etme giiciine sahiptir. QRT-PCR ve
microarray gibi molekiiler tekniklerle gerceklestirilen gen ekspresyon profilleri ile
meme kanserinin heterojenitesini agiklama ¢abalari tiimoriin molekiiler siniflamasini
giindeme soktu ve sporadik meme kanserleri arasinda gen ekspresyon farkliliklarimni
belirleyen ilk kapsamli ve ¢igir agan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaslar
tarafindan gergeklestirilerek meme tiimorleri 4 ana gruba ayrildi (3). Ancak meme
kanserinin molekiiler alt gruplarin1 kiigiik gruplartyla Dbirlikte tanimlayacak
standardize yontemlerin gelistirilmesi, prognostik ve dngdriisel gostergelerin ¢ok daha
biliylik hasta gruplarini igeren klinik c¢alismalarla birlikte denenmesi, molekiiler
tiplerin yeni alt gruplarinin ortaya ¢ikmasma yol agmasi, bu gruplarin tedaviyi

yonlendirmesi beklenen geligsmelerdir.

Ayrica, nod negatif meme kanserinde adjuvan kemoterapi Onerilen meme
kanseri vakalarinin bir boliimiiniin adjuvan tedavi almadan tedavi olmasi1 ve hastalarin
tedaviye verdikleri yanitlarin farkliligi, hastalarin niiks risklerine gére tanimlanmasini
saglayacak, tedaviye verilecek yaniti dngorebilecek molekiiler yaklagimlart giindeme
getirdi. Microarray ve diger yiiksek islem hacmine sahip deneylerde c¢oklu
degiskenlerin test edilmesi, prognostik ve prediktif ¢aligmalarin yiiriitiilmesi i¢in hem
yontemsel hem de istatistiksel degisikliklere sebep oldu. FDA (Food and Drug
Administration), 2007 yilinda yaymlanan taslak kilavuzla tek bir laboratuvar
tarafindan gelistirilen, tek bir laboratuvarda uygulanan ve klinik laboratuvar
hizmetleri olarak sunulmaya baslayan yeni genetik testleri, In Vitro Diagnostic
Multivariate Index Assays: Viicut Dist Cok Degisken Endeksli Tani Testleri
(IVDMVIA) olarak isimlendirerek, bunlar1 diizenleme otoritesine sahip oldugunu

acikladi; boylece yeni testlerin gelistirilmesi ve klinik kullaniminin yolunu agmistir

4.

Bireysel tedavi modalitelerinin giderek on plana ¢iktig1 bu cagda, genetik temel
tizerinde gelisen kanserin siniflandirmasinin molekiiler diizeyde yapilmasinin énemi
kabul goriirken, hasta tiimor Orneklerinin genetik ve epigenetik durumlarinin
incelenmesi hastalik hakkinda tani, tedavi ve prognoz ile iligkili detaylarin

bilinmesine yol agacaktir.



Yillar icinde meme kanseri tedavisindeki gelismelere ragmen zaman i¢inde bu
hastaligin rolapst hastaligin tam tedavi olmasi oniinde bir engel olarak durmaktadir.
Bu da kanser kok hiicreleri olarak bilinen kok benzeri hiicrelerin kii¢iik bir kisminin

var oldugunun belirtilmis olmasidir. Tek gosterilmis neden de budur (5,6).

Kanserin kok hiicre hastaligi olarak bilinmesi yeni bir bakis degildir. Gegtigimiz
yillarda bilim adamlar1 kok hiicre tabanli hiyerarsik modelleri kullanarak kanser
biyolojisini tekrar gdzden gecirdiler. Konu hakkindaki temel tartismalar doku kok
hiicrelerinin transformasyon i¢in primer hedef olabilecegini gostermektedir. Bunu da
su sekilde Ozetleyebiliriz: kok hiicreler uzun Omiirlidiir, yavas¢a boliinen hiicreler
dokularda sebat edip neoplastik transformasyon icin birden fazla genetik farkliliga
neden olmaktadir bu da kisa omiirlii olanlara gére daha fazla genotoksik sonuclara
neden olur.(7); (ii) molekiiler yolaklar kok hiicrelerin kendini yenilemesinde kritik rol
oynarak bir sira timor i¢inde siklikla kisitlamalarit kaldirmaktadir. (8); (iii) normal
kok hiicreleri ve tiimdr hiicreleri bir seri fenotipik 06zellik paylasirlar: gorece
farklilagsmamis faz, kendini yenileme 6zelligi ,migrasyon i¢in belirgin yetenek olarak
bilinen sitoprotektif mekanizmalarin aktivasyonu. Kan, beyin ve meme kanserlerinde
timoriin gelisimi ve yayilmasinda degisime ugramis kok/progenitér hiicrelerin rol
oynadig1 daha onceleri de kabul géren bir durumdu (9-13). Immiin baskin farelerde
transplantasyon sonrasi kanser hiicrelerinin ¢ok az bir kisminda timér yayilimini
tekrardan diizenleme kapasitesi ve kendini yenileme &zelligine sahip “kanser kok

13

hiicreleri veya “ tiimor baslangic hiicreleri nin yeni timor hiicreleri olustugu
gosterilmistir. Ka¢ adet ve hangi tip kanser hiicresinin elimine edilecegini anlamak
kanser tedavisinin temel amacidir. Bu yiizden sinirli ireme potansiyeline sahip kanser
hiicrelerinin eliminasyonu sinirsiz tireme 0Ozelligine sahip kok hiicre yayilimi
diisiiniildiigiinde klinik r6laps ya da rekiirrens ile sonu¢lanmakadir (14). Membranlar
iizerindeki yiizey belirleyici proteinleri hiicre tiplerini tanimlar. Ayrica meme kanseri
icin kok hiicrelerler hiicre ylizey marker proteini CD44 sunumu ve adezyon molekiilii
olarak bilinen dislik diizey CD24 ile tanimlanabilirler. Meme kok hiicreleri,
mammosferler olarak bilinen noral kok hiicre agregatlarina benzer serumdan yoksun
siispansiyon kiiltiirlerinde ¢ogalma yetenegiyle kolaylikla tanimlanabilirler. Meme
tiimorlerinde zenogreftli farelerde oldugu gibi tedavi edilmis hastalarda neoadjuvant

tedavi rejimlerinin kullanilmas1 konvansiyonel kemoterapinin kok hiicrelerin

kuvvetlenmesine neden olabilecegini gostermistir (15,16). Kok hiicreler {izerine



radyasyon etkisi, invitro olarak calisilmistir. MCF7 de tek sira kiiltiirdeki hiicrelere
nazaran mammosferler olarak izole edilen kok-hiicre/progenitorler radyoterapiye daha
direnglidirler, fraksiyone radyoterapi CD44/CD24/low fenotipli meme kok hiicrelerin
oranini arttirmistir (17). Bu veriler; kanser kok hiicrelerin kabul goren tiim tedavilere
direng gosterdigini ve tedavi kiiratif ise bunlarin dislanacak giincel hedefler
oldugunu tekrardan vurgulamaktadir. Ilging bir sekilde , EGFR/ERBB2 inhibitor
lapatinib 1i ERBB2-pozitif tiimorlerin tedavisi meme kanseri kok hiicrelerin
yiizdesinde kiiclik bir azalmaya neden olmaktadir (12). Tan1 , tedavi ve prognozdaki
gelisime ragmen meme kanserinde rekiirrens ve metastaz gibi durumlari agiklamak

icin bu kok hiicrelerin 6zelliklerinin anlasilmasi 6nemli bir basamaktir.
1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismada, farkli molekiiler ve biyolojik karakteristikteki meme kanseri
hiicrelerinin kok hiicrelerindeki gen ekspresyon profillerindeki farklanmalar1 tespit

ederek olast yeni molekiiler tedavi hedeflerini tespit etmeyi amagladik.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Farkli molekiiler ve biyolojik 6zellikteki meme kanserleri ve bunlara ait kok

hiicrelerin gen ekspresyon ozellikleri farkliliklar gosterir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Meme Kanseri Heterojen Bir Hastahktir

Meme kanserinin tek yonli bir hastalik olmadigi uzun zamandan beri
bilinmektedir. Daha ¢ok molekiiler, histopatolojik ve klinik diizeyde heterojenite
gosteren bir hastaliktir. Cesitlilik, molekiiler diizeyde kendini gen ekspresyonunda
farkliliklar, genomik sapmalar ve protein ekpresyonunda degisiklikler seklinde
gosterir.  Bu  g¢esitlilik  histopatolojik  alt tiplerde her zaman paralellik
gostermemektedir. Mikrogevre ve mikrogevredeki hiicresel ilskilerdede varyasyonlar
gorlilmekte olup, bu varyosyanlar tiimorin kendi i¢inde angiogenetik ve metastatik
ozelliklerinde farklanmalara yol agmaktadir. Tiimoriin hiicresel kompozisyonu kisinin
hastaliginin biyolojik ve klinik 6zelliklerinin en énemli belirleyicisidir. Bu c¢esitlilik
yiiziinden tani, tedavi ve prognozun belirlenmesinde histopatolojik siniflama yeterli

olmayip detayli molekiiler siniflama yapilmasi ihtiyaci olusmustur.
2.2 Meme Kanserinin Molekiiler Simflandirilmasi

Kanser dokusuna uygulanabilecek her molekiiler analitik yontem potansiyel
olarak prognostik ve ongoriisel faktorleri tespit etme giiciine sahiptir. qRT-PCR ve
microarray gibi molekiiler tekniklerle gerceklestirilen gen ekspresyon profilleri ile
meme kanserinin heterojenitesini agiklama g¢abalari tiimoriin molekiiler siniflamasini

glindeme soktu.

Sporadik meme kanserleri arasinda gen ekspresyon farkliliklarini belirleyen ilk
kapsamli ve ¢igir acan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaslar tarafindan

gergeklestirilerek meme tlimorleri 4 ana gruba ayrildi (2):
1) Luminal hiicre benzeri,
2) Bazal hiicre benzeri,
3) Normal epitel benzeri
4) HER?2 pozitif grup

Sonraki ¢alissmalarda luminal hiicre benzeri grup i¢inde luminal A ve B olmak



iizere 2 alt grup daha tanimlandi (18,19), meme kanserinin bu alt molekiiler

gruplarimin ekspresyon farkliliklar1 dogrulandi (18,20-23).

Luminal hiicre benzeri grubunun hepsi ER pozitiftir. Luminal A grubu en fazla
ER ekspresyonu gosteren tiimdrlerdir (19). Luminal B grubu tiimdrler luminal gruba
O0zgli genleri orta diizeyde eksprese eder ve bazilart HER2 pozitiftir. p53 gen
mutasyon sikligi luminal A grubunda luminal B grubundan daha siktir (24,25).
Luminal hiicre benzeri grubun yaklasik tigte ikisi diisiik ya da orta diizey histolojik
grade’e sahiptir, endokrin tedaviye duyarlidir. Bazal hiicre benzeri grubun %95°1 ER
negatiftir ve %91°1 yiiksek gradedir (26). Bazal hiicre benzeri grup ayni zamanda
“triple” negatif meme kanser fenotipine sahiptir (ER negatif, PgR negatif ve HER2
negatif). Ancak bazal hiicre benzeri grubun heterojen oldugu ve alt gruplan icerdigi
diisiiniilmektedir (24,25).

Farkli molekiiler alt gruplarda prognozun ve kemoterapi duyarliliginin farkl
oldugu gozlendi. Luminal hiicre benzeri kanserlerin daha uzun sag kalim oranlari,
bazal hiicre benzeri ve HER2 pozitif tiimorlerin ise birden fazla ajanla yapilan
neoadjuvan tedaviye daha yiiksek oranda patolojik tam yanit verdikleri gosterildi

(19,26).

Meme kanserinin molekiiler alt gruplarim1 kiigiik gruplariyla birlikte
tanimlayacak standardize yontemlerin gelistirilmesi, prognostik ve Ongoriisel
gostergelerin ¢ok daha biiyiik hasta gruplarini iceren klinik g¢aligmalarla birlikte
denenmesi, molekiiler tiplerin yeni alt gruplarinin ortaya ¢ikmasina yol agmasi, bu

gruplarin tedaviyi yonlendirmesi beklenen gelismelerdir.
2.3 Meme Kanseri Prognostik ve Prediktif Faktorler

Prognostik faktorler hastaligin dogal seyriyle iliskili olup sistemik adjuvan
tedavinin yoklugunda sag kalim ile iliskili, ongoriisel faktorler ise tedaviye verilecek
yanit ile iliskili 6l¢timlerdir. Hormon reseptdr durumu ve HER2 ekspresyonu gibi

durumlar hem prognostik hem de dngdriisel olabilir (27).

Meme kanseri tedavi karar siirecinde kullanilan progostik ve prediktif faktorler

tablo 1’de 0zetlendi.
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Tablo 1. Meme kanseri prognostik ve prediktif faktorler (*arastirma diizeyinde) (27)

Prognostik faktorler [ Prognostik ve prediktif faktorler
Lenf nodu durumu ER ve PgR durumu
Tiimor biyikligi HER2 amplifikasyonu
Histolojik grade ve tip | Invazyon faktorleri*
Lenfatik ve vaskiiler invazyon | Gen ekspresyon profili
Tani yas1 | Dolagimdaki tiimér hiicreleri
Etnik yap1 P53 mutasyonu
Proliferasyon markirlar* Dolagimdaki anjiogenik faktorler
Katepsin D* | Topoizomeraz II durumu
Anjiogenez markirlan* | BRCA gen mutasyonu
Kemik ilifi mikrometastazi* i

Son 20 yildir meme kanseri tedavi anlayisit ER ve HER2 sinyal yolagini
hedefleyen tedavilerle birlikte degisti. Bununla birlikte kesin ve kullanilabilir
prognostik ve prediktif faktdrlerin kisitlilig1 nedeniyle hastalarin bir boliimii tedaviden
yararlanamayabilir. Giiniimiizde kullanilan prognostik faktorlerle diistik riskli
hastalarin bir kismi niiksedebilir ya da yiiksek riskli gruba dahil hastalarda niiks
gorlilmeyebilir. Daha gen¢ kadinlara uygulanan daha agresif tedaviler uzun donemde
sekellere yol agabilir. Diger saglik problemlerinin varligi nedeniyle daha yash
kadinlar agresif tedavinin toksisitelerine daha duyarli olabilir. Tedavinin ana hedefi
yalnizca hastaliksiz sag kalim degil, ayn1 zamanda toplam yasam siiresi ve yasam
kalitesi de oldugundan toksisiteden kaginmak i¢in adjuvan sistemik tedaviden yarar
gorebilecek hastalarin seciminde kullanilabilecek yeni faktorlerin kesfedilmesini

amaglayan calismalar yapilmaktadir.
2.4 Kanser Kok Hiicre Hipotezi

Kanserin, kok hiicre 0Ozelligi gosteren dar bir hiicre grubundan
kaynaklanabilecegi goriisii yaklasik 150 yil dncesine dayanmaktadir. 1961°de Till JE
ve Mc CE, kanserin kokeninin dokuya 0Ozgii kok hiicreleri olabilecegini ileri
sirmiislerdir. 1967°de ise Pierce GB, kanserin kok hiicrelerin olgunlagsmalarinin

durmasiyla ilgili oldugunu savlamistir (28).

Kanser kok hiicresi (KKH) hakkindaki ilk direkt kanit, 1997°de Dick J. ve
arkadaglarinin yayimladiklari makale ile gelmistir. Dick J. ve grubu, akut myelojenik
l6semili (AML) hastalarin kanlarindan izole ettikleri 16semik hiicrelerin kii¢iik bir

grubunun (yaklasik 10 000 hiicrede <I hiicrenin), diyabetik olmayan agir
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immiinsupresif (NOD/ SCID) farelerde orijinal tiimdrii olusturabildigini
gostermislerdir. Arastirmacilar, bu hiicre grubunun normal hematopoetik kok
hiicrelerin fenotipinde oldugunu (CD 34+ /CD 38-) tesbit etmis ve kanserin normal

kok hiicrelerden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir ( 5,29,30) .

Daha sonraki yillarda baska arastirmacilar, Dick J. ve arkadaslarinin actigi
yoldan ilerleyerek, bu grubun “lésemik kok hiicreleri” izole ettigi ve bu hiicrelerin
kok hiicre ozelliklerini test ettigi yontemleri, solid tiimoérlere adapte etmislerdir. Bu
baglamda meme kanseri ve glioblastomlarda yapilan arastirmalar basi ¢ekmis (2003
ve 2004 ) ve ardarda kolon kanseri, akciger kanseri ve prostat kanseri gibi birgok solid

tiimorde “kanser kok hiicreleri” gosterilmistir (13, 31-33).

Normal kok hiicre biyolojisi hakkindaki temel bilgiler, farelerde hematopoez
iizerinde yapilan arastirmalardan elde edilmistir. Ayn1 sekilde hematolojik kanserler
de- oOzellikle kronik miyelojenik 16semi (KML) ve akut miyolejenik 16semi (AML)
basta olmak iizere- kanser gelisiminde modern konseptlerin olusturulmasinda énemli

model hastaliklar olmuslardir (34, 35).

AML ve diger tiimorlerde gozlenen “fonksiyonel heterojenite”nin
aciklanmasinda iki model bulunmaktadir: “Stokastik Model” ve “Kanser Kok Hiicresi

Modeli” (35).

Stokastik modelde; her bir tiimdr hiicresinin, ayni kok hiicre gibi davranarak
“smirsiz” ¢ogalma kapasitesine sahip olma olasilig1 diisiik ancak esittir. Kanser kok
hiicre modelinde ise, bir timorde farkli “kendini yenileme” ve farklanma
kapasitelerine sahip belirli hiicre smiflarinin oldugu ileri siiriilmektedir. Sonugta,
ancak kiiclik tanimlanabilir bir hiicre toplulugu tiimoérii baslatabilecek siirekli
kapasiteye sahip olacak ve timorii olusturan hiicre tiplerinin hiyerarsisini
iiretebilecektir. Her iki model de bir tiimorde sadece sinirli sayidaki hiicrenin timori
baslatabilecegini ileri siirse de, dayandiklar1 biyolojik prensipler c¢ok farkhidir.
Stokastik teoriye gore, bir tiimor i¢indeki hiicreler gorece homojendir ve tiimoriin
olusmasina ve ilerlemesine yol acan genetik degisiklikler biitiin hiicrelerde olusurlar.
Sonugta timorejenik yolaklarin anlagilmasi ve tiimdriin eradike edilmesini saglayacak
tedaviler, tiimordeki hiicrelerin hepsini kapsamalidir. Kok hiicre modelindeyse,

timori baslatan nadir bir hiicre popiilasyonu biyolojik ve fonksiyonel olarak diger
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hiicrelerden farklidir. Tiimordeki hiicrelerin biiyiik cogunluguyla karsilastirildiginda,
tiimorejenik yolaklar bu hiicrelerde farkli isleyecektir. Dolayisiyla, kanser relapsini
efektif olarak Onleyebilecek tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in arastirmalar KKH’leri
tizerinde yogunlagtirllmalidir. KKH modeli, in-vivo olarak tiimér olusumunu
baslatabilecek kapasiteye sahip olan kok hiicrelerin prospektif olarak tiimoriin geri
kalan biiyiik kismindan izole edilebilecegini ileri slirmektedir; buna karsin stokastik
modelde, tiimorii baglatma kapasitesi her zaman her hiicre fraksiyonunda olacagindan

boyle bir izolasyon s6z konusu degildir (35).

KKH hipotezi, yukarda da bahsedildigi gibi tiimor icerisinde bir grup hiicrenin
normal kok hiicre ozellikleri gosterdigini ileri siirmektedir. Bu o6zellikler soyle

siralanabilir:
¢ Kendini yenileme kapasitesi,
e Farklanma yetisi,
o Aktif telomeraz ekspresyonu,
e Anti-apoptotik yolaklarin aktivasyonu,
e Hiicre zar1 transport aktivitesinin artmig olmasi,
e Migrasyon ve metastaz yetenegi (1).

Ozetleyecek olursak, bu hipoteze gore; tiimorler de viicuttaki normal dokular
gibi hiicresel bir hiyerarsi gostermektedirler. Bu hiyerarside, KKH’leri limitsiz
cogalma kapasitesi olan tek hiicre grubudur. Bu nedenle KKH’leri tiimoriin
biliylimesini ve metastaz yapabilmesini saglarlar. Tiimor dokusunun biiyiik kismini
olusturan “diferansiye” kanser hiicreleriyse, yiiksek c¢ogalma kapasitesine sahip

olabilirler ancak bu kapasite sinirsiz degildir (36, 37).
2.5 Kanser Kok Hiicresinin Orijini

Dokulardaki YKH’lerin kendini yenilemesi, kok hiicrenin i¢inde bulundugu
“nig” (mikrogevre) ‘den gelen sinyallerle ¢ok siki bir bi¢gimde denetlenmektedir.
Normal kosullarda kok hiicre boliinmesi asimetriktir; boliinme sonucu kok hiicrenin

kopyas1 olan bir hiicreyle, farklanma yetenegine sahip olan ve dokudaki hiicre
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tiirlerine doniisecek olan bir hiicre olusur. Kok hiicrenin simetrik boliinmesindeyse,
iki tane kok hiicre 6zelligine sahip hiicre ortaya cikar (28). Literatiirdeki agirlikli
gorilise gore KKH’nin kokeni, dokulardaki normal kok hiicrelerdir (34, 38, 39).

KKH’lerinin izolasyonunda kullanilan tanimlanmis pek ¢ok belirte¢ normal kok
hiicre belirtegleridir. Kok hiicre belirteci konusundaki en oOnemli sorun, bu
belirteclerin kok hiicre/ progenitor hiicreler i¢in hi¢ de spesifik olmamasidir.Tam
tersine bu antijenlerin bir¢ogu cesitli mezenkimal hiicrelerde eksprese edilmektedir.
Ornegin, en ¢ok kullanilan belirteglerden bir tanesi olan CD 44 sadece hematopoetik
ve hematopoetik olmayan kok hiicrelerde degil, monosit, lenfosit, graniilosit, epitel
hiicresi ve melonisitleri iceren bir¢ok olgun hiicrede de eksprese olmaktadir. Yine
CD34 sadece hematopoetik kok hiicrelerde degil daha olgun progenitor hiicreler ve
endotelyal hiicrelerde ekprese edilmektedir (40).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel bir arastirmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirma Dokuz Eyliill Uviversitesi Onkoloji Enstitiisii Laboratuarlarinda

2012-2014 yillar1 arasinda yapilmustir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirma ticari hiicre hatlart MCF-7 (HTB-22), HTB-133 (T47D), MDA- MB-
231 (HTB-26) , HTB-20 (BT-474) ile yapilmistir.

3.4. Cahsma Materyali

3.4.1. Kullanilan Sarfve Malzemeler
Ticari Hiicre Hatlar1

e MCF-7 (HTB-22)

e HTB-133 (T47D)

e MDA- MB-231 (HTB-26)

e HTB-20 (BT-474)

Malzemeler:

e Plastik hiicre kiiltiirii kaplari.

e DMEM: Ham’s F12 (1:1) kiiltiir ortami1
e Fetal bovine serum

e Hiicre kaziyici



e Tripsin/EDTA

e PBS

¢ L-Glutamin

e Penisilin/Streptomycin

¢ RNA izolasyon kiti

e cDNA sentez kiti

e Insan kokenli meme kanseri RT-PCR Array kiti (PAHS-131Z)
e CD44+CD24- meme kanseri kok hiicre izolasyonu kiti

3.4.2. Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada dort tip meme kanseri hiicre hatt1 kullanilarak kiiltiire edildi. Bu
caligmada kullanilacak hiicre hatlarindan HTB-133 (T47D) insan kokenli duktal epitel
meme tiimoriinden elde edilmis metastatik orijine sahip bir hiicre hattidir. Bu hiicreler
mutant p53 proteinini eksprese etmelerine ek olarak normal kiiltiir kosullarinda
progesteron ve Ostrojen reseptorleri agisindan pozitiftirler ve ERBB2 amplifikasyonu
yoktur. Ostrojen destegi ile tiimdrojenik fare deneylerinde de kullanilabilir
ozelliktedir. Bir diger hiicre hatt1 olarak MDA- MB-231 (HTB-26) kullanilacaktir. Bu
hiicreler insan kokenli olup invaziv duktal meme karsinomu 6zelliginde ve metastatik
orijine sahiptir. Ayrica ER ve PR agisindan negatiftirler, ERBB2 amplifikasyonu
yoktur ve mutant p53 proteini eksprese ederler. Tiimorojenik fare deneylerinde de
kullanilabilir &zelliktedir. Ugiincii kullanilacak hiicre hatti BT-474 (HTB-20) ise,
insan kokenli duktal epitel meme tiimoriinden elde edilmis primer orijine sahip bir
hiicre hattidir. Ayrica Er ve PR agisindan pozitiftirler, ERBB2 amplifikasyonu vardir
ve mutant p53 proteini eksprese ederler. Tiimorojenik fare deneylerinde de
kullanilabilir 6zelliktedir. MCF-7 (HTB-22) insan kokenli metastatik adenokarsinomu
ozelliginde olup ER+, PR+ olup ERBB amplifikasyonu vardir. Yukarida tanimlanan

bu hiicrelerin timi adherent 6zelliktedirler.
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Bu hiicre hatlar1 2 mM L-glutamin ve %1 penisilin/ streptomisin ilaveli 10%
fetal bovin serum iceren DMEM:Ham's F12 ortamlarinda kiiltiire edildi. Haftada 2
veya 3 defa ortamlar: tazelenerek 37°C de % 5 CO; ’lik etiivde inkiibe edildi. Uygun
miktarda RNA izole edilebilecek hiicre populasyonuna ulasana dek kiiltlir siireci

devam ettirildi.
3.4.3. CD44+CD24- Kok Hiicre Izolasyonu

Kiiltiire edilen hiicrelerin ortamlar1 uzaklastildi ve PBS ile yikandi. Daha sonra
tripsin-EDTA soliisyonu ile muamele edilerek hiicrelerin kalkmasi saglandi. 1:1
oranda ortamlar eklenip hiicreler falkon tiipler icinde santrifiij edildi. Elde edilen
hiicre pelleti lizerindeki slipernatant uzaklastirildi. Hiicreler manyetik ayirma tamponu
ile resiispanse edildikten CD24 monoklonal antikoru ile inkiibe edildi. Manyetik
isaretleme i¢in CD24+ olan hiicrelere baglanacak ferritin soliisyonu ile inkiibe edildi.
Daha sonra tiipler manyetik alana yerlestirildi ve magnete tutunmayan CD24-
hiicreleri iceren silipernatant toplanti. Bu hiicrelere CD44 monoklonal antikoru ile
inkiibe edildi. Manyetik isaretleme icin CD44+ olan hiicrelere baglanacak ferritin
soliisyonu ile inkiibe edildi. Daha sonra tiipler manyetik alana yerlestirildi ve magnete
tutunan manyetik isaretli CD44+ hiicreler toplandi. Bdylece CD44+CD24- meme

kanseri kok hiicreleri izole edilmis oldu.

wou CD24 moAb

= =l
Vi
] )
4 8"
NEGATIF SELEKSIYON (CD24-) POZITIF SELEKSIYON (CD44+)

Sekil 1. CD44+CD24- Meme Kanseri Kok Hiicrelerinin Manyetik izolasyonu
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3.4.4. RNA Izolasyonu

Izole edilen CD44+CD24- kok hiicreler ve kok hiicre olmayan meme kanseri
hiicreleri uygun seyreltme islemleri ardindan TOMA lamu ile sayildi. Buna gore 1x10°
hiicre basma yaklasik 15 pg RNA eldesi icin uygulanacak prosediir su sekilde
gerceklestirildi. Hiicreler 200 pl PBS icinde resiispanse edildi. 400 pl liziz ve
baglanma tamponu eklenip 15 sn vortekslendi. Yiiksek saflikta filtreli tiip koleksiyon
tiipiine takildi. Ornek iistteki filtreli tiipe aktarildi. 15 sn 8000 g de santrifiijlendi.
Filtreli tiip koleksiyon tliplinden c¢ikarildi. Koleksiyon tiiplindeki sivi
uzaklastirildiktan sonra ayni tiipler tekrar takildi. Ornek basina 90 pl DNAaz
inkiibasyon tamponu reaksiyon tiipiine eklendi. 10 pl DNAaz I eklenip karistirildi. Bu
karisim filtreli tiipe ilave edilecek ve 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Filtreli
tibe 500 pl yikama tamponu I eklenip 15 sn 8000 g de santrifiijlendi. Alttaki
koleksiyon tiiplinde toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra ayni tiipler tekrar takildi.
Filtreli tiibe 500 pl yikama tamponu II eklenip ve 15 sn 8000 g de santrifiijlendi.
Alttaki koleksiyon tiiplinde toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra aymi tiipler tekrar
takildi. 200 pl yikama tamponu II filtreli tiipe eklenip 2 dk max. hizda santrifiijlendi
(13000 g). Daha sonra koleksiyon tiipii atildi ve filtreli tiip yeni bir steril 1.5 ml ’lik
mikrosantriflyj tiiptine takildi. RNA eliisyonu i¢in 50-100 pl eliisyon tamponu filtreli
tiipe eklendi. 1 dk 8000 g de santrifiijlendi. Elde edilmek istenen RNA artik alttaki 1.5
ml ‘lik mikrosantrifiij tiiplinde bulundu. Bu RNA ya hemen RT-PCR c¢aligmasinda
kullanildi ya da daha sonra ¢alismak icin -80 °C ‘de saklandu.

3.4.5. RT-PCR Array Analizi

Elde edilen RNA ‘lar cDNA ‘ya gevrildi. cDNA ‘lar uygun PCR karigimlarina
DNA kontaminasyonundan Ozenle kagiilarak eklendi. Real-time PCR analizi
yapilacak olan array insan kokenli meme kanseri i¢in hazirlanmis kittir. Yapilacak

data analizinde su genlerin ekspresyonlar1 hakkinda bilgi edinildi.

Timor Klasifikasyon Belirtegleri: Luminal A-C: ESR1 (ERa), FOXA1, GATA3,
KRTS8, KRT18, SLC39A6, TFF3, XBP1. HER2-benzeri: ERBB2 (HER2), GRB7.
Basal-benzeri / liglii negatif: BIRC5, EGFR, KRTS5, NOTCHI. Metastasis to Lung:
ID1, MMP2 (Gelatinase A), PTGS2 (COX2).
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Sinyal Yolaklar1 ile ilgili olarak: Steroid Reseptor-Aracili: AR, BRCAI,
CCNE1, CTNNBI, ESR1 (ERa), ESR2 (ERB), IGF1, KRT19, PGR, RB1. Hedgehog:
BCL2, CCND1, GLI1, SNAI2. Glukokortikoid: IGFBP3, NME1 (NM23A), NR3Cl1
(GRL). Klasik WNT: APC, CCND1, CTNNBI1, SFRP1. PI3K/AKT: AKT1, ERBB2
(HER2), IGF1, IGF1R, PTEN. NOTCH: BIRCS5, NOTCH1. MAPK: MAPK1 (ERK2),
MAPK3 (ERK1), MAPKS8 (JNK1), TP73.

Epitelden Mezenkimale doniisiim ile ilgili olarak: CTNNB1, NOTCHI1, SRC,
TGFB1, TWISTI.

Anjiyogenez ile ilgili olarak: CDH13, CTNNBI1, EGF, ERBB2 (HER2), IDI1,
IL6, JUN, NOTCHI1, PLAU (uPA), PTEN, SERPINEI (PAI-1), SLIT2, THBSI,
VEGFA.

Adhezyon ile ilgili olarak: ADAM23, APC, BCL2, CDHI1 (E-Cadherin),
CDH13, CDKN2A (p16INK4), CSF1 (MCSF), CTNNBI1, EGFR, ERBB2 (HER2),
PTEN, TGFB1, THBSI.

Proteoliz ile ilgili olarak: ADAM?23, CST6, CTSD, MMP2 (Gelatinase A),
MMP9 (Gelatinase B), PLAU (uPA), PYCARD (ASC).

Apoptoz ile iligkili olarak: AKT1, APC, BAD, BCL2, CDH1 (E-CADHERIN),
CDH1 (E-CADHERIN)3, CDKNIA (P2ICIP1/WAFI1), CDKN2A (pl6INK4),
GSTPI, IGF1, IL6, JUN, MUCI1, NMEI (NM23A), RARB, SFN (14-3-3s), SFRP1,
TP53, TP73, TWISTI.

Hiicre Dongiisti ile iligkili olarak: APC, BCL2, CCNA1, CCND1, CCND2,
CCNEIl, CDK2, CDKNIA (p2ICIP1/WAFI1), CDKNIC (p57KIP2), CDKN2A
(p16INK4), JUN, MKI67, MYC, PTEN, RASSF1, RB1, SFN (14-3-3s), TP53.

DNA Hasari ile ilgili olarak: APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CCND1, CDKNI1A
(p21CIP1/WAF1), MAPKI1 (ERK2), MGMT (AGT), MLH1, SFN (14-3-3s), TP53,
TP73.

Ksenobiyotik degisim ile ilgili olarak: ABCB1 (MDR-1), ABCG2 (BCRP).
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Transkripsiyon Faktorleri: AR, CTNNBI, ESR1 (ERa), ESR2 (ERB), FOXAI,
GATA3, HIC1, JUN, MYC, NOTCH1, NR3C1 (GRL), PGR, PRDM2 (RIZ1), RARB,
RBI1, TP53, TP73, XBPI.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Incelenen meme kanseri hiicre hatlari ve bu hiicrelere ait kok hiicrelerdeki

ekprese olan genler arastirmanin degiskenlerini olugturmaktadir.
3.6. Veri Toplama Araclar

Real-time PCR ile gen ekspresyonlart meme kanseri ve kanser hiicrelerine ait

kok hiicrelerinde saptandi.

3.7. Arastirma Plam

1. iic ay Deneylerin Planlanmas1 Malzemelerin Temini
2. ii¢ ay Hiicre Kiiltiirti Calismalari
3. li¢ ay Hiicre Kiiltiirii Calismalari
4. li¢c ay RNA izolasyonu
cDNA ¢evrimi
5. ¢ ay RT-PCR
Array Calismalart
6. ii¢ ay Laboratuvar Sonuglarinin Degerlendirilmesi ve Istatiksel Analiz
7. li¢ ay Literatiir Bilgilerinin Giincellenmesi

Proje Sonug¢ Raporunun Yazilmasi

8. ii¢ ay Yayin Haline Getirme
3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Kontrol noroblastom hiicrelerinin  ekspresyonuna gore her kosulun
ekspresyonunun artis1 ya da azalis1 kat degisimleri (FOLD CHANGE) hesaplandi. Bu

analizler SA Bioscience’in data analysis expression sayfasinda yapildi. Bu sitenin
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kullanim1 tcretsizdir. Heat map ve clustergramlar ile gen ekspresyon analizleri

desteklendi. T test tabanli p degerli bu sitede degerlendirildi.
3.9. Arastirmanin Simirhhiklar

Maddi nedenler nedeni ile yalnizca dort kanser hiicre hattinin calisilmasi,
ayristirilan kok hiicre sayisinin kisitl olmast ve kok hiicrelerin ayristirildiktan sonra

kok hiicre o6zelliklerinin yeniden degerlendirilmemesi bu arastirmanin basilica

kisitliliklaridir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Etik kurul onay tarihi: 26.05.2011

Etik kurul onay numarasi: 2011/17-07

(Etik kurul onay1 Ek-1"de sunulmustur.)
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4. BULGULAR

PAHS-131Z kodlu meme kanseri karsinogenezi iligski 84 geninfarkli molekiiler
ve biyolojik o6zellikteki dort meme kanseri kok hiicreleri ile kendi normal kontrol
hiicrelerindeki gen ekspresyonlar1 ile kiyaslanmasi yapildiginda belirgin artis ve
azalmalar saptandi. SaBiosciences ‘in licretsiz analiz imkan1 saglayan data ekspresyon

analizi sayfasinda heatmap ve clustergram analizler gerceklestirildi

MDA-MB-231 BT474

(HTB-26) (HTB-20)

MCF-7 T47D
(HTB-22) (HTB-133)

Sekil 2. Farkli molekiiler ve biyolojik 6zellikteki meme kanseri hiicreleri

ER+, PR+, HER2 amplifikasyonu var olan invaziv duktal karsinom 6zellikteki
insan kokenli HTB-133 (T47D) kok hiicrelerinde anjiyogenez iliski VEGFA gen
ekspresyonu artarken, epiteliyal hiicrelerin mobilitesinde etkili TFF3 gen ekspresyonu

belirgin olarak azalmistir.
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HTB-133 normal vs kok hiicre
Visualization of log2(Fold Change)
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Sekil 3. HTB-133 (T47D) meme kanseri normal ve kok hiicrelerinin gen

ekspresyon farkliliklarinin heat map analizi

ER+, PR+, HER2 amplifikasyonu var olan invaziv duktal karsinom &zellikteki
insan kokenli HTB-20 (B474) kok hiicrelerinde epiteliyalden mezenkimale
doniisimde etkili CTNBB1, DNA hasar1 ve apoptoz iliskili CDKNIA ve
transkripsiyon faktorii JUN genleri belirgin artarken; niikleer steroid hormon
reseptorii PGR, TFF3, hiicre proliferasyonu iliskili MKI67 ve niikleer steroid hormon

reseptorii ESR1 genleri azalmustir.
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HTB-20 normal vs kdk hiicre

Visualization of log2(Fold Change)
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Sekil 4. HTB-20 (B474) meme kanseri normal

ekspresyon farkliliklarinin heat map analizi

ER+, PR+ ve HER2 amplifikasyonu olmayan metastatik adenokarsinom
ozellikteki insan kokenli MCF-7 (HTB-22) meme kanseri kok hiicrelerinde tastyici
protein ailesinden SLC39A6, TFF3, transkripsiyon faktérii XBP1, RB1, MAPK3
artarken; hiicre-matriks iliskisinde etkili ADAM?23, migrasyon ve proliferasyon
iliskili PLAU, antioksidan enzim kodlayan GSTPI1, steroid hormon reseptorii AR,
anti-apoptotik BCL2, invazyon ve metastaz iligkili MMP2, MMP9 ve DNA hasari
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ve kok hiicrelerinin gen

tamirinde gorevli MGMT gen ekspresyonlar1 belirgin azalmistir.
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MCF-7 normal vs MCF-7 kok hiicre
Visualization of log2(Fold Change)
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Sekil 5. MCF-7 (HTB-22) meme kanseri normal ve kok hiicrelerinin gen

ekspresyon farkliliklarinin heat map analizi

ER-, PR- ve HER2 amplifikasyonu olmayan metastatik adenokarsinom

MDA-MB-231

ozellikteki

insan kokenli

kok hiicrelerinde MMP9

ve MKI67

genlerinde belirgin azalirken ABCB1 ve SLC39A6 gen ekspresyonlarinda artmaigtir.
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MDA-MB-231 normal vs kdk hiicre
Visualization of log2(Fold Change)
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Sekil 6. MDA-MB-231 meme kanseri normal ve kok hiicrelerinin gen

ekspresyon farkliliklarinin heat map analizi

RT-PCR analizlerinde molekiiler ve biyolojik olarak farkli oldugu bilinen dort
farkli meme kanser hatt1 hiicreleri ve bu hiicre hatlarina ait kanser kok hiicrelerinde 5
genin fazla oranda ekprese edildigi tespit edilmisitr. Bu genler sinyal transdiiksiyonu
ve apoptoz iligkili AKT1 geni; anjiogenez, epitelyal-mezenkimal doniisiim ve steroid
aracilt sinyal ileti iligkili CTNNBI geni; adezyon ve anjiogenezde rol oynayan
THBS1 geni, DNA hasar1 ve apoptoz iliskili Tp53 ve transkripsiyon faktorii XBP1

genleridir.



S. TARTISMA

Tiimor orneklerinin analizinde genomik teknolojinin kullanilmasi, klinik karari
ve prognozu iyilestirmeyi amaglamaktadir. Meme kanserinden 6liim oranini azaltmak
icin meme kanseri baslangici ve progresyonunun molekiiler yapisini anlayarak bu
bilgi ile molekiiler temelli hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine yonelik
calismalar son yillarda ¢ok 6nem kazanmistir . Meme kanseri tek bir hastalik olmayip
biyolojik olarak farkli hastaliklarin toplulugudur. Meme kanserine bagli denetimsiz
hiicre cogalmasi genellikle genomik instabilite belirtileri ve belirli epitelyal
ozelliklerin ortadan kalkmasi gibi degisiklikleri sergiler. Bu yiizden kanser gelisimine
neden olan molekiiler mekanizmalarin ve her hastada tlimoriin 6zelliklerinin bilinmesi
ve buna uygun tedavi yonteminin belirlenmesi dnemlidir. Insan kanser dokusuna
uygulanabilecek her molekiiler analitik yontem prognostik/prediktif olma
potansiyeline sahiptir. Tan1 , tedavi ve prognozdaki biitiin bu gelisime ragmen, meme
kanserinde rekiirrens ve metastaz gibi durumlart agiklamak i¢in ayn1 zamanda meme

kanseri kok hiicrelerin 6zelliklerinin de anlasilmasi gerekmektedir.

Meme kanseri kok hiicreleriyle ilgili ilk kanit olusturan ¢alisma meme kanseri
konusunda Onemli ¢alismalar1 bulunan iki grubun (Clarke MF ve Dontu G) birlikte
2003 yilinda yayinladiklar1 ¢alismadir. (13) Bu calismada, tumor hiicreleri primer
meme tiimdri bulunan hastalarin taze tumor dokularindan ve metastatic meme kanseri
bulunan 7 hastanin torasentez yapilarak ploral efiizyon sivilarindan izole edilmisitir.
Tiimor hiicrelerinden olusan hiicre siispansiyonlar1 elde edildikten sonra belli
ozelliklerdeki tiimor hiicreleri FACS (fluorescence-activated cell sorting) kullanilarak
secilmistir. Adezyon molekiilleri CD44 ve CD24, meme-over kanser spesifik markiri
B38.1 ve ESA (epithelial specific antigen) FACS markirlar1  olarak
kullanilmistir.hemen hemen tiim CD44+ kok hiicrelerin ayn1 zamanda B38.1+ oldugu
anlagilinca B38.1 kullanimindan vazgecilerek B38.1 calisma dis1 birakilmistir. Daha
sonra izole edilen tiimor hiicreleri NOD/SCID farelerde meme dokusu epiteli
temizlenmis yag yastik¢iklarina transfer edilmistir (xenotransplantation). Transfer
caligmasinda fareye ne kadar sayida CD44+CD24+ hiicre transfer edilirse edilsin
herhangi bir tumor olusumunun olmadigr goriilmiistiir. Bununla beraber
CD44+CD24- ve CD44+CD24-ESA+ hiicrelerin transfer edildigi biitiin primer tumor

hiicrelerinin farede tumor olusturdugu tespit edilmistir. Immune kompromize
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farelerde CD44+CD24- hiicrelerin diger hiicrelere gore 10 ila 50 kat daha fazla tumor
olusturma kapasitesinin oldugu vurgulanmistir. Ayrica 2x10° CD44+CD24- ve
CD44+CD24+ hiicre farelere transfer edilmis ve bu fare grubu 6 ay izlenmistir.
CD44+CD24- hiicrelerin transfer edildigi fare grubunda tumor olusumu goriiliirken
CD44+CD24+  hiicrelerin  transfer edildigi  farelerde tumor olusumuna
rastlanilmamistir.  Sonu¢ olarak farelere transfer edildiginde CD44+CD24-
fenotipindeki tlimorojenik hiicrelerin sadece tlimorojenik hiicreler olusturmadigi ayni
zamanda tiimorojenik olmayan CD44+CD24+ hiicreleri de olusturdugu belirtilmistir.
Biitin bu bulgular 1s18iInda CD44+CD24- fenotipindeki tiimorojenik hiicrelerin
kendini yenileme ve differansiasyon Ozelliklerinin oldugu vurgulanmistir. Benzer
olarak bizim ¢alismamizda da kullanilan dort farkli meme kanser hiicre hattinda hiicre
hattina spesifik tiimorojenik karakterde CD44+CD24- fenotipinde hiicrelerin oldugu
tespit edilmis ayrica meme kanser hiicreleriyle karsilastirildiginda o gruba ait meme
kanseri kok hiicrelerinde karsinogenzle ilgili belirli genlerin ekspresyonunda anlaml

farkliliklarin oldugu tespit edilmistir.

Meme kanserinin molekiiler siniflamasimna gore farkli o6zellikteki tumor
hiicrelerinin koken aldig1 diistimniilen kok hiicre 6zelligi tasiyan hiicrelerle ilgili
yapilan baska bir calismada ER+ meme kanseri hiicrelerinin kok hiicre 6zelligi
tastyan hiicrelerinde de ER+ olarak bulunmus (41). Meme dokusunu olusturan
hiicrelerin baslangigta ER- hiicrelerden differansiasyona bagladigi terminal donemde
olusan ER+ hiicrelerin BRCA1 etkisiyle bu forma doniistiigli gosterilmistir (42).
Bizim ¢aligmamizda kullanindigimiz hiicre hatlarinin 3’ii ER+ ekspresyon gosterirken
birinde ER ekspresyonu bulunmamaktaydi. Gerek kanser hiicre hatlarinda gerek se bu
hiicre hatlarinin kok hiicrelerindeki gen ekspresyonlarina bakildiginda her gurupta
farkli genlerde degisimler izlenmisitr. Bu degisiklikler ER, PR ve HER2
ekspresyonlari tamamen ayni olan HTB 22 ve HTB 133 hiicre hatlarinda da
goriilmiistiir. Ornegin HTB 22 hiicrelerinin kok hiicrelerinde TFF3 ekspresyonu
artarken HTB 133 hattindaki incelemede bu ekspresyonun azaldigi goriilmiistiir.
Daha once bahsedilen calismayla birlikte degerlendirildiginde ER,PR ve HER
ekspresyonu ayni olan tiimorlerin iglerinde farkli genetik 6zellige sahip kok hiicre

benzeri hiiclereri barindirdiklar1 sdylenebilir.
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Hiicre sikliisunda regulator gorevi goren siklin bagimli kinaz inhibitori 1
(CDKI1) insanlarda 6 kromozomda bulunan CDKNIA geni tarafindan
kodlanmaktadir (43-46). Metastatic fare meme kanserleriyle ilgili yapilan
calismalarda CDKII1’in hem primer tiimérde hem de metastazda arttigi tespit
edilmistir (47,48). Insan primer tumor kaynakli HTB 20 kanser hiicre hattindan
ayrilan kok hiicre benzeri hiicrelerde bu genin ekpresyonunun kanser hiicrelerine
oranla anlamli diizeyde arttig1 goriilmiistiir. Tiimii metastatic tumor katynakl diger {i¢
meme kanseri hiicre hattinda bu genin ekpresyonu kok hiicre benzeri hiicrelerde

kanser hiicreleriyle benzerlik gostermektedir.

Vaskiiler endothelial biiylime faktorii A VEGFA geni tarafindan kodlanmakta
olan bir proteindir. Anjiogenez ve hiicre migrasyonunu uyarirken apoptozu inhibe
etmektedir. Bir¢ok metastatic kanserde vegfa blokorii olan bevsizumab halen
kullanilmakradir (49). Metastatik meme kanseri tedavisinde kullanilmasi onerilirken
2011 yilinda amerikada bu uygunluk Onerisinden vazgecilmisitr. Bunun sebebi
metastatic meme kanserinde sag kalim iizerine etkinliginin net olarak gdsterilememesi
oarak belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda metastatic meme ca kdkenli HTB 133 hiicre
hattinin kok hiicre benzeri hiicrelerinde, ayni hattin tiidr hiicrelerine oranla VSGFA
ekspresyonunun anlamli arttigr goriilmiistiir. Metastatik ortamda bulunan meme
kanseri kok hiicre benzeri hiicrelerdeki bu ekspresyon artisinin VEGFA nin  tedavi
hedefi olabilecegini diisiindiirmektedir. Metastatik orijinli MDA-MB 231 ve HTB 133
hiicre hatlarinda kanser hiicreleri ve kanser kok hiicre benzeri hiicrelerde VEGFA da

ekspresyon degisikligi goriilmemistir.

Beta-katenin hiicre-hiicre adezyonu ve gen transkripsiyonunun regiilasyonu
koordinasyonunda gorev alan bir proteindir. CTNNBI geni tarafindan kodlanmaktadir
(50,51). Mutasyon ve fazla ekspresyonunun hepatoseliiler karsinom, kolorektal
karsinom, malign meme tlimoérleri, over ve endometrium kanserleri ile
iliskilendirilmistir (52). Ayrica WNT sinyal yolaginda gorev alan beta —kateninin belli
hiicre gruplarinda artmis ekspresyonu, o hiicrelerdeki pluripotent o6zelligin
saglanmasinda etkili oldugu bildirilmisitr (53). Bizim ¢alismamizda da primer tumor
orijinli HTB 20 hiicre hattinda kok hiicre benzeri hiicrelerde CTNNBI ekspresyonun

artis gostermesi daha dnce yapilan ¢aligmalarla benzerlik gostermektedir. Metastatik
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orijjinli diger ¢ hiicre hattinda CTNNBI ekspresyonunda anlamli degisiklik

bulunmammustir.

Daha o6nce HTB 22 hiicreleinde yapilan bir c¢alismada, artan c-JUN
ekpresyonunun kanser hiicrelerinde seliiler motilite ve invazyon yetenegini arttirarak
timoriin daha agresif seyretmesine yol actigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada C-Jun
fazla ekspresyonunun Ostrojen ve tamoksifen tedavisine diren¢ gelisiminde etkin
oldugu bildirilmis ve meme kanser hiicrelerinin Ostrojen bagimsiz hale geldigi
bildirilmistir (54). Yine baska bir ¢alismada Jun ekpresyon artisinin metastazla ilgili
oldugu, karaciger metastazi yapan meme kanserlerinde bu ekspresyonun arttigi
bildirlmistir (55). Ayrica Jun ekpresyonunun meme kanseri kok hiicrelerini yoneterek
kanserin invaziv formda ilerlemesini sagladig1 baska bir ¢aligmada bildirilmistir (56).
Bu sonuglarla karsilastirildiginda HTB 20 kanser hiicresi hattundan ayrilan kok hiicre
benzeri hiicrelerde JUN ekpresyonunun arttigini saptadigimiz bizim c¢aligmamizda

literatiirle benzer bulgular saptanmistir.

Daha 6nce triple negative meme kanserlerinde ekpresyonunun arttigi bildirilen
XBP1 HIF1 alfa ile birlikte etki ederek kenserin metabolizma ve anjiogenezinde etkin
rol aldigr Kotii prognoz gostergesi olarak bildirilen bu ekspresyon artisinin tiimérleri
agresif ve tedaviye direngli hale getirdigi gosterilmistir (57). Bizim cailismamizda
HTB 22 meme kanseri hiicre hattinin kok hiicre benzeri hiicrelerinde bu genin
ekpresyonunda anlamli artis tespit edilmistir. Ayrica caligilan tiim kanser hiicreleri ve
kok hiicre benzeri hiicrelerde bu genin ekspresyonunun arttigi tespit edilmisitr. Bu
bulgu literatiirle benzerlik gostermektedir. Agresif ve tedaviye direncli tiimdrlerde
XBP1 ekspresyonunun incelenmesinin tedavi hedefi tespitinde etkili olabilecegi

distiniilebilir.

Hiicre proliferasyonu, differansiasyonu ve hiicre siklusu progresyonunda gorev
alan ekstraseliiler sinyal regiilasyon kinazlar1 ailesinden MAPK3 ekpresyonunun (58)
HTB 22 hiicre hatt1i kok hiicre benzeri hiicrelerde arttigi tespit edilmistir. Heniiz
differansiasyonunu tamamlamamis kok hiicre benzeri hiicrelerde bu ekpresyonun
kanser hiicresine gore daha fazla olmasi, bu gen {irliniiniin gorevi goéz Oniinde

bulunduruldugunda beklenen bir sonug oldugunu diisiiniilmektedir.
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Meme kanserli hastalarin tiimér hiicreleri metilasyon profillerinin incelendigi
bir caligmada ADAM 23 geninin control grubuna gore daha az ekprese oldugu ve bu
ozelligin tiimoriin metastaz yetenegini arttirdig1 tespit edilmistir (59). Yine baska bir
calisgmada ER+ meme kanserinde artmis GSTP1 metilasyonunun tiimoriin daha
agresif seyretmesine neden oldugu ancak tiimor davranisiyla ekpresyon seviyesinin
iligkili olmadig: bildirilmistir (60). Bizim calisgmamizda metastatic orijinli HTB 22
timor hiicre hattindadan elde edilen kok hiicre benzeri hiicrelerde bu iki genin ayni

hattin kanser hiicrelerine gore daha az eksprese oldugu goriilmiistiir.

Normal dokuda iireme, yara iyilesmesi ve anjiogenz gibi fizyolofik olaylarda
ektraseliiler matriksin degredasyonu gorevini iistlenen MMP2 ve MMP9 gen {iriinleri
kanser invazyon ve metastazinda énemli etkiye sahiplerdir. Ornegin metastatic meme
kanserinde ekpresyonlarmin arttigr bildirilmistir (61). Yine bazi insan kanserlerinde
invazyon ve metastaz iligkileri tespit edilmis, tlimoriin agresif seyrinden sorumlu
tutulmuslardir (62). Bizim c¢alismamizda Adam 23 ve GSTP1 6rneginde oldugu gibi
metastatik orijinli HTB 22 tiimér hiicre hattindadan elde edilen kok hiicre benzeri
hiicrelerde bu iki genin ayn1 hattin kanser hiicrelerine gore daha az eksprese oldugu
gorlilmiistiir. Bu bulgu literatiirle ¢elisir gibi goriinsede, metastaz yapmis bir timoriin
barindirdigi kok hiicre benzeri hiicrelerin de, differansiasyona ugramis hiicreler

olabilecegi sorusunu akla getirmektedir.

AKT1 normal meme dikusunun gelisiminde dnemli bir oynarken meme kanseri
inisiasynu ve progresyonunda da Onemli bir role sahiptir. Insan kanserlerinde
ekpresyonu en sik artan genlerden biridir. Bu yiizden de kanser gelisiminin
anlagilmas1 ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde AKT1 roliiniin iyi anlagilmasi
gerektigi diistiniilmektedir. Hiicre siklusu artan AKTI1 aktivasyonuyla G1 ve G2
fazindaki control noktalarin1 atlayarak kontrolsiiz ¢ogalma yoniinde ilerlemektedir
(63). Bu da kanser olusumunda 6nemli bir etkendir. Bu bilgilerle uyumlu olarak
caligmaya dahil ettigimiz farkl 6zellikteki tiim kanser hiicre serilerinde ve bunlara ait

kok hiicre benzeri hiicrelerde AKT1 gen ekpresyonunun artmis oldugu bulunmustur.

Anjiogenezin inhisyonu ve tiimor biiyiimesinin engellenmesi lehine ¢alisan
THBSI1 gen iiriinlerinin azalmasi kolorektal, pancreas, serviks, oral skuamoz hiicre
kanserlerinde kotii prognoz belirteci olarak gosterilmistir. Meme ve prostat

kanserinde yeterli bulgu olmamasina ragmen meme kanserinde artmis seviyeninin
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artan VEGF nedeniyle koruyucu etki yapmadig bildirilmistir (64). Bizim
calismamizda tim kanser hiicre hatlari ve bu hatlara ait kok hiicre benzeri

hiicrelerdeki artan THBS1 ekpresyonu literatiirle uyumlu degildir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bizim ¢alismamizda meme karsinogenezinde rol alan bazi genlerin
ekspresyonlarinda normal kanser hiicre hattina gore kanser kok hiicrelerinde anlamli
artma ve azalmalar oldugu tespit edilmistir. Bu degisikliklerin 6zellikle hiicre-hiicre
iligkisi, anjiogenez, tiimdr migrasyonu ve proliferasyonu ve DNA hasar onarimi
iligkili genlerde oldugu goriilmistiir. Kanser hiicreleri ve kanser kok hiicre benzeri
hiicrelerdeki gen ekspresyonlarinda tespit edilen bu farkliliklarin yaninda AKT]I,
CTNNBI1, THBSI, TP53 ve XBP1 gen ekspresyonlarinin hem kanser hiicrelerinde
hem de kanser kok hiicre benzeri hiicrelerde artmis oldugu goriildii. Nihayi tedavi
hedeflerinin, tiim bu genetik farkliliklar g6z Oniine alinarak planlanmasi gerektigini
diisiinmekteyiz. Ayrica farkli genetik yap1 ve fenotipteki kanser hiicre hatlar1 ve bu
hiicre hatlarindan elde edilen kok hiicre benzeri hiicrelerdeki gen ekspresyonlarinin
farkliliklar gostermesi asimetrik olarak c¢ogaldigi bilinen kanser kok hiicrelerinin
literatiirde bildirilen kok hiicre yiizey belirleyicileri CD44 ve CD24’e bakilarak
ayristirllamayacagi gorlisiinii ortaya koymaktadir. Bu nedenle meme kanseri kok
hiicresi yerine ‘“meme kanseri baglatan hiicre’” kavrammin kullanilmasini

Oonermekteyiz.
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