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MEME KANSERİ KÖK HÜCRELERİNİN KARAKTERİSTİK
ÖZELLİKLERİ

Dr. Sait Murat Doğan

Yazışma Adresi: Dokuz Eylül Üniversitesi Onkoloji Enstitüsü, Temel Onkoloji

Anabilim Dalı, İZMİR

ÖZET

Amaç: Meme kanseri kadınlarda tüm dünyada temel halk sağlığı

problemlerinden biridir. Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde, kadınlarda görülen en

sık kanserdir. Kanser hücrelerinin küçük bir kısmının yeni tümör oluşumuna neden

olabildiği ve bu hücrelerin tedaviye dirençli olduğu gösterildikten sonra, kanser kök

hücreleri kanser tedavisinde yeni bakış açıları sunmuştur. Bu çalışmada , meme

kanserinin gen ekspresyon profili ile onun kök hücrelerini farklı biyolojik

özelliklerini esas alarak kıyaslanması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Farklı moleküler ve biyolojik özelliklerdeki dört meme

kanseri hücre serisi kültüre 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 hücreler pozitif kontrollerdi. Kanser kök hücreleri

CD44+CD24- özellikleri göz önüne alınarak manyetik izolasyon yöntemiyle

ayrıştırıldı. Hücrelerin her iki grubu için RNA izolasyonu ve cDNA dönüşümü yapıldı.

Meme kanseri ile ilişkili 84 gen dizilim ekspresyonları RT-PCR ile değerlendirildi.

Veri analizleri SABioscience web sayfasında yapıldı.

Bulgular: Kanser kök hücreleri HTB-133 de VEGFA’nın gen ekspresyonu

artarken MKI67 ve TFF3 azaldı. HTB-20 kanser kök hücrelerinde CTNBB1,

CDKN1A, JUN, TFF3 azaldı. MCF-7 (HTB-22) kök hücrelerinde SLC39A6, TFF3,

XBP1, RB1, MAPK3 artarken ADAM23, PLAU, GSTP1, BCL2, MMP2, MMP9,

MGMT azaldı. MDA-MB-231 kök hücrelerinde ABCB1 ve SLC39A6 artarken

MMP9 and MKI67 azaldı. Meme- kanseri hücreleri ve onların kök hücreleri arasında

özellikle anjiogenezis, migrasyon, proliferasyon and DNA onarım genlerinin

ekspresyonlarında farklılıklar belirlendi. Meme kanser hücreleri ve onların kök
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hücrelerinde AKT1, CTNNB1, THBS1, Tp53 ve XBP1 genlerinde artış olduğu tespit

edildi.

Sonuç: Verilerimiz meme kanseri için genel bir kanser kök hücresi

bulunmadığını göstermektedir. Farklı genetik özellikte ve fenotipte farklı meme

kanser kök hücreleri bulunmaktadır. Çalışmamız “meme kanseri başlatan hücreler ”

kavramının ‘’meme kanseri kök hücreleri’’ yerine kullanılmasının daha uygun olacağı

düşüncesini desteklemektedir. Nihayi tedavi hedeflerinin, tüm bu genetik farklılıklar

göz önüne alınarak planlanması gerektiğini düşünmekteyiz.

Anahtar sözcükler: Meme kanseri, kanser kök hücresi, gen ekspresyonu
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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, CDKN1A, 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

ABCB1 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
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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
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1. GİRİŞ VE AMAÇ

1.1. Problemin Tanımı ve Önemi

Meme kanseri kadınlarda tüm dünya genelinde temel bir halk sağlığı

problemidir. Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde kadınlardaki en sık kanser

nedenidir. Tüm dünyada yeni konan kanser tanılarının onda biri kadınlardaki meme

kanseridir. Ayrıca dünya genelinde kadınlardaki kanserden ölüm nedenleri arasında

başı çekmektedir. 1,1 milyon üstünde tanı alıp 410.000 üzerinde ölüme neden

olmaktadır (1). Her iki cinste akciğer kanseri ilk sıradayken meme kanseri ikinci

sırada yer almaktadır.

Meme kanseri klinik davranışı, klinik sonucu ve hastalığın biyolojik doğası

gereği heterojen bir hastalık olarak tanımlanmaktadır. Hastalığın kısa ya da uzun

seyri ile ilişkili olacak faktörler ve bununla ilintili sistemik tedavisi göz önüne

alınarak meme kanseri hastasının tedavisi dikkatlice planlanmalıdır.

Tümör evrelendirme sistemi TNM, hastaların prognozunu göstermesi, tedavi

planlarında yol gösterici olması ve uygulanan tedavi etkilerinin takibine yardımcı

olması sebebiyle 1953 yılından beri ortak dil olmuştur (2). Ancak meme kanserinin

tedavi anlayışı, son 20 yıl içinde Östrojen Reseptörü (ER) ve İnsan epitel Büyüme

Faktörü Reseptörü 2 (HER2) sinyal yolağını hedefleyen tedavilerle birlikte değişti.

Artık tedavi seçiminde, hastalığın doğal seyriyle ilişkili olup sistemik adjuvan

tedavinin yokluğunda sağ kalım ile ilişkili olan prognostik faktörler ve tedaviye

verilecek yanıt ile ilişkili ölçümler olan öngörüsel faktörler değerlendirilmektedir.

Ancak günümüzde kullanılan kesin prognostik ve prediktif faktörlerin kısıtlılığı

nedeniyle hastaların bir bölümü tedaviden yararlanamamaktadır. Mevcut prognostik

faktörlere göre sınıflandırıldığında, düşük riskli hastaların bir kısmı nüksedebilir ya da

yüksek riskli gruba dahil hastalarda nüks görülmeyebilir. Daha genç kadınlara

uygulanan daha agresif tedaviler uzun dönemde sekellere yol açabilir. Diğer sağlık

problemlerinin varlığı nedeniyle daha yaşlı kadınlar agresif tedavinin toksisitelerine

daha duyarlı olabilir. Tedavinin ana hedefi yalnızca hastalıksız sağ kalım değil, aynı

zamanda toplam yaşam süresi ve yaşam kalitesi de olduğundan toksisiteden kaçınmak

için adjuvan sistemik tedaviden yarar görebilecek hastaların seçiminde

kullanılabilecek yeni faktörlerin keşfedilmesini amaçlayan çalışmalar yapılmaktadır.
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Kanser dokusuna uygulanabilecek her moleküler analitik yöntem potansiyel

olarak prognostik ve öngörüsel faktörleri tespit etme gücüne sahiptir. qRT-PCR ve

microarray gibi moleküler tekniklerle gerçekleştirilen gen ekspresyon profilleri ile

meme kanserinin heterojenitesini açıklama çabaları tümörün moleküler sınıflamasını

gündeme soktu ve sporadik meme kanserleri arasında gen ekspresyon farklılıklarını

belirleyen ilk kapsamlı ve çığır açan girişim 2000 yılında Perou ve arkadaşları

tarafından gerçekleştirilerek meme tümörleri 4 ana gruba ayrıldı (3). Ancak meme

kanserinin moleküler alt gruplarını küçük gruplarıyla birlikte tanımlayacak

standardize yöntemlerin geliştirilmesi, prognostik ve öngörüsel göstergelerin çok daha

büyük hasta gruplarını içeren klinik çalışmalarla birlikte denenmesi, moleküler

tiplerin yeni alt gruplarının ortaya çıkmasına yol açması, bu grupların tedaviyi

yönlendirmesi beklenen gelişmelerdir.

Ayrıca, nod negatif meme kanserinde adjuvan kemoterapi önerilen meme

kanseri vakalarının bir bölümünün adjuvan tedavi almadan tedavi olması ve hastaların

tedaviye verdikleri yanıtların farklılığı, hastaların nüks risklerine göre tanımlanmasını

sağlayacak, tedaviye verilecek yanıtı öngörebilecek moleküler yaklaşımları gündeme

getirdi. Microarray ve diğer yüksek işlem hacmine sahip deneylerde çoklu

değişkenlerin test edilmesi, prognostik ve prediktif çalışmaların yürütülmesi için hem

yöntemsel hem de istatistiksel değişikliklere sebep oldu. FDA (Food and Drug

Administration), 2007 yılında yayınlanan taslak kılavuzla tek bir laboratuvar

tarafından geliştirilen, tek bir laboratuvarda uygulanan ve klinik laboratuvar

hizmetleri olarak sunulmaya başlayan yeni genetik testleri, In Vitro Diagnostic

Multivariate Index Assays: Vücut Dışı Çok Değişken Endeksli Tanı Testleri

(IVDMVIA) olarak isimlendirerek, bunları düzenleme otoritesine sahip olduğunu

açıkladı; böylece yeni testlerin geliştirilmesi ve klinik kullanımının yolunu açmıştır

(4).

Bireysel tedavi modalitelerinin giderek ön plana çıktığı bu çağda, genetik temel

üzerinde gelişen kanserin sınıflandırmasının moleküler düzeyde yapılmasının önemi

kabul görürken, hasta tümör örneklerinin genetik ve epigenetik durumlarının

incelenmesi hastalık hakkında tanı, tedavi ve prognoz ile ilişkili detayların

bilinmesine yol açacaktır.
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Yıllar içinde meme kanseri tedavisindeki gelişmelere rağmen zaman içinde bu

hastalığın rölapsı hastalığın tam tedavi olması önünde bir engel olarak durmaktadır.

Bu da kanser kök hücreleri olarak bilinen kök benzeri hücrelerin küçük bir kısmının

var olduğunun belirtilmiş olmasıdır. Tek gösterilmiş neden de budur (5,6).

Kanserin kök hücre hastalığı olarak bilinmesi yeni bir bakış değildir. Geçtiğimiz

yıllarda bilim adamları kök hücre tabanlı hiyerarşik modelleri kullanarak kanser

biyolojisini tekrar gözden geçirdiler. Konu hakkındaki temel tartışmalar doku kök

hücrelerinin transformasyon için primer hedef olabileceğini göstermektedir. Bunu da

şu şekilde özetleyebiliriz: kök hücreler uzun ömürlüdür, yavaşça bölünen hücreler

dokularda sebat edip neoplastik transformasyon için birden fazla genetik farklılığa

neden olmaktadır bu da kısa ömürlü olanlara göre daha fazla genotoksik sonuçlara

neden olur.(7); (ii) moleküler yolaklar kök hücrelerin kendini yenilemesinde kritik rol

oynarak bir sıra tümör içinde sıklıkla kısıtlamaları kaldırmaktadır. (8); (iii) normal

kök hücreleri ve tümör hücreleri bir seri fenotipik özellik paylaşırlar: görece

farklılaşmamış faz, kendini yenileme özelliği ,migrasyon için belirgin yetenek olarak

bilinen sitoprotektif mekanizmaların aktivasyonu. Kan, beyin ve meme kanserlerinde

tümörün gelişimi ve yayılmasında değişime uğramış kök/progenitör hücrelerin rol

oynadığı daha önceleri de kabul gören bir durumdu (9-13). Immün baskın farelerde

transplantasyon sonrası kanser hücrelerinin çok az bir kısmında tümör yayılımını

tekrardan düzenleme kapasitesi ve kendini yenileme özelliğine sahip “kanser kök

hücreleri“ veya “ tümör başlangıç hücreleri“ nin yeni tümör hücreleri oluştuğu

gösterilmiştir. Kaç adet ve hangi tip kanser hücresinin elimine edileceğini anlamak

kanser tedavisinin temel amacıdır. Bu yüzden sınırlı üreme potansiyeline sahip kanser

hücrelerinin eliminasyonu sınırsız üreme özelliğine sahip kök hücre yayılımı

düşünüldüğünde klinik rölaps ya da rekürrens ile sonuçlanmakadır (14). Membranlar

üzerindeki yüzey belirleyici proteinleri hücre tiplerini tanımlar. Ayrıca meme kanseri

için kök hücrelerler hücre yüzey marker proteini CD44 sunumu ve adezyon molekülü

olarak bilinen düşük düzey CD24 ile tanımlanabilirler. Meme kök hücreleri,

mammosferler olarak bilinen nöral kök hücre agregatlarına benzer serumdan yoksun

süspansiyon kültürlerinde çoğalma yeteneğiyle kolaylıkla tanımlanabilirler. Meme

tümörlerinde zenogreftli farelerde olduğu gibi tedavi edilmiş hastalarda neoadjuvant

tedavi rejimlerinin kullanılması konvansiyonel kemoterapinin kök hücrelerin

kuvvetlenmesine neden olabileceğini göstermiştir (15,16). Kök hücreler üzerine
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radyasyon etkisi, invitro olarak çalışılmıştır. MCF7 de tek sıra kültürdeki hücrelere

nazaran mammosferler olarak izole edilen kök-hücre/progenitörler radyoterapiye daha

dirençlidirler, fraksiyone radyoterapi CD44/CD24/low fenotipli meme kök hücrelerin

oranını arttırmıştır (17). Bu veriler; kanser kök hücrelerin kabul gören tüm tedavilere

direnç gösterdiğini ve tedavi küratif ise bunların dışlanacak güncel hedefler

olduğunu tekrardan vurgulamaktadır. İlginç bir şekilde , EGFR/ERBB2 inhibitor

lapatinib li ERBB2-pozitif tümörlerin tedavisi meme kanseri kök hücrelerin

yüzdesinde küçük bir azalmaya neden olmaktadır (12). Tanı , tedavi ve prognozdaki

gelişime ragmen meme kanserinde rekürrens ve metastaz gibi durumları açıklamak

için bu kök hücrelerin özelliklerinin anlaşılması önemli bir basamaktır.

1.2. Araştırmanın Amacı

Bu çalışmada, farklı moleküler ve biyolojik karakteristikteki meme kanseri

hücrelerinin kök hücrelerindeki gen ekspresyon profillerindeki farklanmaları tespit

ederek olası yeni moleküler tedavi hedeflerini tespit etmeyi amaçladık.

1.3. Araştırmanın Hipotezleri

Farklı moleküler ve biyolojik özellikteki meme kanserleri ve bunlara ait kök

hücrelerin gen ekspresyon özellikleri farklılıklar gösterir.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Meme Kanseri Heterojen Bir Hastalıktır

Meme kanserinin tek yönlü bir hastalık olmadığı uzun zamandan beri

bilinmektedir. Daha çok moleküler, histopatolojik ve klinik düzeyde heterojenite

gösteren bir hastalıktır. Çeşitlilik, moleküler düzeyde kendini gen ekspresyonunda

farklılıklar, genomik sapmalar ve protein ekpresyonunda değişiklikler şeklinde

gösterir. Bu çeşitlilik histopatolojik alt tiplerde her zaman paralellik

göstermemektedir. Mikroçevre ve mikroçevredeki hücresel ilşkilerdede varyasyonlar

görülmekte olup, bu varyosyanlar tümörin kendi içinde angiogenetik ve metastatik

özelliklerinde farklanmalara yol açmaktadır. Tümörün hücresel kompozisyonu kişinin

hastalığının biyolojik ve klinik özelliklerinin en önemli belirleyicisidir. Bu çeşitlilik

yüzünden tanı, tedavi ve prognozun belirlenmesinde histopatolojik sınıflama yeterli

olmayıp detaylı moleküler sınıflama yapılması ihtiyacı oluşmuştur.

2.2 Meme Kanserinin Moleküler Sınıflandırılması

Kanser dokusuna uygulanabilecek her moleküler analitik yöntem potansiyel

olarak prognostik ve öngörüsel faktörleri tespit etme gücüne sahiptir. qRT-PCR ve

microarray gibi moleküler tekniklerle gerçekleştirilen gen ekspresyon profilleri ile

meme kanserinin heterojenitesini açıklama çabaları tümörün moleküler sınıflamasını

gündeme soktu.

Sporadik meme kanserleri arasında gen ekspresyon farklılıklarını belirleyen ilk

kapsamlı ve çığır açan girişim 2000 yılında Perou ve arkadaşları tarafından

gerçekleştirilerek meme tümörleri 4 ana gruba ayrıldı (2):

1) Luminal hücre benzeri,

2) Bazal hücre benzeri,

3) Normal epitel benzeri

4) HER2 pozitif grup

Sonraki çalısşmalarda luminal hücre benzeri grup içinde luminal A ve B olmak
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üzere 2 alt grup daha tanımlandı (18,19), meme kanserinin bu alt moleküler

gruplarının ekspresyon farklılıkları doğrulandı (18,20-23).

Luminal hücre benzeri grubunun hepsi ER pozitiftir. Luminal A grubu en fazla

ER ekspresyonu gösteren tümörlerdir (19). Luminal B grubu tümörler luminal gruba

özgü genleri orta düzeyde eksprese eder ve bazıları HER2 pozitiftir. p53 gen

mutasyon sıklığı luminal A grubunda luminal B grubundan daha sıktır (24,25).

Luminal hücre benzeri grubun yaklaşık üçte ikisi düşük ya da orta düzey histolojik

grade’e sahiptir, endokrin tedaviye duyarlıdır. Bazal hücre benzeri grubun %95’i ER

negatiftir ve %91’i yüksek gradedir (26). Bazal hücre benzeri grup aynı zamanda

“triple” negatif meme kanser fenotipine sahiptir (ER negatif, PgR negatif ve HER2

negatif). Ancak bazal hücre benzeri grubun heterojen olduğu ve alt grupları içerdiği

düşünülmektedir (24,25).

Farklı moleküler alt gruplarda prognozun ve kemoterapi duyarlılığının farklı

olduğu gözlendi. Luminal hücre benzeri kanserlerin daha uzun sağ kalım oranları,

bazal hücre benzeri ve HER2 pozitif tümörlerin ise birden fazla ajanla yapılan

neoadjuvan tedaviye daha yüksek oranda patolojik tam yanıt verdikleri gösterildi

(19,26).

Meme kanserinin moleküler alt gruplarını küçük gruplarıyla birlikte

tanımlayacak standardize yöntemlerin geliştirilmesi, prognostik ve öngörüsel

göstergelerin çok daha büyük hasta gruplarını içeren klinik çalışmalarla birlikte

denenmesi, moleküler tiplerin yeni alt gruplarının ortaya çıkmasına yol açması, bu

grupların tedaviyi yönlendirmesi beklenen gelişmelerdir.

2.3 Meme Kanseri Prognostik ve Prediktif Faktörler

Prognostik faktörler hastalığın doğal seyriyle ilişkili olup sistemik adjuvan

tedavinin yokluğunda sağ kalım ile ilişkili, öngörüsel faktörler ise tedaviye verilecek

yanıt ile ilişkili ölçümlerdir. Hormon reseptör durumu ve HER2 ekspresyonu gibi

durumlar hem prognostik hem de öngörüsel olabilir (27).

Meme kanseri tedavi karar sürecinde kullanılan progostik ve prediktif faktörler

tablo 1’de özetlendi.
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Tablo 1. Meme kanseri prognostik ve prediktif faktörler (*araştırma düzeyinde) (27)

Son 20 yıldır meme kanseri tedavi anlayışı ER ve HER2 sinyal yolağını

hedefleyen tedavilerle birlikte değişti. Bununla birlikte kesin ve kullanılabilir

prognostik ve prediktif faktörlerin kısıtlılığı nedeniyle hastaların bir bölümü tedaviden

yararlanamayabilir. Günümüzde kullanılan prognostik faktörlerle düşük riskli

hastaların bir kısmı nüksedebilir ya da yüksek riskli gruba dahil hastalarda nüks

görülmeyebilir. Daha genç kadınlara uygulanan daha agresif tedaviler uzun dönemde

sekellere yol açabilir. Diğer sağlık problemlerinin varlığı nedeniyle daha yaşlı

kadınlar agresif tedavinin toksisitelerine daha duyarlı olabilir. Tedavinin ana hedefi

yalnızca hastalıksız sağ kalım değil, aynı zamanda toplam yaşam süresi ve yaşam

kalitesi de olduğundan toksisiteden kaçınmak için adjuvan sistemik tedaviden yarar

görebilecek hastaların seçiminde kullanılabilecek yeni faktörlerin keşfedilmesini

amaçlayan çalışmalar yapılmaktadır.

2.4 Kanser Kök Hücre Hipotezi

Kanserin, kök hücre özelliği gösteren dar bir hücre grubundan

kaynaklanabileceği görüşü yaklaşık 150 yıl öncesine dayanmaktadır. 1961’de Till JE

ve Mc CE, kanserin kökeninin dokuya özgü kök hücreleri olabileceğini ileri

sürmüşlerdir. 1967’de ise Pierce GB, kanserin kök hücrelerin olgunlaşmalarının

durmasıyla ilgili olduğunu savlamıştır (28).

Kanser kök hücresi (KKH) hakkındaki ilk direkt kanıt, 1997’de Dick J. ve

arkadaşlarının yayımladıkları makale ile gelmiştir. Dick J. ve grubu, akut myelojenik

lösemili (AML) hastaların kanlarından izole ettikleri lösemik hücrelerin küçük bir

grubunun (yaklaşık 10 000 hücrede <1 hücrenin), diyabetik olmayan ağır
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immünsupresif (NOD/ SCID) farelerde orijinal tümörü oluşturabildiğini

göstermişlerdir. Araştırmacılar, bu hücre grubunun normal hematopoetik kök

hücrelerin fenotipinde olduğunu (CD 34+ /CD 38-) tesbit etmiş ve kanserin normal

kök hücrelerden kaynaklandığını ileri sürmüşlerdir ( 5,29,30) .

Daha sonraki yıllarda başka araştırmacılar, Dick J. ve arkadaşlarının açtığı

yoldan ilerleyerek, bu grubun “lösemik kök hücreleri” izole ettiği ve bu hücrelerin

kök hücre özelliklerini test ettiği yöntemleri, solid tümörlere adapte etmişlerdir. Bu

bağlamda meme kanseri ve glioblastomlarda yapılan araştırmalar başı çekmiş (2003

ve 2004 ) ve ardarda kolon kanseri, akciğer kanseri ve prostat kanseri gibi birçok solid

tümörde “kanser kök hücreleri” gösterilmiştir (13, 31-33).

Normal kök hücre biyolojisi hakkındaki temel bilgiler, farelerde hematopoez

üzerinde yapılan araştırmalardan elde edilmiştir. Aynı şekilde hematolojik kanserler

de- özellikle kronik miyelojenik lösemi (KML) ve akut miyolejenik lösemi (AML)

başta olmak üzere- kanser gelişiminde modern konseptlerin oluşturulmasında önemli

model hastalıklar olmuşlardır (34, 35).

AML ve diğer tümörlerde gözlenen “fonksiyonel heterojenite”nin

açıklanmasında iki model bulunmaktadır: “Stokastik Model” ve “Kanser Kök Hücresi

Modeli” (35).

Stokastik modelde; her bir tümör hücresinin, aynı kök hücre gibi davranarak

“sınırsız” çoğalma kapasitesine sahip olma olasılığı düşük ancak eşittir. Kanser kök

hücre modelinde ise, bir tümörde farklı “kendini yenileme” ve farklanma

kapasitelerine sahip belirli hücre sınıflarının olduğu ileri sürülmektedir. Sonuçta,

ancak küçük tanımlanabilir bir hücre topluluğu tümörü başlatabilecek sürekli

kapasiteye sahip olacak ve tümörü oluşturan hücre tiplerinin hiyerarşisini

üretebilecektir. Her iki model de bir tümörde sadece sınırlı sayıdaki hücrenin tümörü

başlatabileceğini ileri sürse de, dayandıkları biyolojik prensipler çok farklıdır.

Stokastik teoriye göre, bir tümör içindeki hücreler görece homojendir ve tümörün

oluşmasına ve ilerlemesine yol açan genetik değişiklikler bütün hücrelerde oluşurlar.

Sonuçta tümörejenik yolakların anlaşılması ve tümörün eradike edilmesini sağlayacak

tedaviler, tümördeki hücrelerin hepsini kapsamalıdır. Kök hücre modelindeyse,

tümörü başlatan nadir bir hücre popülasyonu biyolojik ve fonksiyonel olarak diğer
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hücrelerden farklıdır. Tümördeki hücrelerin büyük çoğunluğuyla karşılaştırıldığında,

tümörejenik yolaklar bu hücrelerde farklı işleyecektir. Dolayısıyla, kanser relapsını

efektif olarak önleyebilecek tedavilerin geliştirilebilmesi için araştırmalar KKH’leri

üzerinde yoğunlaştırılmalıdır. KKH modeli, in-vivo olarak tümör oluşumunu

başlatabilecek kapasiteye sahip olan kök hücrelerin prospektif olarak tümörün geri

kalan büyük kısmından izole edilebileceğini ileri sürmektedir; buna karşın stokastik

modelde, tümörü başlatma kapasitesi her zaman her hücre fraksiyonunda olacağından

böyle bir izolasyon söz konusu değildir (35).

KKH hipotezi, yukarda da bahsedildiği gibi tümör içerisinde bir grup hücrenin

normal kök hücre özellikleri gösterdiğini ileri sürmektedir. Bu özellikler şöyle

sıralanabilir:

Kendini yenileme kapasitesi,

 Farklanma yetisi,

Aktif telomeraz ekspresyonu,

Anti-apoptotik yolakların aktivasyonu,

Hücre zarı transport aktivitesinin artmış olması,

Migrasyon ve metastaz yeteneği (1).

Özetleyecek olursak, bu hipoteze göre; tümörler de vücuttaki normal dokular

gibi hücresel bir hiyerarşi göstermektedirler. Bu hiyerarşide, KKH’leri limitsiz

çoğalma kapasitesi olan tek hücre grubudur. Bu nedenle KKH’leri tümörün

büyümesini ve metastaz yapabilmesini sağlarlar. Tümör dokusunun büyük kısmını

oluşturan “diferansiye” kanser hücreleriyse, yüksek çoğalma kapasitesine sahip

olabilirler ancak bu kapasite sınırsız değildir (36, 37).

2.5 Kanser Kök Hücresinin Orijini

Dokulardaki YKH’lerin kendini yenilemesi, kök hücrenin içinde bulunduğu

“niş” (mikroçevre) ‘den gelen sinyallerle çok sıkı bir biçimde denetlenmektedir.

Normal koşullarda kök hücre bölünmesi asimetriktir; bölünme sonucu kök hücrenin

kopyası olan bir hücreyle, farklanma yeteneğine sahip olan ve dokudaki hücre
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türlerine dönüşecek olan bir hücre oluşur. Kök hücrenin simetrik bölünmesindeyse,

iki tane kök hücre özelliğine sahip hücre ortaya çıkar (28). Literatürdeki ağırlıklı

görüşe göre KKH’nin kökeni, dokulardaki normal kök hücrelerdir (34, 38, 39).

KKH’lerinin izolasyonunda kullanılan tanımlanmış pek çok belirteç normal kök

hücre belirteçleridir. Kök hücre belirteci konusundaki en önemli sorun, bu

belirteçlerin kök hücre/ progenitor hücreler için hiç de spesifik olmamasıdır.Tam

tersine bu antijenlerin birçoğu çeşitli mezenkimal hücrelerde eksprese edilmektedir.

Örneğin, en çok kullanılan belirteçlerden bir tanesi olan CD 44 sadece hematopoetik

ve hematopoetik olmayan kök hücrelerde değil, monosit, lenfosit, granülosit, epitel

hücresi ve melonisitleri içeren birçok olgun hücrede de eksprese olmaktadır. Yine

CD34 sadece hematopoetik kök hücrelerde değil daha olgun progenitor hücreler ve

endotelyal hücrelerde ekprese edilmektedir (40).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Araştırmanın Tipi

Araştırma deneysel bir araştırmadır.

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı

Araştırma Dokuz Eylül Üviversitesi Onkoloji Enstitüsü Laboratuarlarında

2012–2014 yılları arasında yapılmıştır.

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi

Araştırma ticari hücre hatları MCF-7 (HTB-22), HTB-133 (T47D), MDA- MB-

231 (HTB-26) , HTB-20 (BT-474) ile yapılmıştır.

3.4. Çalışma Materyali

3.4.1. Kullanılan Sarf ve Malzemeler

Ticari Hücre Hatları

MCF-7 (HTB-22)

HTB-133 (T47D)

MDA- MB-231 (HTB-26)

HTB-20 (BT-474)

Malzemeler:

 Plastik hücre kültürü kapları.

DMEM: Ham’s F12 (1:1) kültür ortamı

 Fetal bovine serum

Hücre kazıyıcı
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Tripsin/EDTA

 PBS

L-Glutamin

 Penisilin/Streptomycin

RNA izolasyon kiti

 cDNA sentez kiti

 İnsan kökenli meme kanseri RT-PCR Array kiti (PAHS-131Z)

CD44+CD24- meme kanseri kök hücre izolasyonu kiti

3.4.2. Hücre Kültürü

Bu çalışmada dört tip meme kanseri hücre hattı kullanılarak kültüre edildi. Bu

çalışmada kullanılacak hücre hatlarından HTB-133 (T47D) insan kökenli duktal epitel

meme tümöründen elde edilmiş metastatik orijine sahip bir hücre hattıdır. Bu hücreler

mutant p53 proteinini eksprese etmelerine ek olarak normal kültür koşullarında

progesteron ve östrojen reseptörleri açısından pozitiftirler ve ERBB2 amplifikasyonu

yoktur. Östrojen desteği ile tümörojenik fare deneylerinde de kullanılabilir

özelliktedir. Bir diğer hücre hattı olarak MDA- MB-231 (HTB-26) kullanılacaktır. Bu

hücreler insan kökenli olup invaziv duktal meme karsinomu özelliğinde ve metastatik

orijine sahiptir. Ayrıca ER ve PR açısından negatiftirler, ERBB2 amplifikasyonu

yoktur ve mutant p53 proteini eksprese ederler. Tümörojenik fare deneylerinde de

kullanılabilir özelliktedir. Üçüncü kullanılacak hücre hattı BT-474 (HTB-20) ise,

insan kökenli duktal epitel meme tümöründen elde edilmiş primer orijine sahip bir

hücre hattıdır. Ayrıca Er ve PR açısından pozitiftirler, ERBB2 amplifikasyonu vardır

ve mutant p53 proteini eksprese ederler. Tümörojenik fare deneylerinde de

kullanılabilir özelliktedir. MCF-7 (HTB-22) insan kökenli metastatik adenokarsinomu

özelliğinde olup ER+, PR+ olup ERBB amplifikasyonu vardır. Yukarıda tanımlanan

bu hücrelerin tümü adherent özelliktedirler.



17 17

Bu hücre hatları 2 mM L-glutamin ve %1 penisilin/ streptomisin ilaveli 10%

fetal bovin serum içeren DMEM:Ham's F12 ortamlarında kültüre edildi. Haftada 2

veya 3 defa ortamları tazelenerek 37°C de % 5 CO2 ’lik etüvde inkübe edildi. Uygun

miktarda RNA izole edilebilecek hücre populasyonuna ulaşana dek kültür süreci

devam ettirildi.

3.4.3. CD44+CD24- Kök Hücre İzolasyonu

Kültüre edilen hücrelerin ortamları uzaklaştıldı ve PBS ile yıkandı. Daha sonra

tripsin-EDTA solüsyonu ile muamele edilerek hücrelerin kalkması sağlandı. 1:1

oranda ortamlar eklenip hücreler falkon tüpler içinde santrifüj edildi. Elde edilen

hücre pelleti üzerindeki süpernatant uzaklaştırıldı. Hücreler manyetik ayırma tamponu

ile resüspanse edildikten CD24 monoklonal antikoru ile inkübe edildi. Manyetik

işaretleme için CD24+ olan hücrelere bağlanacak ferritin solüsyonu ile inkübe edildi.

Daha sonra tüpler manyetik alana yerleştirildi ve magnete tutunmayan CD24-

hücreleri içeren süpernatant toplantı. Bu hücrelere CD44 monoklonal antikoru ile

inkübe edildi. Manyetik işaretleme için CD44+ olan hücrelere bağlanacak ferritin

solüsyonu ile inkübe edildi. Daha sonra tüpler manyetik alana yerleştirildi ve magnete

tutunan manyetik işaretli CD44+ hücreler toplandı. Böylece CD44+CD24- meme

kanseri kök hücreleri izole edilmiş oldu.

Şekil 1. CD44+CD24- Meme Kanseri Kök Hücrelerinin Manyetik İzolasyonu
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3.4.4. RNA İzolasyonu

İzole edilen CD44+CD24- kök hücreler ve kök hücre olmayan meme kanseri

hücreleri uygun seyreltme işlemleri ardından TOMA lamı ile sayıldı. Buna göre 1x106

hücre başına yaklaşık 15 μg RNA eldesi için uygulanacak prosedür şu şekilde

gerçekleştirildi. Hücreler 200 μl PBS içinde resüspanse edildi. 400 μl liziz ve

bağlanma tamponu eklenip 15 sn vortekslendi. Yüksek saflıkta filtreli tüp koleksiyon

tüpüne takıldı. Örnek üstteki filtreli tüpe aktarıldı. 15 sn 8000 g de santrifüjlendi.

Filtreli tüp koleksiyon tüpünden çıkarıldı. Koleksiyon tüpündeki sıvı

uzaklaştırıldıktan sonra aynı tüpler tekrar takıldı. Örnek başına 90 μl DNAaz

inkübasyon tamponu reaksiyon tüpüne eklendi. 10 μl DNAaz I eklenip karıştırıldı. Bu

karışım filtreli tüpe ilave edilecek ve 15 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Filtreli

tübe 500 μl yıkama tamponu I eklenip 15 sn 8000 g de santrifüjlendi. Alttaki

koleksiyon tüpünde toplanan sıvı uzaklaştırıldıktan sonra aynı tüpler tekrar takıldı.

Filtreli tübe 500 μl yıkama tamponu II eklenip ve 15 sn 8000 g de santrifüjlendi.

Alttaki koleksiyon tüpünde toplanan sıvı uzaklaştırıldıktan sonra aynı tüpler tekrar

takıldı. 200 μl yıkama tamponu II filtreli tüpe eklenip 2 dk max. hızda santrifüjlendi

(13000 g). Daha sonra koleksiyon tüpü atıldı ve filtreli tüp yeni bir steril 1.5 ml ’lik

mikrosantrifüj tüpüne takıldı. RNA elüsyonu için 50-100 μl elüsyon tamponu filtreli

tüpe eklendi. 1 dk 8000 g de santrifüjlendi. Elde edilmek istenen RNA artık alttaki 1.5

ml ‘lik mikrosantrifüj tüpünde bulundu. Bu RNA ya hemen RT-PCR çalışmasında

kullanıldı ya da daha sonra çalışmak için -80 °C ‘de saklandı.

3.4.5. RT-PCR Array Analizi

Elde edilen RNA ‘lar cDNA ‘ya çevrildi. cDNA ‘lar uygun PCR karışımlarına

DNA kontaminasyonundan özenle kaçınılarak eklendi. Real-time PCR analizi

yapılacak olan array insan kökenli meme kanseri için hazırlanmış kittir. Yapılacak

data analizinde şu genlerin ekspresyonları hakkında bilgi edinildi.

Tümör Klasifikasyon Belirteçleri: Luminal A-C: ESR1 (ERa), FOXA1, GATA3,

KRT8, KRT18, SLC39A6, TFF3, XBP1. HER2-benzeri: ERBB2 (HER2), GRB7.

Basal-benzeri / üçlü negatif: BIRC5, EGFR, KRT5, NOTCH1. Metastasis to Lung:

ID1, MMP2 (Gelatinase A), PTGS2 (COX2).
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Sinyal Yolakları ile ilgili olarak: Steroid Reseptor-Aracılı: AR, BRCA1,

CCNE1, CTNNB1, ESR1 (ERa), ESR2 (ERß), IGF1, KRT19, PGR, RB1. Hedgehog:

BCL2, CCND1, GLI1, SNAI2. Glukokortikoid: IGFBP3, NME1 (NM23A), NR3C1

(GRL). Klasik WNT: APC, CCND1, CTNNB1, SFRP1. PI3K/AKT: AKT1, ERBB2

(HER2), IGF1, IGF1R, PTEN. NOTCH: BIRC5, NOTCH1. MAPK: MAPK1 (ERK2),

MAPK3 (ERK1), MAPK8 (JNK1), TP73.

Epitelden Mezenkimale dönüşüm ile ilgili olarak: CTNNB1, NOTCH1, SRC,

TGFB1, TWIST1.

Anjiyogenez ile ilgili olarak: CDH13, CTNNB1, EGF, ERBB2 (HER2), ID1,

IL6, JUN, NOTCH1, PLAU (uPA), PTEN, SERPINE1 (PAI-1), SLIT2, THBS1,

VEGFA.

Adhezyon ile ilgili olarak: ADAM23, APC, BCL2, CDH1 (E-Cadherin),

CDH13, CDKN2A (p16INK4), CSF1 (MCSF), CTNNB1, EGFR, ERBB2 (HER2),

PTEN, TGFB1, THBS1.

Proteoliz ile ilgili olarak: ADAM23, CST6, CTSD, MMP2 (Gelatinase A),

MMP9 (Gelatinase B), PLAU (uPA), PYCARD (ASC).

Apoptoz ile ilişkili olarak: AKT1, APC, BAD, BCL2, CDH1 (E-CADHERIN),

CDH1 (E-CADHERIN)3, CDKN1A (P21CIP1/WAF1), CDKN2A (p16INK4),

GSTP1, IGF1, IL6, JUN, MUC1, NME1 (NM23A), RARB, SFN (14-3-3s), SFRP1,

TP53, TP73, TWIST1.

Hücre Döngüsü ile ilişkili olarak: APC, BCL2, CCNA1, CCND1, CCND2,

CCNE1, CDK2, CDKN1A (p21CIP1/WAF1), CDKN1C (p57KIP2), CDKN2A

(p16INK4), JUN, MKI67, MYC, PTEN, RASSF1, RB1, SFN (14-3-3s), TP53.

DNA Hasarı ile ilgili olarak: APC, ATM, BRCA1, BRCA2, CCND1, CDKN1A

(p21CIP1/WAF1), MAPK1 (ERK2), MGMT (AGT), MLH1, SFN (14-3-3s), TP53,

TP73.

Ksenobiyotik değişim ile ilgili olarak: ABCB1 (MDR-1), ABCG2 (BCRP).



20 20

Transkripsiyon Faktörleri: AR, CTNNB1, ESR1 (ERa), ESR2 (ERß), FOXA1,

GATA3, HIC1, JUN, MYC, NOTCH1, NR3C1 (GRL), PGR, PRDM2 (RIZ1), RARB,

RB1, TP53, TP73, XBP1.

3.5. Araştırmanın Değişkenleri

İncelenen meme kanseri hücre hatları ve bu hücrelere ait kök hücrelerdeki

ekprese olan genler araştırmanın değişkenlerini oluşturmaktadır.

3.6. Veri Toplama Araçları

Real-time PCR ile gen ekspresyonları meme kanseri ve kanser hücrelerine ait

kök hücrelerinde saptandı.

3.7. Araştırma Planı

1. üç ay Deneylerin Planlanması Malzemelerin Temini

2. üç ay Hücre Kültürü Çalışmaları

3. üç ay Hücre Kültürü Çalışmaları

4. üç ay RNA İzolasyonu

cDNA çevrimi

5. üç ay RT-PCR

Array Çalışmaları

6. üç ay Laboratuvar Sonuçlarının Değerlendirilmesi ve İstatiksel Analiz

7. üç ay Literatür Bilgilerinin Güncellenmesi

Proje Sonuç Raporunun Yazılması

8. üç ay Yayın Haline Getirme

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi

Kontrol nöroblastom hücrelerinin ekspresyonuna göre her koşulun

ekspresyonunun artışı ya da azalışı kat değişimleri (FOLD CHANGE) hesaplandı. Bu

analizler SA Bioscience’ın data analysis expression sayfasında yapıldı. Bu sitenin
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kullanımı ücretsizdir. Heat map ve clustergramlar ile gen ekspresyon analizleri

desteklendi. T test tabanlı p değerli bu sitede değerlendirildi.

3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları

Maddi nedenler nedeni ile yalnizca dört kanser hücre hattının çalışılması,

ayrıştırılan kök hücre sayısının kısıtlı olması ve kök hücrelerin ayrıştırıldıktan sonra

kök hücre özelliklerinin yeniden değerlendirilmemesi bu araştırmanın başılıca

kısıtlılıklarıdır.

3.10. Etik Kurul Onayı
Etik kurul onay tarihi: 26.05.2011

Etik kurul onay numarası: 2011/17-07

(Etik kurul onayı Ek-1’de sunulmuştur.)
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4. BULGULAR

PAHS-131Z kodlu meme kanseri karsinogenezi ilişki 84 geninfarklı moleküler

ve biyolojik özellikteki dört meme kanseri kök hücreleri ile kendi normal kontrol

hücrelerindeki gen ekspresyonları ile kıyaslanması yapıldığında belirgin artış ve

azalmalar saptandı. SaBiosciences ‘ın ücretsiz analiz imkanı sağlayan data ekspresyon

analizi sayfasında heatmap ve clustergram analizler gerçekleştirildi

MCF-7
(HTB-22)

MDA-MB-231
(HTB-26)

BT474
(HTB-20)

T47D
(HTB-133)

Şekil 2. Farklı moleküler ve biyolojik özellikteki meme kanseri hücreleri

ER+, PR+, HER2 amplifikasyonu var olan invaziv duktal karsinom özellikteki

insan kökenli HTB-133 (T47D) kök hücrelerinde anjiyogenez ilişki VEGFA gen

ekspresyonu artarken, epiteliyal hücrelerin mobilitesinde etkili TFF3 gen ekspresyonu

belirgin olarak azalmıştır.
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Şekil 3. HTB-133 (T47D) meme kanseri normal ve kök hücrelerinin gen

ekspresyon farklılıklarının heat map analizi

ER+, PR+, HER2 amplifikasyonu var olan invaziv duktal karsinom özellikteki

insan kökenli HTB-20 (B474) kök hücrelerinde epiteliyalden mezenkimale

dönüşümde etkili CTNBB1, DNA hasarı ve apoptoz ilişkili CDKN1A ve

transkripsiyon faktörü JUN genleri belirgin artarken; nükleer steroid hormon

reseptörü PGR, TFF3, hücre proliferasyonu ilişkili MKI67 ve nükleer steroid hormon

reseptörü ESR1 genleri azalmıştır.
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Şekil 4. HTB-20 (B474) meme kanseri normal ve kök hücrelerinin gen

ekspresyon farklılıklarının heat map analizi

ER+, PR+ ve HER2 amplifikasyonu olmayan metastatik adenokarsinom

özellikteki insan kökenli MCF-7 (HTB-22) meme kanseri kök hücrelerinde taşıyıcı

protein ailesinden SLC39A6, TFF3, transkripsiyon faktörü XBP1, RB1, MAPK3

artarken; hücre-matriks ilişkisinde etkili ADAM23, migrasyon ve proliferasyon

ilişkili PLAU, antioksidan enzim kodlayan GSTP1, steroid hormon reseptörü AR,

anti-apoptotik BCL2, invazyon ve metastaz ilişkili MMP2, MMP9 ve DNA hasarı

tamirinde görevli MGMT gen ekspresyonları belirgin azalmıştır.
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Şekil 5. MCF-7 (HTB-22) meme kanseri normal ve kök hücrelerinin gen

ekspresyon farklılıklarının heat map analizi

ER-, PR- ve HER2 amplifikasyonu olmayan metastatik adenokarsinom

özellikteki insan kökenli MDA-MB-231 kök hücrelerinde MMP9 ve MKI67

genlerinde belirgin azalırken ABCB1 ve SLC39A6 gen ekspresyonlarında artmıştır.



26 26

Şekil 6. MDA-MB-231 meme kanseri normal ve kök hücrelerinin gen

ekspresyon farklılıklarının heat map analizi

RT-PCR analizlerinde moleküler ve biyolojik olarak farklı olduğu bilinen dört

farklı meme kanser hattı hücreleri ve bu hücre hatlarına ait kanser kök hücrelerinde 5

genin fazla oranda ekprese edildiği tespit edilmişitr. Bu genler sinyal transdüksiyonu

ve apoptoz ilişkili AKT1 geni; anjiogenez, epitelyal-mezenkimal dönüşüm ve steroid

aracılı sinyal ileti ilişkili CTNNB1 geni; adezyon ve anjiogenezde rol oynayan

THBS1 geni, DNA hasarı ve apoptoz ilişkili Tp53 ve transkripsiyon faktörü XBP1

genleridir.
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5. TARTIŞMA

Tümör örneklerinin analizinde genomik teknolojinin kullanılması, klinik kararı

ve prognozu iyileştirmeyi amaçlamaktadır. Meme kanserinden ölüm oranını azaltmak

için meme kanseri başlangıcı ve progresyonunun moleküler yapısını anlayarak bu

bilgi ile moleküler temelli hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesine yönelik

çalışmalar son yıllarda çok önem kazanmıştır . Meme kanseri tek bir hastalık olmayıp

biyolojik olarak farklı hastalıkların topluluğudur. Meme kanserine bağlı denetimsiz

hücre çoğalması genellikle genomik instabilite belirtileri ve belirli epitelyal

özelliklerin ortadan kalkması gibi değişiklikleri sergiler. Bu yüzden kanser gelişimine

neden olan moleküler mekanizmaların ve her hastada tümörün özelliklerinin bilinmesi

ve buna uygun tedavi yönteminin belirlenmesi önemlidir. İnsan kanser dokusuna

uygulanabilecek her moleküler analitik yöntem prognostik/prediktif olma

potansiyeline sahiptir. Tanı , tedavi ve prognozdaki bütün bu gelişime rağmen, meme

kanserinde rekürrens ve metastaz gibi durumları açıklamak için aynı zamanda meme

kanseri kök hücrelerin özelliklerinin de anlaşılması gerekmektedir.

Meme kanseri kök hücreleriyle ilgili ilk kanıt oluşturan çalışma meme kanseri

konusunda önemli çalışmaları bulunan iki grubun (Clarke MF ve Dontu G) birlikte

2003 yılında yayınladıkları çalışmadır. (13) Bu çalışmada, tumor hücreleri primer

meme tümörü bulunan hastaların taze tumor dokularından ve metastatic meme kanseri

bulunan 7 hastanın torasentez yapılarak plöral efüzyon sıvılarından izole edilmişitir.

Tümör hücrelerinden oluşan hücre süspansiyonları elde edildikten sonra belli

özelliklerdeki tümör hücreleri FACS (fluorescence-activated cell sorting) kullanılarak

seçilmiştir. Adezyon molekülleri CD44 ve CD24, meme-over kanser spesifik markırı

B38.1 ve ESA (epithelial specific antigen) FACS markırları olarak

kullanılmıştır.hemen hemen tüm CD44+ kök hücrelerin aynı zamanda B38.1+ olduğu

anlaşılınca B38.1 kullanımından vazgeçilerek B38.1 çalışma dışı bırakılmıştır. Daha

sonra izole edilen tümör hücreleri NOD/SCID farelerde meme dokusu epiteli

temizlenmiş yağ yastıkçıklarına transfer edilmiştir (xenotransplantation). Transfer

çalışmasında fareye ne kadar sayıda CD44+CD24+ hücre transfer edilirse edilsin

herhangi bir tumor oluşumunun olmadığı görülmüştür. Bununla beraber

CD44+CD24- ve CD44+CD24-ESA+ hücrelerin transfer edildiği bütün primer tumor

hücrelerinin farede tumor oluşturduğu tespit edilmiştir. Immune kompromize
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farelerde CD44+CD24- hücrelerin diğer hücrelere göre 10 ila 50 kat daha fazla tumor

oluşturma kapasitesinin olduğu vurgulanmıştır. Ayrıca 2x105 CD44+CD24- ve

CD44+CD24+ hücre farelere transfer edilmiş ve bu fare grubu 6 ay izlenmiştir.

CD44+CD24- hücrelerin transfer edildiği fare grubunda tumor oluşumu görülürken

CD44+CD24+ hücrelerin transfer edildiği farelerde tumor oluşumuna

rastlanılmamıştır. Sonuç olarak farelere transfer edildiğinde CD44+CD24-

fenotipindeki tümörojenik hücrelerin sadece tümörojenik hücreler oluşturmadığı aynı

zamanda tümörojenik olmayan CD44+CD24+ hücreleri de oluşturduğu belirtilmiştir.

Bütün bu bulgular ışığında CD44+CD24- fenotipindeki tümörojenik hücrelerin

kendini yenileme ve differansiasyon özelliklerinin olduğu vurgulanmıştır. Benzer

olarak bizim çalışmamızda da kullanılan dört farklı meme kanser hücre hattında hücre

hattına spesifik tümörojenik karakterde CD44+CD24- fenotipinde hücrelerin olduğu

tespit edilmiş ayrıca meme kanser hücreleriyle karşılaştırıldığında o gruba ait meme

kanseri kök hücrelerinde karsinogenzle ilgili belirli genlerin ekspresyonunda anlamlı

farklılıkların olduğu tespit edilmiştir.

Meme kanserinin moleküler sınıflamasına göre farklı özellikteki tumor

hücrelerinin köken aldığı düşümnülen kök hücre özelliği taşıyan hücrelerle ilgili

yapılan başka bir çalışmada ER+ meme kanseri hücrelerinin kök hücre özelliği

taşıyan hücrelerinde de ER+ olarak bulunmuş (41). Meme dokusunu oluşturan

hücrelerin başlangıçta ER- hücrelerden differansiasyona başladığı terminal dönemde

oluşan ER+ hücrelerin BRCA1 etkisiyle bu forma dönüştüğü gösterilmiştir (42).

Bizim çalışmamızda kullanındığımız hücre hatlarının 3’ü ER+ ekspresyon gösterirken

birinde ER ekspresyonu bulunmamaktaydı. Gerek kanser hücre hatlarında gerek se bu

hücre hatlarının kök hücrelerindeki gen ekspresyonlarına bakıldığında her gurupta

farklı genlerde değişimler izlenmişitr. Bu değişiklikler ER, PR ve HER2

ekspresyonları tamamen aynı olan HTB 22 ve HTB 133 hücre hatlarında da

görülmüştür. Örneğin HTB 22 hücrelerinin kök hücrelerinde TFF3 ekspresyonu

artarken HTB 133 hattındaki incelemede bu ekspresyonun azaldığı görülmüştür.

Daha önce bahsedilen çalışmayla birlikte değerlendirildiğinde ER,PR ve HER

ekspresyonu aynı olan tümörlerin içlerinde farklı genetik özelliğe sahip kök hücre

benzeri hüclereri barındırdıkları söylenebilir.
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Hücre siklüsunda regulator görevi gören siklin bağımlı kinaz inhibitörü 1

(CDKI1) insanlarda 6 kromozomda bulunan CDKN1A geni tarafından

kodlanmaktadır (43-46). Metastatic fare meme kanserleriyle ilgili yapılan

çalışmalarda CDKI1’in hem primer tümörde hem de metastazda arttığı tespit

edilmiştir (47,48). İnsan primer tumor kaynaklı HTB 20 kanser hücre hattından

ayrılan kök hücre benzeri hücrelerde bu genin ekpresyonunun kanser hücrelerine

oranla anlamlı düzeyde arttığı görülmüştür. Tümü metastatic tumor katynaklı diğer üç

meme kanseri hücre hattında bu genin ekpresyonu kök hücre benzeri hücrelerde

kanser hücreleriyle benzerlik göstermektedir.

Vasküler endothelial büyüme faktörü A VEGFA geni tarafından kodlanmakta

olan bir proteindir. Anjiogenez ve hücre migrasyonunu uyarırken apoptozu inhibe

etmektedir. Birçok metastatic kanserde vegfa blokörü olan bevsizumab halen

kullanılmakradır (49). Metastatik meme kanseri tedavisinde kullanılması önerilirken

2011 yılında amerikada bu uygunluk önerisinden vazgeçilmişitr. Bunun sebebi

metastatic meme kanserinde sağ kalım üzerine etkinliğinin net olarak gösterilememesi

oarak belirtilmiştir. Bizim çalışmamızda metastatic meme ca kökenli HTB 133 hücre

hattının kök hücre benzeri hücrelerinde, aynı hattın tüör hücrelerine oranla VSGFA

ekspresyonunun anlamlı arttığı görülmüştür. Metastatik ortamda bulunan meme

kanseri kök hücre benzeri hücrelerdeki bu ekspresyon artışının VEGFA nın tedavi

hedefi olabileceğini düşündürmektedir. Metastatik orijinli MDA-MB 231 ve HTB 133

hücre hatlarında kanser hücreleri ve kanser kök hücre benzeri hücrelerde VEGFA da

ekspresyon değişikliği görülmemiştir.

Beta-katenin hücre-hücre adezyonu ve gen transkripsiyonunun regülasyonu

koordinasyonunda görev alan bir proteindir. CTNNB1 geni tarafından kodlanmaktadır

(50,51). Mutasyon ve fazla ekspresyonunun hepatoselüler karsinom, kolorektal

karsinom, malign meme tümörleri, over ve endometrium kanserleri ile

ilişkilendirilmiştir (52). Ayrıca WNT sinyal yolağında görev alan beta –kateninin belli

hücre gruplarında artmış ekspresyonu, o hücrelerdeki pluripotent özelliğin

sağlanmasında etkili olduğu bildirilmişitr (53). Bizim çalışmamızda da primer tumor

orijinli HTB 20 hücre hattında kök hücre benzeri hücrelerde CTNNB1 ekspresyonun

artış göstermesi daha önce yapılan çalışmalarla benzerlik göstermektedir. Metastatik
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orijinli diğer üç hücre hattında CTNNB1 ekspresyonunda anlamlı değişiklik

bulunmammıştır.

Daha önce HTB 22 hücreleinde yapılan bir çalışmada, artan c-JUN

ekpresyonunun kanser hücrelerinde selüler motilite ve invazyon yeteneğini arttırarak

tümörün daha agresif seyretmesine yol açtığı gösterilmiştir. Aynı çalışmada C-Jun

fazla ekspresyonunun östrojen ve tamoksifen tedavisine direnç gelişiminde etkin

olduğu bildirilmiş ve meme kanser hücrelerinin östrojen bağımsız hale geldiği

bildirilmiştir (54). Yine başka bir çalışmada Jun ekpresyon artışının metastazla ilgili

olduğu, karaciğer metastazı yapan meme kanserlerinde bu ekspresyonun arttığı

bildirlmiştir (55). Ayrıca Jun ekpresyonunun meme kanseri kök hücrelerini yöneterek

kanserin invaziv formda ilerlemesini sağladığı başka bir çalışmada bildirilmiştir (56).

Bu sonuçlarla karşılaştırıldığında HTB 20 kanser hücresi hattundan ayrılan kök hücre

benzeri hücrelerde JUN ekpresyonunun arttığını saptadığımız bizim çalışmamızda

literatürle benzer bulgular saptanmıştır.

Daha önce triple negative meme kanserlerinde ekpresyonunun arttığı bildirilen

XBP1 HIF1 alfa ile birlikte etki ederek kenserin metabolizma ve anjiogenezinde etkin

rol aldığı Kötü prognoz göstergesi olarak bildirilen bu ekspresyon artışının tümörleri

agresif ve tedaviye dirençli hale getirdiği gösterilmiştir (57). Bizim çaılışmamızda

HTB 22 meme kanseri hücre hattının kök hücre benzeri hücrelerinde bu genin

ekpresyonunda anlamlı artış tespit edilmiştir. Ayrıca çalışılan tüm kanser hücreleri ve

kök hücre benzeri hücrelerde bu genin ekspresyonunun arttığı tespit edilmişitr. Bu

bulgu literatürle benzerlik göstermektedir. Agresif ve tedaviye dirençli tümörlerde

XBP1 ekspresyonunun incelenmesinin tedavi hedefi tespitinde etkili olabileceği

düşünülebilir.

Hücre proliferasyonu, differansiasyonu ve hücre siklusu progresyonunda görev

alan ekstraselüler sinyal regülasyon kinazları ailesinden MAPK3 ekpresyonunun (58)

HTB 22 hücre hattı kök hücre benzeri hücrelerde arttığı tespit edilmiştir. Henüz

differansiasyonunu tamamlamamış kök hücre benzeri hücrelerde bu ekpresyonun

kanser hücresine göre daha fazla olması, bu gen ürününün görevi göz önünde

bulundurulduğunda beklenen bir sonuç olduğunu düşünülmektedir.
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Meme kanserli hastaların tümör hücreleri metilasyon profillerinin incelendiği

bir çalışmada ADAM 23 geninin control grubuna göre daha az ekprese olduğu ve bu

özelliğin tümörün metastaz yeteneğini arttırdığı tespit edilmiştir (59). Yine başka bir

çalışmada ER+ meme kanserinde artmış GSTP1 metilasyonunun tümörün daha

agresif seyretmesine neden olduğu ancak tümör davranışıyla ekpresyon seviyesinin

ilişkili olmadığı bildirilmiştir (60). Bizim çalışmamızda metastatic orijinli HTB 22

tümör hücre hattındadan elde edilen kök hücre benzeri hücrelerde bu iki genin aynı

hattın kanser hücrelerine göre daha az eksprese olduğu görülmüştür.

Normal dokuda üreme, yara iyileşmesi ve anjiogenz gibi fizyolofik olaylarda

ektraselüler matriksin degredasyonu görevini üstlenen MMP2 ve MMP9 gen ürünleri

kanser invazyon ve metastazında önemli etkiye sahiplerdir. Örneğin metastatic meme

kanserinde ekpresyonlarının arttığı bildirilmiştir (61). Yine bazı insan kanserlerinde

invazyon ve metastaz ilişkileri tespit edilmiş, tümörün agresif seyrinden sorumlu

tutulmuşlardır (62). Bizim çalışmamızda Adam 23 ve GSTP1 örneğinde olduğu gibi

metastatik orijinli HTB 22 tümör hücre hattındadan elde edilen kök hücre benzeri

hücrelerde bu iki genin aynı hattın kanser hücrelerine göre daha az eksprese olduğu

görülmüştür. Bu bulgu literatürle çelişir gibi görünsede, metastaz yapmış bir tümörün

barındırdığı kök hücre benzeri hücrelerin de, differansiasyona uğramış hücreler

olabileceği sorusunu akla getirmektedir.

AKT1 normal meme dıkusunun gelişiminde önemli bir oynarken meme kanseri

inisiasynu ve progresyonunda da önemli bir role sahiptir. Insan kanserlerinde

ekpresyonu en sık artan genlerden biridir. Bu yüzden de kanser gelişiminin

anlaşılması ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde AKT1 rolünün iyi anlaşılması

gerektiği düşünülmektedir. Hücre siklusu artan AKT1 aktivasyonuyla G1 ve G2

fazındaki control noktalarını atlayarak kontrolsüz çoğalma yönünde ilerlemektedir

(63). Bu da kanser oluşumunda önemli bir etkendir. Bu bilgilerle uyumlu olarak

çalışmaya dahil ettiğimiz farklı özellikteki tüm kanser hücre serilerinde ve bunlara ait

kök hücre benzeri hücrelerde AKT1 gen ekpresyonunun artmış olduğu bulunmuştur.

Anjiogenezin inhisyonu ve tümör büyümesinin engellenmesi lehine çalışan

THBS1 gen ürünlerinin azalması kolorektal, pancreas, serviks, oral skuamoz hücre

kanserlerinde kötü prognoz belirteci olarak gösterilmiştir. Meme ve prostat

kanserinde yeterli bulgu olmamasına ragmen meme kanserinde artmış seviyeninin



32 32

artan VEGF nedeniyle koruyucu etki yapmadığı bildirilmiştir (64). Bizim

çalışmamızda tüm kanser hücre hatları ve bu hatlara ait kök hücre benzeri

hücrelerdeki artan THBS1 ekpresyonu literatürle uyumlu değildir.
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

Sonuç olarak bizim çalışmamızda meme karsinogenezinde rol alan bazı genlerin

ekspresyonlarında normal kanser hücre hattına göre kanser kök hücrelerinde anlamlı

artma ve azalmalar olduğu tespit edilmiştir. Bu değişikliklerin özellikle hücre-hücre

ilişkisi, anjiogenez, tümör migrasyonu ve proliferasyonu ve DNA hasar onarımı

ilişkili genlerde olduğu görülmüştür. Kanser hücreleri ve kanser kök hücre benzeri

hücrelerdeki gen ekspresyonlarında tespit edilen bu farklılıkların yanında AKT1,

CTNNB1, THBS1, TP53 ve XBP1 gen ekspresyonlarının hem kanser hücrelerinde

hem de kanser kök hücre benzeri hücrelerde artmış olduğu görüldü. Nihayi tedavi

hedeflerinin, tüm bu genetik farklılıklar göz önüne alınarak planlanması gerektiğini

düşünmekteyiz. Ayrıca farklı genetik yapı ve fenotipteki kanser hücre hatları ve bu

hücre hatlarından elde edilen kök hücre benzeri hücrelerdeki gen ekspresyonlarının

farklılıklar göstermesi asimetrik olarak çoğaldığı bilinen kanser kök hücrelerinin

literatürde bildirilen kök hücre yüzey belirleyicileri CD44 ve CD24’e bakılarak

ayrıştırılamayacağı görüşünü ortaya koymaktadır. Bu nedenle meme kanseri kök

hücresi yerine ‘’meme kanseri başlatan hücre’’ kavramının kullanılmasını

önermekteyiz.
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