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ONSOz

Karaciger kanseri, karaciger hucrelerinin kontrolsiz cogalmasi ve yayillmasi olarak tanimlanan ve
heterojen bir yapiya sahip olan karmasik bir hastaliktir. Karaciger kanseri hiicreleri, ek populasyon
olarak bilinen ve kok hucre 6zelligi tasiyan hucreler icermektedir. Hastalarin kemoterapatik ilaglara
karsi direng gelistirmesinin veya kanserin niksetmesinin altinda yatan sebeplerden en dnemlileri
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin hiperaktif olmasi ve kanser kdk hucrelerinin dokuda varhgdini

surdurerek tek bagina tumor geligsimini saglayabilmeleridir.

TUBITAK tarafindan desteklenen bu proje kapsaminda karaciger kanserinin kemoterapétik
tedavisinin daha etkili olmasi amaciyla karaciger kanseri hicre hatlarinda kanser kok hicrelerine
karsi PI3BK/AKT/mTOR sinyal yoladi inhibitorleri yani sira klinikte kullanilan Sorafenib, Kamtotesin

ve Doksorubisin gibi kemoterapdétiklerin etkileri belirlenmis ve sunulmustur.
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OZET

Primer karaciger kanseri (Hepatoseliler kanser, HSK) Dinya saglk érgutu verilerine gére altinci
en sik gorulen ve diger kanser turleri arasinda olumcul olan ikinci kanser turidur. Karaciger
kanserinin histolojik yapisi olduk¢a heterojendir. Siklikla siroz zemininde olusan karaciger
kanseri, hepatik 6nci hicre (Hepatic Progenitor Cells HPC) olarak adlandirilan hicrelerden
kaynaklanmaktadir. KOk hucre belirteclerini ve ozelliklerini tagiyan bu hucreler, kronik hepatit ve
siroz surecinde uzun sureli hasara ugramis karaciger hucrelerini yenilemek amaciyla ¢cogalmaya
baslarlar. Ancak bu slrecte hepatik dncl hucreler, viral karaciger hastaliklari nedeniyle veya diger
genotoksik streslerden (6rn. HBV, aflatoksinler) hasarlandiklari igin transforme olmuslardir. Bu
nedenle de bir grup hepatik dncl hucrenin kanser kok hucre davranigini gosterdikleri tespit

edilmistir ve bu hicreler “yan hicre populasyonu” olarak tanimlanmistir.

Bu projenin amaci, karaciger kanseri huicre hatlarinda kanser kok hicrelerine kargi in vitro ve in
vivo etkili ilag adaylarini belirlemektir. Segilen 2 iyi huylu ve 2 kétl huylu karaciger kanseri hiicre
hatlari, PI3K/Akt kinaz sinyal yolu inhibitorlerini de igeren inhibitér kitiphanesinden sitotoksik
aktiviteli ilag adaylari ve yanisira, Sorafenib, kamtotesin, doksorubisin, ile muamele edilerek, akis
sitometrisi ile kanser kdk hiicre dzelligi tasiyan hicreler (CD133+/EpCAM+ veya CD90+, CD44+)
Uzerindeki etkileri belirlenmistir. Sonrasinda, Sorafenib gibi hastalarda kanser kdék hicre
zenginlesmesine bagl dirence sebep olan ilaglarin etkilerini elimine etmek i¢in segilen inhibitorler
ile kombinasyon calismalari yapilmistir. Yapilan in vitro galigsmalarin in vivo olarak tanimlanmasi

amaciyla, tiysiz farede hollow fibre implantasyon teknigi uygulanmistir.

Hem kendi calismalarimiz, hem de literatirdeki diger calismalar dikkate alindiginda
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi inhibitérlerinin anti-kanser tedavisindeki potansiyel rolt gérilmus ve

dogru kombinasyonlarla Sorafenib’in anti-kanser etkisini arttirdigi gézlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kanser kok hticresi, hepatoseliler kanser, Sorafenib, PISK/AKT/mTOR sinyal

yolagi
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ABSTRACT

Primary liver cancer, hepatocellular carcinoma (HCC), is the second most common cause of
mortality and the fifth most common malignancy in human cancers. The histological structure of
liver cancer is very heterogeneous. It is reported that liver cancer cells originates from hepatic
progenitor cell (HPC) during long term cirrhosis. These cells carry stem cell markers and they
multiply in order to renew the long term damaged liver cells. However, during chronic liver disease
due to viral liver diseases or genotoxic stresses (e.g. aflatoxins), HPCs are damaged and
transformed. Therefore, some parts of the HPCs acquire cancer stem cell behavior. These cells

are defined as the “side population” cells.

In this project, we aimed to identify effective inhibitors (drugs) against liver cancer stem cells in
vitro and in vivo. We used 4 different HCC cell lines (2 benign, 2 malignant) and tested the effect
of a group of inhibitors composed of PISK/AKT/mTOR pathway inhibitors, Sorafenib, DNA
intercalators (Doxorubicin and Camptothecin) on liver cancer stem cells (CD133+/EpCAM+)
through fluorescence labeling and flow cytometric analysis. Furthermore, we have explored the
potential use of combinatorial treatments against cancer stem cells together with Sorafenib, to
which the HCC patients are known to acquire resistance. In order to confirm the in vitro data, in

vivo experiments were performed using hollow fibre implantation technique on nude mice.

When both our studies and the literature is considered, it appears that PISK/AKT/mTOR kinase
inhibitors have crucial role in cancer therapy and that efficient combinations of these inhibitors

with Sorafenib in clinics would enhance its anti-cancer effect.

Keywords: Cancer stem cell, Hepatocellular carcinoma, Sorafenib, PI3K/AKT/mTOR pathway
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1. GiRIi$

Karaciger kanseri (HSK) diinyada en sik gorilen 6 kanserden biridir ve oldukg¢a &6limcul bir
hastaliktir. HSK’'nin olusumuna sebep olan faktdrler arasinda hepatit B veya C enfeksiyonlari,
alkol alimi ve de obezite yer almaktadir. Bu faktorlere bagl olarak, hastalarda kanser olusumu
oOncesinde siroz veya kronik viral hastaliklar gelismektedir. Bu surec¢ icerisinde karacigerde
meydana gelen hasarin 6nlenmesi i¢cin normal karaciger hiicreleri farklilasip sirekli olarak kendini
yenileme ve ¢ogalma sinyalleri aldiklar igin zamanla kanser kok hicrelerine donustukleri ortaya
konmustur. Bu sayede kanser kok hucreleri tumoér olusumunu kendi basina saglayabilir. Bu
hicreler hastalarin tedaviye diren¢ kazanmasindan ve metaztazindan sorumlu oldugu igin,
sadece tumor hucrelerini dldurebilen kemoterapotikler tedavilerde basariya ulasamamaktadir.
Ornegin, HSK igin FDA tarafindan onaylanmis tek ilag olan Sorafenib’e, doksorubisin, 5-FU veya
kamtotesin gibi DNA hasarina yol acan kemoterapdtiklere karsi, hastalarin bir stre sonra direng
goOsterdigi ortaya konmustur. Ayrica, karaciger kanserinde oldukga hiperaktif olarak bilinen
PI3K/Akt sinyal yolaginin da bu direncliligin gelismesinde rol aldigi bilinmektedir. Dolayisiyla
karaciger kanseri tedavisinde timor hiicreleri yani sira kanser kék hiicrelerini de hedef alan ilag
adaylarinin kesfi oldukga 6nem tasimaktadir. Bu baglamda yapilan ¢alismamizda karaciger
kanseri hucre hatlarinda bulunan kanser kok hucre populasyonlari UGzerinde bir grup
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolag inhibitdrlerinin etkileri in vitro ve in vivo yontemler ile belirlenmigtir.
Elde edilen verilere gore, karaciger kanseri kok hiicreleri orani mTOR inhibitéri olan Rapamisin
muamelesi sonucunda onemli oOl¢glde azalmakta ve bu hicreler kok hicre o6zelliklerini
kaybetmektedir. Ancak bazi PI3K/Akt sinyal yolagdi inhibitérlerinin, Sorafenib, Doksorubisin ve
kamtotesin gibi klinikte kullanilan inhibitorlerin bu hicrelerin oranini arttirdig1 veya degistirmedigi
gosterilmistir. Yapilan kombinasyon c¢alismalarinda ise, 6ncelikle Rapamisin ile muamele edilip
sonrasinda Sorafenib’e maruz kalan hicrelerin kanser kék hiicre oraninin tek basina Sorafenib
ile muamele edilen hicrelere gore oldukg¢a azaldigi gdsterilmistir. Gergeklestirilen vivo deneyler
ile de Rapamisin’in kanser kok hicreler tzerindeki etkilerini destekleyici sonuglar alinmistir. Bu
calisma, karaciger kanseri kok hucrelerine karsi etkili olabilecek ila¢ adaylarinin bulunmasi ve
gelistirimesine katkida bulunmasi agisindan oldukga verimli ve yol gosterici bir galisma olmustur.
Oyle ki, HSK tedavisinde uygulanacak yéntemlerin veya ilaclarin sadece kanser hiicrelerini
oldirme kapasitesine gore degil, kanser kdk hucrelerine kargi etkili olan ilaglar dahil edilerek

belirlenmesi konusunda destekleyici bir preklinik aragtirma olduguna inaniimaktadir.



2. LITERATUR OZETi

Primer Karaciger kanseri (HSK) diinyada en sik gdrilen alti kanser arasinda yer alir ve ikinci en
olimcil kanserdir (Stewart ve Wild 2014). Her yil dinyada yaklasik bir milyon yeni vaka ortaya
cikmaktadir. Bu vakalarin énimizdeki yillarda HBV ve HCV enfeksiyonlari sebebiyle daha da
artmasi beklenmektedir (H B EI-Serag ve Mason 1999; Hashem B. El-Serag ve Rudolph 2007).
HSK’nin molekiler patogenezi henliz tam olarak tasvir edilmemistir, fakat vakalarin gogunlugu
siroza veya kronik viral enfeksiyonlara veya obeziteye (hepatit B veya C, alkol alimi, ya da
genetik/metabolik hastaliklar) baglh olarak gelismektedir. HSK'de meydana gelen genetik
degisimler, proto-onkogenlerin aktivasyonu, gen delesyonu veya mutasyonu, telomeraz
aktivitesinin artmasi ve epigenetik degisimleri kapsamaktadir (Aravalli, Steer, ve Cressman 2008).
Fakat tim bu onkogen teorileri HSK’in gelisimini ve yayilimi mekanizmasini yeteri kadar
aciklayamamistir. Bu nedenle de klasik kemoterapilere direngli HSK igin hedefe yodnelik ilag

gelistirilmesi icin amaglanacak molekller mekanizmalar kisithdir.

Cogu kanser c¢esidinde bulundugu rapor edilen, kanser kdk hlcre olarak tanimlanan hcrelerin
varliginin, HSK gelisiminde ve metastazinda da rol aldigi gosterilmistir. Kanser kdk hicreleri
normal koék hicreleri gibi kendini yenileme ve farklilagsma o6zelliklerini tasirken normal kok
hicrelerinin aksine homeostatik kontrolleri olmayan, yani farklilasma o6zelliklerini dengeleyip,
cevresel sinyallere gore programlama o6zellikleri olmayan hucrelerdir. Kanser kok hucrelerinin
baslica Gg¢ temel 6zellikleri agagidaki gibi siralanabilir: i) Timor hicrelerinin sadece azinhkta olan
bir kismi timdrlesme potansiyeline sahiptir ; ii) Timor olusturucu hicrelerin hiicre yizeylerinde
diger hicrelerden farkl olarak bulunan molekillerin varligi ile karakterize edilebilirler; ve iii) timor
olusturabilen populasyondan uretilen timorlerin karisik kanser hlcresi populasyonlarina sebep
verdigi dolayisiyla primer timoérin heterojen fenotipine tekrardan yaratmaktadir (Dalerba, Cho, ve
Clarke 2007).Tumdr hicrelerinin heterojenik yapisi, kanser ilaglarina olan direncin gelismesindeki
en 6nemli sebeptir (Zhou vd. 2009). Ayrica, kanser kdk hicrelerinin DNA onarim mekanizmalari
tumor hucrelerine oranla gok daha gelismis olmasi, buna ek olarak, hiicre membrani Uzerinde yer
alan ABC transporterlarin sayisindaki artis sebebiyle kanser ilaglarini disari atma o6zellikleri
olmasi, onlarin kemoterapétik ilaglara kargi direncliligine sebep olmaktadir (Maugeri-Sacca,
Bartucci, ve De Maria 2012; Dean 2009; Dean, Fojo, ve Bates 2005).

Diger yandan hepatokarsinogenez kronik HBV ve HCV enfeksiyonu zeminde 30 yil gibi bir zaman
alabilen cok asamali bir surectir. Hastalarin cogunda kronik hepatit ve ona eslik eden karaciger

sirozu sonucunda kronik inflamasyon-karaciger rejenerasyonu nedeniyle kdk/hepatik-6nci hiicre



aktivasyonu ve daha sonra da kanser gelisimi gozlenmektedir. Normal karaciger kok hucreleri ya
intrahepatik (oval veya hepatosit dncu hiicreleri) veya ekstrahepatik (kemik iligi hiicreleri) yoluyla
geligir. Bu hucrelerin asiri ve surekli kendini yenileme ile genetik degisiklikler gecirmis normal
karaciger kok/dnclu hicreleri 6zelligini kaybederek karaciger kanseri kdk hicrelerine dénustiagu
dusunulmektedir. Karaciger kanseri kok hiucreleri hem karaciger kanseri Hepatoseluler karsinoma
(HCC) hem de kolanjiyokarsinoma (CC)] kanserine kdken olabilirler. Her iki karaciger dokusu

kaynakli kanser tedaviye direncli ve metastatik 6limcul kanserlerdir (Lee vd. 2009) (Sekil 1).

Normal

Alkol Karaciger
Obezite

HBV
HCV malignansi

Kronik Oval hiicre Displastik K?(gls(er Karaciger

inﬂamasyon aktivasyonu nodil R kanseri
Baskalagma
Kendini yenleyebilme
Niiks
Direng

Sekil 1: Hepatokarsinogenez stirecinde kronik inflamasyon ve kanser kok hiicre gelisimi.

Tamor hucrelerinin hem direngliliginden hem de metastazindan sorumlu olarak gorulen kanser
kok htcrelerinin, epiteliyalmezenkimal gegisi (EMT) ve normalde embriyolojik gelisim evresinde
farkli dokularin olusmasinda goérev alan mekanizmalari, kanser hicrelerinde de gesitli hiicre
yolaklari (6rnegin; TGF-B) Uzerinden indukleyerek aktif hale getirerek timorun yayillmasina neden
oldugu savunulmaktadir (Singh ve Settleman 2010). Aktif hale gelen hicre yolaklarinin sebep
oldugu olaylar, epitel hiicrelerde var olan E-cadherin proteininin ifadesinin bastiriimasini saglayan
proteinlerin (Snail, Slug ve Zeb1 gibi) ifadesinin artmasina yol agar (Peinado, Olmeda, ve Cano
2007). Ayrica, karaciger kanseri hicre hatlarinda EMT’in karakterize edilmesine dayanan
calismalarda, E-cadherin proteinini ifade eden ve vimentin proteinini ifade etmeyen hiicre hatlar
epiteliyal; E-cadherin proteinini ifade etmeyip, vimentin proteini yiksek seviyede ifade edenler ise
mezankimal olarak siniflandiriimistir (Fuchs vd. 2008) [13] . Bu baglamda hicrelerin EGF
reseptort inhibitorlerine olan duyarliigi EMT ile iligskilendirilebilmigtir. Epiteliyal 6zellikte olan
hicrelerin mezenkimal olanlara gbére daha EGF reseptori inhibitérlerine duyarli oldugu

saptanmistir.



Sorafenib (Nexavar), ileri evre HSK teshisi konulan hastalara uygulanabilen tek ilagtir. Yapilan
son arastirmalarda HSK hastalarinin Sorafenib’e karsi direng gelistirdigi tespit edilmistir. Sorafenib
timdr angiogenezi ve buyumesini engelleyen (Raf ve VEGFR hedefli) bir multikinaz inhibitéruduar.
Sorafenibe karsi gelisen direncin birgok sebebi olabilir. Bunlardan birkagi, EMT mekanizmasi,
kanser kok hucrelerinin varligi, mikroalemin etkisi, ve PI3K/AKT sinyal yolaginin hiperaktif olmasi
olarak sayilabilir (J. Chen vd. 2015).

Sorafenib ile muamele edilen HSK hiicrelerinin birgogu 6lirken, timérin sadece kuguk bir kismini
olusturan kanser kok hucreleri yagsamaya devam etmekte ve bu hicreler tumoru tekrar olusturmak
icin cogalmaya ve baskalasmaya calismaktadir. Bu da kanserin niksetmesine sebep olmaktadir.
Buna ek olarak bu hucrelerin vicutta bagka bolgelere go¢ edip metastaza sebep olma olasiligi da

oldukga yuksektir.

Bir diger dnemli mekanizma ise PI3K/AKT yolaginin aktivasyonudur. Yapilan arastirmalar,
Sorafenibin Raf/(MAPK) yolagini bloke ederken, PI3K/Akt yolagini aktive ettigini ve Akt proteinin
hedef proteinlerinden S6K ve 4EBP1’nin fosforilasyonunu arttirdigini géstermistir. Bu bulgular ile
iki yolagin birbiri ile baglantili (“crosstalk”) oldugunu ve PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolaginin, inhibe

olan yolagi kompanse ettigi belirlenmistir (Chen vd. 2011).

Sorafenib’e karsi gelisen direng mekanizmalarinin tanimlanmasi ile birlikte, HSK tedavisinde igin
klinik calismalara dahil edilen birgok ilag kombinasyon veya ikincil tedavi yontemleri gelistirimeye
baslanmistir (Zhai ve Sun 2013) .

Primer karaciger kanseri kok huacrelerinin tanimlanmasinda kullanilan yuzey belirtegleri, kanser
ilaclarina direng gdsteren alt populasyonlarin (SP) diger siradan karaciger kanseri hiicrelerinden
ayirt edilmesinde bluyuk 6nem tasirlar. Bunlardan baslicalari, ilacin hicreden geri atiliminda rol
oynayan ABCG2 proteini, CD133 (Prominin 1), CD44, EpCAM (Epitelyal hicre adhezyon
molekili), CD13 (Aminopeptidaz N) ve OV6 dir. (Tablo 1). Bu ylzey belirteclerinin belirli
kombinasyonlar halinde bulunmasi, karaciger kanserinin geligimi ile ilgili bilgi verebilecedi ve
hastanin yasama suresi i¢cin tahmin yuritilmesinde yararli olabilecegi ifade edilmistir (L.-L. Liu vd.
2011). Yapilan calismalar bu belirtecin tek basina kanser kdk hcrelerini belirlemekte yeterli
olamadigini, ancak ikincil bir belirtecin daha kullaniimasi ile bu tespitin daha dogru yapilabilecegini
savunmaktadir (Wu ve Wu 2009; Salnikov vd. 2009). Ornegin CD133+/CD44+ ya da
CD90+/CD44+ HSK lerin daha invazif oldugu belirtilmistir. Bir diger arastirmada ise HSK hiicre
hatti Huh7 da CD133+/EpCAM fenotipinin timor olusturma kapasitesinin oldukga yuksek oldugu
tespit edilmigtir (Chen vd. 2012) .



Tablo 1: Giincel, kabul edilen karaciger kanseri kok hticresi belirtegleri. Karaciger kanser kok

hicrelerinin tumor olusturma kapasitesi ylzeylerinde ifade ettikleri farkh belirteglerin varhgi ile

belirlenir.
Tumor gelisimi
Belirteg icin minimum
hiicre sayisi
Ek-hucre Hucre hatlari 1x103
CD133 Hucre hatlari 1x102-1x 103
CD133+/CD44+ Hucre hatlari 1 x 102
CD90+/CD45- Hucre hatlar 5x 102
Tumor dokusu 25x 103
Kan 1x 104
EpCAM+/AFP+ Hucre hatlar 1x103
OVé6+ (CD133+) Hucre hatlar 5x10°
ALDH+ (CD133+) Hicre hatlan 5x 102
CD13 Hucre hatlari 1 x 102

Karaciger kanseri kok hucrelerinin uygulanan konvansiyonel tedavi yéntemlerine karsi direng
kazanmasinin altinda bu hlcrelerin kolaylikla mikro gevresinde degisiklikler yaratabilip kendini
koruma altina alabilme 6zelligi tagimalari yatar. Bu nedenle, kanser kdk hicrelerini yok etmek igin
bazi mekanizmalari hedeflenmesinin uygun olacagi 6énerilmektedir (Oishi ve Wang 2011). Bu
mekanizmalardan ilki kanser kok hucresinde aktif olan hicre yolaklarini bloke etmek, yani
hicrelerin kendini yenilerken, timoérin gelisimini tetiklerken ve farkhlagirken indukledigi yolaklar
hedeflemektir (Wnt/B-catenin, Hedgehog, PTEN gibi). ikincisi karaciger kanseri kék hiicrelerinin
yuzeyinde bulunan belirteglerin (CD133, CD13, EpCAM, CD44) hedeflenmesi ve bu sekilde alt
sinyal yolaklarinin indiiklenmesinin engellenmesidir. Uglinciisti timér mikro-gevresinin bozuluma
ugratiimasi yontemidir. Bu ydntemde damarlasmayi, metastazi ve hipoksiyi tetikleyen faktérlerin
inhibe edilmesi hedeflenir. Son olarak kanser kék hucrelerinin kendini koruma mekanizmalarini
(bagisiklik sisteminden kurtulma, ilaca karsi direng¢ veya radyoterapi direnci) bozmak

hedeflenebilir.



3. YONTEM

3.1 NCI-SRB yontemi kullanilarak inhibitérlerin HSK hiicreleri uUzerindeki oldiricu
etkilerinin belirlenmesi: Calisilan HSK hiicre hatlari (Huh7, Hep3B, MV, SNU475) (izerinde
etkili olabilecek maddeleri ve bunlarin etkin konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla NCI-SRB
tarama yontemi uygulanmistir. Bu yontem hucresel proteinlerdeki bazik amino asitlere
baglanan SRB molekilinin spektrofotometrik degisikliginin dlgtilmesine dayanmaktadir. Elde
edilen 6lcim degerleri total protein miktarini dolayisiyla da canli hicre kutlesi hakkinda bize
bilgi vermektedir. SRB analizi sonucunda elde edilen ve canli hiicre sayisi ile dogru orantili
olan boya yogunlugu spektrofotometrede her bir kuyucuk igin okunduktan sonra inhibitérlerin
etkisini incelemek icin elde edilen degerler (1-(inhibitér eklenen kuyucuktaki hicrelerin
absorbansi x 100) / (DMSO eklenen kontrol hicrelerinin absorbansi)) formaline gére hicre
olimu ylzdesine gevrilmis, doz yanit egrileri yardimiyla IC50 (%50 oraninda 6lime neden
olan doz) degerleri hesaplanmistir. NCI-SRB yoéntemi protokolii: 96 kuyulu hicre kiltir
plagina her bir hiicre belirlenen sayilarda (Huh7 ve Hep3B 2000, Mahlavu ve SNU475 1000)
ekilmigtir. 24 saat sonra hucrelere her bir inhibitor 40uM, 20uM, 10uM, 5SuM, 2.5uM
konsantrasyonlarinda verilmis ve her inhibitériin her bir farkh dozu 3 kez tekrarlanmistir.
inkiibasyon siiresi (72h) tamamlandiktan sonra hiicreler 1XPBS ile bir kere yikanip fiksasyonu
icin 10% TCA (trikloroasetik asit) kullaniimigtir. 1 saat +4°C de bekletildikten sonra ddH20 ile
4 kere yikanan hucreler kurumalari birakilmis, hicreleri boyamak igin gereken miktarda SRB
(Sigma-Aldrich) 1% asetik asitte ¢ozip ve her kuyucuga 50 uyM koyduktan sonra hicre plaklari
karanlikta oda sicakliginda 10 dk. bekletilmigtir. Fazla boyayi hicrelerin Gzerinden kaldirmak
amaciyla kuyular 1% asetik asit ile yikanmistir. Daha sonra plakalar havlu kagit Gzerine
birakilip kurumalari saglanmistir. SRB yogunlugunun okunmasi igin kuyularin tzerine 100uM
10mM TBS (Trizma baz) eklenmis ve OD okuyucu (BioTek, ELx800) aletinde 515 nm dalga
boyunda okumalar gerceklestiriimistir. Sonrasindave yukarida belirtilen hesaplamalar
tamamlanip maddelerin her bir hiicre igin 1Csy degeri belirlenmistir.

3.2 Manyetik Hiicre Ayirma Teknigi ile kanser kok hiicre popiilasyonunun heterojen
popiilasyondan ayirilmasi: Huh7 ve Hep3B hiicrelerinden CD133+ ve EpCAM+ belirtegleri
icin pozitif olan hicreleri ayirmak igin manyetik seri-ayirma (Multisort, sequential sorting)
yontemi kullaniimistir (Miltenyi Biotec). Bu ydontem hucrelerin dnce anti- biotin microbeadleri)
daha sonra ise anti-FITC microbeadleri ile sirayla ayrilmasina dayanmaktadir. Dolayisiyla
CD133 antikoru biotin ile isaretli, EpCAM antikoru ise FITC ile isaretlidir. Ayirma isleminden

sonra hicrelerin akis sitometrisinde analizini yapabilmek i¢in antikorlar floresan olarak isaretli



secilmistir. Bu ylizden CD33-biotin i¢in ayrica anti-biotin-PE antikoru kullaniimistir. Hicereleri

ayirma islemi boyunca sogukta (+4°C) calisiimasina dikkat edilmigtir.

Seri-Manyetik Hiicre Ayirma Yontemi. Ayirmak istenilen hicreler manyetik olarak

isaretlenmis hulcre belirteglerine (CD133) baglandiktan sonra, ¢gekim kromatografi kolonlarina

manyetik alan yardimi ile baglanir ve belirteglere baglanmayan hiicreler kolondan akip pozitif
hicrelerden ayrilir. Daha sonra, manyetik olarak isaretlenmis hucreler manyetik alanin disina
alinir ve yikama yapilarak ayri bir tlpte toplanir. Ikinci bir belirteg i¢in toplanan CD133+
hlcreler Gzerinde yapilcak ikinci manyetik ayirma iglemi dncesinde bir dnceki microbeadlerden
enzimatik olarak ayrilir. CD133+ hdcreler ikinci yluzey belirteci icin isaretlenir ve manyetik
ayirma islemi tekrarlanir. Elde edilen popilasyon her iki belirte¢ icin pozitif olmus olur.

Manyetik alan etkisinde kolondan akip gegen hicreler ise birinci belirte¢ igin pozitif, ikinci

belirtec igin negatif olan hicrelerdir.

3.3 Heterojen popiilasyondan ayrilan hiicrelerin fonksiyonel testlerinin gergeklestiriimesi:
Seri-manyetik hure ayirma teknigi ile ayrilan hicrelerin ne kadar saf elde edildigini belirlemek
Uzere ayirma isleminden hemen sonra akis sitometrisi (FAC Calibur, BD) kullaniimigtir.
Hucrelerin CD133+/EpCAM+ ylzde degerleri, hiicreler ayriimadan énce ve ayrildiktan sonrasi
icin karsilastinlmistir. Sonrasinda bu populasyonlarin kdék hicre 6zellikleri fonksiyonel
deneyler ile karsilastiriimigtir.

3.3.1 Akis sitometrisi ile kok hicrelerde ifade edildigi bilinen proteinlerin
seviyelerinin belirlenmesi: Huh7 ve Hep3B hicrelerinden elde edilen
CD133+/EpCAM+ ve CD133-/EpCAM- popllasyonlarinda, normal kok hicrelerde
ifadesi yUksek oranda olan transkripsiyon faktorlerinin (SOX2, Nanog, OCT4 vb)
ifadesi karsilastiriimistir. Her iki populasyonun floresan antikorlar ile boyama islemi
oncesinde 4% para-formaldehit ile 15 dakika oda sicakhginda fiksasyonu yapilmistir.
Ardindan hicre duvarinin gegirgenligini arttirmak amaciyla (“permeabilization”) %90
methanol ile 30 dakika boyunca buz Uzerinde muamele edilmistir. Hucreler
inkiibasyon buffer (0.5g BSA in 100 ml 1X PBS, 4°C) ile yikandiktan sonar santrifuj
yardimi ile ¢ékturilip (1500 rpm, 5 dk) primer antikor ile dnerilen oranlarda (OCT4:
1:200, kat.no:2750S, Nanog: 1:400, kat.no: 3580S) 1 saat boyunca oda sicakhiginda
bekletilmistir. Daha sonra hucreler icin yikama islemi ayni sekilde tekrarlanip sekonder
antikor (anti-rabbit-lgG-Alex647, 1:2000, kat. no: ab150083) ile oda sicakhginda 30
dakika boyunca inkibe edilmistir. Yikama islemi tekrar edildikten sonra hucreler 0.2

ml PBS igerisinde sulandirilip akis sitometrisinde analizi gerceklestirilmistir.



3.3.2 Kanser kok hiicre timor topaklanmasi (hepatosfer) olusumu deneyleri: Manyetik
separasyon teknigi ile ayrilan CD133+/EpCAM+ hicrelerin kék hicre o6zellikleri
gOsterdigini belirleyen bir yéntem olan sfer olusumu deneyleri gergeklestiriimistir.
Besiyeri gerekli biyume faktorleri ve distk FBS orani igerdiginde, hicrelerin en az bir
hafta sonra hepatosfer olusturmalari beklenmistir. Bu amagla, J Liu et al.,Cell Death
and Disease, 2013 makalesinde uygulanan besiyerinden esinlenerek gerekli
malzemeler temin edilmis (Tablo 2) ve izole edilen hicreler farkh sayilarda
(100/200/400/800 hucre/kuyucuk) dusuk tutunma o&zellikli 96-kuyucuklu kultur
tabaklarinin igerisine her sayi igin beser kuyucuk ekilmistir. 6 glin sonra sfer olusumu
g6zlemlenmis ve toplam 12 glin inkiibasyon sonrasinda deney sonlandiriimistir (H.
Liu vd. 2013). Hucrelerin 96 kuyucuklu tabaklara ekilmesi gereken optimum sayilarini
belirledikten sonra, bu teknik hucrelerin segilen inhibtorlerin etkisi altinda kaldiginda
sfer olusturma kapasitelerinin ne oranda degistigini saptamak Uzere kullaniimigtir.
Kisaca, hiicreler toplam 6 giin boyunca farkli inhibitér ve kombinasyonlari ile muamele
edildikten sonra, canli kalabilen hiicrelerin sfer olusturma kapasiteleri bu yéontem ile
belirlenmigtir. Sfer sayimlari ve sferlerin buylklik o6lgimleri 6 gin sonrasinda

yapilmistir.

Tablo 2: Sfer olusturma deneyi i¢in kullanilan besi yeri igerigi

DMEM/F12 igerisinde; Marka Konsantrasyon
B27 (50X) Gibco, 10889-038 1X
EGF Thermo Fisher, PHG0311 20 ng/mi
FGF Sigma, F0291 10 ng/mi
Heparin Sigma, H3149 2 ug/mi
Penisilin + Streptomisin Gibco, 15140-122 100 U/ml
insulin Sigma, 1-6634 5 ug/mi
Hydrocortisone Sigma, HO888 0.5 pg/ml
Ultra-low attachment plate Corning, 18191

3.4 Akis sitometrisi yontemi kullanilarak inhibitoérlerin kanser kdk hiicre belirteglerine olan
etkisinin belirlenmesi: IC5so dederleri saptanan inhibitérlerin HSK hiicreleri igerisinde bulunan
kanser kok hicre populasyonunu ne yonde etkiledigini belirlemek Uzere, Huh7 ve Hep3B
hidcreleri 100mm hicre tabaklarina 200.000 hicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat
sonrasinda inhibitérlerin her biri ICsy konsantrasyonunda hiicreler tizerinde uygulanmis ve 72

saat boyunca ilag etkisi altinda bekletilmistir. Sonrasinda ilag etkisi ile 6len (ylizeyden ayrilip
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yuzen) hicreler aspitator yardimi ile uzaklastiriimis, canh hicreler ise trypsin yardimi ile
kaldirillip toplanmistir. Toplanan hiicreler 4% paraformaldehit ile fiks edildikten sonra CD133
ve EpCAM vylzey belirtegleri igin floresan olarak boyanmistir. Daha sonra hicreler akis
sitometrisi ile analiz edilmistir. Her iki belirte¢ i¢in pozitif olan hiicre ylizdesi DMSO kontrol
grubu ve inhibitorler ile muamele edilmig gruplar arasinda karsilastiriimistir.

3.5 Kanser kok hiicrelere karsi etkili inhibitorlerin Sorafenib ile kombinasyon veya sirali
halde uygulanmasi sonucu olusan etkilerinin belirlenmesi: Akis sitometrisi ile kanser kok
hicreler Uzerinde etkili olduju gdsterilen inhibitdrler Sorafenib ile beraber farkh
kombinasyonlarda uygulandiginda goérilecek etkiyi belirlemek icin, hiicreler (etkili inhibitér +
Sorafenib, énce Sorafenib sonra etkili inhibitdr, dnce etkili inhibitér sonra Sorafenib) olmak
tzere 3 farkli gesit kombinasyon ile galisiimistir. Yukarida da bahsedildigi gibi hiicreler ekilmis
ve ilaclar ile muamele edilmistir. Sirali muameleler igin 48h ilk inhibitér, sonrasindaki 48 saat
ise ikinci inhibitor uygulanmistir. Deney sonunda canli olan hucreler akis sitometrisi ile ayni
sekilde analiz edilmigtir.

3.6 Tuysiiz farede hollow fibre implantasyon deneyleri ile in vitro olarak etkisi belirlenmis
inhibitorlerin etkilerini in vivo olarak belirlenmesi (Sekil 8) (Sharma, Haber, ve Settleman
2010): Huh7 hicreleri kiltirde buyutulip 15 ml tipler icerisinde toplandiktan ve sayilmigtir.
Steril olarak temin edilen PVDF Hollow FiberKrosFlo implant membranlar steril bir ylizey
Uzerine 10’ar cm pargalar halinde getirilmistir. Hlicreleri membran tlplerin icerisine enjekte
etmeden 6nce membranlar hicre besi yeri ile muamele edilerek, besi yeri ile dengelenmesi
(equilibration) olmasi saglandi. Hicreler 1,500,000 hiicre/10 cm (yani 300,000 hiicre/2cm)
olacak sekilde enjekte edilmistir. Ardindan tuplerin her iki ucu isitilmis cimbiz yardimiyla
kapatilmistir. 10 cm boyundaki membran 2 cm araliklar ile pargalara ayrilmig, her bir parca
yine sicak cimbiz yardimi ile kapatiimistir. Membranlar daha sonra igerisinde besiyeri olan
hicre tabagina yerlestiriimis ve 37 °C, %5-CO2 inkilbatér igerisinde bir gece boyunca
bekletilmistir. Ertesi giin 4-5 aylik erkek tlysuz farelere anestezi altinda verilip boyna yakin
dorsal bolgede steril makas yardimi ile kucuk bir kesik olusturduktan sonra hazirlanan
implantlar veres trokar ignesi yardimi ile cilt altina subkutan olarak yerlestirilmis, acilan yara
dikilmigtir. implantlarin yerlestirildigi giinlin ertesi giiniinden itibaren 5 giin boyunca giinde bir
defa farelere ilaglar (Sorafenib: 30mg/kg, Rapamisin: 2mg/kg) ve kontrol basit surup belirli
dozlarda gavaj ile verilmistir . Altinci glin, fareler anestezi altinda servikal dislokasyon ile
sakrifiye edildikten sonra, implantlar ¢ikartilip dnceden 1sitilmis besiyeri icerisinde 30 dakika

boyunca bekletilmistir. Daha sonra hicreleri membrandan g¢ikartabilmek icin membranlarin her



iki ucu makasla kesilmis, igerisinde accutase solusyonu bulunan hdcre kultirt tabaklarina
transfer edilmistir. Membranlarin her birinin icerisinden accutase soliisyonu birkag kere siringa
yardimi ile gegirilip 30 dakika boyunca 37°C’de bekletilmistir. Bu sayede hiicrelerin membran
duvarindan kopup kultir tabagina gecirilmesi saglanmistir. Elde edilen hiicreler PBS ile 2 defa
yikandiktan sonra hemositometre yardimi ile sayilmistir. Hulcrelerin canlihk oranlarinin
karsilastirilabilmesi i¢in ayrica 96 kuyucuklu tabaklara ekilip SRB boyamasi dncesinde fikse
edilmistir (10%TCA). Hucrelerin kanser kdk hicre belirtegleri pozitivitelerinin karsilastiriimasi

icin ise akig sitometrisinde daha once belirtildigi gibi boyanip analiz edilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1 PI3K/Akt sinyal yolu inhibitérlerinin, aday kinaz inhibitérlerinin ve klinikte kullanilan

kemoterapotiklerin HSK hiicreleri lizerindeki etkileri: HSK hiicreleri Gzerinde 3 farkh grup
inhibitérlerin sitotoksik etkisini belirlemek tGizere NCI-SRB deneyleri gergeklestirilmigtir.

a. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi Gizerinde rol alan kinazlar Gzerinde etkili olan inhibitorler

b. Multikinaz inhibitérler (Sorafenib)

c. Kilinikte kullanilan antikanser ajanlar (DNA enterkalatorleri)

d

Kanser kok hucre inhibitori

Elde edilen sonuglara goére inhibitérlerin ICsodegerleri 0.01 uM ile 40 uM arasinda degisiklik
gOstermistir (Tablo 3).

Tablo 3: HSK hucreleri Uzerindeki etkileri belirlenen inhibitorler, etki mekanizmalari ve

etkili konsantrasyonlari. ICs, degerleri Huh7 ve Hep3B hcrelerinde test edilmistir.

inhibitor et | e
IC5 (UM)
Sorafenib B-Raf, VEGFR 8
ZSTK 474 PI3K 6.6
PI-103 PI3K, mTOR 4
PI3K-a PI3K-a 0.1
PI3K-B PI3K-B 40
AKTi-2 Akt2 22.7
AKTi-1,2 Akt1, Akt2 5.3
LY 294002 PI3K 3.8
Wortmannin PI3K 17.8
Rapamisin PI3K, mTOR 0.1
BEZ-235 PI3K, mTOR 1
5CI-ATTM SAPK/JNK 2
Camptotesin DNA enterkalatori 0.1
Doksorubisin DNA enterkalatori 0.1
DAPT Notch 5

4.2 Manyetik seri hiicre ayirma teknigi (Multisort) ile ayrilan CD133+/EpCAM+ hiicrelerin
safliginin belirlenmesi: Huh7 ve Hep3B hicrelerinden ayrilan CD133+/EpCAM+
populasyonu Uzerinde ileri deneyler yapilabilmesi amaciyla manyetik seri hlicre ayirma teknigi
uygulanmistir. Bu teknik ile her ne kadar hicre kayiplari s6z konusu olsa da elde edilen
CD133+/EpCAM+ popiilasyonu saflik derecesi oldukga yiiksek bulunmustur. Oyle ki, Huh7

hicresinin her iki belirte¢ icin pozitif oldugu hiicre ylzdesi ~ %40 seviyesinden, uygulanan
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ayirma yontemi sonrasinda %90’a yukselmistir (Sekil 2). Huicrelerin CD133 belirteci igin
ayrilmasi asamasinda CD133 negatif popilasyon olarak toplanan hicrelerin %70 negatif
oldugu ancak bir miktar pozitif hiicrenin kolondan ayrilip negatif tiipe gectigi tespit edilmistir.
Ancak pozitif hicrelerin toplandigi tiipte olduk¢a az oranda negatif hiicre saptanmistir.
CD133+ popdlasyon ile ikinci bir pozitif ayirma yontemi uygulandiginda hicrelerin %90
oraninda safliga ulastigi gézlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, manyetik hiicre ayirma
yonteminin ileriki agamalarda gerceklestiriiecek deneyler icin uygulanabilir oldugu

gOsterilmistir.

4 Huh7_CD133- Huh7_CD133+

1sewuhe puzod
uuajaIINY +EETAD T WIPY

Db e
Huh7_CD133+/EpCAM-+

9.5% 90.4%

1sew|uiAe ynzod unajasony
+INVId3I/+EETAD :Z WIpY

PE-CD133

Sekil 2: Huh7 hicre hatti icin seri-manyetik ayirma yénteminin uygulanmasi sonucu elde
edilen akis sitometri analizi sonuglari (yogunluk grafigi). Herbir grafikte sol-lst kuadrant;
yalniz-EpCAM ile, sag-alt kuadrant; yalniz CD133 ile, sag-Ust kuadrant ise her iki belirte¢
igin boyal hucrelerin gorundugu bolgeleri temsil etmektedir. Boyali olmayan hicreler sol-

alt kuadrantda gériinmektedir. Sirasiyla CD133- poptlasyon igin, CD133+ popdulasyon igin,

12



manyetik olarak ayrilmamis hicreler icin, ve son olarak her iki belirteg igin pozitif olan
hlcreler icin alinan sonuclar gosterilmigtir.

4.3 CD133-/EpCAM- ve CD133+/EpCAM+ popiilasyonlarinin kék hiicre fonksiyonel
deneyleri ile karsilastirilmasi: Manyetik seri ayirma teknidi ile birbirinden ayrilan iki farkh
populasyonun kanser kok hiicre 6zelligi tasima potansiyelleri farkli deneyler ile
karsilastiriimistir.

4.3.1 Bilinen kok hiicre proteinlerinin ifadesinin karsilastirmasi: Normal kék hiicrelerde
ifade oranin ylUksek oldugu bilinen SOX2, Nanog ve OCT4 gibi transkripsiyon
faktorlerinin (Yamanaka faktorleri) her iki populasyondaki ifadelerini karsilastririimak
tzere hicreler immunofloresan boyama yéntemi ile boyanmis ve akis sitometrisinde
analiz edilmigtir. Elde edilen sonuglara gore, her iki hucre hattindan izole edilen
CD133+/EpCAM+ hiicrelerde CD133-/EpCAM- hicrelere gére bu faktérlerin yiksek
seviyede ifade edildigi gosterilmistir (Sekil 3). Boylece Uzerinde calisilan ve
inhibitorlerin etkilerini belirlenirken kullanilan yizey belirteglerinin (CD133, EpCAM)
seviyesinin o hlcrelerin kendini yenileme kapasitesi (kanser kdk hlcre olmasi) ile

ilintili oldugu bir kez daha dogrulanmistir.

Huh7 Hep3B
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Sekil 3: Huh7 ve Hep3B hicrelerinden izole edilen CD133+/EpCAM+ ve CD133-/EpCAM-
populasyonlarindaki OCT4 ve Nanog proteinleri ifadelerinin akis sitometrisi ile

belirlenmesi.
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4.3.2 Sfer olusturma kapasitelerinin belirlenmesi: Kanser kok hicre 6zelligi tasima
belirteci olan sfer olusturma deneyinin her iki hiicre populasyonunda karsilastiriimali
olarak gerceklestiriimesi hedeflenmigtir. Oncelikle sfer olusumu parental hiicre
(heterojen) ile CD133+/EpCAM+ hiicreler arasinda karsilastiriimistir. Sonuglar, sfer
olusumunun 6. Gunden itibaren takip edilebilir seviyeye geldigini gdstermistir. Buna
gOre, Huh7 icin parental hiicre ile CD133+/EpCAM+ popllasyonu arasinda sfer sayisi
bakimindan fark goérilen hiicre sayisi 200 hicre/kuyucuk, Hep3B igin ise 500
hicre/kuyucuk olarak belirlenmistir (Sekil 4). Ancak, her iki hiicrede de CD133 ve
EpCAM pozitivitesi ylksek oldugundan dolayi (%20-40) bu farki daha belirgin
gOrebilmek icin iki belirteg icin pozitif olan hiicreleri her iki belirteg igin de negatif olan

populasyon ile karsilastiriimasinin daha guvenilir olduguna karar verilmigtir.

Huh? Hep3B
10
5 6
3 —
T s 8 S
:; 'B
c 6 s 4
E ©
S £ 3
% 4 5
3 & 2
[<] 2 3
: | | .S | T
5, 3, |
500 1000 2000 4000 500 1000 2000 4000
= PC =CD133+/EpCAM+ =PC = CD133+/EpCAM+

CD133+/EpCAM+

e

Sekil 4: Huh7 ve Hep3B hiicreleri ve bu hiicrelerden elde edilen CD133+/EpCAM+

populasyonlari ile yapilan sfer olusturma deneyi sonuglari. Cubuk grafigi hiicrelerin sfer
olusturma yuzdelerinin kargilastiriimasini géstermektedir. Herbir grubun temsili sfer

goruntileri 151k mikroskopu ile (40X) gekilmistir. PC: parental hiicre.
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Buna gore sfer sayisi ve blyuklikleri deney baslangicindan 6 giin ve 12 gin sonra
Olculmis ve degerlendirimigtir. Elde edilen sonucglara gore; Huh7 ve Hep3B
hicrelerinden ayrilan iki populasyon arasinda sfer olusturma kapasitesi agisindan
farkiliklar gézlemlenmistir. Oyle ki, CD133-/EpCAM- popiilasyon neredeyse hig sfer
olusumuna sebep vermezken, CD133+/EpCAM+ popllasyon buylk ve sayisal olarak
daha fazla sfer olusumuna neden olmustur (Sekil 5). Literatur incelendiginde, Huh7
hiucrelerinde ayni yizey molekdlleri kullanilarak ayrilan populasyonlarin sfer olusturma
kapasitelerinin en yiksek CD133+/EpCAM+ hicrelerde oldugu gosterilmistir [20].
Buna goére CD133-/EpCAM- popllasyonun hi¢ sfer olusturmamasi degil, daha az

saylda ve daha kuguk sferler olusturmasi beklenmistir.

Huh7 CD133-/EpCAM- Huh7 CD133+/EpCAM+ Hep3B CD133-/EpCAM- Hep3B CD133+/EpCAM+

6.gln
6. glin

12. glin
12. glin

Sekil 5: Huh7 ve Hep3B hiicrelerinden izole edilen ve CD133+/EpCAM+ ve CD133-
/EpCAM- poptlasyonlari ile yapilan sfer olusturma deneyi sonuglari. Herbir grubun

temsili sfer goruntuleri 1sik mikroskopu ile (20X) gekilmistir.

4.4 Akis sitometrisi analizi ile inhibitorlerin CD133+/EpCAM+ popiilasyonlarinda etkilerinin
belirlenmesi: HSK hicre hatlari (Huh7 ve Hep3B) daha 6énce sitotoksik etkisi belirlenen
inhibitorler ile muamele edildikten 72 saat sonra, canli kalabilen hiuicrelerin ne kadarinin kanser
kék hicre belirtegleri icin pozitif oldugu kontrol gruplari ile karsilastirimistir. Elde edilen
sonuglara gére LY294002, Rapamycin, 5CI-ATTM ve DAPT hicrelerdeki CD133+/EpCAM+
poptlasyon ylUzdesini disurirken, diger inhibitérlerin (6zellikle Sorafenib, ZSTK, PI-103, BEZ-
235, Camptotesin ve Doksorubisin) bu yuzdeyi arttirdigi gézlemlenmigtir (Sekil 6 ve 7).
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EpCAM

Sekil 6: Huh7 hicrelerinde CD133+/EpCAM+ popllasyonlarinin belirtilen inhibitérler ile
muamele edildikten sonra floresan akis sitometrisi ile yapilan analiz sonuglari. Sonuglar

DMSO ve DAPT ile yapilan deneyler ile karsilastiriimistir. DMSO kontrole oranla

Huh7_ZSTK Huh7_BEZ-235 Huh7_Doksorubisin
% SJCAM. i+ 2 JEpCAM+ e % CAM+ ++
53,5% 5L %) 64,1% 5V %) 6%
% %
% %

3%

L CD133+ CD133+
3 w? wt B Wb wd W Wb
Huh7_5CI-ATTM Huh7_AKTi-2 Huh7_LY294002

% E$CAM~ ++ | % JEpCAM+ +f+ % JEpCAM+ I+
71,2% 5P % 30,3% 87 %) 78,5% 190 %
R e i 2l ke
9 43%| |9 : 37% 9 L 86%
e |
% % - :;./ i+ : %
W 157%
v |
% s % %
i .3 cD133+ 3+
» 51 "Rk i S Trit= il e

9 % Ca I
B
~7§ wl w

CD133

CD133+/EpCAM+ populasyonundaki degisimler dikkate alinmigtir.
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Hep3B_ZSTK Hep3B_BEZ-235 Hep3B_Doksorubisin

"~

" Jo1-UL Q1-UR] "% da1-UL Q1-UR] 3
59,5% 40,5% 53,8% 46,2%
9 9 ]
9 9 %
% % E
% % %
% 4 %
S
o Hep3B_Rapamisin HepSB_ LY7294002
L s Jo1-UL Q1-UR] " Ja1-UL Q1-UR]
30,5% 19,5% 82,6% 17.4%

wt W5 WP
wd

W W

Sekil 7: Hep3B hicrelerinde CD133+/EpCAM+ popillasyonlarinin belirtilen inhibitorler ile
muamele edildikten sonra floresan akis sitometrisinde yapilan analiz sonuglari. Sonuglar
DMSO ve DAPT ile yapilan deneyler ile karsilastiriimistir. DMSO kontrole oranla
CD133+/EpCAM+ populasyonundaki degisimler dikkate alinmistir.

Kanser kok hucre inhibitéri DAPT’In etkisinin beklendigi gibi CD133+/EpCAM+
populasyonlarini azaltici yonde etki ettigi, buna karsilik, Sorafenib (karaciger kanseri
tedavisi igin FDA tarafindan onaylanmis tek ilag) ile muamele edilen hicrelerde bu

populasyonun zenginlestigi gosterilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8: Huh7 ve Hep3B hiicre hatlari tizerinde pozitif kontrol inhibitori DAPT’in etkisinin
DMSO kontroll ve Sorafenib’in etkileri ile karsilastiriimasi. Sonuglar hicrelerin iki belirteci
hangi oranda tasidigini géstermek Uzere pencerenin 4 farkh alana bolinmusgtir. Sirasiyla,
sol st pencere: EpCAM+ hicreleri, sag alt pencere: CD133+ hicreleri, sag Ust pencere
ise her iki belirteg icin pozitif olan hicreleri gdstermektedir. Her bir pencere igin o bdlgede
bulunan hicrelerin yluzdeleri verilmistir. Huh7 icin CD133+/EpCAM+ ayrilan boélge kendi
icinde 2 boélgeye ayriimistir. Bu ayrim ile EpCAM belirtecini yiiksek seviyede ifade edenler
ile orta seviyede ifade edenler birbirinden ayriimistir.

Sonuglarin kontrol gruplari ile karsilastirlmasi amaciyla elde edilen ylzde degerleri,
DMSO kontrol grubuna gbére normalize edilerek grafige yansitiimigtir. Bdylece, etkin olan
ve olamayan inhibitérlerin hangi oranda kanser kok hicre populasyonunu etkiledigi daha

acik bir sekilde gosterilebilmistir (Sekil 9).

Huh7 p<0.05 *
4,0 P<0.01 **
%5 p<0.001 ***
3,0
25 ok

Kontrole gore degisim orani
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Hep3B p<0.05 *
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Sekil 9: Huh7 ve Hep3B hicrelerinde CD133+/EpCAM+ populasyonlarinin belirtilen
inhibitérler ile muamele edildikten sonra floresan akis sitometrisi analizi. Kirmizi gizgi
(kontrol ylizde seviyesi) altinda veya lizerinde kalan ve istatistiksel (one-way ANOVA testi)

olarak anlamli olan inhibitérler belirlenmistir. (p<0.05: *, p<0.01: **, p<0.001: ***)

4.5 Kanser kok hiicreler iizerinde etkisi anlamli bulunan inhibitérlerin mezenkimal 6zellikli
HSK hiicre hatlarinin CD90 ve CD44 popiilasyonlarina olan etkilerinin belirlenmesi:
Daha oOnce epitelyal Ozellikte olan hicrelerde etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunan
inhibitérlerin (Sorafenib, Rapamisin Doksorubisin ve DAPT) etkilerini mezenkimal 6zellikli
hicrelerde de belirlemek Uzere Mahlavu ve SNU475 hicreleri ile ¢alisiimistir. Mezenkimal
ozellikli HSK hcreleri CD90 ve CD44 gibi kanser kdk hiicre belirteglerini ifade ettikleri igin
(Yamashita ve Kaneko 2014; Yang vd. 2008), akis sitometrisinde bu belirteglerin degisimleri
g6zlemlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Mahlavu hiicrelerindeki CD90 ifadesi Sorafenib
ve Doksorubisin ile muamele sonrasinda artis gosterirken, Rapamycin ve DAPT ile muamele
sonrasinda azalma gostermistir (Sekil 17). SNU475 hicresinde ise CD90 ve CD44
belirteclerinin sonuglari degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclara gére, Sorafenib ile muamele
sonrasi CD90 ifadesi degismezken, CD44 ifadesi artis gostermistir. Rapamisin ile muamele
edilen hicreler CD90 ifadesi azalirken, doksorubisin ile muamele edilen hicrelerin hem CD90
hem de CD44 ifadeleri artmistir. DAPT ise CD44 ifadesinde azaltici bir etki gdstermistir (Sekil
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10, 11). Bu sonuglar ile, epitelyal 6zellikli hicrelerin kanser kok hucrelerinde etkili olan

inhibitorlerin, mezenkimal 6zellikli hicrelerde de benzer etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Mahlavu

W DMSO
B inhibitor

Sorafenib Rapamycin Doxorubicin DAPT

U

Trro T T

Bl sorafenib
mm Rapamycin Ml
DAPT

Hiicre sayisi

o
- 0-0 0888

CD90-FITC

¥

T

Sekil 10: Mahlavu hiicre hattinin belirlenen inhibitorler ile muamele sonrasinda CD90 ifade
degisimleri. Grafikler DMSO ile karsilastirmali olarak inhibitérlerin CD90 belirtegi ifadesinin

yogunlugunu gostermektedir.
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Sorafenib Rapamycin Doxorubicin DAPT
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Sekil 11: SNU475 hicre hattinin belirlenen inhibitdrler ile muamele sonrasinda CD90 ve
CD44 ifade degisimleri. Grafikler DMSO ile karsilagtirmali olarak inhibitérlerin CD90 ve

CD44 belirteclerinin ifadesinin degisimini gdstermektedir.

4.6 Aday inhibitorler arasindan etkin oldugu belirlenenler ile kombinasyon deneyleri:
istatistiksel olarak anlaml bulunan etkili ve etkisiz ilag adaylarinin etkilerinin arttirimasina
yonelik tasarlanan kombinasyon deneyleri icin iki farkli strateji belirlenmigtir. Bunlardan ilki;
etkisiz (kanser 6k hucreleri Gzerinde zenginlegtirici etkisi olan) inhibitér ile muamele edilmesi
(3 gun) ardindan etkili inhibitér ile muamele edilmesi (3 gln), ikincisi ise; etkili inhibitor ile
muamele sonrasinda etkisiz inhibitor ile devam edilmesidir. Bu iki stratejiden ilkinde etkili ilacin
etkisiz ilacin ardindan verilmesi sonucu kanser kok hicre popullasyonu uzerinde azaltic
etkisinin gorulmesi, ikincisinde ise etkili ilacin hucrelerdeki kanser kok hucrelerini
azaltici/bagkalastirici etkisinin ardindan kemoterapide sikga kullanilan ilaglarin etkisini arttiric
etkisinin gorulmesi amaclanmistir.
ik stratejinin dncelikle Huh7 hiicre hattinda denenmesi ve basarisiz olunmasi (beklenen
etkinin gérilmememsi) sonucunda, ikinci strateji ile devam edilmistir. Sonuglar akis sitometrisi
yontemi ile elde edilmistir. Doksorubisin veya Sorafenib gibi kanser kdk hicrelerine etkisi
olmayan inhibitorler ile muamele edilen hlcrelerin daha sonra LY294002, Rapamisin veya
DAPT ile muamele edilmesi sonucunda CD133+/EpCAM+ populasyonlarinda azalma tespit

edilememis, aksine bu popllasyonda ciddi bir artis (direngli hicre sayisinda artis)
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goz

lemlenmigtir (Sekil 12). Ancak ikinci strateji uygulandidinda Huh7 hicrelerinde gézle

gorulur bir fark elde edilemezken, Hep3B hiicreleri lizerinde basarili sonuglar elde edilmistir.

Buna gore, DAPT veya Rapamisin dnceden kullanilir, ardindan Sorafenib verilirse, canli kalan

hicrelerdeki kanser kok hiicre oranlarinin daha etkili bir sekilde azaldig1 gézlemlenmigtir (Seki
13).
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Sekil 12: Huh7 hucreleri Gizerinde kombinasyon deneyleri igin belirlenen ilk strateji ile elde
edilen akis sitometrisi sonuglari. X-ekseni CD133 pozitiviteyi, Y-ekseni ise EpCAM
positivitesini gostermektedir. Her iki ylzey belirtegi i¢in pozitif olan poptlasyon sag Ust
pencerede yuzdeler ile belirtiimistir. Her bir inhibitér 1C5, konsantrasyonunda verilmistir.

DOX: Doksorubisin, Rap: Rapamisin.
Kombinasyon deneyleri sonucunda ikinci strateji ile etkili ilacin ikinci ila¢ veriimeden 6nce

kanser kok hucrelerini daha etkili bir gsekilde azaltip, ikinci ilaca daha duyarli hale gelmesini

sagladig1 dusunulmektedir.
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Sekil 13: Huh7 ve Hep3B hicreleri Gzerinde kombinasyon deneyleri igin belirlenen ikinci

strateji ile elde edilen akis sitometrisi sonuglari. X-ekseni CD133 pozitiviteyi, Y-ekseni ise
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EpCAM positivitesini gostermektedir. Her iki ylizey belirteci icin pozitif olan populasyon
sag Ust pencerede ylzdeler ile belirtiimistir. Her bir inhibitér ICsq konsantrasyonunda
verilmigtir. Sor: Sorafenib.

4.7 Kanser kok hiicrelerine karsi etkili oldugu belirlenen inhibitorlerin hiicrelerin sfer
olusturma kapasitesine olan etkilerinin belirlenmesi: Daha 6nce de belirtildigi Uzere,
hicrelerin sfer olusturabilmesi kanser kok hicre 6zelliklerini tagsimakta oldugunun goéstergesi
olarak kabul edilmektedir. Oncesinde akis sitometrisi ile kanser kdk hiicre belirteglerinin
pozitivite oranlari ile etkinligi belirlenen molekillerden Sorafenib, Rapamisin, DAPT ve bu
inhibitérlerden Rapamisin ve Sorafenib ile olan kombinasyon olarak muamele sonucunda
hicrelerin sfer olusturma kapasiteleri karsilastirimistir. Hicreler 6 glin boyunca inhibitorlerin
IC,5 veya IC5p konsantrasyonlari ile muamele edilmis (sirali kombinasyonlar igin 3 gin bir
inhibitor, diger 3 gun ikinci inhibitdr) sonrasinda canh kalan hucreler toplanip sfer olugturma
besi yeri icerisinde low-attachment 96 kuyucuklu tabaklara ekilmistir. 6 gun sonrasinda olusan
sferler sayilmis ve boyutlari dl¢iimuistir. Elde edilen sonuglara goére, Sorafenib ile muamele
edilen (ICys) hucrelerin sfer olusturma kapasiteleri DMSO kontrol) ile muamele edilen
hicrelere gore artarken, sadece Rapamisin ile muamele edilen hiicreler Sorafenibe gore 3 kat
daha az, kontrol grubuna gére ise 2 kat daha az sfer olusumuna sebep olmustur. DAPT ile
muamele edilen hiicreler benzer etkiye sebep olurken, kombinasyon deneyleri (beraber veya
sirall) sfer olusumunu negatif yonde etkilemistir (Sekil 14). Sfer boyutlari karsilastirldiginda
ise, sfer boyutunun Rapamisin ile muamele edilen hiicrelerde daha kiguk oldugu, ancak
Sorafenib ile muamele edilen hicrelerin daha biylk sfer olusumuna sebep oldugu
gosterilmistir. Sfer boyutunu etkileyen en etkili kombinasyon ise Rap ardindan Sorafenib sirali
kombinasyon muamelesi olarak tespit edilmistir (Sekil 15 ve Sekil 16). Bdylece daha énce
yapilan deneylerde kanser kok hucrelerine karsi etkililigi gosterilmis inhibitorlerin etkinligi

birkez daha farkh bir yaklasim ile dogrulanmistir.
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Sekil 14: Secilen inhibitoérler ile belirtilen konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda

muamele edilen Huh7 hucrelerinin sfer olusturma kapasiteleri (sfer sayilari).
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Sekil 15: Secilen inhibitérler ile belirtilen konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda

muamele edilen Huh7 hucrelerinin sfer olugturma kapasiteleri (sfer boyutlari).
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Sekil 16: Secilen inhibitérler ile belirtilen konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda

e @®

muamele edilen Huh7 hiicrelerinin olusturdugu sferlerin temsili gértntileri (10x blyutme

orani).

4.8 Hollow fibre impantasyon deneyleri ile etkinligi in vitro olarak goésterilmis inhibitorlerin
tiiysuz farede (in vivo) test edilmesi: Hucrelerin hollow fibre membran igerisinde canllik
oranlarinin belirlenmesi igin implantasyon deneyleri dncesinde optimizasyon calismalari
gergeklestiriimistir. Buna goére Huh7 hicreleri membranlar igcerisine enjekte edildikten sonra, 3
gun boyunca 37°C, %5 CO, kabin icerisinde bekletilmis, sonrasinda hiicreler membranlar
icerisinden cikartilip mikroskop altinda incelenmigtir. Hucreleri tryphan blue boyamasi ile

canlilik oranlarinin %70 ile 75 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu degerler ile implantasyon
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deneylerine devam edilmesi uygun gorulmustir. Implantasyon ve sonrasinda farelerde
herhangi bir komplikasyon gézlemlenmemistir. Fareler deneyler boyunca saglikh kalmistir
(6rnek fare: Sekil 17). implantasyon amaciyla agilan kiigiik kesikler sonraki 1-2 glin igerisinde

iyilesmigtir.

Sekil 17: Subkutan Hollow fibre implantasyonu yapilmis tiysiz erkek fare érnegi. Oklarin

her biri birer implanti géstermektedir.

Hucreler optimizasyon deneyleri igin dncelikle 4 giin boyunca basit surup (kontrol grubu)
veya Sorafenib (30mg/kg) (deney grubu) ile gavaj yoluyla muamele edilmistir. 5. gln
implantlar protokolde de belirtildigi gibi geri alinmis ve 96 kuyucuklu hicre tabaklarina
ekildikten sonra SRB yéntemi ile canlilik oranlari karsilastiriimistir. Elde edilen sonuglara
gore, icerisine Huh7 enjekte edilmis ama kultir ortaminda bekletiimis membranlardaki
hicreler (kalttr kontrol), farelere implant olup kontrol grubunda yer alan hicrelere gore
daha hizli bayimastir. Bunun sebebi, hicrelerin kiltir ortaminda besi yerinden gerekli
blylime faktoérlerine daha rahat ulasabilmesi olarak degerlendirilmistir. Buna karsilik
olarak, deney grubundan elde edilen hicrelerin ise kontrol grubuna gére daha az sayida

oldugu gésterilmistir (Sekil 18).
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Sekil 18: Hollow fibre implantasyon deneyleri i¢in optimizasyon ¢alismalari. Huh7 hiicreleri
ile enjekte edilen membranlarin tlysuz farelere implant edildikten ve 4 giin boyunca basit
surup veya Sorafenib ile muamele edildikten sonra elde edilen hicrelerin canlilik oranlari
gOsterilmistir. Hucre kualtdrinde bekletilen kontrol grubu faredeki kontrol grubu ile
karsilastiriimistir (solda). Ayrica deney grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda elde

edilen yuzde inhibisyon degeri (sagda) gosterilmigtir.

Huh7 hucrelerindeki kanser kok hucre populasyonuna olan etkilerini in vivo olarak
belirlemek Uzere hollow fibre membranlar implantasyonlari yapilmis ve fareler Tablo 4'da
belirtilen 8 farkli gruba ayrilmistir. Buna gére hiicreler kultir ortaminda énceden Sorafenib
veya Rapamisin ile 48 boyunca ICs, konsantrasyonlarinda muamele edilmistir. Toplanan
hicreler ve 6n muamele gérmemis hiicreler hollow fibre membranlar igerisine enjekte
edilip implant edildikten sonra, fareler basit surup, Rapamisin (2mg/kg) veya Sorafenib
(30mg/kg) ile tek basina, ya da Rapamisin ve Sorafenib beraber olmak utzere 4 farkli

sekilde muamele edilmistir.
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Tablo 4: Hollow fibre deneylerinde hazirlanan hicre gruplari ve implantasyon sonrasinda

yapilan ilag muameleleri.

On muamele (kiiltiir) Muamele (gavaj)
X Basit surup
X Rapamisin
X Sorafenib
Sorafenib Rapamisin
Rapamisin Sorafenib
X Rap + Sor
Sorafenib Rap + Sor
Rapamisin Rap + Sor

Deney sonunda elde edilen hicreler kanser kék hicre belirtecleri (CD133 ve EpCAM)

antikorlari ile boyanmis ve akis sitometrisi yontemi ile analiz edilmistir (Sekil 19).

2,0

= o
=) n

(=]
(2]

~

% CD133+/EpCAM+

0,0

Sekil 19: Hollow fibre deneyleri sonucunda hicrelerin kanser kék hiicre belirtegleri igin
pozitivite degerlerinin kontrol grubuna goére degisimi grafigi. Elde edilen degerler, en az 2
farkli deneyden elde edilen sonuglari yansitmaktadir. Kirmizi ¢izgi kontrol grubuna gére

CD133+/EpCAM+ pozitivitelerinin degisimini gostermektedir.

Buna gore, Rapamisin tek basina kanser kdk hicre belirteclerinde belirgin bir degisiklige

sebep olmazken, Sorafenib ile muamele edilen farelerde bu belirteclerin ifadesinin arttigi
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gosterilmistir. Ayrica Sorafenib ile 6n muamele edilmis Huh7 hucreleri farelere implant
edildikten sonra yapilan higbir muamele (Rapamisin veya Rap+Sor), kanser kdk hicre
populasyonunun artmasina engel olamamistir. Fakat dnceden Rapamisin ile muamele
edilmis htcreler sonrasinda farede Rapamisin ve Sorafenib ile muamele edildiginde

kanser kok hucrelerine kargi etkili bir sonug elde edilebilmigtir.
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5 TARTISMA ve SONUG

Projemizin ilk doneminde karaciger kanseri kok hicrelerini zanginlestirmek amacl tercih edilen
kimyasal yaklasim yeteri kadar verimli bulunmadigi ve bu popllasyonun saf olarak elde
edilmesinin oldukga uzun zaman (birkag ay) slirmesi sebebiyle manyetik hiicre ayirma yénteminin
(MACS, Miltenyi) kullaniimasi daha uygun bulunmustur. Bu ydntem ile kanser kok hicre
belirteclerini isaretleyip manyetik alanda pozitif olanlarin tutunmasini saglayarak, negatif
olanlardan ayrilmasi saglanmistir. Bu yontem ile kanser kdk hucreleri heterojen populasyondan
saf olarak (%80-90) cok daha kisa bir sirede (birka¢ saat) ayrilabilmistir. Ayrica manyetik
separasyon teknigine alternatif olarak bilinen FACS ydntemine gére maliyet agisindan ¢ok daha

uygun bulunmustur.

Karaciger kanseri hucrelerinden kanser kok hdcrelerinin ayrilmasi icin kanser kok hicre
belirtecleri CD133 ve EpCAM diger tercih edilmistir. Literatiirde yalnizca bir belirte¢ ifadesine
dayanarak hucrelerin kok hucre 6zelligi tasidigini iddia etmenin dogru olmadigi belirtildigi icin iki
belirtecin ifadesinin pozitivitesi dikkate alinmistir. Yapilan fonksiyonel deneyler ile de bu hiicrelerin
her iki belirte¢ igin negatif olan hicrelere gére kdk hicre 6zelligi gosterdigi dogrulanmistir
(sferlesme ve koék hucre transkripsiyon faktér ifadeleri). Dolayisiyla CD133+/EpCAM+
populasyonunda tespit edilen degisimler, dolayli olarak kanser kdk hicrelerinde meydana gelen
degdisimleri isaret etmektedir. Mezenkimal 6zellikli karaciger kanseri hiicrelerinde ise, CD90 veya
CD44 belirtecleri dikkate alinarak kdk hiicre populasyonlarindaki degisimler gézlemlenmigtir.
inhibitérlerin hem epitelyal hem de mezenkimal 6zellikli hiicrelerde benzer etkiler géstermesi, bu

inhibitorlerin kok hicre mekanizmalarina karsi bir etkisi oldugunu gostermektedir.

mMTOR inhibitéri olan Rapamisin igin literatlirde diger kanser turlerinde kanser kék hicrelere karsi
etkili olduguna dair galismalar dikkat cekmektedir (Yang vd. 2008; Matsubara vd. 2013; Xie vd.
2016; Carrasco-Garcia vd. 2016; Su vd. 2016). Pankriyatik kanserde kanser kok htcrelerinin
regilasyonunda mTOR’'un 6éneminden bahseden bir ¢alismada, bu yolagin kék hicrelesme
Ozelliklerini korudugu saptanmistir. Bir bagka g¢alismada ise Rapamisin’in akciger kanseri kok
hicrelerinin  fonksiyonunu SOX2 proteinine etki ederek engelledigini gdstermistir. Benzer
calismalar Rapamisin’in meme kanseri, kolorektal kanser gibi diger kanser cesitlerinde olan

etkilerinden bahsetmektedir.

Yapilan sitotoksisite deneylerinden sonra etkinligi belirlenen inhibitorlerin, kanser kok hucreleri
Uzeirndeki ekilerini arastirmak Uzere, muamele sonrasinda canli kalan hicrelerin

CD133+/EpCAM+ ifade oranlari dikkate alinmistir. Bunun en dnemli sebebi, kansere karsi
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uygulanan ilaglarin timor hicrelerini (baskalasmis hucreler) 6ldirebilmesi, ancak kanser kok
hicrelerinin (baskalasmamis) canli kalabilmesidir. Dolayisiyla ilaglarin dldirebildikleri poptlasyon
degil, olduremedigi hucrelerin ne oranda kok hucre barindirdigi blydk onem tasimaktadir.
Nihayetinde bu hiicreler kanserin niksetmesine veya metaztazina sebep olmaktadir. Caligilan
inhibitérler arasindan CD133+/EpCAM+ populasyonunu kontrol grubuna goére azaltabilenler bu
calismada onem arz etmektedir. Yapilan deneyler sonucunda dikkat ¢eken bulgulardan biri de
karaciger kanseri icin klinikte FDA onayli tek ilag olan Sorafenib’in ve kanser tedavisinde oldukga
yaygin olarak kullanilan DNA interkalatorlerin (Doksorubisin veya Kamptotesin) kanser kdk hicre
populasyonunun zenginlesmesini saglamalari veya var olan orani korumalarini saglamis
olmalaridir. Buna karsilik, Rapamisin, LY294002 ve DAPT gibi inhibitorlerin hicrelerdeki yan
populasyona etki ettigi ve kdk hicre ozelliklerini baskiladi§i gosterilmistir. Yapilan kombinasyon
calismalari ile de, Sorafenib’in kdk hlicre zenginlestirici etkisini baskilamasi igin hiicreler dncelikle
Rapamisin ile muamele edildiginde, muamele sonrasinda canli kalan hucrelerin kdk htcre

ozelliklerini kaybetmeye basladiklari tespit edilmigtir.

Hem ylzey belirtecleri bakimindan hem de fonksiyonel deneyler ile dogrulanan deneylere ek
olarak, in vivo deneyler de gerceklestiriimistir. Bu kapsamda, xsenograft deneylerine oranla
olduk¢a kisa slirece sonuc verebilen ve daha az sayida fare ile birden cok kondisyonun
calisiimasina olanak saglayan hollow fibre implantasyon deneyleri gerceklestiriimistir. Yapilan
deneyler sonucunda in vitro olarak etkisi dogrulanan Rapamisin’in, 6n muamele asamasinda
kullaniimasi ardindan Sorafenib ve Rapamisinin devaminda birlikte kullaniimasinin tlysuiz farede

en etkili secenek oldugu gosterilmigtir.

Hucre kulturinde yapilan deneylerin in vivo deneyler ile benzerlik gostermesi galismanin bir
sistem (izerinde etkinliginin olma potansiyeli agisindan énem tagimaktadir. Oyleki yapilan klinik
testlerde dikkate alinmasi gereken noktalardan biri de yalnizca ilaglarin kanser hicrelerine karsi
olan oldurucu etkileri degdil, bu inhibitorlerin yan popullasyona kargi olan etkilerinin de
belirlenmesidir. Dolayisiyla yapilan bu galisma, karaciger kanseri tedavi surecinde karsilagilan
ilaca direnclilik sorunsalinin kaynaklarindan biri olan kanser kdk hicrelerine karsi etkili ilag adayi

kesfi amaci bakimindan yenilikgi bir yaklagim sergilemistir.

Karaciger kanseri hucreleri Gzerinde hucre 6limunden ¢ok hicre blyumesini engelleyici etkisi
olan Rapamisin’in, hangi mekanizma Uzerinden kdk hicre 6zelliklerini baskiladigi henlz
bilinmemektedir. Bu nedenle, Rapamisin gibi inhibitorlerin karaciger kanseri kok hucreleri

Uzerindeki etki mekanizmalari ile ilgili yapilacak ¢alismalar olduk¢ca 6nemli olacaktir. Bunun igin
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genis platformlarda gergeklestirilebilecek gen ifade analizleri (microarray gibi) karsilastirilarak
Rapamisin etkisi altinda kalan hicrelerde ne gibi degdisikliklerin meydana geldigini saptamak, bu

konu hakkinda bilinmeyenleri kesfetmek adina etkili bir calisma olacaktir.
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