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ORIJINAL CALISMA

KANSER KOK HUCRE PROLIFERASYONUNUN AKCIiGER
KANSERI HASTALARINDA BELIRLENMESi: BiR PiLOT
CALISMA

Determination of Cancer Stem Cell Proliferation in Lung Cancer
Patients: A Pilot Study

Secil YILMAZ?, Medine DOGAN SARIKAYA', Burcu Sen BAGCI', Elif Afra BESPARMAK,
Elif YASAR', Omer ONAL?, Ozlem CANOZ?

OZET

Amag: Akciger kanseri kansere bagli 6limlerin basinda gelmektedir. Heterojen yapidaki timorler iginde nis-
peten kiigiik bir popilasyona sahip olan kanser kék hiicreler (KKH), tedaviye direngten ve metastazdan so-
rumludur. KKH'ler ile ilgili deneysel ¢alismalarin sinirli sayida olmasindan dolayi bu calismada akciger kanseri
hasta KKH'lerinin proliferasyon profilinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontemler: Kuiglik hiicreli disi akciger kanseri tanisi almis Gg farkl metastazi olan hastalardan primer
hicre kaltart yapildi. KKH’ler flow sitometri ile CD133+, CD24-/dUsiik ve CD44+ biyobelirteglerine gore izole
edildi. izole edilen kanser kék hiicrelerinin in vitro proliferatif potansiyeli 10 giin boyunca degerlendirildi.
Bulgular: 45-52 yas arasi hastalarda, farkli bolgelere metastazi olan iki hasta ile metastazi olmayan bir has-
taya ait toplam 3 hastanin KKH profilleri flow sitometride CD133+, CD24-/dislik ve CD44+ biyobelirteglerine
gore karsilastirildiginda bu oranlar %0,4 ve %1,3 arasinda bulundu. KKH’lerin ikiye katlanma stireleri 49,24
ve 27,48 saat araliginda degistigi gorildi.

Sonug: Tum hastalarin proliferasyon sonuglari karsilastirildiginda farkl proliferasyon profillerine sahip ol-
duklar goruldi. Hicre dongusini hedefleyen, kanser tedavilerinden kagabilen KKH’lerin proliferasyon pro-
fili beklenildigi gibi duragan ve stabil suregleri icerdigi gézlemlendi. Bununla birlikte bu pilot ¢alismada Ug
hastanin blytume egrisindeki farkhiliklar hastalarin farkh proliferasyon profiline sahip oldugunu ve kanser
tedavisinde kisiye 6zgii terapilerin kaginilmaz oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kiigiik Hiicreli Disi Akciger Kanseri; Kanser K6k Hiicresi; Kanser K6k Hiicre Proliferasyonu

ABSTRACT

Objective: Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths. Cancer stem cells (CSCs), which cons-
titute a relatively small population within heterogeneous tumors, are responsible for treatment resistance
and metastasis. Due to the limited experimental research on CSCs, this study aims to investigate the prolife-
ration profile of CSCs in lung cancer patients.

Material and Methods: Primary cell cultures were established from patients with non-small cell lung cancer
who had three different metastases. CSCs were isolated using flow cytometry based on CD133+, CD24-/
low and CD44+ biomarkers. The in vitro proliferative potential of isolated cancer stem cells was assessed
over a period of 10 days.

Results: The CSC profiles of a total of 3 patients, aged between 45-52 years, including two patients with
metastases to different regions and one patient without metastasis, were compared using flow cytometry
based on CD133+, CD24-/low and CD44+ biomarkers These rates were found to be between 0.4% and 1.3%.
The doubling times of CSCs were observed to vary between 49.24 and 27.48 hours.

Conclusion: The proliferation profile of CSCs, which could escape cancer treatment targeting the cell cycle,
was observed to include expectedly steady and stable proceses. When comparing the proliferation results
of all patients, it was found that they exhibited different proliferation profiles. Moreover, the differences in
the growth curves of the three patients in this pilot study indicate that each patient has a distinct prolifera-
tion profile, underscoring the necessity of personalized therapies in cancer treatment.

Keywords: Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC); Cancer Stem Cell; Cancer Stem Cell Proliferation
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GIRIS

Kanser insan hayatini ciddi sekilde tehdit eden bir
hastaliktir (1). Her yil 2 milyondan fazla akciger kanseri
vakasi teshis edilmekte ve yaklasik 1,8 milyon insan
olmektedir (2). Akciger kanseri kiigiik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) ve yaygin olarak gorilen kuigik hicreli
disi akciger kanseri (KHDAK) olarak siniflandirilabilir (3).
Tani ve tedavideki son gelismeler kanser tedavisinde
ilerleme saglasa da giinimizde birgok hasta tedaviye
yanit vermeyerek hastaligin ilerlemesine veya
niksetmesine yol agmaktadir. Hastalarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan yéntemler cerrahi rezeksiyon
ile timor dokusunun c¢ikarilmasi, radyoterapi ve
kemoterapidir. Tedavinin sinirh etkinligi genellikle
mevcut radyo/kemoterapilere direngli kugik bir
hiicre popillasyonu olan kanser kok hicrelerini
(KKH) etkileyememesinden kaynaklanabilir (4). Hizli
proliferasyona sahip kanser hiicreleri mevcut terapotik
tedavilere karsi yok olma egilimindedir, ancak daha
yavas proliferasyona sahip KKH’lerin bu tedavilerden
kagtigl diisiintilmekte olup KKH’lerin hiicre donglisiinii
ya da hizli bolinen hiicreleri hedef alan kemoterapoétik
ilaglara karsi direncli oldugu bilinmektedir (5,6). Bu
durum sonucunda KKH’ler timér baslatan hicreler ve
tiimorojenik kanser hiicreleri olarak da adlandirilir (7).
Cogu solid timor ve hematolojik malignitede KKH
varligr gosterilmistir ve bu timorojenik aktiviteler,
akciger, kolon, bas ve boyun, meme ve melanom
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dahil olmak (Gzere bircok kanser tirlerinde
bulunmustur (8, 9). Akciger kanseri icin CD133, CD24
ve CD44 biyobelirtegleri potansiyel kanser kdk hicre
biyobelirtegleri olarak kabul gérmistir (10). Tumor
dokusundaki heterojen hiicre popilasyonu igerisinde
sadece kiiclk bir alt popiilasyonu olusturan kanser
kok htcreler, timor biylimesinden sorumludur. Ayrica
KKH’lerin metastaz yapma potansiyelinin oldugu
soylenmektedir (11). KKH’ler DNA hasarini onarma
noktasinda da yiiksek kapasiteye sahip olup dusuk
seviyelerde reaktif oksijen turleri (ROS) sergilerler ve
yavas c¢ogalirlar (12). Bu tiir gesitli genetik ve hiicresel
adaptasyonlardan dolayr KKH’ler klasik terapotik
yaklasimlara direnclidir (13). KKH’lerin terapotik
olarak ortadan kaldiriimasi ve malignitelerin yok
olmasi igin, KKH mekanizmalarin kesfedilmesini ve
onlari hedefleyecek yenilik¢i terapilerin gelistirilmesi
gerekmektedir (Sekill) (14). Erisilebilirlikleri ve
kullanilabilirlikleri nedeniyle hicre hatlari kanser
arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir (15). Kanser
hiicre hatlarinin kullanildigi ¢alismalarda artan pasaj
sayisiile genetikanormalliklerin birikmesiklinik Gnemini
sinirlamaktadir (16). Ayrica hicre hatlari, bireysel
farkhhklari dogru bir sekilde temsil etmeyebilir veya
blyldk o6lgide timor heterojenligini gostermeyebilir.
Hayvanlar ve insanlar arasindaki biyolojik cevaplar
farkli oldugu icin hayvan modellerinin kullanimi zaman
alir ve farklilik gosterir. Klinik cevaplardaki bu farkhhklar,
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Sekil 1. Kanser hastalarina uygulanan terapilerin kanser hiicresi ve kanser kok hiicresine olan etkisinin gosterimi.
Geleneksel tedaviler proliferasyon hizi yiiksek olan kanser hiicrelerini yok edebilirken proliferasyon hizi diisuk
olan kanser kok hucrelerini hedefleyememektedir. Kanser kok hiicreleri timorin niiks etmesine sebep olabilir-
ken, kanser kok hiicre hedefli terapiler timdoriin tamamen yok olmasini saglayabilir.
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hastalardan primer timor hicrelerinin Uretilmesi ve
kiltirlenmesi igin yontemlerin gelistiriimesine ivme
kazandirmistir (17).

Kanser kok htcreleri Gzerine klinik bilgi saglayan
hasta kaynakli deneysel c¢alismalarin sinirl olmasi
sebebiyle, bu calismada primer hiicrelerin tretimi icin
farkli metastaz durumlarina sahip iki akciger kanseri
hastas! ile metastaz bulunmayan bir akciger kanseri
hastasindan ornekler alinmistir. Akciger kanseri igin
potansiyel kanser kok hiicre biyobelirteci olarak
CD133 +, CD24-/dusiik ve CD44+ biyobelirteglerine
gore flow sitometri yontemi ile izole edilen kanser
kok hicrelerinin zamanla proliferasyonu belirlenmis
ve geleneksel kemoterapilerin hizli gogalan hucreleri
hedefledigi hipotezi test edilmistir.

GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma kapsaminda yapilan deneyler kisaca Sekil
2’de sematize edilmistir. Erciyes Universitesi Cerrahi
Tip Bilimleri Gogis Cerrahisi Anabilim Dali'nda yapilan
cerrahi rezeksiyon sonrasinda patolojik incelemelerle
kesin KHDAK tanisi konan hastalar bilgilendirilmis
gondlld  olur formu imzalayarak c¢alismaya dabhil
edilmistir. Bu c¢alismada kullanilan hicreler, "Akciger
Kanseri Hastalarinda Kanser Kék Hicresinin Genomik
Profillendirilmesi" baslkli 2155849 numarali TUBITAK
1001 projesinden elde edilmistir. Bu ¢alisma Helsinki
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Bildirgesi'ne uygun olacak sekilde 26.08. 2015 tarihli
2015/372 sayih Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Karart ile
onaylanmistir.

Primer kaltUrl igin hasta kaynakli akciger kanser
hiicrelerinin, 30-60 dakika icerisinde %1 penisilin-
streptomisin (Thermo Fisher Scientific Waltham,
Massachusetts, USA, Cat. No. 15070063) bulunan
Dulbecco’s Modified Eagle besiyeri (DMEM; Gibco,
Grand Island, NY, USA, Cat. No. 41966029) igerisinde
soguk bir tasima ortami (%5 FBS, %1 Penisilin-
streptomisin, Amfoterisin, L-Glutamin iceren DMEM )
ile Erciyes Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal’'ndan
calismanin yapilacagi birim olan Genom ve Kok Hiicre
Merkezi'ne kanser dokulari getirildi. Tumor dokusu
disinda kabindeki tiim yapilar bistlri ve pens yardimiyla
uzaklastirildi. Mekanik ve enzimatik olarak pargalanmis
hiicreler %1 penisilin-streptomisin (Thermo Fisher
Scientific Waltham, Massachusetts, ABD, Kat. No.
15070063), %1 amfoterisin (Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, ABD, Kat. No. 15290026) ve
%1 L-glutamin (STEMCELL Technologies Inc., Vancouver,
Kanada, Kat. No. 7100) iceren DMEM'de (Gibco, Grand
Island, NY, ABD, Kat. No. 41966029) %5 CO? ile nemli
bir ortamda 37 °C sicakligindaki inkiibat6re konuldu.
Kanser kok hiicreleri, heterojen kanser
popilasyonundan ayirmak igin BD FACSAria Il Cell
Sorter cihazi kullanildi. Kanser hiicreleri CD133 APC

Enzimaltik
[ ] Ol Parcalama

Sekil 2. Calisma kapsaminda yapilan deneylerin sematik gosterimi. Hastadan alinan timoér dokusu mekanik ve en-
zimatik pargalamaiile tek hiicre haline getirilmistir. Tek hiicre haline gelen heterojen kanser hiicreleri flow sitometri
cihaziile CD133+, CD24-/dusik ve CD44+ biyobelirteclerine gore izole edilerek kanser kok hiicresi elde edilmistir.
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(372806, BiolLegend, ABD), CD24 PE (311106,
BioLegend, ABD) ve CD44 FITC (336604, BiolLegend,
ABD) biyobelirteclerine gore izole edildi. Bu deney igin
hicreler T25 flasklari %80-90 kapladiginda hiicrelere
%0,05’lik Trypsin-EDTA eklendi. Bu islemden sonra
flasktan kalkan ve resispanse halde olan hicreler Cell
Staining Buffer (420201, BiolLegend, ABD) ile yikandi.
Human TruStain FcX (422302, BioLegend, ABD) ile 10
dakika ve karanlik bir ortamda bloklama islemi yapilan
hicrelere 1 pl olacak sekilde ¢ antikordan CD133
APC (372806, BiolLegend, ABD), CD24 PE (311106,
BioLegend, ABD) ve CD44 FITC (336604, BiolLegend,
ABD) eklendi. Hucreler 20-30 dakika boyunca karanhk
ortamda bekletildi. Fazla boya kalintisini ortamdan
uzaklastirmak igcin Cell Staining Buffer (420201,
BioLegend, ABD) ile iki kez yikandi. Son hacim 500 pl
olacak sekilde Cell Staining Buffer (420201, BioLegend,
ABD) eklenerek hiicreler flow sitometri cihazina
ylklenerek olgtimleri yapildi.

Pasajlanacak hiicrenin bulundugu kultir kabindaki
besiyeri yavasca cekildi ve atildi. 6 kuyucuklu kiltur
kabinda yapisik halde kalan hiicreler Gzerine %0,05
Tripsin-EDTA eklendi. Hicrenin tipine bagl olarak
37°C’lik %5 CO: igeren inklbatérde 1-5 dk. tutuldu.
Hiicreler invert mikroskop ile kontrol edildi. Tripsin
inhibisyonu %10 FBS, (Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, ABD, Kat. No. 16000044)
%1 penisilin-streptomisin (Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, ABD, Kat. No. 15070063),
%1 amfoterisin (Thermo Fisher Scientific Waltham,
Massachusetts, ABD, Kat. No. 15290026) ve %1
L-glutamin (STEMCELL Technologies Inc., Vancouver,
Kanada, Kat. No. 7100) igeren DMEM ile yapildi. Hiicre
siispansiyonu temiz bir falkon tiipe alindi ve 400 g’de 5
dk. santriftj edildi. Stpernatant, pellete dokunmadan
uzaklastirildiktan sonra pellet 1 ml FBS icermeyen
besiyeriile restispanse edildi ve hiicre sayisi hesaplandi.
Steril bir klltiir kabina hiicreler pasajlanarak kiltir kabi
etiketlendi. Hiicrelere invert mikroskop altinda bakildi

Tablo 1. Hastalara Ait Klinik Verilerin Gosterimi

Ornek Numarasi Cinsiyet Yas
Hasta 1 E 45
Hasta 2 E 64
Hasta 3 E 52

Bozok Tip Derg 2024;14(3):160-168
Bozok Med J 2024;14(3):160-168

ve %5 CO: iceren 37°C’lik inklibat6re konuldu.

izole edilen kanser kék hiicreleri ekmek igin 96
kuyucuklu hiicre kiltir kaplari kullanildi.  Kuyucuk
basina 1000 hiicre olacak sekilde kanser kok hiicreleri
%1 penisilin-streptomisin (Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, ABD, Kat. No. 15070063),
%1 amfoterisin (Thermo Fisher Scientific Waltham,
Massachusetts, ABD, Kat. No. 15290026) ve %1
L-glutamin (STEMCELL Technologies Inc., Vancouver,
Kanada, Kat. No. 7100) iceren serumsuz DMEM (Gibco,
Grand Island, NY, ABD, Kat. No. 41966029) ile ekildi.
10 gin boyunca hucrelerin takibi yapilarak her 24
saatte bir tripan mavisi boyasi ile hiicrelerin sayimi
gercgeklestirildi.

Blyume egrisini ¢izmek icin Microsoft Excel programi
kullanilarak elde edilen verilerle iki katina ¢ikma siresi
grafigi olusturulmustur. Bu grafik (T2-T1) / 3,32* (logn.-
logn) formuld kullanilarak hesaplanmistir. Formilde T
slireyi, n2 son hicre konsantrasyonunu ni ise ilk hiicre
konsantrasyonunu gostermektedir.

BULGULAR

Bu calisma kapsaminda kullanilan hastalarin isim,
cinsiyet, yas, kanser tipi ve metastaz durumlari Tablo
1’de verilmistir. Bu pilot ¢alismada klinigi yansitmak
amaclyla metastaz durumlari farkh hasta profili 6rnek
olarak segilmistir.

Bu calismada metastaz durumlarn farkh KHDAK
tanisi almis Ug¢ hasta profilinin KKH’leri CD133 +,
CD24-/dusuk ve CD44+ biyobelirteclerine gore
flow sitometri yontemi ile secilerek KKH oranlari
belirlenmistir. Heterojen hiicre poptlasyonu icerisinde
KKH oranlari hasta 1 (H1) igin %1,3, hasta 2 (H2) igin
%0,8 ve Hasta 3 (H3) icin %0,4 oldugu Sekil 3(A-C)'de
gosterilmistir. Kullanilan Gg farkh hasta profilinin 0
ile 10. glin arasinda hicre sayilarindaki degisim takip
edilmistir. Ortaya ¢ikan sonug Tablo 2’de gosterilmistir.
Tablo 2’de belirtilen hastalarin 10 giinliik hiicre sayilari
ile hastalara ait kanser kdk hiicrelerinin biyime egrileri

Kanser Tipi Metastaz
Adenokarsinom
Adenokarsinom Karaciger

Adenokarsinom Beyin
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Sekil 3. Hastalara ait flow sitometri ile hiicre segimi sonuglarinin gésterimi. A) Hasta 1’e ait popiilasyon 3 (P3)’te
CD133+; P4’te CD133+ CD24-/dusuk; P5’te ise CD133+ CD24-/dlsuk CD44+ hiicre popullasyonu, B) Hasta 2’ye ait
P3’te CD133+; P4’te CD133+ CD24-/dustik; P5’'te ise CD133 + CD24-/dusik CD44+ hiicre popllasyonu, C) Hasta
3’e ait P3’te CD133 +; P4’te CD133 + CD24-/dusuk; P5’te ise CD133+ CD24-/dustik CD44+ hiicre poptllasyonu

segilmistir. (P: Populasyon)

Tablo 2. Hastalara Ait Hiicre Proliferasyonunun 0-10.Gin Arasindaki Degisiminin Gosterimi

Ornek Numarasi | 0.Giin 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin 7.Giin 8.Giin 9.Giin 10.Giin
Hasta 1 1000 2400 4800 7200 7200 9600 12000 12000 9600 9600 4800
Hasta 2 1000 2400 7200 7200 9600 7200 7200 7200 9600 9600 4800
Hasta 3 1000 2400 4800 4800 4800 7200 4800 2400 2400 2400 2400

cizilip tek bir grafik UGzerinde karsilastirilmis olup
(Sekil 4A-D) gosterilmistir. Primer akciger kanser kok
hicresinin iki katina ¢ikma siiresi, hiicrelerin sayi olarak
ikiye katlanmasi icin gecen zamandir. KHDAK tanisi alan
U¢ hastanin kanser koék htcrelerinin iki katina ¢ikma
siiresi grafik ile Sekil 4E’de gosterilmistir. iki katina
¢cikma sdresi, hiicrelerin sayi olarak ikiye katlanmasi

icin gecen zamandir. KHDAK tanisi alan (g hastanin
kanser kék hiicrelerinin iki katina ¢ikma siresi grafik ile
gosterilmistir.

TARTISMA

Diinyada her yil teshis edilen bir milyondan fazla akciger
kanseri vakasi vardir ve kanser 6limlerinin en yaygin
nedenidir. Akciger kanseriteshisi konan hastalarin %70'i
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Sekil 4. Hastalarin 10 glinliik blyime egrilerinin gdsterimi. A) Hasta 1’e ait bliylime egrisi, B) Hasta 2'ye ait bi-
yume egrisi, C) Hasta 3’e ait bliyime egrisi, D) 3 hastanin biiylime egrisinin tek bir grafikte karsilastiriimasi goste-
rilmistir. Hasta 1’e ait grafikte biylime egrisinde ilk Ui¢ glinde ve 5., 6. glinler boyunca artis gozlenirken 7. ve 10.
giinde azalisa gegtigi diger glinlerde ise sabit kalmistir. Hasta 2’ye ait grafige bakildiginda ilk 2 glin ve 4.,7. glnler
boyunca buyime egrisinde artig gézlenirken, 5.,10. glinlerde azalisa gectigi ve diger glinlerde ise duraganligini
korumustur. Hasta 3’lin grafigine bakildiginda da 0., 2., 4. glinlerde biyime egrisinde artig gézlenirken 5. glinde
azalisa gectigi ve diger glinlerde ise stabil kalmistir. E) 3 hasta igin grafik (T2-T1) / 3,32*(logn.- logn1) formala kul-
lanilarak Hasta 1 ve Hasta 2 i¢in 49,24 hesaplanirken hasta 3 icin 27,48 saat hesaplanmistir.

hastaligin ileri evresindedir ve bu nedenle prognozu
kotudur (18). Kanser kok hicrelerinin  (KKH'ler),
kemoterapidirencivekanserniiksiileiliskilioldugusolid
timorlerde ve hematopoetik kdkenli malignitelerde
tanimlanmistir (7, 19). Tumor heterojenligi, tiumor
biyobelirteglerini tanimlayarak ¢o6zilebili. CD44 ve
CD133 biyobelirtegleri akciger kanseri kok hicrelerini
tanimlamak icin yaygin olarak kullanilirken CD24
biyobelirtecinin de kullanilabilecegini arastirmalar
ortaya koymaktadir (20-22).

Hastaya ©zel tedavilerin arastiriimasi ve geleneksel
tedavilerin etkinliginin arttirilmasi kanser ¢alismalarin-
da primer hicre kdiltirlerinin basarili bir sekilde
olusturulmasina baghdir. Hasta kaynakli 6rnekler

hiicre hatlarina ve hayvan calismalarina gére 6nem
arz etmektedir. Primer hicrelerin kanser calismalari
icin dokudan izole edilmeleri ve model olarak
kullanilmalari in vivo kosullari mimik etmesi nedeniyle
son derece vyararlidir. Yapilan c¢alismalarda KKH ile
ilgili cok fazla galisma olmasina ragmen hasta kaynakh
dokulardan elde edilmis KKH’lere dair c¢alismalar
nispeten az oldugu icin bu ¢alisma kapsaminda akciger
kanseri hastalarindan elde edilen timor hicreleri
kullanilmistir. Elde edilen hicrelerin primer kiltiira
sonrasl flow sitometri yontemi ile CD133, CD24 ve
CD44 biyobelirteglerine gore KKH’lerin izolasyonu
yapilarak in vitro ortamda zamana bagli proliferasyonu
belirlenmistir. Bu pilot calismada klinige basvuran
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hastalari daha iyi yansitmak amaciyla KHDAK tanisi
alan 3 hasta profili segilmistir. Calisma kapsaminda
kullanilan hastalarin profillerine bakildiginda; Hasta
2 (H2) ve Hasta 3 (H3)’Un sirasiyla karaciger ve beyin
metastazina sahip oldugu, Hasta 1 (H1)'in ise metastaza
sahip olmadigi goérilmektedir (Tablo 1). Hastadan
alinan doku mekanik ve enzimatik parcalama ile hiicre
sispansiyonu haline getirilerek kanser hiicreleri flow
sitometri yontemiyle CD133+, CD24-/dlisik ve CD44+
biyobelirteglerine gore izole edilip kanser kdk hicreleri
elde edilmistir (Sekil 2). Kanser kék hucreler kendi
kendini yenileme, farklilasma ve timor olusturma
yetenekleri olan tliimorler icindeki hiicrelerin kiglk bir
alt populasyonudur (23). Bu ¢alismamizda beklenildigi
gibi KKH oranlari %1,3- %0,4 arasinda bulunmustur
(Sekil 3A-C). Elde edilen akciger kanseri kok
hicrelerinin proliferasyonu Tablo 2’'de gosterilmistir.
Hicre canliliklarinin 6lglim icin hiicreler tripan mauvisi
ile boyanarak 0-10 giin arasinda hicrelerin sayimi
yapiimistir. Ayni hiicre sayisi ile baslanmasina ve Ug
hastaninda KHDAK tanisi almig olmasina ragmen
kanser kok hiicrelerinin in vitro proliferasyon profilleri
birbirlerinden farkhhk gostermektedir. Bu sonucta
kanserdeki kisisellestirilmis tedavilerin 6nemini ortaya
koymaktadir. Klinik ¢alismalardan elde edilen veriler
mevcut tedavilerin timorin blyik kismini olusturan
kanser hucrelerini hedefledigini gdstermistir. Klinik
calismalardan edinilen bilgilere goére geleneksel
tedaviler kanser hiicrelerini hedeflerken, timor
kitlesinde sayica daha az olan KKH poptlasyonunu
hedefleyememesi KKH'lerin ¢ogalmasina ve tUmor
nikstiine sebep olmaktadir. Bu nedenle KKH’leri
hedefleyen yeni tedavilerin gelistiriimesi geleneksel
tedavilere karsi direng gosteren KKH’lerin yok
olmasini saglayabilir (24). Bu bilgiler 1siginda KKH'lerin
geleneksel ve KKH hedefli terapilere karsi verebilecegi
yanitlar Sekil 1'de sematize edilmistir. Bu calisma
kapsaminda vyapilan proliferasyon deney sonuglari
Sekil 4'de gosterilmistir. Hasta 1'e ait olan blylime
egrisi incelendiginde 10 ginlik sireg icerisinde ilk
Ug glinde ve 5., 6. glinler boyunca blyime egrisinde
artis gozlenirken, 7.,10. glinde azalisa gectigi ve diger
glinlerde ise stabilligini korudugu gozlenmektedir (Sekil
4A). Hasta 2’ye ait buylime egrisinde 10 ginlik sureg
icerisinde ilk 2 giin ve 4.,7. glinler boyunca biyime
egrisinde artis gozlenirken, 5.,10. gilnlerde azalisa
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gectigi ve diger glinlerde ise stabilligini korudugu
gozlenmektedir (Sekil 4B). Hasta 3’e ait blylme
egrisinde ise 10 gunlik siiregte 0.,2.,4. gilinlerde
blylime egrisinde artis gozlenirken 5. giinde azalisa
gectigi ve diger gilnlerde ise stabilligini korudugu
gozlenmektedir (Sekil 4C). Tum hastalara ait olan
proliferasyon sonuclari karsilastirildiginda her birinin
farkl bir profile sahip oldugu gozlenmektedir (Sekil 4D).
Hasta 1'in proliferasyon egrisindeki stabilitenin devamli
olmamasi klinik bulgularinda metastaz bulunmamasiile
iliskilendirebilir. KKH oranina bakildiginda ise en yiiksek
orana sahip olmasi hasta profilinde beklenildigi gibi
metastaz durumunu ortaya ¢ikarmamistir. Hasta 2 ve
Hasta 3’e bakildiginda KKH miktarlarindaki degiskenlik
ile  KKH oranlarindaki benzerlik hasta profilinde
metastaz ile bagdastirilabilirken belirli glinlerde hiicre
proliferasyonunun yavas sekilde seyretmesi agresiflik
gostergesi olabilir. Bu calisma kapsaminda 3 hastada
pilot olarak gosterdigimiz bu korelasyonun daha ¢ok
sayida hasta ile iliskilendirilmesi gerekebilir. Klinige
gore KKH’lerin iki katina ¢ikma siirelerinin belirlenmesi,
hastalarin optimal araliklarla taranmasina olanak tanir
ve bu da daha hizli buylyen timoérlerin geleneksel
kemoterapiye daha iyi yanit verdigini gosterir (25). Bu
calismada ikiye katlanma siresi (T2-T1) / 3,32 (logn2-
logn1) formali kullanilarak H1 ve H2 igin 49,24 saat H3
icin27,48saatolarakhesaplanmistir (Sekil 4E). Formilde
T slireyi, n2 son hiicre konsantrasyonunu n1ise ilk hiicre
konsantrasyonunu géstermektedir. H1 ile H2 arasindaki
ikiye katlanma surelerinin benzerligi metastazl olup
olmama durumuna gore degismezken bu benzerlik her
hastanin kendine 6zgu profile sahip olma o6zelligi ile
iliskilendirilebilir. Kiicik hticreli disi akciger kanserinde
yapilan ¢alismalarin beyin metastazi riskini diger alt
tiplere gore arttirdig) gosterilirken KHDAK hastalarinin
%20-56'sinin  beyne metastaz yaptigl bilinmektedir
(26, 27). Beyin metastazi olan H3’Un kanser kok
hiicrelerinin daha erken siire iginde ikiye katlanmasi
beklenildiginin aksine KKH oranlari ile metastaz yapma
durumu arasinda bir korelasyon gdéstermemektedir.
Farkli bolgelere metastazin olmasi tiimor biyolojisinde
hastalar  arasindaki  farkliliklari  gostermektedir.
Yapilan galisma sonucunda klinigi yansitmak amaciyla
KHDAK tanisi alan farkh bolgelere metastazi olan ve
metastazi olmayan hastalardan KKH proliferasyonu
gerceklestirilmistir. Hastalardaki kanser kdk hiicrelerinin
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bliyime egrisindeki ve ikiye katlanma slresindeki
degisiklikler hasta profilinin farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Akciger kanser kok hicrelerinin
genel olarak proliferasyonunun duragan seyri olmakla
birlikte ayni hiicre sayisi ile baslanmasina ragmen
kanser kok hucrelerinin proliferasyonlari farkhlik
gostermistir. Arnold ve meslektaslarinin yaptigi kanser
kok hicrelerinin daha yavas cogaldigini soyleyen
bu hipotezi c¢alismalarimiz dogrulamis olmakla
birlikte ¢alismamizin sinirlayici kisimlari  pilot  bir
calisma olmasi ve KKH’lerin in vitro ortamda kdltire
edilmesi zor oldugundan dolayr sadece li¢ hastanin
ornekleri Gizerinden yapilmis olmasidir (12). Kanserin
arkasindaki itici glic olarak bilinen KKH’ler ile ilgili
yapilan galismalarin énemine bakildiginda, deneysel
calismamizin kanser tedavilerine yeni bir bakis agisiyla
yaklasmasi ve gelistirilebilir tedavi stratejilerine zemin
hazirlamasi ile KKH’lerin sebep oldugu tumoérin
ortadan kaldirilmasinda biylik bir potansiyele sahip
oldugu disunulmektedir. KKH’lerin hedeflenmesi,
hekimin karar destek mekanizmasinda in vitro arag
olarak kullanilabilmesi ile umut vaat etmektedir
(28). Bu pilot calisma kapsaminda {g¢ hastanin KKH
proliferasyonu incelendi ancak KKH proliferasyonunun
daha iyi anlasilmasi ve kanserin tedavisinde KKH’lerin
hedeflenmesi icin daha genis kapsaml galismalara
ihtiyag vardir.

SONUC

Bu calismada, kigik hicreli disi akciger kanseri
(KHDAK) tanisi almis lg¢ hastadan elde edilen timor
hicreleri kullanilarak, kanser kék hicrelerinin (KKH)
proliferasyonu incelenmistir. Elde edilen sonuglar,
her hastanin KKH proliferasyon profillerinin farkh
oldugunu gostermistir. Calisma kapsaminda, CD133+,
CD24-/dusuk ve CD44+ biyobelirteglerine gore izole
edilen KKH'lerin, metastaz durumlarina goére farkh
proliferasyon egrileri sergiledigi gbzlemlenmistir.
Hasta 1'in metastazi olmamasi ve KKH oraninin en
yuksek olmasi, metastaz durumu ile KKH oranlari
arasinda dogrudan bir iliski olmadigini géstermektedir.
Ayrica, beyin metastazi olan Hasta 3'in KKH'lerinin
ikiye katlanma siresi, metastazin proliferasyon
hizini dogrudan etkilemedigini ortaya koymaktadir.
GCalismanin sinirlayict yonleri arasinda, yalnizca Ug
hasta 6rnegi tizerinden yapilan pilot bir calisma olmasi
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ve KKH’lerin in vitro ortamda kuiltire edilmesinin
zorluklari bulunmaktadir. Sonuglar, KKH'lerin kanser
tedavilerinde hedeflenmesinin dnemini vurgulamakta
ve daha genis kapsamli ¢alismalara ihtiyag oldugunu
ortaya koymaktadir. KKH'lerin hedeflenmesi,
kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistiriimesine
katkida bulunabilir ve kanser tedavilerinde vyeni
yaklasimlar i¢in umut vaat etmektedir.
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