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GIRIS

Kolorektal kanser (KRK), kanser oliimlerinin ii¢lincii nedeni
olarak bilinir ve diinya ¢apinda en yaygin malignite tiirleri arasindadir
(Inamura, 2018). Bu hastalik i¢in farkli tedavi yontemleri ile g¢esitli
cerrahi ve medikal tedaviler uygulanmaktadir (Pellino ve ark., 2018).
Kanser tedavisinde hastanin sag kalimini ve yasam kalitesini artirmak
¢ok 6nemlidir ve bu alanda onemli gelismeler olmustur. Buna ragmen
kansere baglh 6lumlerde siirekli artiglar gézlenmektedir (Yadav ve ark.,
2017). Genel olarak, kolon epitel hiicrelerinin i¢ duvarlarinda
kolorektal kanser erken tespit edildiginde cerrahi olarak
cikarilabilmektedir. Ancak hasta bu asamada tedavi edilmezse kanser
kemoterapiye bile duyarsiz hale gelir ve kanser hiicreleri farkli
organlarda farkli bolgelere metastaz yapabilmektedir (Gothai ve ark.,
2018). Kansere bagli 6liimlerin sadece %10'u birincil tiimorlerden
kaynaklanmaktadir; ¢ogu metastatik timorlerden kaynaklanir. TUmor
hiicrelerinin metastatik giictiniin, kanser kok hiicreleri (KKH'ler) olarak
bilinen tiimor hiicrelerinin kok hiicre benzeri bir alt popiilasyonunun
ozelliklerine atfedildigine inanilmaktadir (Moghbeli ve ark., 2014).
Kanser kok hiicreleri kemoterapotik tedavilere direnglidir ve tlimor
hiicrelerinde uzun stire uyku halini indiikleyebilmektedirler. Kati
timorlerde KKH'lerin tespiti, izolasyonu ve karakterizasyonu, son
yillarda kanser hedefli tedavilerin ayirt edici 6zellikleridir (Moghbeli
ve ark., 2014). Normal ve kanser kok hiicreleri arasinda kaginilmaz
benzerlikler vardir; bu nedenle, bunlar1 ayirt etmek igin spesifik
yontemler veya belirtegler bulmak kanser tedavileri i¢in kritik dneme
sahiptir. KKH'lerin timdr niiksti ve kemoterapétik direncle ilgisi goz
Ontine alindiginda, bu tiir hiicrelerin tiimorlerde tanimlanmasi, etkili
hedefe yonelik tedavi i¢in zorunludur. KKH'leri in vitro izole etme ve
yayma olasiligi, KKH popiilasyonundaki segici olarak aktive edilmis
sinyal iletim yollar1 {izerinde daha fazla ¢alismaya, onlarin hayatta
kalma stratejilerinin altinda yatan mekanizmay1 daha iyi anlamak ve
anti-tiimor tedavisinde yeni yaklasimlar tanimlamak ic¢in olanak
saglayacaktir. Bu boliimde, kolorekral kanser kok hiicrelerin
tanimlanmasinda ve izolasyonunda kullanilan hiicre yiizey reseptorleri




ve bazi izolasyon yontemler ile birlikte izolasyon sonrasi kok
hiicrelerin kiiltiir kosullar1 agiklanmaktadir.

1. KOLOREKTAL KANSER

1.1. Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

Kolorektal kanser, basladigi yere bagli olarak kolon kanseri
veya rektum kanseri olarak da adlandirilabilmektedir. Kolon kanseri ve
rektum kanseri, bir¢ok agidan ortak ozelliklere sahip olduklar1 igin
siklikla birlikte gruplandirilmaktadir. Kolorektal kanser, diinya ¢apinda
en Onemli mortalite ve morbidite nedenleri arasinda sayilmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii'niin Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi
(IARC) tarafindan 2021 yilinda yapilan arastirmanin sonuglarina gore,
Diinya Saglk Orgiitii tarafindan 2020 yilinda diinya genelinde
kolorektal kanser vaka sayist 1931590 olarak belirlenmistir (Sung ve
ark., 2021). Yine bu arastirma sonucuna goére kolon kanseri diinyadaki
yeni kanser vakalarinin %10,7'sini olusturmakla birlikte, malign
timorler arasinda her iki cinsiyette meme kanseri (%12,5) ve akciger
kanserinden (%12,2) sonra ti¢lincli sirada yer almaktadir. Kolorektal
kanser, 2020'de meydana gelen 935173 o&lumle, akciger kanserinden
(%18.2) sonra diinya c¢apinda kansere bagli Sliimlerin 6nde gelen
nedeni olmaya devam etmektedir ve her iki cinsiyet i¢in toplam kanser
Oltimlerinin yaklasik %9,5'ini olusturmaktadir (Sung ve ark., 2021).
Kolorektal kanser (%11,4) erkeklerde insidans agisindan akciger
(%15,4) ve prostat (%15,1) kanser tiirlerinden sonra en sik goriilen
kanser tiirtidiir ve kansere bagl 6lumlerde akciger (%21,6) ve karaciger
(%10,5) kanser tiplerinden sonra {igiincii (%9,4) sirada yer almaktadir.
Kadinlarda ise kolorektal kanser (%9,9) meme kanserinden (%25.8)
sonra en sik tan1 konulan kanser tiirii olmakla birlikte kansere bagl
Olimler arasinda ise meme (%15.,6) ve akcigerden (%13.8) sonra
tictincti (%9,5) kansere bagli 6liim nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Sung ve ark., 2021). Bes yillik sagkalim oranina bakildiginda ise
kolorektal kanser (%65,7) i¢in bu oran prostat (%92,9) ve meme
(%89,6) gibi 6nde gelen bir¢ok kanser tiirtinden daha diisiik oldugu
kaydedilmistir (Petrelli ve ark., 2017). Ayrica hastalik kolonda
olustugunda bu oran %91, rektumda olustugunda ise %89 olarak
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kaydedilmistir. Metastaz durumunda ise bu oranlar %14 (kolon) ve
%16 (rektum) olarak tespit edilmistir (Petrelli ve ark., 2017).

1.2. Kolorektal Kanser Etiyolojisi

Kolon kanseri sporadik (%70), ailesel (%20) ve kalitsal (%10)
sendromlar seklinde ortaya ¢ikabilmektedir. Sporadik kolon kanserinin
ortalama tan1 yasi genellikle 50 yas {istiidiir ve ¢ogunlukla cevresel
faktorlere bagli olarak 50 yas altinda goriilebilmektedir, geriye kalan
%20'lik kistm ise bilinen kalitsal sendromun yoklugunda ailesel
faktorlerden kaynaklanarak ortaya ¢ikabilmektedir. Ailesel adenomatoz
polipozis (FAP) ve Lynch sendromu (kalitsal polip dis1 kolorektal
kanser-HNPCC) en yaygin kalitsal KRK sendromlar1 arasindadir (Allen
& Sears, 2019; Snyder & Hampel, 2019). Tuim KRK'in yaklasik %5'i
bu iki kalitsal sendromla karakterize edilmektedir, ancak se¢ilmemis
KRK hastalarinin %10 ila %15'inin FAP veya HNPCC ile ilgili
olmayan ytiiksek riskli bir mutasyona sahip olmasi1 miimkiindiir (Recio-
Boiles & Cagir, 2022).

Kolorektal mukozada hiperplastik ve adenomat6z polip olmak
lizere iki ana histolojik tipte polip bulunabilmektedir. Hiperplastik
poliplerde baglayan karsinojenez, tirtikli adenomlar yoluyla gelisir ve
mikrosatelit kararsizligindan (MSI) kaynaklandigi 6ne stirtilmiistiir
(Jass, 2005; Thorstensen ve ark., 2005). Cogu kolon karsinomu, tiibiiler
(%75), villus (%10) ve tiibiilovilloz (%15) olmak ziiere histolojik
olarak ti¢ farkli tipe ayrilan adenomlardan kaynaklannaktadir.
Displazinin derecesi, villusun boyutu ve yapisinin artmasi, malignite
riskinin artmasiyla iligkilidir (Atkin ve ark., 1992; Thiis-Evensen ve
ark., 1999). Villoz veya tubulovilléz displazili polipler, kisisel veya
ailesel kolorektal kanser ve adenomat6z polipler, rezeksiyondan sonra
(5 yil veya daha uzun) bir tarama araligi gerektiren senkron ve
metakron kolorektal primer kanser igin %3 ila %5 artmig riskin
gostergesidir. Ulseratif kolit gibi inflamatuar bagirsak hastaliklar:
(IBD), kolon kanseri ile yiiksek oranda iliskilidir. Ote yandan Crohn
hastaligi, 6zellikle ileokolik kisimda ise kolon kanseri riskini artirabilir
(Recio-Boiles & Cagir, 2022). Abdominal radyasyon (30 Gy'den fazla)
aldiktan sonra ¢ocukluk caginda kanserden kurtulanlar kolorektal




kanser icin risk altindadir ve 10 veya 35 yasindan sonra tarama
onerilmektedir. Diabetes mellitus/insiilin direnci, uzun siireli bagisiklig1
baskilanmis bobrek nakli ve kontrolsiiz akromegali, KRK riskini artiran
diger hastaliklar arasinda sayilabilir (Recio-Boiles & Cagir, 2022).
Epidemiyolojik ¢alisma sonucunda ¢evresel kosullar ve yasam tarzinin
KRK ile yakindan iliskili oldugu belirlenmistir. Ozellikle tiitiin, alkol
ve kirmizi/igslenmis et tiikketimi, obezite, kolesistektomi ve androjen
yoksunlugu tedavisi, KRK riskini artirmaktadir. Ote yandan, genis
poplilasyon ¢aligmalar1 sonucunda diyet (meyve ve sebzeler, balik, lif),
sarimsak ve kahve tiiketimi, fiziksel aktivite, vitamin takviyeleri (D
vitamini, folat, kalsiyum, piridoksin B6, magnezyum) ve ilaglar [steroid
olmayan antienflamatuar ilaglar (NSAID'ler), aspirin, postmenopozal
hormon replasman tedavisi, bifosfonat ve anjiyotensin inhibitorleri ve
statinler] KRK i¢in koruyucu faktérler olarak tanimlanmistir (Recio-
Boiles & Cagir, 2022).

1.3. Kolorektal Kanser Tedavisi

Tedaviye genellikle Modifiye Astler-Coller (MAC) veya Dukes
siniflandirma sistemine gore karar verilir. Asamalar tercihen TUmor
Nodu Metastazi (TNM) siniflandirmasi ile belirlenmesi gerekmektedir
(Eisenberg ve ark., 1982; Newland ve ark., 1981; Olson ve ark., 1980).
International Union Against Cancer (UICC) ve American Joint
Committee on Cancer'a (AJCC) gore, TNM sistemi kolorektal kanser
icin uluslararast klinikopatolojik evreleme sistemi olarak kabul
edilmektedir (Tablo 1) (Edge & Compton, 2010; Greene, 2002;
Wittekind ve ark., 2002). TNM sistemi, yaygin anatomik hastaligin {i¢
bilesenine dayanmaktadir ve bunlar su sekildedir: Primer tiimoriin lokal
yayginligi icin T, bolgesel lenf nodu metastazlarinin kapsami i¢in N ve
diger organlara metastazlarin yoklugu veya varligi icin M (Edge &
Compton, 2010). TNM simiflandirma sistemi, klinik (tedavi dncesi) ve
patolojik (ameliyat sonrasi histopatolojik) siniflandirmay1 igermektedir
ve bu iki siniflandirma farkli arastirma yontemlerine dayandigindan ve
farkli amaglara hizmet ettiginden, ikisini birbirinden ayirmak
gerekmektedir (Sobin ve ark., 2011). Evre I, Dukes A veya MAC A
veya Bl ile aynidir ve timdr bagirsak duvar ile smirlidir (mukoza,
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muskularis mukoza, submukoza ve muskularis propria). Evre II, Dukes
B veya MAC B2 veya B3 ile aynidir ve tiimor ekstramural dokuya
yayilmistir. Asama III, Dukes' C (MAC C1-C3) ile aynidir ve bolgesel
dugtimler icermektedir (Labianca ve ark., 2010).

Tablo 1: Kolorektal Kanser i¢cin AJCC/UICC'nin TNM Evreleme Sistemi (Edge &
Compton, 2010)

Primer Tiimor (T) Bolgesel Lenf Nodu (N) Uzak Metastaz (M)
TX: Primer  timor | NX  Bolgesel lenf  nodlart | M0 Uzak metastaz yok
degerlendirilemez degerlendirilemez
TO: Primer tiimor kaniti yok | NO Bolgesel lenf nodu metastazi | M1 Uzak metastaz
Tis Carcinoma in situ: | yok
intraepitelyal veya lamina
propria invazyonu
T1: Timoér submukozayr | N1 1-3 bolgesel lenf nodlarinda | Mla Bir organ veya bolgeyle
istila eder metastaz smurlt  metastaz  (Ornegin
karaciger, akciger)
T2: Tumoér  muskularis | Nla Bir bolgesel lenf nodlarinda | M1b Peritonun birden fazla
propriaya invaze metastaz organinda/bolgesinde
metastazlar
T3: Tumodr, muskularis | N1b 2-3 bolgesel lenf nodlarinda
propria yoluyla | metastaz
perikolorektal dokulara
invaze olur.
T4a: Tumor visseral [ Nlc Bolgesel nodal metastaz
peritonun yiizeyine niifuz | olmaksizin subseroza, mezenter
eder veya peritonealize olmayan
perikolik veya perirektal
dokulardaki tiimor birikintileri
T4b: Tumér, diger organ | N2 4 veya daha fazla bolgesel lenf
veya yapilara  dogrudan | nodunda metastaz
invaze olmus veya yapisiktir.
N2a 4-6 bolgesel lenf nodunda
metastaz
N2b 7 veya daha fazla bolgesel lenf
nodunda metastaz

Cerrahi rezeksiyon, uygun basar1 etkinligi ve optimize edilmis
komorbiditeler ile her yasta metastatik olmayan kolon kanseri
evrelemesi i¢in birincil tedaviyi olusturmaktadir. Bir polipte (cT0-1)
secilmis riskli ve erken evre kolon karsinomlarinda endoskopik
rezeksiyon (ER) uygulanirken, neoadjuvan tedavide kolon kanseri i¢in
standart uygulama yerine ileri hastalik cerrahi miidahale

uygulanmaktadir. Adjuvan tedavi ise patolojik evreleme ile



ongoriilebilen niiks ve 6liim riskini azaltmak i¢in uygulanan sistemik
bir tedavi yontemidir (Sobin ve ark., 2011). Ayrica evre III hastalarda
adjuvan kemoterapi standart olarak uygulanirken evre II'de rolii daha az
belirgindir. Metastatik durumda kemoterapi, sagkalimi uzatmak ve
yasam kalitesini iyilestirmek ve siirdiirmek icin ilk tedavi se¢enegini
sunar. Ayrica oligo-metastatik akciger ve karaciger hastaliginda peri-
kemoterapi ile birlikte cerrahi kiiratif bir tedavi yontemi olabilir. Bu
asamadaki hastalar, oksaliplatin ve SFU/LV (FOLFOX4 veya FLOX)
iceren ikili bir programla tedavi edilir. Baz1 durumlarda, ¢cogunlukla
inflizyon programlar1 (DeGramont, AIO rejimleri) veya oral
floropirimidinler (kapesitabin veya UFT) ile birlikte FU/LV
monoterapisi Onerilebilir (Alvarez-Gonzalez ve ark., 2019; Board,
2002; Peters, 2019).

1.4. Kolorektal Kanserde Genomik Kararsizhik

Kanser gelisimi, mutajenik olaylarin tesviki ile baslayan ¢ok
adimli bir siiregtir. Bu timdér baslangicini, ek mutajenik olaylar ve
epigenetik olaylar takip etmektedir. Bu ¢oklu mutasyonlar, timor
hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir ve bu siire¢, kanserin ilerlemesinin
izledigi tiimor gelisimi olarak bilinmektedir. Kolon kanseri, tiimor
gelisiminin bu farkli agamalarin1 kesfetmek icin benzersiz bir modeli
temsil etmektedir (Scatena ve ark., 2011). Adenom — karsinoma dizi
modeli ad1 verilen bir model ilk olarak Fearon ve Vogelstein tarafindan
Onerilmistir ve mutasyonlarin kanser ilerlemesinin farkli asamalarina
bagli oldugunu o6ne stirmiislerdir (Fearon & Vogelstein, 1990). Bu
modele uygun olarak, tiimor baslangici, adenom olusumundan ve
“displastik kriptlerin” gelisiminden sorumlu olan APC geni seviyesinde
meydana gelen mutasyonlar tarafindan tetiklenmektedir. Daha sonra,
adenomun artan biiytime hizi ile K-ras (v-Ki-ras2 Kirsten sican sarkom
viral onkogen homologu), p53 (protein 53) ve SMAD4 (small mothers
against decapentaplegic 4) diizeyindeki ek mutasyonlar, tiimor geligsimi
ve ilerlemesi siirecinde ortaya ¢ikmaktadir. Sonunda, timér invazyonu
ve metastaz, bireysel Ozellikle malign klonlarin genislemesiyle
meydana gelmektedir (Scatena ve ark., 2011). Insan kolon hiicreleri
tizerinde yapilan son caligsmalar, 4PC kaybinin bagirsak farklilasmasina
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neden oldugunu goéstermistir. Ote yandan, ¢ogalma kusurlar1 ve P-
katenin niikleer birikimi, K-ras'in ek aktivasyonunu gerektirmektedir
(Phelps ve ark., 2009). APC mutasyonunun neden oldugu bagirsak
farklilagsma kusurlarinin etkileri, transkripsiyonel korpresor C-terminal
baglayic1 protein-1'e (CtBPI) baghidir. Bu nedenle, CtBPI, ilk adim
olarak kanserin baglamasina katkida bulunurken, K-ras aktivasyonu ve
B-katenin niikleer lokalizasyonu, ikinci adim olarak adenomun
karsinomlara ilerlemesini tesvik etmektedir (Phelps ve ark., 2009). Bu
nedenle, adenom — karsinom dizi modeli, biiyiliyen genomik
kararsizligin kolon kanseri tiimor ilerlemesinde ©nemli bir rol
oynadigini gosterir. Daha sonraki ¢aligmalar kolon kanserinde gézlenen
mutasyonlarin genomik kararsizlik, kromozomal kararsizlik ve mikro
uydu kararsizlig: ile iliskili oldugunu gostermistir (Scatena ve ark.,
2011). Kromozomal instabilite kolon kanserlerinin yaklasik %70'inde
gozlenmistir ve adenom — karsinom dizi modelini izleyen gen
setindeki mutasyonlarla iliskilendirilmistir (Miyazaki ve ark., 1999).
Ote yandan, mikro uydu kararsizigi kolon kanserlerinin yaklasik
%15'inde gozlendi ve kusurlu DNA uyumsuzlugu onarim genlerinin bir
sonucu olarak meydana gelen mikro uydu dizilerinin uzunlugundaki
mutasyonlar veya varyasyonlar ile karakterize edildi. DNA
uyumsuzlugu onarim genlerindeki kusurlarin yani sira, mikro uydu
kararsizligi, BAX (BCL?2 ile iliskili X proteini), insiilin benzeri biiyiime
faktorii 2 reseptori (/GF2R) ve doniistiiriicli biiytime faktorii reseptori
2'vi (TGFPR2) igeren Ozel bir gen setinin  mutasyonlariyla
iligkilendirilmistir (Walther ve ark., 2009). Mikro uydu kararsizlig: ile
iligkili kolon kanserleri, kromozomal kararsizlik ile baglantili kolon
kanserleriyle karsilastirildiginda daha 1iyi bir prognoza sahiptir.
Bununla birlikte, kromozomal kompozisyonda degisikliklere, mikro
uydularda kararsizliklara veya farkli proliferasyon, istila ve metastaz
paternleri ile malign transformasyonu indiikleyebilen epigenetik
degisikliklere neden olan KRK'nin gelisiminde bir¢ok baska gen yer
almaktadir (Conlin ve ark., 2005; Frigola ve ark., 2006; Jass, 2007;
Smith ve ark., 2006; Soreide ve ark., 2006).




2. KOLOREKTAL KANSER KOK HUCRELERI (KRK-

KH)

Kok hiicreler kendilerini uzun siire koruyabilme (kendini
yenileme) 6zelligine sahiptir ve farklilasmis tiim hiicreleri {iretebilirler
(multipotens). Kolon epitelinin tiim terminal olarak farklilasmis
hiicreleri, multipotent kdk hiicrelerden tiiretilmektedir (Barker ve ark.,
2008). Kolon ¢ok yapilandirilmis bir organdir. Bagirsak epiteli, bir dizi
invaginasyon veya kript olusturmak i¢in katlanir. Bu kriptler, epitelin
kapladig1 ylizey alanini artirarak besleyici bilesiklerin etkin bir sekilde
adsorpsiyonunu saglar. Giiniimtizde, kolon kript hiicre degisiminin, her
kript tabaninda bulunan multipotent kok hiicreler tarafindan saglandigi
yaygin olarak kabul edilmektedir (Cammareri ve ark., 2008). Kok
hiicreler, kolon epitelinin parmak benzeri invajinasyonlari olan
kriptlerin alt kisminda yer alir (Sekil 1). Asimetrik bir boliinme yoluyla
kok hiicreler kendi kendini yeniler ve gegisi giiclendiren hiicreler iiretir
(Fanali ve ark., 2014). Kolonda terminal olarak farklilasmis dort epitel
soy vardir ve bunlar kolonositler, goblet hiicreleri, enteroendokrin
hiicreler ve Paneth hiicreleridir (Sancho ve ark., 2003) (Sekil 1).

Kok hiicre niglerinin, hiicresel bilesenler ve belirli bir
mikrogevre olusturan hiicre dig1 matris tarafindan olusturuldugu yaygin
olarak kabul edilmektedir. Bu 6zel mikro ¢evre, kok hiicre nisi, kok
hiicre 6zelliklerini korumak, kok hiicreleri farklilasan ve apoptotik
uyaranlardan korumak ve cesitli sitokinlerin biiylime fakt6rlerinin
etkilesimi ve salgilanmasi yoluyla dogrudan ¢ogalma ve farklilasma
arasindaki dengeyi diizenlemek i¢in 6nemlidir (Moore & Lemischka,
2006). Kok hiicrelerin kendini yenilemesi ve farklilasmasi ayrica
bagirsak alt epitelyal miyofibroblastlar1 tarafindan salgilanan
morfogenetik faktorlerin yani sira bakteri veya epitel hiicrelerinden
tiiretilen kript limenindeki bilesenlerden de etkilenmektedir (Medema
& Vermeulen, 2011).
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Sekil 1: Farkli hiicre tiplerinin konumunu gosteren tek bir kolon kriptinin sematik
gosterimi. Kok hiicreler kriptin altinda bulunur ve asimetrik bir bélinme yoluyla
kript-villus ekseni boyunca tiim epitel hiicre tiplerinin tretilmesinden sorumludur
(Fanali ve ark., 2014).

2.1. Kolorektal Kanser Kok Hiicrelerin Izolasyonu ve

Tamimlanmasi

Kolon kok hiicreleri, spesifik belirteglerin ekspresyonu yoluyla
tanimlanabilmektedir. Musashi 1 (Msi-1) proteini, ilk kolon kék hiicre
belirteci olarak tanimlanmigtir. Msi-1, baslangigta duyu organi oncii
hiicrelerinin erken asimetrik boliimlerinde 6nemli bir rol oynadigi
Drosophila'da tanimlanan bir RNA baglayici proteindir (Nakamura ve
ark., 1994). Msi-1, Notch sinyal yolunu pozitif olarak etkileyen mRNA
hedefi olan m-Numb'1 bastirmaktadir (Imai ve ark., 2001). Yapilan bir
caligmada, Msi-1 pozitif hiicrelerin, ¢ogalan bélmede, kolon kriptinin
daha derin tigte ikisi i¢inde lokalize oldugu bulunmustur (Nishimura ve
ark., 2003). Bu nedenle, Msi-1, insan kolon epiteli i¢in yararli bir kok
hiicre belirteci olabilecegi 6n goriilebilir. Diger bir ¢alismada ise, Wnt
hedef geni Lgr5'in ifadesinin, farelerin kolon kriptlerinde oldugu kadar
ince bagirsakta da daha gii¢lii bir kok hiicre isareti olarak One
stirtilmustiir (Barker ve ark., 2007).




Bagli kolon hiicrelerinin hizli devir hizi, proliferasyon,
yaglanma ve apoptozun diizenlenmesinde kok hiicreler tarafindan
homeostatik bir dengenin korunmasi gerektigi anlamina gelmektedir.
Diger tiim epitel hiicre tipleri kisa 6miirlii oldugundan, kolon epitel kok
hiicrelerinin karsinomaya yol acan bir dizi somatik mutasyona maruz
kalma riski tasiyan baslica hiicre tipi oldugu varsayilmaktadir
(Cammareri ve ark., 2008). Kolorektal kanser kok hiicreleri (KRK-KH)
ve ayrica diger tlimorler iizerine yapilan arastirma, bu hiicrelerin
izolasyonu, amplifikasyonu ve bu hiicrelerin karakterizasyonu ig¢in
faydali hiicre zar1 ylizey belirte¢lerinin tanimlanmasi ve in vivo
deneylerin gelistirilmesi ile karakterize edilmistir. Kolorektal kanser
kok hiicrelerinin tanimlanmasi i¢in en yararli olarak iki membran
belirteci seti birlestirilmistir. Bunlar CD133 (Prominin-1) (Marzesco ve
ark., 2005; O'Brien ve ark., 2007; Puglisi ve ark., 2009; Ricci-Vitiani
ve ark., 2007) ve CD44 (Nagano & Saya, 2004; Screaton ve ark., 1992;
Sneath & Mangham, 1998) hiicre yiizey belirtecleridir. EpCAM,
CD166, CD29, CD24 ve Lgr5 dahil olmak tizere KRK kok hiicrelerinin
diger potansiyel belirtegleri de tanimlanmistir (Tablo 6). KRK-KH'ler
icin biyobelirteglerin tanimlanmasi, temel tiimor biiylimesi ve
ilerlemesi mekanizmasini aydinlatilmasi ag¢isindan olduk¢a ©nem
tasimaktadir (Corbeil ve ark., 2000).

Tablo 2: Kolorektal kanserde varsayilan kanser kok hiicre belirtegleri olarak énerilen
hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i molekiiller ve en 6nemli 6zellikleri (Fanali ve ark., 2014)

Marker Diger ismi Gen islevi Referans
Lokasyonu

EpCAM ESA, CD326, | Chr2 (p21) | Epitel hiicre yapisma | (Baeuerle & Gires,
MK- 1, KSA, molekiilii 2007)
HEA125,

BerEp4, 17-1A,
GA733-2,
KS1/4,

EGP-2, EGP34,
TROP-1

CD29 B1 Integrin Chr 10 | Hiucre dist matris proteinleri | (Brizzi ve ark.,
icin reseptor, hiicre goci,

(p11.2) ¢ogalma, hayatta kalma, 2012)

farklilasma  ve  olumiin

diizenlenmesinde yer alir
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CD24 HSA Chr 6 (q21) | Miisin benzeri hiicre yapisma | (Kristiansen ve ark.,
molekula 2004)
CD133 Prominin-1, Chr 4 | Plazma zar1 mikro alanlarimi | (Miraglia ve ark.,
iceren kolesterolii baglayan
ACI33 (p15.32) bir pentaspan transmembran 1997)
glikoproteininin kodlanmasi
Lgrs GPR49 Chr 12 | R-spondin proteinleri i¢in | (Van der Flier ve
: reseptor; yetiskin kok
(422-923) hiicreler igin isaretleyici ark., 2007)
CD44 PGP-1, Chr 11 | Hicre yapisma molekili; | (Screaton ve ark.,
HUTCH-1, Lenf dugimii ve lenfosit .
GP90, (p13) aktivasyonu ile ilgili 1992;  Sneath &
EPICAN, Mangham, 1998)
CDW44, MIC4
CD166 ALCAM Chr 3 | Hicre yapisma molekiilii (Lehmann ve ark.,
(q13.1) 1989)

2.2. Kolorektal Kanser Kok Hiicre izolasyon Yéntemleri

Kanser kok hiicreleri ¢esitli yontemlerle saptanir ve izole edilir.
Secim yontemi her zaman tiimor tipine Ozgli yilizey belirteglerini
kullanmistir ve hem pozitif hem de negatif hiicre se¢imi igin
kullanilabilen manyetik veya akis sitometrik hiicre siniflandirmasina
dayanmaktadir (Takaishi ve ark., 2009; Tirino ve ark., 2009). Bununla
birlikte, mesane gecis hiicresi kanseri gibi baz1 kanserler i¢in hicbir
kanser kok hiicre belirteci mevcut degildir ve bu da diger izolasyon
yontemlerinin  6nemini vurgulamaktadir (Wu & Alman, 2008).
Kolorektal kanseri i¢cin Tablo 2’de de belirtildigi tizere kok hiicre
belirtegleri tanimlandigindan dolay1 genellikle manyetik veya akis
sitometrik  hiicre  smiflandirmasina  bagli  olarak  izolasyon
gergeklestirilmektedir.

Manyetik-aktive edilmis hiicre ayirma (MACS) teknolojisi,
kolon karsinomu dokusunun mekanik ve enzimatik ayrismasindan
hemen sonra ya da hiicre hatlarinin pasaji sonrasi, CD133 gibi belirli
bir kok hiicre belirtecinin ekspresyonuna dayali hiicreleri segmek i¢in
en sik kullanilan tekniklerden biridir (www.miltenyibiotec.com). Bu



teknolojiyi kullanarak, ilgili hiicreler, pozitif bir se¢im stratejisiyle
ayrilmaktadir. Optimum performans i¢in, manyetik ayirmadan once
ayrisma yoluyla tek hiicreli bir silispansiyon elde etmek oldukca
onemlidir. Hedef hiicreler, karsilik gelen antijeni eksprese eden yiiksek
oranda saf hiicreleri izole etmek icin yiiksek diizeyde spesifik bir
monoklonal antikor veya kok belirtecleri ile konjuge edilmis siiper
paramanyetik MACS MicroBeads ile 6zel olarak etiketlenir. MACS
MicroBeads, 6karyotik bir hiicreden hacim olarak yaklasik bir milyon
kat daha kiigtiktiir ve hiicreler kiiltiirlendiginde biyolojik olarak
pargalanabilir. Manyetik etiketlemeden sonra hiicreler, gii¢lii bir kalic
miknatisa yerlestirilmis bir ayirma kolonundan gecirilir. Manyetik
olarak etiketlenmis hiicreler kolonda tutulur ve iginden gegen
etiketlenmemis hiicrelerden ayrilir. Kolonu manyetik alandan
cikardiktan sonra, fraksiyon belirli bir tamponla ayristirilabilir.
Manyetik ayirmadan sonra hiicre canliligi, tripan mavisi diglama
yontemi ile degerlendirilir. Pozitif olarak secilen hiicreler, spesifik kok
hiicre ortaminda kiiltiirleme i¢in veya daha sonraki uygulamalar i¢in
hemen kullamlabilir. izole edilen positif hiicreler, bir yildan fazla bir
siire boyunca serumsuz ortamda farklilasmamis tiimor kiireleri olarak
in vitro olarak katlanarak biiytliyebilmektedirler.

Kok hiicreleri izole etmek igin alternatif bir yontem Floresan
Etkinlestirilmis Hiicre Siralama veya FACS akis sitometrik siralamadir.
FACS, silispansiyon halindeki hiicreleri yiiksek saflik ve geri
kazanimlarla iki veya daha fazla kapta ayirabilen bir tir akis
sitometrisidir. Farkli emisyon dalga boylarina sahip florokromlar, ¢ok
parametreli ayrimlara izin vererek ayni anda kullanilabilmektedir.
Dogrudan bir immiinofloresan boyamada hiicreler, dogrudan fikoeritrin
veya floresein izotiyosiyanat gibi florokroma konjuge edilmis kok
hiicre belirte¢ antikoru ile inkiibe edilir; dolayli bir immiinofloresan
boyamada, etiketlenmemis antikor, daha sonra bir florokrom konjuge
sekonder antikor ile muamele edilen hiicrelere dogrudan uygulanir.
Etiketli hiicreler, akis sitometresinde analiz edilir ve siniflandirilir. Bu
hiicreler ayr1 ayr1 saptanabilir ve elde edilen hiicresel havuz, spesifik
kok hiicre ortaminda yetistirilebilir veya dsonraki analizler icin
kullanilabilir. FACS'in dezavantajlari, geri kazanilan hiicrelerin diigiik
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canliligi, yiliksek maliyeti ve karmasik bir ekipman kullanmanin
zorlugudur. MACS, FACS'den daha basit olmasina ve daha az
karmagik ekipman gerektirmesine ragmen, monoparametriktir ve ayn
anda birden fazla isaretleyici yoluyla hiicreleri izole edemez. Ancak
MACS-MultiSort teknigi ile ard arda yapilan MACS ile iki farkli kok
hiicre yiizey belirteci eksprese eden hiicreleri segilebilmektedir.

Aldehit dehidrojenaz (ALDH), Aldefluor yontemi yoluyla akis
sitometrisi ile KKH'leri izole etmek i¢in kullanilabilen bir hiicre i¢i
belirttectir. Bu teknik, baz1 durumlarda stispansiyonda goriintiilemeden
daha faydali olabilen tek katmanhi kiiltiirlerde tek hiicreli
gorlintiilemeye izin verir (Almanaa ve ark., 2013). Diger bir yontem,
Hoechst 33342 boya boyama kullanilarak ABC tasiyicilarinin
ekspresyonu ile hiicre tarafi popiilasyonlarina (SP) dayanmaktadir. Bu
yontemde, SP hiicreleri, boyayr ABC tasiyicilar araciligryla dislar ve
zayif boyanir. Bu tiir tastyicilar ayrica kemoterapotik tedavilere direng
gosteren ilaglart da diglar (Song ve ark., 2010). Akis sitometrisi,
Hoechst ile muamele edilen hiicrelerde tipik olarak < %2 olan kiigiik
bir c¢ift negatif SP'yi tespit edebilir (Gilbert & Ross, 2009). Her
yontemin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Higbir yontem tek basina
kanser kok hiicre izolasyonunu garanti edemez, bu da kombinasyonel
tekniklerin 6nemini vurgulamaktadir.

2.3. Kolorektal Kanser Kok Hiicre Kiiltiirii

Kolorektal kanser kok hiicre izolasyonu sonrasinda en 6nemli
karar kanser kok hiicrelerin verimli bir sekilde kiiltiirleme y6nteminin
ne olacagidir. Literatiirde pek c¢ok calisma olmakla birlikte kaser kok
hiicrelerin daha etkili kiiltiir kosullarinin gelistirilmesi gerekmektedir.
KKH'lerin yakin zamanda bildirilen bir 6zelligi, ankrajdan bagimsiz
kosullar altinda serumsuz tanimlanmig bir ortamda (biiylime
faktorleriyle desteklenmis) sinirli sayida kaplandiginda in vitro kiiresel
koloniler olusturabilmeleridir. Norosferler (Bar ve ark., 2010),
mammosferler (Rappa & Lorico, 2010) ve kolonosferler (Kanwar ve
ark., 2010) i¢in bildirildigi gibi, kiire olusturan deneyleri kullanarak
biiylimelerine ve c¢aligmalarina izin veren yontemler artik
gelistirilmistir. Bununla birlikte, kolonosferlerin biyolojisi ve genetigi




hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Sferoid hiicrelerin biyolojik
karakter 6zellikleri ayrica kolon kanseri kemo direnci ve metastazinda
yer alan mekanizmalar1 incelemek i¢in iyi bir model saglamaktador ve
KKH'lerin kolon kanserindeki roliinii daha fazla agiklamaya yardimci
olabilir.

Kiire olusturan kiiltiir ilk olarak Reynold ve Weiss tarafindan
kok hiicreleri izole etmek i¢in kullanilmig ve o zamandan beri yaygin
olarak kullanilmaktadir (Reynolds & Weiss, 1992). Bu teknikte
hiicreler, hiicrelerin biiyimesini, c¢ogalmasin1 ve farklilagmasini
sinirlayan hiicre dist matrise (ECM) baglanir. Hiicreler ECM'ye
tutunamaz ve siispansiyon halinde biiyliyemezse anoikis yoluyla &liirler
(Frisch & Francis, 1994; Ruoslahti & Reed, 1994). Ancak kok
hiicrelere benzer ozelliklere sahip hiicreler ECM'den etkilenmez ve
sadece hiicre-hiicre etkilesimi yoluyla g¢ogalabilirler. Bu ozellikleri
kullanarak Reynold ve Weiss, insan beyninden elde edilen kok
hiicreleri kullanarak norosfer kiiltiirii adi verilen serbest yiizen bir kiire
kilttirti elde etmislerdir (Reynolds & Weiss, 1992). Kiire olusturan
kiiltiirtin en 6nemli bilesenlerinden biri optimal kiiltiir ortamidir. Tek
katmanli kiiltiirde kullanilan kiiltiir ortam1 genellikle kiire olusturan
kiltirde kullanilandan farklidir. Kiire olusturan kiiltlir ortam
serumsuzdur ve epidermal biiylime faktorii (EGF), temel fibroblast
buiytime faktori (bFGF), b27 takviyesi ve digerleri dahil olmak iizere
cesitli biiytime faktorleri ile desteklenir. Eklenen biiylime faktorlerinin
konsantrasyonu, farkli hiicre tiirleri i¢in farklidir ve her biiylime
faktoriiniin etkisi de farklidir. Ornegin, EGF sinyali, EGF reseptorleri
tarafindan aktive edilir ve noroglioma kok hiicrelerinde pluripotensi
siirdlirmede onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Soeda ve ark.,
2008). FGF'nin, timor kiireleri olusturmada ve kullanilan belirtegler
temelinde ana popiilasyondan farkli olan hiicrelerin alt popiilasyonu
olan yan popiilasyonu artirmada énemli bir rol oynadigi bilinmektedir
(Kondo ve ark., 2004). B27, tiimor kiireleri olusturmada ve kiire
olusturan hiicrelerin 6zelliklerini korumada rol oynar (Gu ve ark.,
2011).
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Kolorektal kanser kok hiicreleri uygun izolasyon yonteiyle elde
edildikten sonra hiicre siispansiyonu, klonal yapismayan kiiresel
kiimeler olarak kapsamli ¢ogalmay1 tesvik etmek i¢in diigiik yapiskan
kosullarda "kok hiicre ortami1" adi verilen 6zel ortamda diisiik
yogunlukta yetistirilir. Kok hiicre ortami, fetal bovine serumdan (FBS)
yoksundur ve temel fibroblast biiylime faktorii ve epidermal biiytime
faktorii (EGF) dahil olmak tizere kok hiicre biiyimesini destekleyen
cesitli faktorlerle desteklenir. Kok hiicre proliferasyonunu indiikledigi
bilinen hidrokortizon, insiilin ve progesteron, temel fibroblast biiylime
faktorii ile reseptorii arasindaki iliskiyi stabilize eden heparinde oldugu
gibi ortama eklenebilir. Kolorektal kanser kok hiicrlerin bu uygun kék
hiicre kiiltir kosullarinda bir¢cok c¢alismada yetistirilmis ve basarili
olmuslardir (Chen ve ark., 2014; Leng ve ark., 2013; Todaro ve ark.,
2007; Weiswald ve ark., 2015)

SONUC

Miyeloid 16semi, meme ve beyin tiimorlerinde oldugu gibi,
timor olusumundan ve siirdiiriilmesinden sorumlu, kok hiicre
Ozelliklerine sahip nadir bir hiicre popiilasyonu, kolon veya kolorektal
karsinomunda da karakterize edilmistir. Kolorektal KKH'lerinin
saflastirilmasi, kiltiirti ve ¢ogaltilmasi icin ana unsurlarin 6zeti bu
boliimde sunulmustur. Kisaca, kolorektal kanser kok hiicrelerin
izolasyonu sonrasinda, biiylime faktorleri ve hormonlar, KKH'lerin
se¢imine ve karakteristik kiirelerin olusumuna izin veren tiim bilesikleri
iceren spesifik bir serumsuz ortamda yetistirilmektedir. Ayrica,
kolorektal KKH'leri CD133 veya diger belirteclerin ifadesi yoluyla
tanimlanabilir ve MACS ve FACS teknolojileri olmak ftizere iki farkli
teknikle izole edilebilmektedir. KKH'leri in vitro izole etme ve
genisletme olasiligi, onemli terapdtik etkilere sahiptir. Elde edilen
hiicreler molekiiler diizeyde karakterize edilebilir ve bu bilgi, mevcut
olanlardan daha segici bir sekilde yeni terapdtik stratejiler gelistirmek
icin kullanilabilir. KKH'leri in vitro izole etme ve yayma olasiligi,
hayatta kalma stratejilerinin altinda yatan mekanizmay1 daha iyi
anlamak ve anti-timor tedavisinde yeni yaklagimlar tanimlamak ig¢in
KKH popiilasyonundaki segici olarak aktive edilmis sinyal iletim




yollarinin daha fazla arastirllmasina izin verecektir. Ayrica KRK-
KH’lerin kanser gelisimindeki etkileri net olarak belirlenmemis
olmakla birlikte kok hiicreleri hedef alan yeni yaklasimlar, metastaz ve
niikksiin tedavisi i¢in yeni ila¢ adaylarin gelistirilmesine Onciiliik
edebilir.
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