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OZET

Primer beyin tiimorleri kanserler arasinda nispeten daha az goriilse de mortalitesi
yiiksektir. Artan erken tani ve tedavi olanaklar1 sayesinde sag kalim siirelerinde 1yi
sonuclar edilmesine ragmen hastaligin etiyolojisinde, iyonize radyasyon disinda, etkili
bir faktor bulunamamistir. Bu durum “Hastaligin altinda yatan genetik faktorler

olabilir mi?” sorusunu akla getirmektedir.

Kok hiicre ¢alismalar1 bugiin geldigi noktada rejeneratif tip konusunda oldugu kadar
gelisim mekanizmalarin1 anlama, ilag aragtirmasi, hastalik modeli olusturma gibi
alanlarda da umut vaat etmektedir. Kanser kok hiicresi de bunlara bir 6rnektir. Kanser
kok hiicre teorisi tlimor dokusu icerisinde kok hiicre 6zelliklerini tastyan hiicrelerin
kesfedilmesi ile 1999 yilinda ortaya atildi. Yillar igerisinde yapilan ¢aligmalarda bu
hiicrelerin  tiimor dokusunun kendini yenilemesinden ve timor icerisindeki
yapilanmalardan (damarlanma, metastaz, ila¢ direnci kazanma gibi) sorumlu oldugu
anlasildi. KKH hiicrelerini hedef alan tedavi stratejilerinin daha iyi sonuglar verdigi

gosterildi.

Tamamen farklilagsmis bir dokuda kok hiicre ozellikleri tasiyan bu hiicreler nereden
ortaya c¢ikiyor? Bu sorunun cevabi olarak karsimiza somatik kok hiicreler
cikmaktadir. SKH hemen her dokuda bulunan, dokudaki onarimi saglayan
hiicrelerdir. Bu hiicreler kendini yenileyebilen ve dokudaki herhangi bir hiicreye

farklilasabilen hiicrelerdir. SKH’in bagka dokularda bile onarim islemine katildig
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gosterilmistir. Kanserin, bu SKH hiicrelerinin KKH’ne doniiserek olustugu yoniindeki

diisiinceler giderek kuvvetlenmektedir.

2006 yilinda bir grup tamamen farklilagsmis fibroblast hiicrelerinden pluripotent kok
hiicre elde etmeyi basardi. Indiiklenmis pluripotent kok hiicre olarak anilan bu
hiicreler olusturulurken bazi transkripsiyon faktorleri kullanildi. Daha sonraki baska
calismalarda farkli transkripsiyon faktorleri kullanilarak iPKH elde edildi. Bu
transkripsiyon faktorleri arasinda POUSF1, SOX2, MYC, NANOG ve KLF4 bir adim
daha 6ne cikmustir. Ozellikle POUSF1 ve SOX2 embriyonik k&k hiicrelerde de
onemli fonksiyonlar1 olan ve iPKH elde etmek i¢in elzem olan iki transkripsiyon

faktoriudur.

Bu calismada beyin tiimdrlerinin etiyolojisinde etkili olabilecek genleri tespit etmeyi
amacladik. Bunun i¢in parafinize beyin timdrlerinde, IPKH programlamada
kullanilan transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon diizeylerine bakildi. KLF4, SOX2,
MYC ve POUSFI genlerinin ekspresyonlarinin arttigi, NANOG geninin ekspresyon

diizeyinde anlamli fark olmadig: tespit edildi.

Anahtar Kelimeler; KLF4, NANOG, SOX2, MYC, POUS5SFI, kok hiicre, beyin

tumoru
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ABSTRACT

Of all cancers, primary brain tumors correspond to relatively small portion, but its
mortality is high. Although increased early diagnose and therapy strategies with better
survival, etiological factors are still uncertain except ionize radiation. This inevitably

gives rise to thought if there are underlying genetic factors.

The point where the stem cell research today is not promising for only regenerative
medicine, but also to understand developmental processes, drug research, to create
disease models. Cancer stem cell is a fascinating example for it. Cancer stem cell
theory put forward in 1999 with the discovery of tumor cells, which resemble stem
cell characteristics. In following years it has been discovered that these cells are
responsible for self-renewal, angiogenesis, metastasis, drug resistance of tumors. It
has been also shown that therapy strategies targeting cancer stem cells are more

effective than the traditional strategies.

In fully differentiated tissues, how these cells with stem cell characteristics emerge?
Somatic stem cell is the answer. Somatic stem cells exist nearly all tissues in the body
and they are responsible for repairing the tissue damage. These cells are capable of
self-renewing and differentiating to all cells of its host tissue. It has been reported that
somatic stem cells contribute also repair of other tissues in body. It is increasingly

strengthened that cancer stem cells originating from these somatic stem cells.

In 2006 a group of scientists achieved to produce pluripotent stem cells from fully

differentiated fibroblasts. Four transcription factors used to produce these induced
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pluripotent stem cells. In following studies iPSC producing was achieved by different
combinations of transcription factors. POUSF1, SOX2, MYC, NANOG ve KLF4 are
the important transcription factors in this process. Especially POUSF1 and SOX2 are
crucial for iPSCs. These two transcription factors are also important factors in

embriyonic stem cells and neural progenitor cells.

In this study we aim to discover the genes, which are contributing to brain tumor
etiology. Therefore, we measured the expression levels of the genes used for IPSC
programming, in paraffin-embedded brain tumors. KLF4, SOX2, MYC and POUSF1
genes are highly expressed in brain tumors in contrast to NANOG. There is no

significant difference detected between brain tumors and normal brain tissue.

Keywords: KLF4, NANOG, SOX2, MYC, POUS5F1, stem cell, brain tumor
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1. GIRIS VE AMAC

Beyin tiimorleri “Metastatik Beyin Tiimorleri, MBT” ve “Primer Beyin Tiimorleri,
PBT” olmak iizere 2 ana gruba ayirabiliriz. MBT, beyin dokusu disindaki bir
dokudan koken almis ve intrakraniyal bolgeye yayilim gdstermis tiimorlere denir.
PBT ise beynin kendi hiicrelerinden koken alan tiimdrlerdir. Normal beyin dokusunu
olusturan hiicre gruplar1 arasinda; glial hiicreler, ndronal hiicreler, menengial
hiicreler ve schwann hiicreleri baglica hiicrelerdir. Glial hiicre grubu igerisinde
merkezi sinir sistemi (MSS) destek hiicreleri olan astrositler ve oligodendrositler;
MSS bosluklarini ¢evreleyen ependim hiicreleri sayilabilir. Menengial hiicreler MSS
etrafim saran zarlar1 olusturan hiicrelerdir. Diinya Saghk Orgiiti 2007 yilinda
PBT’ni dordiincii kez siniflandirmistir (1). Buna gore noroepitelyal tiimorler 9 farkli

alt grupta siniflandirilmistir.

DSO’niin 2012 y1l1 verilerine gére Diinya’da 14,1 milyon kisi kanser tanis1 almistir,
8,2 milyon kisi kanser sebebiyle hayatini1 kaybetmistir. 32,6 milyon kisi kanser ile
yasamaktadir. (2). Istatistiksel analizler 1s181nda 2020 yilinda 17,1 milyon kisi kanser
tanist alacak ve 10 milyon kisi kanser nedeniyle hayatini kaybedecektir(1). Bu veriler
1s1ginda  kanser tanist alan bireylerin her yil yarisindan fazlasinin 6ldigi
goriilmektedir. DSO verilerine gdre her y1l diinyada 236 bin, veri kalitesi ¢ok giiclii
olmamakla birlikte lilkemizde her y1l 4021 yeni PBT tanis1 koyulmaktadir (3).

Kok hiicreler (KH) bir canlidaki biitiin dokulara farklilasabilme kapasitesine sahip
olan, ayn1 zamanda kendi kendini sinirsiz bir sekilde yenileyebilen hiicrelerdir. Son

yillarda kanser dokularinin kendine ait kok hiicreye sahip oldugunu gosteren bir¢ok



calisma yapilmistir. Bu konu iizerine yapilan ilk ¢alismada CD34+ / CD38- (CD34
hematopoetik kok hiicre belirteci, CD38 farklilasmis hiicre belirteci) 16semi
hiicrelerini NOD/SCID farelere asiladiktan sonra yaptiklari1 flow sitometri analizinde
16semik hiicrelerin CD34, CD38 ve CD33 eksprese ettiklerini tespit ettiler. Bu ¢
hiicre ylizey belirtecine ek olarak CD34+ / CD38- hiicrelerin %2 oraninda varligini
devam ettirdigini tespit ettiler (4). Akabinde yapilan bircok ¢alismada farkli timor

dokularinda kanser kok hiicresinin varligini destekleyen sonuclar saptanmistir (5-11).

Viicudumuzdaki dokular siirekli olarak bir yikima maruz kalirlar. Hiicreler gerek dis
gerek i¢ etkenlere bagh olarak oliirler. Buna karsilik bu hiicrelerin yerini dolduracak
yeni hiicreler olusur. Bu hiicrelerin baglica kaynagi hemen her dokuda bulunan ve bu
onarimin saglayicist somatik kok hiicrelerdir (SKH) (12-14). SKH baslica kok hiicre
ozellikleri olan kendini yenileyebilme ve dokusundaki herhangi bir hiicreye
farklilasabilme o6zelliklerine sahiptir. Hatta bazi ¢alismalarda bu hiicrelerin farkh
dokulardaki onarim islerine de katildig1 gosterilmistir (15). Yapilan ¢aligmalarda bir
dokudaki tiimére ait olan KKH ile aym1 dokunun SKH’si arasinda benzerlikler
oldugunu ortaya c¢ikarmistir (16). Bu ¢alismalar kanserin temelini atan KKH’nin

SKH’inden koken aldiginin bir gostergesidir.

Bir tiimore cerrahi, radyoterapik ve kemoterapik tedavi rejimleri uygulandiktan sonra
timor belirtegleri ortadan kalkmasina ragmen kanser zaman igerisinde
niiksedebilmektedir. Kanser kok hiicrelerinin varligi bu niiksiin ana sebeplerinden
biri olarak one ¢ikmaktadir. KKH geleneksel tedavi stratejilerine direngli olduklari
icin bu stratejiler hastalig1 elimine etmis gibi goriinse de sag kalan KKH hastaligin
daha agresif ve tedavilere daha direngli niiksetmesine neden oluyor. Ayrica hasta
geleneksel tedavinin toksik etkilerine de maruz kaliyor (17). Yapilan calismalar
KKH’ni hedef alan tedavi stratejilerinin geleneksel stratejilere gore daha basarili
oldugunu gostermistir (18-20). Gelistirilen stratejiler KKH’nin mikro ¢evresini,
hiicre ylizey belirteclerini, sinyal yolaklarii, “ATP-binding cassette” tastyicilarini

hedef almaktadir (20-22).

Yapilan bir ¢alisma ile tamamen farklilasmis bir fibroblast hiicresinden “Pluripotent
Kok Hiicre, PKH” elde edilmistir (23). Indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPKH)
olarak isimlendirilen bu hiicrelerin elde edilme asamasinda 4 farkli genin (POUSF1,
SOX2, KLF4 ve MYC) ekspresyon diizeylerini degistirerek, tamamen farklilagmis;

kok hiicre ozelliklerini yitirmis bir hiicreden pluripotent kok hiicre elde edilmistir.



Ilerleyen yillarda baska bir grup POUSF1, SOX2, NANOG ve Lin28 transkripsiyon
faktorlerini kullanarak pluripotent kok hiicre elde etmeyi basarmislardir (24).
iPKH’nin kesfi embriyonik kok hiicreler ile ¢alismanin getirdigi etik sorunlar
barindirmamasi nedeniyle kok hiicre caligmalarinda bir doniim noktasi olmustur ve

kok hiicre caligmalarina gii¢lii bir ivme kazandirmistir.

IPKH programlamasinda kullanilmis bu genlerin ortak noktalari, kok hiicre 6zelligi
tastyan hiicrelerde yliksek miktarlarda eksprese olmalaridir. POUSF1 geni, blastokist
evresinde i¢ hiicre kitlesinde trofoblastlarla kiyaslandiginda ekspresyon diizeyinin 31
kat daha yiiksek oldugu tespit edildi (25). Ayrica gestasyonun 9. giinlinden itibaren
olusmaya baslayan somatik hiicrelerde, POUS5F1 ifadesinin azaldig1 tespit edildi (26).
Fare ¢alismalarinda POUSF1 geni nakavt edilmis embriyolarinin ¢ok erken sathada
oldiigii gozlemlendi. Bu durum EK hiicrelerinin kendi kendini yenileyememesine ve

sonucunda i¢ hiicre kitlesinin olusamamasina baglanmistir (27).

SOX2 geni EKH’nde eksprese olmaktadir. SOX2 ekspresyonu ozellikle EKH
hiicrelerinin noral kok hiicrelere dogru farklilasmasi i¢in elzem oldugu gosterilmistir
(28). Fakat noral kok hiicrelerinin terminal farklilagsmasi i¢in SOX2 geninin inhibe
olmast gerektigi de gosterilmistir. Aymi c¢alismada SOX2 geninin noral kok
hiicrelerinin ~ proliferatif =~ 6zelliklerinin ~ korunmasinda da elzem oldugu

gosterilmistir.(29).

MYC geni su ana kadar bircok kanser tiiriinde fazla ifade edildigi gosterilmistir.
IPKH programlamasinda da kullamilmasma ragmen programlama icin zorunlu
olmadig1 c¢alismalarda gosterilmistir. Fakat MYC geni kullanilarak elde edilen
[PKHnin kok hiicre 6zelliklerini daha iyi yansittigi gosterilmistir (24). MYC
proteinin genom lizerinde 10000’den fazla baglanma bolgesi oldugu tespit edilmistir

(30).

NANOG geninin EK hiicrelerinde ekspresyonunun azaltilmasi hiicrelerin farklilasma
yoluna gitmesi ile sonuglanmistir (31). MYC geni ile benzer olarak IPKH
programlamada elzem olmasa da hiicrenin pluripotent Ozelliklerinin kalitesi ile
dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir (32). Cesitli kanserlerde ekspresyonunun
arttigr ve kotli prognozla iligkisi oldugu tespit edilmistir (33,34). Bu bulgulara
ragmen bu calismada NANOG geni ekspresyon diizeylerinde anlamli bir fark tespit

edilemedi.



Deri ve intestinal sistem gibi epitel dokularinda hiicreler farklilastikca ekspresyon
diizeylerinin arttig1r gosterilmistir (35,36). Buna karsin KLF4 geni ayni zamanda
[PKH’lerinde pluripotent 6zelliklerin korunmasinda rol alan bir transkripsiyon
faktoriidiir (37). Bu durum mantiksal bir zitlik gibi goriinse de hiicrelerdeki farkli
yolaklar ya da KLF4 geninin farkli izoformlar1 olmasi bu durumu aciklayabilir.
Meme kanserlerinde KLF4 geniekspresyon diizeylerinin artmasi da bu durumun
destekleyicisi olarak ortaya ¢ikmaktadir (38). Bu ¢alismada da beyin tiimorlerinde
KLF4 geni ekspresyon diizeyi artmis olarak tespit edildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SINIR SISTEMI

Sinir sistemi veya sinir ag1, canlilarin igsel ve dissal ¢evresini algilamasina yol acan,
bilgi elde eden ve elde edilen bilgiyi isleyen, viicut igerisinde hiicreler ag1 sayesinde
sinyallerin farkli bolgelere iletimini saglayan, organlarin, kaslarin aktivitelerini
diizenleyen bir organ sistemidir. Bu sistem 2 kisma ayrilir; Merkezi Sinir Sistemi
(MSS) ve Cevresel Sinir Sistemi (CSS). CSS tiim viicudu sinir hiicresi ile sarar ve
MSS viicudun diger kisimlari ile iletisimini saglar. CSS, motor noronlari, dolayl
istemli hareket, otonom sinir sistemi, sempatik sinir sistemi, parasempatik sinir

sistemi, diizenli istemsiz islevler ve enterik sinir sisteminden olusur.

2.1.1. Merkezi sinir sistemi anatomisi

MSS beyin ve omurilikten meydana gelir. Beyin kafatasi, omurilik ise omurgalar
tarafindan sarilmistir. Her iki organ da bu korunakli yapinin igerisinde Beyin-
Omurilik Sivisi’nin (BOS) igerisinde yiizmektedir. MSS anatomik yapis1 Sekil 1°de

sematik olarak gosterilmistir.

2.1.2. Merkezi sinir siteminin embriyolojik gelisimi
Sinir sistemi ektoderm yapragindan koken alir. Gelisimin 3. haftasinda notokord,

tizerindeki ektodermi uyararak noral plak olusumunu saglar. Daha sonra noral oluk



olusur. Bu oluk zamanla noéral tiip denen yapiy1 meydana getirir. Beyin ve omurilik

bu noral tiipten meydana gelir.

Pons

Art Beyin

(Rombensefalon) Beyincik

Medulla oblangata

Beyin Sap1 Tektum

(0)y Beyin Serebral pedinkiil
(Mezensefalon) Pretektum

Mezensefalik kanal

Talamus

Ara Beyin Hipotalamus

Subtalamus

(Diensefalon) Hipofiz
Epifiz

6]1 Beyin Ugtincii ventrikiil
(Prozensefalon)
Bazal ganglion

Koku beyni - Rinensefalon
Amigdala
Hipokampus
Neokorteks

Yan ventrikiiller

Omurilik

Serebrum

Sekil 1. MSS'nin anatomik kisimlarini gostermektedir.

2.1.3. Merkezi sinir sistemi histolojisi
Beyin dokusundan koronal bir kesit alindiginda makroskopik olarak 2 farkli yap1
goriiliir. Dis kisimda hiicrelerin govdelerinin bulundugu gri cevher ve i¢ kisimda

hiicre aksonlariin bulundugu beyaz cevher bulunur.

Mikroskopik olarak incelendiginde beyin dokusunda farkli hiicre tipleri
gozlemlenebilir. Fakat bu hiicreleri 2 temel gruba ayirabiliriz, ndronlar ve glia

hiicreleri.

Noronlar

Sinir hiicresi ya da noron sinir sisteminin temel fonksiyonel birimidir. Baslica islevi
bilgi transferini gerceklestirmektir. Insan sinir sisteminde yaklasik olarak 100 milyar
ndron oldugu tahmin edilmektedir. Normal bir sinir hiicresi 50.000-250.000 kadar
baska noronla baglantilidir. Yaptiklar1 6zellesmis islere bagl olarak farkli sekillerde

ve ¢esitlerde olabilirler.



Glia Hiicreleri
Glia hiicreleri noronlar disindaki beyin hiicrelerinin genel adidir. Mikroglia ve

makroglia olmak iizere 2 gruba ayrilir.

2.2.  Mikroglia

Immiin sistem hiicreleri olan makrofajlarin beyin dokusundaki dzellesmis tipidir.
Koken aldig: hiicre tipi ile ayn1 islevi sinir siteminde yerine getirmektedir. MSS’nin
her yerinde bulunurlar. Diger beyin hiicrelerinden daha kiiciiktiirler. Bu nedenle

mikroglia olarak isimlendirilmistir.

2.3. Makroglialar

Biiyiik yapili glia hiicreleridir. Farkli islevleri olan makroglialar mevcuttur.

2.3.1. Astrositler

Noronlar1 destekleyen baslica gliya hiicreleridir. Noronlarin biiyiimesinde gorev
alirlar. Damarlarin dig ¢eperlerine gonderdikleri uzantilar yoluyla damarsal
gecirgenligi diizenler ve c¢evresel ortam konsantrasyonunu (madde miktarini)
ayarlarlar. Noronlarda ¢ogalma oldukga sinirli iken astrositler dmiir boyunca hizli bir
sekilde ¢ogalabilirler. Beyinde eger ki bir tahribat meydana gelirse, astrositler o

bolgede hizla ¢cogalarak bu tahribat sonucu olusan boslugu doldururlar.

2.3.2. Oligodendrositler

Uzantilar1 ile ndron hiicrelerinin aksonlarini sararlar. Bu sayede myelin kilif denen
yapiy1 olustururlar. Bu kilif néron hiicrelerinin iletim hizin1 artirir. Bu hiicreler

sadece MSS’de bulunurlar.

2.3.3. Ependimal hiicreler

Beyinde bulunan i¢ bosluklari, yani ventrikiilleri 6rterler, duvar yapisini olustururlar.
Beyin ve omurilik i¢i bosluklari dolduran beyin-omurilik sivist (BOS) dedigimiz
stviy1 salgilamakla yiikiimlii koroid pleksus adi verilen yapiyla Merkezi Sinir Sistemi
arasindaki iligkiyi saglarlar. Kan-Beyin bariyerinin olusumuna katilirlar. Sadece

Merkezi Sinir Sistemi'nde bulunurlar.

2.3.4. Radyal Glialar

Norogenez, yani sinir Uretiminin baslangicinda goriilen gliya tipidir. Diger sinir
hiicrelerine gore farklilasmalar1 c¢ok daha smirli olmaktadir. Beynin ve sinir
sisteminin gelisimi sirasinda farklilasan sinir hiicrelerinin yerlerine tasinmasinda

gorev alirlar. Yetiskin bir sinir sisteminde ise sadece beyincikte ve goziimiizde



bulunan retina tabakasinda bulunurlar. Beynin plastisite gibi degisken 6zelliklerini

diizenler ve onlara katki saglarlar.

2.3.5. Schwann Hiicreleri

Diger sinir hiicrelerinin aksine sadece Cevresel Sinir Sistemi'nde bulunurlar, Merkezi
Sinir Sistemi'nde gorev almazlar. Oligodendrisitleri'in MSS'de yaptig1 isi CSS'de
gerceklestirirler. Aksonlar1 sararak miyelin kilifi {retirler. Ayrica ndronlarin

bliylimesi sirasinda ortaya ¢ikan artik maddeleri temizlemekle gorevlidirler.

2.3.6. Uydu Hiicreler

Duyusal, simpatik ve parasimptik sistemlerde (bunlara ileride girilecektir) ndronlar
sararlar. Olduke¢a kiigiik hiicrelerdir. Noronun dis kimyasal ortamini diizenleyici
gorevleri vardir. Hasara ve iltihaplanmaya kars1 agir1 hassastirlar ve hemen miidahale

ederler. Sadece CSS’de bulunurlar.

2.3.7. Enterik Glialar

Sindirim sistemi igin ¢alisan ndronlarm olusturdugu obeklerde bulunurlar. Ig¢

dengenin saglanmasi konusunda 6nemli gorevleri vardir.

2.4. BEYIN TUMORLERI

Beyin tiimorlerini “Metastatik Beyin Tiimorleri, MBT” ve “Primer Beyin Tiimorleri,
PBT” olmak iizere 2 ana gruba aymrabiliriz. MBT, beyin dokusu disindaki bir
dokudan kdken almis ve intrakraniyal bolgeye yayilim gdstermis tiimorlere denir.
PBT ise beynin kendi hiicrelerinden koken alan tiimoérlerdir. Beyin dokusunda

bulunan temel hiicre tiplerinden yukarida bahsedilmistir.

2.4.1. Smmflandirma

Diinya Saglk Orgiiti 2007 yilinda beyin tiimérlerini smiflandirmistir (1). Bu
siniflandirma tam olarak tablo 1°de belirtildigi gibidir. Buna gore beyin tiimorleri 7
ana gruba ayrilmistir. Bu gruplardan birinin MBT oldugu g6z Oniine alinirsa,

PBT’nin 6 gruba ayrildigini soyleyebiliriz.

2.4.2. Evreleme
Histolojik evrelemenin amaci, bir tiimoriin biyolojik davranisini tahmin edilebilir

kilmaktir. Klinik uygulamada, bu evreleme sayesinde tedavi stratejileri



belirlenmektedir. Ozellikle radyoterapi ve kemoterapi stratejilerinin belirlenmesinde
etkili olmaktadir. Daha 6ncede histolojik siniflandirmalar yapilmis olmasina ragmen
(39) DSO’niin 2007 yilinda yaptig1 bu siniflama ayrica genis bir evreleme skalas1 da
sunuyor. Siniflara ayrilmis bazi tiimorlerin literatiirdeki vaka sayilar1 ¢ok diisiik

oldugu i¢in evrelemeye uygun degillerdir. PBT nin evrelemesi tablo 2’de verilmistir.

Evre 1 tiimorler disiik prolifertaif potansiyele sahip tiimorlerdir ve tedavi cerrahi
rezeksiyon yeterli olmaktadir. Evre II tiimoérler diisiik prolifertaif potansiyele sahip
olmalarina ragmen infiltratif dzellik gosterirler ve niiksetmeye meyillidirler. Ornek
olarak diffiiz astrositom, anaplastik astrositoma ya da glibloastomaya doniisebilir.
Benzer donilistim oligodendrogliom ve oligoastrsitomda da goriilebilir. Evre 111
tiimorler histolojik olarak malign 6zelliklere sahiptir. Hiicresel atipi ve aktif mitotik
aktiviteye sahiptir. Tedavi i¢in adjuvan kemoterapi ve/veya radyoterapi almasi
gereklidir. Evre IV tiimorlerde sitolojik malignensi ve yer yer nekroz odaklar
mevcuttur. Yogun mitotik aktivite vardir. Glioblastoma ve embriyonal tiimorler evre

IV timorlerin ornekleridir.

Evreleme sistemi hastalarin sag kalim stireleri ile ilgili 6nbilgi verebilmesine ragmen
hastanin yasi, klinik bulgulari, norolojik durumu, tiimorin yerlesimi, timoriin
radyolojik ozellikleri (kontrast tutup tutmamasi), cerrahi rezeksiyon yapilmasi,
proliferasyon indisi gibi degiskenler ile beraber degerlendirilerek daha saglikli bir
sag kalim siiresi ongoriilebilir. Evre II hastalarin ortalama sag kalim stireleri 5 yildan
fazla iken, evre IIl hastalarin ortalama sagkalim stireleri 2 — 3 yidir. Evre IV
hastalarin sag kalim siireleri tedavi imkanlar1 ile yiiksek oranda iligkili olmasinin
yaninda glioblastoma hastalarinin ¢ogu, 6zellikle yaslh olanlar, ilk bir yil igerisinde
hastaliga yenik diistiyorlar. Radyoterapi ve kemoterapi varliginda 5 yillik sag kalim

oranlar1 %60 — 80’1 bulabiliyor (1).



Tablo 1. DSO Beyin tiimérleri siniflandirmasi

NOROEPITELYAL DOKU TUMORLERI
Astrositik tiimorler
Pilositik astrositom
Pilomiksoid astrositom
Subependimal dev hiicreli astrositom
Pleomorfik ksantroastrositom
Diffiiz astrositom
Fibriler astrositom
Gemisitositik astrositom
Protoplazmik astrositom
Anaplastik astrositom
Glioblastoma
Buylk hiicreli glioblastoma
Gliosarkom
Gliomatozis Serebri
Oligodendroglial tiimérler
Oligodendrogliom
Anaplastik oligodendrogliom
Oligoastrositik tiimorler
Oligoastrositom
Anaplastik oligoastrositom
Ependimal tiimorler
Subependimom
Miksopapiller ependimom
Ependimom
Selliler
Papiller
Clear hucreli
Tansitik
Anaplastik ependimom
Koroid pleksus tiimorleri
Koroid pleksus papillomasi
Atipik Koroid pleksus papillomasi
Koroid pleksus karsinomu
Diger noroepitelyal tiimorler
Astroblastom
3. Ventrikillin kordoid gliomasi
Anjiosentrik gliom
Noronal ve mikst noroglial tiimorler
Displastik gagngliositoma
Desmoplastik infantil astrositoma/ganglioblioma
Disembriyoplastic néroepitelyal timor
Gangliositoma
Ganglioglioma
Anaplastik ganglioma
Santral nérositoma
Ekstraventrikller nérositoma
Serebeller lipondrositoma
Papiller glionéronal timor
4. Ventrikiilin Rosette-sekilli glionéronal timori
Paraganglioma
Pineal bolge tiimorleri
Pineositoma
Orta diferansiye Pineal parankim tumori
Pineolastom
Pinel bolgenin papiller timoru
Embriyonal tiimorler
Medulloblastom
Dezmoblastik/nodiiler medullablastom
Asiri nodiler medullablastom
Anaplastik medullablastom
Bly(k hicreli medullablastom
SSS kokenli néroektodermal timor
SSS noéroblastomasi
SSS gangliyondroblastomasi
Medullaepitelyoma
Ependimoblastoma
Atipik teratoid /rabdoid timor

KRANIYAL VE PARASPINAL SINIR TUMORLERI
Swannom
Hicresel
Pleksiform
Melanotik
Norofibrom
Pleksiform
Perinérinom
Perinérinom, NOS
Malign Perinérinom
Malign periferik sinir kilifi timorleri (MPNST)
Epiteloid MPNST

Mezenkimal diferansiasyona sahip MPNST
Melanotik MPNST
Glandiiler diferansiasyona sahip MPNST
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MENINGEAL TUMORLER

Meningotelyal Hiicre Tiimorleri

Meningotelyal

Fibréz

Miks

Psammomatéz

Anjiomat6z

Mikrositik

Sekretuvar

Lenfoplazmosit zengin

Metaplastic

Kordoid

Clear Hiicreli

Atipik

Papiller

Rabdoid

Anaplastik (Malign)
Mezenkimal Tiimorler

Lipoma

Anjiolipoma

Hibernoma

Liposarkom

Soliter Fibréz

Fibrosarkom

Malign Fibréz Histiositom

Leimyom

Leimyosarkom

Rabdomyom

Rabdomyosarkom

Kondrom

Kondrosarkom

Osteom

Osteosarkom

Osteokondrom

Hemanjiyom

Epiteloid Hemanjiyoendotelyom

Hemanijiyoperistom

Anaplastic Hemanjiyoperistom

Anjiosarkom

Kaposi Sarkomu

Ewing Sarkom — PNET
Primer Melanositik Lezyonlar

Diffliz Melanositozis

Melanositoma

Malign Melanom

Meningeal Melanom
Meninks iligkili digger tiimorler

Hemanijioblastom

LENFOMALAR VE HEMOPOETIK TUMORLER
Malign Lenfomalar
Plazmositom
Granlilositik sarkom

GERM HUCRELI TUMORLER
Germinom
Embriyonel sarkom
Yolk Sac timaori
Koryokarsinom
Teratom
Matiir
immatiir
Malign Teratom
Miks germ gicreli timér
SELLAR BOLGE TUMORLERI
Kaniyofarinjiyom
Adamantinomat6z
Papiller
Granliler Hiicreli tumor
Pituasitom
Adenohipofizin Spindle Hiicreli onkositomu
METASTATIK TUMORLER



Tablo 2. DSO Beyin tiimérleri evrelemesi.

Astrocytic tumours

Subependymal giant cell astrocytoma

Pilocytic astrocytoma

Pilomyxoid astrocytoma

Diffuse astrocytoma

Pleomorphic xanthoastrocytoma

Anaplastic astrocytoma

Glioblastoma

Giant cell glioblastoma

Gliosarcoma

Oligodendroglial tumours

Oligodendroglioma

Anaplastic oligodendroglioma

Oligoastrocytic tumours

Oligoastrocytoma

Anaplastic oligoastrocytoma

Ependymal tumours

Subependymoma

Myxopapillary ependymoma

Ependymoma

Anaplastic ependymoma

Choroid plexus tumours

Choroid plexus papilloma

Atypical choroid plexus papilloma

Choroid plexus carcinoma

Other neuroepithelial tumours

Angiocentric glioma

Chordoid glioma of astrocytoma

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Gangliocytoma

Ganglioglioma

Anaplastic ganglioglioma
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Desmoplastic  infantile

ganglioglioma

astrocytoma  and

Dysembryoplastic neuroepithelial tumour

Central neurocytoma

Extraventricular neurocytoma

Cerebellar liponeurocytoma

Paraganglioma of the spinal cord

Papillary glioneuronal tumour

Rosette-forming glioneuronal tumour of the
fourth ventricle

Pineal tumours

Pineocytoma

Pineal parenchymal tumour of

intermediate differentiation

Pineoblastoma

Papillary tumour of the pineal region

Embryonal tumours

Medulloblastoma

CNS primitive neuroectodermal

tumour(PNET)

Atypical teratoid / rhabdoid tumour

Tumours of the cranial and paraspinal nerves

Schwannoma

Neurofibroma

Perineurioma

Malignant peripheral nerve sheath tumour
(MPNST)

Meningeal tumours

Meningioma

Atypical meningioma

Anaplastic / malignant meningioma

Haemangiopericytoma

Anaplastic haemangiopericytoma

Haemangioblastoma

Tumours of the sellar region

Craniopharyngioma

Granular cell tumourof the neurohypophysis

Pituicytoma

Spindle cell of the

adenohypophysis

oncocytoma




2.4.3. Epidemiyoloji

Genel kanser verilerine bakildiginda, 1992 — 2007 yillarinin geriye doniik olarak
tarandig1 genis ¢apl bir arastirmada kanser insidansinin 2003 — 2007 yillar1 arasinda
yillik % 0,8 azalma gosterdigi tespit edildi. Buna ragmen ¢ocuk yas gurubunda (0 —
19 yas) kanser insidans1 2003 — 2007 ve 1992 — 2007 yillar1 arasinda yillik % 0,6
artis gosterdigi tespit edildi.

PBT agisindan bakildiginda 2003 — 2007 yillar1 arasinda insidansin erkeklerde
azalma egiliminde oldugu, kadinlarda ise stabil kaldig1 goriildii. Mortalite oranlarina
bakildiginda her iki cinsiyette de azalma oldugu tespit edildi (40). Bu gerilemede
etkili bir ka¢ faktor sayilabilir. Etiyolojide rol alan faktorlerin belirlenmesi ve
bunlara yonelik onlemler alinmasi ya da tedaviler uygulanmasi bunlardan biridir.
Ozellikle AIDS hastalarinda goriilen MSS lenfomalarmin AIDS’e kars1 gelistirilen
giiclii antiviral ilaglar sayesinde insidansi azalmistir (40). Ileri goriintiileme
yontemleri ve tiimor markirlarinin kullaniminin artmasi ile erken tani olanaklari
artmistir. Bu sayede erken tan1 ve tedavi olanaklari dogmustur. Gelisen cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi olanaklar1 da tiimor mortaliteleri iizerine olumlu etkiler

saglamistir.

Eriskin yas grubunda (>19 yas) benign PBT, malign olanlardan 2 kat daha fazla
goriilmektedir. Kadinlardaki yiiz binde 26,55 PBT insidansina karsilik erkeklerde
yliz binde 22,37’dir. Malign tiimorler arasinda en sik goriilen histolojik tip
noroepitelyal doku tiimorleridir ve erkeklerde daha sik goriliir. Glioblastoma
noroepitelyal tiimorlerin en sik goriilen alt tipidir ve erkeklerde kadinlara oranla 1,6
kez daha sik goriiliir. En sik goriilen benign PBT meninjioma’dir. Kadinlarda 2,3 kat
daha sik goriiliir. Kadinlardaki insidansi yiiz binde 12,42 iken erkeklerde yiiz binde
5,46 d1ir. Noroepitelyal tiimorlerin malign olma olasiligi %94,9 iken meninjiomalarin

malign olma olasilig1 sadece %2,1°dir(40).

Cocuk yas grubunda PBT insidans1 eriskinlere gore ¢ok diisiiktiir. Insidans1 milyonda
48,47 dir. Fakat ¢ocuk yas grubundaki tiimorler malign olmaya daha yatkindirlar.
Cocuk yas grubunda goriilen tlimorlerin %65,2’si malign iken bu oran erigkin yas
grubunda %33,7’dir. Noroepitelyal doku tiimorlerinin insidans1 erkeklerde hafif
artmis olsa da erigskin yasgrubundaki kadar yiliksek degildir (Erkeklerde milyonda

35,2 vs kadinlarda milyonda 32,62). Meningeal tiimorler ¢cocuklarda malign olmaya
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daha egilimlidir ve insidans her iki cinsiyette de benzerdir. Ayrica eriskinlerde
noroepitelyal doku tiimorleri malign olma egilimi gosterirken, ¢ocuk yas grubunda

germ hiicreli tiimorler daha malign seyrederler (40).

2.5. KOK HUCRE

Genel tabir ile; kendi kendini yenileyebilen ve viicuttaki her hiicre tipine doniisebilen
hiicrelere kok hiicre denir. 2006 yilina kadar genel kani kok hiicreler herhangi bir
hiicre tipine farklilastiktan sonra tekrar kok hiicre o6zelliklerini kazanamayacagi
yoniindeydi. 2006 yilinda yayinlanan bir makalede eriskin fibroblastlar yeniden
programlanarak kok hiicre ozelliklerini geri kazanmustir (23). Dogal olarak bu
calisma kok hiicre kavramini 2’ye boldii. Bu kavramlardan ilki her zaman bilinen
“Embriyonal Kok Hiicre, EKH” ve digeri ise 2006 yilinda ortaya ¢ikan “Indiiklenmis
Pluripotent Kok Hiicre, IPKH” kavramlaridir. IPKH kesfi, farklilagsmis bir hiicrenin
tekrar kok hiicreye doniisebilecegini gostermenin yaninda kok hiicre arastirmalari
i¢cin bir doniim noktas1 olmustur. Daha 6ncesinde yapilacak bir kok hiicre ¢aligmasi
icin EKH’ye ihtiya¢ duyuluyordu. EKH kullanimi da beraberinde etik sorunlar ortaya
cikartyordu.

2.5.1. Kanser Kok hiicresi nedir?

Son yillarda kanser dokularinin kendine ait kok hiicreye sahip oldugunu gosteren
bircok c¢alisma yapilmistir. Bu konu {izerine yapilan ilk ¢calismada CD34+ / CD38-
(CD34 hematopoetik kok hiicre belirteci, CD38 farklilasmis hiicre belirteci) 16semi
hiicrelerini NOD/SCID farelere asiladiktan sonra yaptiklar: flow sitometri analizinde
16semik hiicrelerin CD34, CD38 ve CD33 eksprese ettiklerini tespit ettiler. Bu ¢
hiicre ylizey belirtecine ek olarak CD34+ / CD38- hiicrelerin %2 oraninda varligini
devam ettirdigini tespit ettiler (4). Akabinde yapilan bircok ¢alismada farkli timor

dokularinda kanser kok hiicresinin varligini1 destekleyen sonuclar saptanmistir (5-11).
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Kanser kok hiiaresine
yonelik tedavi Timar geriiler

£8-&

Geleneksel kanser Tiimor niikseder
tedavisi

\@ SN

Sekil 2. Kanser tedavisinde iki farkl yaklasim (http://en.wikipedia.org/wiki/Cancer_stem_cell)

Bir tiimore cerrahi, radyoterapik ve kemoterapik tedavi rejimleri uygulandiktan sonra
timor belirtecleri ortadan kalkmasina ragmen kanser zaman igerisinde
niiksedebilmektedir. Kanser kok hiicrelerinin varligi bu niiksilin ana sebeplerinden
biri olarak one siiriilmektedir. KKH geleneksel tedavi stratejilerine direncgli olduklari
icin bu stratejiler hastalig1 elimine etmis gibi goriinse de sag kalan KKH hastaligin
daha agresif ve tedavilere daha direngli niiksetmesine neden oluyor (Sekil 2). Ayrica
hasta geleneksel tedavinin toksik etkilerine de maruz kaliyor (17). Yapilan ¢aligmalar
KKH’ni hedef alan tedavi stratejilerinin geleneksel stratejilere gore daha basarili
oldugunu gostermistir (18-20). Son zamanlarda KKH’ni hedef alan tedavi stratejileri
gelistirilmigtir.  Gelistirilen stratejiler KKH’nin mikro ¢evresini, hiicre yiizey
belirteclerini, sinyal yolaklarini, ATP-binding cassette (ABC) tasiyicilarini hedef
almaktadir (20-22).

2.5.2. KoKk hiicre calismalarindaki etik sorunlar ve iilkemizdeki yasal
diizenlemeler

Tirikiye’'nin de altina imza attigi Oviedo Soézlesmesinin (Biyoloji ve tibbin
uygulanmast bakimindan insan haklar1 ve insan haysiyetinin korunmasi sézlesmesi)

18. Maddesi asagidaki gibidir (41).
Article 18 - Research on embryos in vitro

1. Where the law allows research on embryos in vitro, it shall ensure adequate

protection of the embryo.

2. The creation of human embryos for research purposes is prohibited.
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Yukarida belirtilen 2. maddeye gore arastirma amagli embriyo olusturulmasi
kesinlikle yasaklanmistir. 1. maddeye gore ise; bir ililkenin yasalar1 eger in vitro
embriyo ¢alismalarina izin veriyorsa, ayni yasalar embriyoyu uygun sekilde koruma

altina almalidir, deniyor.

Su an ici iilkemizde kok hiicre aragtirmalarim1 ve uygulamalarini yasaklayan bir
kanun yoktur. Fakat Saglik Bakanligi 2006 yilinda yaymladigi “Embriyonik
Olmayan KH Calismalar1 Kilavuzu” genelgesi ile embriyonik olmayan kok hiicre
calismalarina bir diizenleme getirmistir (42). Genelge ile ¢alismalarin yapilabilecegi
merkezler, yiriitiilme sekli, calismalarin baslatilabilmesi i¢in gerekli kosullar ve
yapilan arastirmalarin degerlendirilebilmesi i¢in bir merkez (Ko6k Hiicre Nakilleri

Bilimsel Danisma Kurulu) kurulmasi 6ngoriilmiistiir.

Ote yandan Saglik Bakanlig1 2005 yilinda bir genelge ile EKH ¢alismalarina yasak
getirmistir (43). Genelgenin ilgili boliimii asagidaki gibidir.

“..Bakanligimizca embriyonik kok hiicre arastirmalari
konusunda, ¢agdas bilim ve kamu vicdani gereklerine gore
yapilmas1 gereken hukuksal diizenlemelerin sonuglandiriimasi
amaciyla c¢alismalar siirdiiriilmektedir. Yapilan caligmalarda,
s0z konusu arastirmalar AB mevzuat uyumu kapsaminda

hukuki, kiiltiirel ve etik yonleriyle ele alinmaktadir.

Bakanligimizca bu konudaki c¢alismalar sonuclandirilincaya
kadar embriyonik kok hiicre arastirmalarinin yapilmamasi

hususunda...”

Her ne kadar bu genelgeler belirli diizenlemeler getirse de kanuni bir ceza

ongormemektedir.

Su anki sartlarda yasal olarak embriyonik kok hiicrelerinin elde edilebilecegi yer
iremeye yardimci tedavi merkezleridir. Uremeye yardimci tedavi merkezleri

yonetmeliginin 18. maddesinde asagidaki ifade gegmektedir (44).

Madde 18 (4)Kendilerine UYTE uygulanacak eslerden alinan yumurta ve spermler
ile bunlardan elde edilen embriyolarin bu yonetmelikle belirlenen esaslar diginda her
ne maksatla olursa olsun bulundurulmasi, kullanilmasi, nakledilmesi ve satilmasi
yasaktir. Bu yasaga uymadigi tespit edilen merkezlerin faaliyetleri ile merkez disinda

ayni faaliyetlerde bulunan yerlerin faaliyeti valilik¢e derhal durdurulur.
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Yonetmelikle belirtilen bu hususlara uyulmamasi durumunda cezai bir sorumluluk

olmamakla birlikte idari yaptirim uygulanmasi gereklidir.

2.5.3. IPKH programlamasi

IPKH olusturmak i¢in yapilan ilk ¢alismada 4 farkli gen kullanildi. Bunlar POUSF1,
SOX2, MYC ve KLF4 idi. Bu ¢alismada retroviral bir aktarim sistem kullaniimisti
(23). Akabinde yapilan baska bir ¢alismada farkli gen grubu kullanilarak, Oct4,
SOX2, NANOG ve LIN28, IPKH elde edilebilmistir (24).

Transkripsiyon Faktorleri

IPKH programlamasinda kullanilan POUSF1, SOX2, MYC, KLF4, NANOG ve
Lin28 genlerinin hepsinin ortak 06zelligi transkripsiyon genleri olmalaridir.
Transkripsiyon genlerinden meydana gelen proteinler tek baslarina ya da baska
proteinler ile beraber, baska bir genin ya da genlerin transkripsiyon diizeyini
degistirirler. Bu degisim transkripsiyonu arttirma ya da azaltma yoniinde olabilir. Bir
genin transkripsiyonunda arttirtlma s6z konusu ise transkripsiyonu arttiran
proteine/gene aktivator, azaltma s6z konusu ise transkripsiyonu azaltan proteine/gene

baskilayici ya da represor denir (45-47).

POUSF1

OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4) geninin farkli adlandirmalar
olmasina ragmen (OCT3, OCT3/4 OTF3, OTF4), HGNC tarafindan POUS5F1
(HGNC Adi: POU class 5 homeobox 1, HGNC ID: 9221) olarak isimlendirilmistir.
Homeobox gen ailesinin POU alt sinifina ait bir gendir. 360aa olusan ve 38571 Da
agirhginda bir protein meydana getirir. Hiicrede, ¢ekirdekte ve sitoplazmada
lokalizedir. 2 farkli domain barindirir; 75aa uzunlugundaki POU-6zellikli domain ve
60aa uzunlugundaki Homeobox domaini. POUSF1 proteini distal ya da proksimal
transkripsiyon baglangic bolgelerindeki oktamer motiflerine baglanarak gen

ekspresyonunu arttirir (48).

POUSF1 geni giiniimiizde IPKH programlamada kullanilmasi ile 6ne ¢ikmuistir.
Yapilan ¢aligmalarda pluripotent insan embriyonik kok hiicresinde, pluripotent fare
embriyonik kok hiicresinde ve germ hiicrelerinde ekprese oldugu bulunmustur
(25,26,49-52). Embriyonik hiicrelerdeki faklilasma diizeyi artttkca POUSF1 geninin
ekspresyonunda azalma oldugu gosterilmistir (53). Fare deneylerinde POUSF1 geni
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nakavt edilmis farelerin gelisimin erken sathasinda “inner cell mass” yetersizligi
sebebi ile oldiugi gosterilmistir (27). Bu yetersizlik POUSF1’in embriyonik kok

hiicrelerinin yenilenmesindeki 6nemli roliine baglanmistir (54).

POUSF1 gen ekspresyon diizeyleri baz1 kanserlerde artmis olarak tespit edilmistir.
Bunlardan bazilar1 embriyonel karsinom (55), teratom (56), seminom (57), mesane

kanseri (58), Ewing’s sarkom (59) ve gliomadir (60).

Gliomalar iizerinde yapilan bir ¢alismada POUSF1 geni 41 glioma dokusunun
hepsinde ekspresyonu artmis olmasina ragmen 5 kontrol beyin dokusunda anlamli bir
ekspreyon artigina rastlanmamistir. Yine ayni calismada yiiksek dereceli gliomalarda
ekpresyon diizeylerinin diisiik dereceli gliomalara nazaran daha fazla artis gosterdigi
tespit edilmis. Immiinohistokimyasal boyamada yiiksek dereceli gliomalar diisiik
dereceli gliomalar ile karsilastirildiklarinda, hiicre c¢ekirdeklerinin yiiksek dereceli
gliomalarda daha koyu boyandig1 gdsterilmis. Normal beyin dokusunda herhangi bir

boyama olmadig1 goriilmiis (60).

Akciger kanserleri iizerinde yapilan bir calismada, KKH belirteci olan
CD133+’ligine gore hiicreler ayrilmis ve kiyaslama yapilmistir. CD133+ kanser
hiicreleri, CD133- hiicrelere gore daha yiiksek diizeyde POUSF1 eksprese ettikleri, in
vitro ve in vivo deneylerde CD133+ hiicrelerin daha proliferatif ve invaziv
seyrettikleri, kemoterapi ve radyoterapiye daha direngli olduklar1 tespit edilmis.
CD133+ kanser hiicresi enjekte edilen SCID farelere POUSF1 si-RNA
uygulandiktan sonra, kemoterapiden bagimsiz olarak, tiimor kitlesinde anlamli

derecede kiigiilme gézlenmis (61).

SOX2

SOX2 (SRY [Sex Determining Region-Y]-Box 2, HGNC ID: 11192) geni intronu
olmayan ve SOX2-OT geninin intronunda yerlesik bir gendir. 317aa ve 34310 Da
agirhginda bir protein kodlar. Hiicrenin c¢ekirdeginde lokalizedir. Sendromik

mikroftalmi (MIM:206900) ile iligkili bulunmustur (62).

SOX2 proteini, totipotent “inner cell mass” kok hiicreleri i¢in ve diger pluripotent
kok hiicreleri i¢in kritik 6neme sahiptir. SOX2 geninin bu hiicrelerden ablasyonu
embriyonun erken déonemde 6liimii ile sonuclanmistir (63). Santral sinir sisteminin
gelisiminde 6nemlidir (64). Oyle ki birgok farkl1 tiirde embriyonun gelisimi sirasinda

sinir sistemi SOX2 ile isaretlenmektedir (65-68). SOX2 geni pozitif olarak néral kok
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hiicrelerinin yenilenmesini arttirdig1 (69) ve SOX2 geninin fazla ekspresyonunun

noral hiicre farklilagsmasini inhibe ettigi gosterilmistir (70-72).

SOX2 geni bir transkripsiyon faktoriidiir ve POUSF1 geni ile beraber bir¢cok genin
ekspresyon diizeylerini etkiler (73). Ayrica IPKH programlamada kullanilan
genlerden biridir (23).

SOX2 geninin malign gliomalarda ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (74,75).
Bagka bir calismada astrossit hiicre markir1 olan “Glial Fibriler Asidik Protein”
eksprese eden hiicrelerin ayn1 zamanda asir1 SOX2 eksprese ettikleri de gozlenmis.
Ayni artisin medullablastom ya da pineablastom gibi beyin tiimdrlerinde olmadigi
gozlenmis (76). RNAi aracili SOX2 geni nakavt edilmis glioblastoma hiicrelerinde
proliferasyonda azalmaya neden oldugu gdsterilmis (77). Bu azalmanin cyclinD1

transkripsiyonundaki degisimlerden kaynaklanabilecegi ongoriilmiistiir (78).

Gliomalardaki artmig SOX2 ekspresyonuna ragmen mide kanserlerinde SOX2
protein diizeyleri diisiik bulunmustur (79) ve mide tiimor dokusundaki ekzojen SOX2

artis1 hiicre proliferasyonunda azalma ile sonuglanmaistir (80).

NANOG
NANOG (Nanog homeobox, HGNC ID: 20857)geni 4 ekzondan olusan 12.
Kromozom iizerinde yerlesik bir gendir. 305 aa’ten olusan 34620 Da agirliginda bir

proteini kodlar. “Nanog Homeobox” olarak isimlendirilir. Hiicre c¢ekirdeginde

lokalizedir (81).

Nanog proteini EKH devami ve yenilenmesi icin gerekli bir proteindir. Nanog
proteinindeki azalma EKH’nin farklilasmasi ile sonug¢lanmustir (31,82). IPKH
programlamada (23) kullanilan Nanog proteini, daha sonradan yapilan ¢aligmalarda
IPKH fiiretimi i¢in elzem olmasa da, NANOG eksprese eden klonlarin pluripotent
ozelliklerinin daha iyi oldugu goriilmiistiir (32,83-86). Ayrica Nanog ekspresyonu
olmayan EKH’lerin proliferasyonunun kisitlandigi ve farklilasmaya meyilli oldugu

goriilmiistiir (87).

Mide adenokarsinomlarinda yiiksek Nanog protein diizeylerinin kotii porognozla
iligkili oldugu gosterilmistir (33). Pankreas adenokarsinomlarinda ekspresyon
diizeyinin arttig1, proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu tetkiledigi, koti

prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (34,88,89).
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Evre 2, 3 ve 4 astrositik tiimorler tizerinde yapilan bir ¢alismada POUSF1, SOX2 ve
Nanog ekspresyonlarinin mRNA ve protein diizeyinde arttig1 tespit edilmis. Bu
ekspresyon artislar1 ayn1 hiicre popiilasyonlarinda gozlenmis. Bu hiicrelerin %50’den
fazlasinin noral kok hiicre markirlar1 olan Nestin ve CD133 de eksprese ettikleri

tespit edilmis (90).

MYC

MYC geninin farkli isimlendirmeleri olmasma ragmen HGNC (HUGO Gene
Nomenclature Committee) tarafindan “v-myc avian myelocytomatosis viral
oncogene homolog” olarak isimlendirilmistir ve semboli “MYC” olarak
belirlenmistir (91). MYC, 8. kromozom {izerinde yerlesmis, 3 ekzondan olusan,

translasyon sonucu 454aa’lik bir protein meydana getiren bir gendir.

MYC geni N-terminal ucunda 140aa’lik bir transaktivasyon domaini ve C terminal
ucunda heliks-loop-heliks 16sin zincir domaini barindirmaktadir (92). MYC proteini
ve MAX proteini dimer olusturur ve DNA’da belirli bolgelere baglanarak bir¢ok
genin ekspresyon diizeylerini etkiler (93). Genom boyunca yapilan ¢aligmalarda
genom tlizerinde 10000°den fazla MY C baglanma bolgesi tespit edilmistir (30,94-97).
Baz1 ¢aligmalar MYC proteinin P-TEFb’y1 baglayarak RNA Polimeraz enzimindeki
blokaj1 kaldirdigini ve bu sayede transkripsiyonu aktive ettigini bildirmistir (98,99).

1908 yilinda Ellermann ve Bang l6semi ve sarkom gelistirmis tavuklardan hiicre
icermeyen sivi almislar ve bu sivilar1 saglikli tavuklara enjekte etmislerdir.
Gozlemlerinde saglikli tavuklarin da zaman igerisinde losemi ve sarkom
gelistirdiklerini gormiislerdir. Sonug¢ olarak bu tiimoérlerin aktarilabilir oldugunu
gostermiglerdir (100). Siiregelen 50 yil boyunca bu aktarilabilirlik ¢esitli
caligmalarda rapor edilmistir. 1960’11 ve 1970’1i yillarda 4 farkl: retroviriisiin (MH-2,
MC29, CMII ve OKI10) monosit ve makrofaj hiicrelerini tiimdr hiicrelerine
dontstiirdiigii bulunmustur (101,102). Daha sonra yapilan ¢calismalarda bu dort farkl
viriislin yapisinda ortak olan v-myc (insandaki homologu MYC) geni kesfedilmistir.
Bu gen tiimoér doniisiimiine sebep olmayan retroviriislerde tespit edilmedigi igin

kanser doniigiimiine bu genin sebep olabilecegi 6ne stiriilmiistiir. (103-105).

IPKH kesfinde kullanilan 4 transkripsiyon faktoriinden biri de MYC’dir (23). Daha
sonra yapilan caligmalarda MYC geni kullanilmadan da IPKH elde edilebildigi
gosterilmistir. IPKH iiretmedeki asil amacin somatik hiicrelerden EKH benzeyen

hiicre elde etmek oldugu diisiiniiliince, iiretilen hiicrelerin EKH 6zelliklerini ne kadar
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yansittigr onemli olmaktadir. Yapilan calismalarda farkli transkripsiyon faktorleri
kullanarak IPKH elde edilmekte ve bu hiicrelerin EKH o6zelliklerini ne kadar
yansittigi degerlendirilmektedir. Bu baglamdan ele alindiginda MYC geni
kullanilmadan elde edilen IPKH hiicrelerin, MYC geni kullanilarak elde edilenlere
oranla EKH o6zelliklerini daha az yansittigi gosterilmistir Yine aymi caligmada
POUSF1 ve SOX2 genlerinin IPKH olusumu i¢in mecburi, MYC, NANOG, KLF4
ve Lin28 genlerinin alternatif destekleyici faktorler olarak sunulmustur (24,106).
Sonug olarak MY C kullanimi IPKH olusturmak i¢in zorunlu olmasa da, kullanilmasi

halinde olusan IPKH’lerin daha kaliteli oldugu goriilmiistiir.

KLF4

KLF4 (HGNC approved name: Kruppel-like Factor 4, HGNC ID: 6348) geni 9.
kromozom iizerinde lokalize 5 ekzondan olusan bir gendir. Genin {riinii 513 aa’lik
bir transkripsiyon faktorii olan KLF4 proteinidir. Protein tizerinde C2H2 tipi ¢inko
parmak yapist bulunmaktadir (http://www.uniprot.org/uniprot/O43474#ref11).

KLF4 geninin viicutta gastrointestinal sistem (35,37) basta olmak tlizere akciger(37),
testis (37), deri (36), timus (107) ve vaskiiler endotel hiicrelerinde (35) ekprese
oldugu gosterilmistir. In situ hibridizasyon ¢alismalarinda KLF4 geninin
gastrointestinal sistemde ve deride epitel hiicrelerinde eksprese oldugunu
gostermistir  (36,37). Ayrica bu dokularda post-mitotik hiicrelerde yani
farklilasmasini tamamlamis hiicrelerde KLF4 ekspresyonunun daha fazla oldugu
gosterilmistir (36,37). Benzer olarak timiis dokusunda epitel hiicre gelisiminin
tamamlanmasinda da ekspresyon artisinin énemli oldugu gosterilmistir (107). Ozetle
bu c¢alismalar KLF4’iin epitel hiicrelerinin farklilasmasi ile iliskili oldugunu

gostermektedir.

KLF4 geni yamanaka ve ark tarafindan IPKH olusturmada kullanilmis faktorlerden
biridir (23). Daha sonra yapilan ¢alismalarda IPKH olusumu i¢in zorunlu olmadigi
gosterilmis olsa da (24), EKH farklilasmasinda ve yenilenmesinde rolii oldugunu

destekleyen yayinlar da mevcuttur (108).

KLF4 geninin kanserdeki ekspresyonu ve kanser iizerindeki etkisi iizerine yapilan
caligmalar farkli sonuclar ortaya ¢ikarmistir. Kanserin koken aldigi doku tiirtine gore

KLF4 geninin ekspresyon diizeyleri farklilik géstermektedir.

KLF4 geninin epitel hiicrelerinin farklilagsmasinda énemli rolleri oldugunu yukarida

belirtmistik. Kanser hiicrelerinin farklilasmamis hiicreler oldugunu géz 6niine alirsak
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epitel hiicrelerinden koken alan tiimorlerde KLF4 geninin ekspresyon diizeylerinde
azalma beklenmesi dogaldir. Ozefagus kanseri iizerine yapilan bir ¢calismada KLF4
ekspresyon diizeylerinin azaldigi da gosterilmis ve ektopik olarak KLF4 diizeyi
arttirlldigr zaman kanserin tiimor Ozelliklerinde azalma oldugu gosterilmistir (2).
Benzer bulgular gastrik tiimorlerde (109), kolorektal kanserlerde (110), akciger
kanserinde (111) ve deri kanserlerinde (112) de gozlenmistir. KLF4 geni bu tiimorler

icin tiimor baskilayici gen olarak islev géormektedir.

Yukaridaki Orneklere zit olarak Meme kanserinde ve orofarinks kanserlerinin
cogunda onkogen 6zellikte davrandigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. KLF4 geni
ekspresyon diizeylerinin invazif ve preinvazif meme kanserlerinde (38) ve orofarenks
kanserlerinin (113) ¢ogunda ekspresyon diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir.
Gastrointestinal sistemin diger tiimorlerinde KLF4 geni tiimor baskilayici gen 6zellik
gosterdigi yayinlarda tespit edilmisti. Oral bolge tiimorlerinde ortaya ¢ikan bu
farkliligin nedeni olarak farkli teoriler ortaya atilmistir. Bunlar KLF4 geninin farklh
hiicre tiplerinde farkli yolaklar {izerinden etki edebilmesi ve oral bolgede olusan

tiimdrlerin farkl hiicre tiplerini iginde barindirmasi olarak belirtiliyor (113).

Bu calismada primer beyin tiimdrlerinden olan gliomalarda Yamanaka faktorleri
olarak da adlandirilan KLF4, SOX2, NANOG, POUSF1 ve MYC genlerinin

ekspresyon diizeylerini arastirmay1 amagladik.
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. ARASTIRMANIN TURU

Aragtirma deneysel (in vitro) bir ¢aligsmadir.

3.2. ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI

Bu arastirma Ocak 2014 Temmuz 2014 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali, Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Arastirma
Merkezi, Erciyes Universitesi Norosirurji Anabilim Dali ve Erciyes Universitesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nin ortak ¢aligsmasi ile gerceklestirildi. Laboratuvar
islemleri Erciyes Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

3.3. ARASTIRMAYA DAHIL EDILEN GRUPLAR

Bu calismada hasta ve kontrol olmak iizere iki grup kullanildi.

3.3.1. Hasta grubu

Calismaya dahil edilen hastalar Erciyes Universitesi Norosiriitji Anabilim Dali’na
basvurmus ve beyninde tiimor oldugu saptanmistir. Ameliyata uygun goriilen
hastalardan ameliyat sonrasi, uygun olmayan hastalardan otopsi sonrasinda timor
dokular1 eksize edilip Erciyes Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’na
gonderilmistir. Gonderilen materyallerin parafin bloga gomiilerek incelenmesi
sonrasinda Primer Beyin Timorii (Evre 3 ya da evre 4 astrositom) olarak tam

koyulmustur. Yukaridaki 6zellikleri tastyan hastalar bu ¢alismaya dahil edilmistir.
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Calismaya 50 adet hasta dahil edilmistir. 7 hastanin parafin bloklarindan elde edilen
materyaller analiz i¢in uygun olmadigindan analizlere dahil edilmemistir. Calisma 43

hasta ile tamamlanmistir.

3.3.2. Kontrol gurubu
Calismaya dahil edilen kontrol grubu hastalar beyin tiimori ile ilgisi olmayan farkl
bir nedenle 6len kisilerdi. Bu bireylerden otopsi sirasinda normal beyin dokusu

alimmustir ve parafin bloga gomilmiistiir.

Calismaya 25 adet kontrol grubu hastasi dahil edilmistir.

3.4. VERI TOPLAMA ARACLARI

3.4.1. Demirbas Malzemeler
=  Mikropipetler; 10'luk, 100'liik, 1000'lik (DragonLab)

= Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

= Santrifiij Cihazi Mikro 22 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany)
= -20 Buzdolab1 (Beko)

* +4 Buzdolab (Ariston)

= LabCycler (Sensoquest, Géttingen, Germany)

= Distile Su Cihaz1 (Diret-Q.UV Millipore)

= Isitic1 Blok (Cleaver-Elite)

= LightCycler 480 11 ()

= NanoDrop 2000- Mikro-Hacim UV-Vis Spektrofotometre Cihaz
(ThermoScientific, U.S.A.)

= Mikro Dalga Firin (Arcelik 581)

= Plate Perfect Spin (Peqlab, Erlangen, Germany)
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3.4.2. Sarf Malzemeler

Ekspresyon analizi i¢in gerekli sarf malzemeler

Parafin dokudan RNA izolasyon Kiti
o High Pure FFPET RNA Isolation Kit (Roche)
c¢DNA sentez kiti
o Ipsogen RT Kit, (Qiagen)
Ilgili genlere gore dizayn edilmis primerler ve problar
o RealTime ready Catalog Assays (Roche)
o RealTime ready Designer Assays (Roche)
Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Prob mastir miks
o LightCycler 480 Probes Master (Roche)
Light Cycler 480 cihazi ile uyumlu plate

o LightCycler 480 Multiwell Plate 96 (Roche)

Metilasyon Analizi i¢in gerekli sarf malzemeler

Parafin dokudan Genomik DNA izolasyon Kiti
o EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit (Qiagen)
Genomik DNA’min bisiilfit ile doniisiim Kiti
o EpiTect Plus FFPE Bisulfite Kit (Qiagen)
KLF4 geni promotor bolgesine ozgii PCR Kiti
o PyroMark PCR Kit (Qiagen)
PCR ile ¢ogaltilan bolgenin dizisinin ¢ikarilmasi i¢in gerekli kit
o PyroMark CpG Assay (Qiagen)
Pyrosekans ile dizi cikarma islemi sirasinda kullanilacak materyaller
o PyroMark Gold Q24 Reagents (Qiagen)
Cikarilan dizinin analizi icin kullanilmasi gereken kontrol DNA’lari

o EpiTect PCR Control DNA Set (Qiagen)
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3.5. YONTEMLER

3.5.1. Real-Time PCR (Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real-Time PCR hem kalitatif hem de kantitatif analizler i¢in alternatif bir yontem
sunar. Tek bir tiipte tek bir cihazla amplifikasyon ve floresan sinyalin deteksiyonu ile
olusan veriyi es-zamanl kaydetme imkani verir. PCR {riinleri floresan 6zellikte ve
floresans dongii sayisinin iizerine kurulmus ise, Sekil 3’deki gibi bir egri ortaya

cikar.

Plato Fazi

B 00000 Pozitif Ornek

Lineer Faz

Floresans

Exponential Faz

Negatif Ornek

1 1 1 1 1 1 1 J
5 10 1 0 bal » 3 «

Doéngui Sayisi
Sekil 3. Ger¢ek zamanlt PZR 'nin fazlari.

Bu egride x ekseni dongili sayisini, y ekseni floresan Ol¢lim degerini temsil

etmektedir.

Exponential faz, ayn1 zamanda geometrik faz olarak da bilinir. Bu evrede PCR i¢in
koyulan malzemeler ortamda bol miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle PCR ({iriinii

verimli bir sekilde geometrik olarak her bir dongiide ikiye katlanmaktadir.

Lineer faz ortamdaki malzemelerin tiikenmeye baslamasi ile baslar. Bu evrede artik
PCR iiriinii geometrik olarak ikiye katlanmamaktadir. Her bir dongiide PCR {iriiniin

artma miktar1 diiger.

PCR i¢ine koyulan malzemelerin tiilkenmesi ile artik PCR reaksiyonu gerceklesmez.

Bu evreye plato fazi denir.

PCR firiiniinde geometrik artis nedeniyle Real time PCR analizi i¢in kullanilabilecek

en dogru faz exponential fazdir.
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3.5.2. Real Time PCR Formatlan

Real-Time PCR sistemleri floresan boyalar1 saptar ve bu floresan sinyal ile
reaksiyondaki PCR iirlinli arasinda bir iligki kurar. Florometrik olarak PCR
iirlinlerinin saptanmasi ve degerlendirilmesi i¢in birtakim yontemler bulunmaktadir.
Bu yontemler 2 ana gruba ayrilabilir. Dizi-bagimsiz saptama yontemleri ve dizi
spesifik prob baglanma yontemleri. Her birinin kendi kullanim alani1 ve siirlamalari

bulunmaktadir.

Dizi Bagimsiz saptama yontemleri
Bu yontem SYBR Green I gibi ¢ift zincir DNA molekiillerine baglanan floroforlara
dayal1 bir yontemdir (Sekil 4).

SYBR Green I ¢ift zincirli DNA’nin minor bosluguna baglanir. Serbest halde iken az

miktar da olsa 1g1ma yapmasina ragmen baglanma ile birlikte 1s1ma artar (114).

Al B C]
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Sekil 4. SYBR Green I, DNA dizisinden bagimsiz olarak ¢ift iplikli DNA ya baglanir ve isima verir.

SYBR Green I diziye spesifik olmadig i¢in herhangi bir ¢ift zincirli DNA ile beraber
1s1ma verebilir. Primer dimerleri ve non-spesifik {iriinler istenmeyen 1s1maya neden
olarak yanlis sonuclar elde edilmesine neden olurlar. Bu nedenle bu yontem ile

yapilan ¢alismalarda primer dizaynlarina 6zen gosterilmesi gereklidir.

Dizi-Bagimh saptama yontemleri

Dizi bagimli saptama yontemlerinin temeli hedef PCR’daki tamamlayict diziye
baglanan oligoniikletitlere dayanir. Dizayn edilen problar sadece spesifik dizilere
baglanir. En sik kullanilan problar hidroliz problari, hibridizasyon problar1 ve tek
isaretli (simple prob) problardir Problarin 6zelligi RT-PCR cihaz1 tarafindan

Olgiilebilecek floroforlar takili olmasidir.

Isima sadece dizayn edilen spesifik diziye baglanma ile olusacagindan reaksiyon
olduk¢a giivenilirdir ve primer dimerleri, PCR yan iriinii gibi faktdrlerden

etkilenmez.
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Hidroliz (Tagman) Problar

Bizim caligmamizda da bu prob tibi kullanildi. Hidroliz problart ile RT-PCR
uygulamas1 sirasinda sekans spesifik PCR primerlerine ek olarak floresan
isaretlenmis oligoniikleotid bir prob da vardir. Bu probun 6zelligi 5° ucunda
“Reporter” ve 3’ ucunda “Quencher” bulunmasidir. Bu prob spesifik bolgesine bagh
olmadig1r zaman 1s1ma verecek olan raportdr ucunun isimasi, ortiicii (quencher) ug
tarafindan bloklanir. Bu prob PCR’1n annealing asamasinda spesifik oldugu bolgeye
yapisir. Uzama asamasinda 5’ ekzoniikleaz aktivitesi olan 1stya dayanikli polimeraz
enzimleri (Taq, Tth) tarafindan prob DNA dan uzaklastirilmaya baslar. Oncelikle 5’
ucundaki raportor bolge uzaklastirildigi i¢in 6rtiicii bolgeden uzaklasir ve 1s1ma verir

(Sekil 5).

. 90

Annealing agamasinda hidroliz probu spesifik
dizisine baglanir.

g Uzama
YRR <_9 Uzama agsamasinda prob parcalanir ve serbest

kalan raportor igima verir.

_ 0 Reporter - Raportor

— =2 :0 . G Quencher - Ortiicii

Sekil 5. Hidroliz probunun ¢aliyma mantigi.

Hibridizasyon Problar

Bu dizayn da PCr primerlerine ek olarak 2 adet Dizi-spesifik oligoniikleotid prob
kullanilir. Bu problar DNA iizerinde bir birlerinin ardi sira gelecek sekilde dizayn
edilirler. Ilk probun 3’ ucunda dondr boya ve ikinci siradaki probun 5° ucunda
akseptor boya mevcuttur. Bu ik prob DNA’ya baglandiklarinda iki boya arasinda
floresan rezonans enerji transferi (fluorescence resonance energy transfer; FRET)

olusarak akseptor floroforun 1s1ma yapmasi saglanir (Sekil 6).
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Q_ @ Donér Florofor
W

@ Akseptor Florofor

8
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Annealing asamasinda iki prob DNA'ya

sirastyla baglanir ve akseptor florofor isima

=

o — verir.

Sekil 6. Hibridizasyon problar: dizi tizerinde art arda baglanarak isima verir.

Uygulama Prosediirleri

Parafin Dokudan RNA izolasyonu

3.6.

3.7.

Deparafinizasyon
1,5 mI’lik reaksiyon tiiptine 10 wm kalinliktaki 100 mm?2 alana sahip parafin
doku koyuldu.

800 ul ksilen eklenip kisa araliklarla 3 defa vortekslendi.
400 ul %100’liik etanol eklenip kisa vorteks yapildi.
16000xg hizinda 2 dakika santrifiij yapildi.

Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.

1000 ul %100’liik etanol eklenip kisa vorteks yapildi.
16000xg hizinda 2 dakika santrifiij yapildi.

Pellet dagitilmadan siipernatant atildu.

Kalan etanol kalintilarinda kurtulmak i¢in 550C’de 10 dakika (gerekirse 20
dakika) kapag1 acik bir sekilde bekletildi.

RNA izolasyonu
Deparafinizasyon asamasi sonucunda elde edilen pellete asagidaki maddeler

sirayla ya da {i¢iinden bir karisim elde edilerek eklendi.
o 100 ul RNA tissue lysis buffer
o 16 ul %10’luk SDS

o 40 ul Proteinaz K
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3.8.

Vortekslendi. Kisa santrifiij yapildi.
30 dakika 850C’de inkiibe edildi. Bu sirada 600 rpm ‘de ¢alkalandi.
Kisa santrifiij yapildi. 550C’nin altina soguyana kadar beklendi.
80 ul Proteinaz K eklendi. Vortekslendi. Kisa santrifiij yapildi.
550C’de 30 dakika bekletildi. Bu sirada 600 rpm’de calkalanda.
Karigimin igerisine;

o 325 ul RNA binding buffer

o 325 ul %100’lik etanol eklendi. Sirasiyla kisa vorteks ve kisa
santrifiij yapildi.

Toplama tiipline filtre tiipii yerlestirildi. Hazirlanan karigim filtre tiipiiniin

i¢cine alind1 (yaklasik 900 ul).
30 sn 6000xg’de santrifiij yapildi.
Toplama tiipii degistirildi. 16000xg’de 2 dakika santrfiij yapildi.

Toplama tiipti degisitirildi. 100 ul DNase working solution eklendi. 150C -
250C arasinda 15 dakika bekletildi.

500 wl wash buffer 1 eklenip 6000xg’de 20 saniye santrifiij yapildi. Toplama
tiiptindeki s1v1 atildi.

500 wl wash buffer 2 eklenip 6000xg’de 20 saniye santrifiij yapildi. Toplama
tiipiindeki s1v1 atildi. (Bu asama 2 defa yapildi.)

Higbir ekleme yapilmadan 16000xg’de 2 dakika santrifiij yapildi.
Filtre tiipti 1.5 ml’lik tiipe yerlestirildi.

30 ul RNA elution buffer eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika bekletildi.
6000xg’de 1 dakika santrifiij yapildi. Filtre tiipii atild1.

Uriin -20 0C’de muhafaza edildi.

c¢DNA sentezi
cDNA sentezi Ipsogen RT Kiti (Qiagen) kullanilarak yapilmstir.
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= RNA konsantrasyonlarina gore her bir hasta i¢in kullanilacak RNA miktarlari
ayr1 ayr belirlendi. Belirlenen miktarlar 150 ul’lik reaksiyon tiiplerine

aktarildi.

= RNA oOrnekleri 650C°de 5 dakika beklemesi i¢in termal cycler cihazina
koyuldu.

= Kit igerigindeki triinler (RNase inhibitdr ve Reverse transkriptaz harig¢) buz

iizerinde ¢ozlilmeye birakildi. Vortekslenip kisa santrifiij yapildi.

= RNase inhibitdr ve Reverse transkriptaz kullanilacagi zaman buz iizerine

c¢ikarilmasina 6zen gosterildi.
» Tablo 4’deki miktarlara gore karisim hazirlandi.

» Karigima eklenecek iiriin miktarlari o anki ¢alismada kullanilan hasta sayisini
gore belirlendi. Her bir {iriin i¢in karisima eklenecek miktar Tablonun son

stitunundaki formiile gére hesaplanarak eklendi.

* Tablo 3’e gore hazirlanan karisim her bir reaksiyon tiipiine 15 ul olacak

sekilde dagitildi.

Tablo 3. cDNA sentezi igin gerekli materyaller ve miktarlari. HS= Hasta Sayist.

Her bir hasta basina | Hasta Sayisi Tim hastalar igin
eklenecek miktar eklenecek miktar
(ul)

5X Buffer 5 HS 5 x HS

(Tampon)

dNTP 2 HS 2 x HS

Random Primer 5,25 HS 5,25 x HS

RNase inhibitor 0,5 HS 0,5 x HS

Revers transkriptaz | 1 HS 1xHS

DTT 1,25 HS 1,25 x HS

Toplam miktar 15 HS 15 x HS

= Her bir reaksiyon tiipiine eklenecek su miktarlar1 ayr1 ayr1 hesaplanarak

reaksiyon tiiplerine eklendi.

= Her bir reaksiyon tiipiine eklenecek su miktar1 reaksiyon tiipline eklenen
RNA miktarina gore degisiklik gostermektedir. Her bir reaksiyon tiiptindeki
son hacim 25 ul olacak sekilde su miktarlar1 hesaplandi. Asagidaki formiile

gore miktarlar hesaplanip kuyucuklara eklendi.

RNA miktar1 + Su miktar1 = 10 ul
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*= cDNA sentezi icin hazirlanan reaksiyon tiipleri tablo 4’de belirtilen sicaklik

ve siirelere gore termal cycler’a koyulur.

Tablo 4. cDNA sentezi igin gerekli sicaklik dongiisii.

e Sicaklik (°C) Stire (Dakika)
25 10
50 60
85 15
8 %

=  Flde edilen cDNA triinleri +40C’de muhafaza edildi.

3.9. Ekspresyon analizi

Bu c¢alismanin ekspresyon analizleri Lightcycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd.,
Rotkreuz, Switzerland) cihaz1 ile yapilmistir. Analizler Lightcycler 480 Software
(release 1.5.0 SP4) programu ile yapilmistir.

Calismada Roche firmasmin katalog dizaynlar1 kullanildi. Kullanilan dizaynlarin

Assay ID’leri tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Ekspresyon analizinde kullanilan ROCHE katalog assay ID’leri.

Gen Assay ID
NANOG 114796
KLF4 113486
SOX2 111867
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POUSFI 113034

MYC 100977
HPRT 102079
TBP 101145

Her hasta iki defa calisilmistir. Her calismada 2 adet negatif kontrol ve kalibrator
koyulmustur.

Uriinler asagidaki protokole gore hazirlanip cihaza yiiklenmistir.
» FElde edilen cDNA’lar 1’e 4 oraninda sulandirildi.
» Tablo 6’ya gore karisim hazirlandi. Her kuyucuga 15°er ul dagitildi.

* Sulandirilmis cDNA’lar her kuyucuga 5’er ul dagitildi.

Tablo 6. Tablodaki miktarlar her ¢alisma grubundaki hasta sayisina gore hesaplanip her kuyucuga 15’er ul
dagitildi. (Su miktari, son hacim 20 ul olacak sekilde degisebilir.)

Urii Her bir kuyucuga eklenecek
riin .

miktar (ml)
Mastermix 10
(LightCycler 480 Probes Master)
Su 4
Prob
(RealTime ready Catalog Assays, Roche; 1
RealTime ready Designer Assays,
Roche)
Toplam Miktar 15

= Plate’in iistii bant ile kapatildi.
= Plate perfect spin ile santrifiij yapildiktan sonra plate cihaza yiiklendi.

= Lightcycler 480 Software agilarak tablo 7°deki programa gore calisma
baslatildi.

Tablo 7. Lightcycler 480 11 software programinda ayarlanan sicakliklar: ve siireleri

Dongii | Sicaklik | Sicakhk artis Siire (Saniye)
sayIsl (°c) / azalis hizi
(°c)
Preinkiibasyon 1 95 44 600
Amplifikasyon 45 95 44 10
60 2,2 30
72 4,4 1
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Sogutma 1 40 2,2 30

Real time PCR kantitasyon Yontemleri
Real time PCR’da kantitasyon analizinde 2 temel model vardir; mutlak ve rolatif
kantifikasyon. Her iki model de deneysel agidan belirlenen CP degerlerini farkl

kullanir.

Mutlak Kantitasyon

Mutlak Kantitasyon yontemlerinde hedef molekiiliin konsantrasyonu kesin deger
olarak belirtilir. Kesin kantitasyon yontemi bilinmeyen hedef molekiiliiniin
konsantrasyonun belirlenmesi i¢in, bilinen konsantrasyonlarin eksternal standart
orneklerinden olusturulmus standart egriyi kullanir (115). Bu nedenle kesin bir
kantitasyon yontemi, eger standartlar ve bilinmeyenler ayni verim ile amplifiye ve

detekte edilmisler ise gecerli sonuglar saglar.

Standart egri olusturmak icin standart Orneklerin konsantrasyonlarna karsi CP
degerlerinin grafigi cizilir. Olusan egrinin egiminden yola ¢ikilarak asagidaki esitlige

gore yapilir.

_r l]
E =10 T

Rolatif Kantitasyon

Rolatif kantitasyon yonteminde hedef genin konsantrasyonu bagka bir referans gene
oranlanarak hesaplanir. Rolatif kantitasyon yontemleri baslangi¢ 6rnek miktarindan,
cDNA sentez verimliliginden ya da pipetleme hatalar1 gibi faktorlerinden etkilenmez.
Kullanilacak referans gen tiim hiicrelerde eksprese olan, hiicre canlilig i¢in gerekli,
hiicre igindeki degisimlerle ekspresyon diizeyi degismeyen oOzellikte olmalidir. Bu
ozellikteki genlere “House Keeping Gen”ler de denir. GAPDH, (-actin, HPRT ve

TBP referans genlere 6rnek olarak verilebilir.

Rolatif kantitasyonda kullanilan hesaplama Pfaffl metodu olarak bilinir. Formdil

asagidaki gibidir.

CRender § gremedFown Lrnd—Towiol)

_ AL
Pfaffl metodu: — (Enedef gen]

':,‘:‘f‘."e_l"r.-'rn:l'ru 8 TRan Lol =)
roferany Jom

ACtreferans gen = Referans genin kontrol grubuna ait Ct degeri — Referans genin

hasta grubuna ait Ct degeri
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ACthedef gen = Hedef genin kontrol grubuna ait Ct degeri — Hedef genin hasta

grubuna ait Ct degeri

E degeri her bir iirlin i¢in verimliligi tamsil eder ve hesaplama yontemi yukarida

verilmistir.

Rolatif kantitasyon yonteminde kullanilan kalibratér sayesinde prob birlesimindeki
farkliliklar, FRET verimi ya da boya eksitasyon sabitleri gibi saptama farkliliklar

dizeltilir.

Bu ¢alismada 6 hedef gen (KLF4, KLF4a, POUSF1, SOX2, NANOG, MYC) ve 2
referans gen (TBP, HPRT) calisildi. Biitiin hastalarda her gen ayr1 ayr1 ¢alisiimistir.
LightCycler 480 software programindan Ct degerleri elde edildi.

Calismada kullanilan iki referans genin Ct degerlerinin geometrik ortalamasi alind
(116). Hedef genlerin her biri bu geometrik ortalamaya gore Livak metodu (AACt)

kullanilarak normalize edildi.

3.9.1. Istatiksel analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogramii q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi
ile degerlendirildi. Gruplar aras1 gen ekspresyonlarinin karsilastirilmasinda Mann-
Whitney U testi kullanildi. Veriler ortanca ile 25. Ve 75. ylizdelikler ile ifade edildi.
Verilerin analizi R3.1.0 (www.r-project.org) programi ile degerlendirildi. p<0,05

anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 68 olgunun 43’ hasta grubunu, 25’1 kontrol grubunu

olusturmaktadir.

4.1. EKSPRESYON ANALIZI SONUCLARI

Bu calismadaki genlerin mutlak kantitasyonu Lightcycler 480 Software 1.5.0
programinda yapildi. Elde edilen C; degerleri kullanilarak rolatif kantitasyon yapildi.
Bu asamada Livak Metodu kullanildi. Referans gen olarak HPRT ve TBP genlerinin

C: degerlerinin geometrik ortalamasi kullanildi.

4.1.1. SOX2 geni
SOX2 geni RT-PCR analizi sonucunda elde edilen C; egrileri sekil 7°de verilmistir.

Amplification Curves

5 10 15 20 25 0 35 40 45
Cycles

Sekil 7. SOX2 geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon sonucu

SOX2 geninin Mann-Whitney U testi ve Lojistik regresyon analizleri tablo 8’de
verildi. Tablodaki verilere gére hasta gurubunda SOX2 geni ekspresyonu kontrol

gurubuna gore anlamli derecede artmis olarak tespit edildi (p<0,001). Lojistik
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regresyon analizine gore SOX2 geni ekspresyonundaki bir birimlik artis, beyin

tiimorl olusumu agisindan 3,73 kat risk olusturmaktadir.

Tablo 8. SOX2 geni igin istatistiksel analiz sonuglari. Veriler “Ortanca (25. Ve 75. Yiizdelikler)” olarak ifade

edildi.

Lojistik regresyon
Mann-Whitney U Testi

analizleri
Kontrol Hasta OR

p p
(n=25) (n=43) (95% C.I.)
0,69 5,65 3,73
SOX2 <0,001 <0,001

(0,51 -1,08) | (3,46 —7,95) (1,82 -7,64)

4.1.2. MYC geni
MYC geni RT-PCR analizi sonucunda elde edilen C; egrileri sekil 8’de verilmistir.

Amplification Curves

5 10 15 20 25 0 35 40 45
Cycles

Sekil 8. MYC geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon sonucu
MYC geninin Mann-Whitney U testi ve Lojistik regresyon analizleri tablo 9’de
verildi. Tablodaki verilere gore hasta gurubunda MYC geni ekspresyonu kontrol
gurubuna gore anlamli derecede artmis olarak tespit edildi (p<0,001). Lojistik
regresyon analizine gore MYC geninin ekspresyonundaki bir birimlik artig, beyin

tiimorl olusumu agisindan 1,25 kat risk olusturmaktadir.

Tablo 9. MYC geni igin istatistiksel analizler. Veriler “Ortanca (25. Ve 75. Yiizdelikler)” olarak ifade edildi.

36



Mann-Whitney U Testi

Lojistik regresyon analizleri

Kontrol Hasta OR
p p
(n=25) (n=43) (95% C.I.)
2,41 27,24 1,25
MYC <0,001 <0,001
(1,44 —4,11) | (19,22 — 43,96) (1,13 -1,38)

4.1.3. NANOG geni
NANOG geni RT-PCR analizi sonucunda elde edilen C; egrileri sekil 9’da

verilmistir.

Amplification Curves
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Sekil 9. Nanog geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon sonucu
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NANOG geninin Mann-Whitney U testi ve Lojistik regresyon analizleri tablo 10°da

verildi. Tablodaki verilere goére hasta gurubunda NANOG geni ekspresyonunda

kontrol gurubuna goére anlamli bir fark tespit edilmedi (p=0,624).

Tablo 10. NANOG geni igin istatistiksel analizler. Veriler “Ortanca (25. Ve 75. Yiizdelikler)” olarak ifade edildi.

Mann-Whitney U Testi

Lojistik regresyon analizleri

Kontrol Hasta OR
p p
(n=25) (n=43) (95% C.1.)
2,64 2,33 0,95
NANOG 0,624 0,12
(1,61 —4,56) | (1,15— 4,28) (0,82 -1,1)

4.1.4. KLF4 geni
KLF4 geni RT-PCR analizi sonucunda elde edilen C; egrileri sekil 10°da verilmistir.
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Amplification Curves

Sekil 10. KLF4 geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon sonucu

KLF4 geninin Mann-Whitney U testi ve Lojistik regresyon analizleri tablo 11°de
verildi. Tablodaki verilere gore hasta gurubunda KLF4 geni ekspresyonu kontrol
gurubuna gore anlamli derecede artmis olarak tespit edildi (p<0,001). Lojistik

regresyon analizine gore KLF4 geninin ekspresyonundaki bir birimlik artig, beyin

25
Cycles

tiimorl olusumu agisindan 1,62 kat risk olusturmaktadir.

Tablo 11. KLF4 geni i¢in istatistiksel analizler. Veriler “Ortanca (25. Ve 75. Yiizdelikler)” olarak ifade edildi
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Mann-Whitney U Testi

Lojistik regresyon analizleri

Kontrol Hasta OR
p p
(n=25) (n=43) (95% C.1.)
0,53 1,33 1,62
KLF4 <0,001 >0,05
(0,13 -1,11) | (0,78 — 2,09) (0,9 -2,94)

4.1.5. POUSF1 geni

POUSF1 geni RT-PCR

verilmistir.

analizi sonucunda elde edilen C; egrileri sekil 11°de

Amplification Curves
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Sekil 11. POUSF1 geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon sonucu

POUSF1 geninin Mann-Whitney U testi ve Lojistik regresyon analizleri tablo 12°de
verildi. Tablodaki verilere gore hasta gurubunda POUSF1 geni ekspresyonu kontrol
gurubuna gore anlamli derecede artmis olarak tespit edildi (p<0,001). Lojistik

regresyon analizine gére POUSF1 geninin ekspresyonundaki bir birimlik artis, beyin

tiimoOrd olusumu agisindan 1,25 kat risk olusturmaktadir.
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Tablo 12. NANOG geni igin istatistiksel analizler. Veriler “Ortanca (25. Ve 75. Yiizdelikler) ” olarak ifade edildi.

Mann-Whitney U Testi Lojistik regresyon analizleri
Kontrol Hasta OR
P P
(n=25) (n=43) (95% C.I.)
0,55 2,36 4,74
POUSF1 <0,001 <0,05
(0,21 -1,11) | (1,98 — 2,97) (2,22 -10,14)

4.1.6. KLF4a
Bu c¢alismada bu gen ile ilgili saghkli ve tutarli sonuglar elde edilemedigi igin

calismadan ¢ikarilmistir.
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5. TARTISMA

Kok hiicreler kendi aralarinda embriyonik kok hiicresi (EKH), indiiklenmis
pluripotent kok hiicre (iPKH) ve somatik kok hiicresi (SKH) gibi alt gruplara
ayrilabilir. Bu hiicrelerin sahip oldugu iki temel 6zellik vardir: Kendini sonsuz
yenileyebilme ve hepsine olmasa da insan viicudundaki biitiin hiicrelere
farklilasabilme 6zellikleridir (117,118). KH’nin bu essiz 6zellikleri sadece rejeneratif
tip alanida degil; hastalik modeli olusturmada, ilag gelistirme ¢alismalarinda ve insan
gelisimindeki molekiiler mekanizmalar1 anlamada da kullanilabilen giiglii araglardir.
Kendini yenileme ve hiicrelere farklilasabilme, i¢ ve dis etkenlerin kontrolii altinda
gerceklesir (119). Dis etken olarak bliylime faktorleri, ekstraseliiler matriks ve
sitokinler sayilabilirken i¢ etken olarak sayilabilecek baslica faktor transkripsiyon
faktorleridir (TF). Bir ¢cok TF arasindan POUSF1, SOX2, NANOG, MYC ve KLF4,

1PKH programlamasinda kullanilmalari ile de, 6ne ¢ikmislardir.

Insan viicudundaki her organm belirli bir yikim - onarim dengesi igerisinde oldugu
bilinmektedir. Yasam siiresince yikim ve onarim arasinda hassas bir denge
icerisindedir. Soru; bu denge nasil bozulur? Bunun bir¢cok nedeni olabilir; maruz
kalman toksisite, c¢evresel radyasyon, kok hiicrelerin bulundugu ortamin (nis)
degismesi, ¢cok daha Onemlisi kok hiicrelerin sayisinin azalmasi ve senescence
(yaslanma) mekanizmasmin diger hiicreler gibi kok hiicrelerde de devreye
girmesidir.

Bugiine kadar bir¢cok organda SKH’nin varlig1 gosterilmistir. Bunlar arasinda meme

(12), barsak (120), mezenkim (13), hematopoetik (121) ve noral kok hiicre (14)
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bazilaridir. Hatta farkli bir organda bulunan kok hiicrelerin baska organlarin onarim

stireglerinde rol aldig1 da gosterilmistir (15,122,123).

1999 yilinda Bonnet ve Dick (4) l6semi hiicrelerinin arasinda kok hiicre belirtegleri
tagtyan hiicreler oldugunu buldu. Siiregelen 15 yil boyunca bir ¢ok farkli timor
dokusunda; meme kanseri (5), beyin timéri (6), kolon kanseri (11), over kanseri (7),
pankreas tiimorii (10), prostat timori (9), melanom (124) multipl myeloma (125);
kok hiicre belirtegleri tasiyan hiicrelerin varligi tespit edildi. Kanser kok hiicresi
olarak isimlendirilen bu hiicreler tiimdr dokusundaki yenilenmeyi ve farkli klonal
gruplar olusturarak damarlanma, metastaz, ilag direnci gibi farkli Ozellikler

kazanilmasini saglamaktadir.

Bu hiicrelerin kanser kok hiicre olarak isimlendirmesi, tabiidir ki, diger kok hiicreler
ile olan davranis benzerliginden kaynaklanmaktadir. Bu benzerlikten yola ¢ikarak bu
calismada 1PKH programlamada kullanilan 5 farkli transkripsiyon faktoriiniin;
POUSF1, SOX2, NANOG, MYC ve KLF4; PBT’indeki mRNA diizeylerini beyin

timoriinde inceledik.

POUSF1, EK hiicrelerinin kok hiicre potansiyelinin korunmasinda ve devaminda
onemli rolii olan bir proteindir. Embriyolojik gelisimin evrelerinden olan erken
boliinme evresinde ve daha sonra olusan i¢ hiicre kitlesinde ve primitif ektodermde
bulunan primordial germ hiicrelerinde POUSF1 proteini oldukga yiiksek miktarlarda
ifade edilmektedir (27). Blastokist evresindeki embriyoda baslica 2 yapi
bulunmaktadir; kistik yapmin iginde bulunan i¢ hiicre kitlesi ve kistin duvarmi
olusturan trofoektoderm. Bu iki yapidaki POUSF1 ifade diizeyleri karsilastirildiginda
ileride  fetisi  olusturacak olan i¢ hiicre kitlesindeki ifade diizeyi
trofoektodermdekinden 31 kat daha fazla bulunmustur (25). Gestasyonun 9.
glinlinden itibaren olugmaya baslayan somatik hiicrelerde, POUSF1 ifadesinin
azaldig1 tespit edildi (26). POUSF1 geni nakavt edilmis fare embriyolarinin ¢ok
erken sathada oOldigi gozlemlendi. Bu durum EK hiicrelerinin kendi kendini
yenileyememesi ve sonucunda i¢ hiicre kitlesinin olusamamas1 sonucunda meydana
geldi (27). Farklilasmis somatik hiicrelerde POUSF1 ifadesi olmamasina ragmen
bobrek, meme epitel, pankreas mezenkim, karaci§er ve midedeki erigkin kok
hiicrelerinde ifade edildigi kesfedildi. Meme epitel, pankreas ve KC erigkin kok
hiicreleri farklilagmas1 yoniinde uyarildiginda POUSF1 ekspresyonunun azaldigi

goriildi (126). Ayni grup tarafindan yapilan bagka bir calismada ise meme epiteli
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eriskin kok hiicreleri izole edilip X-ray’e maruz birakildiktan sonra zayif timorijenik
aktivite gosterdigi gozlemlenmis. Bu hiicrelere c-erb B2/neu onkogeni aktarildiktan
sonra giiclii tlimorijenik aktivite gosterdigi gozlemlendi. Ayrica kok hiicre

ozelliklerini de siirdiirdiigi tespit edildi (127).

Bu calismada PBT’nde POUSF1 gen ifadesinin normal beyin dokusuna gore anlamli
derecede artmis oldugu bulundu (p<0,05). Farklilasmasini tamamlanmis bir néron
hiicresinin POUSF1 geninin ifade edilmedigi ve EK hiicrelerinin ndron hiicrelerine
farklilastikca POUSF1 geni ifade diizeyinin azaldig1 gosterildi (128). Fakat ndronal
kok hiicrelerin POUSF1 eksprese ettigi tespit edildi (129). KKH teorisine gore
kanserin dokudaki SKH’den koken aldigt ve bu KKH’in tiimér dokusunun
yasamindaki 6nemli unsur oldugu diisiintildiigiinde POUSF1 geni artis1 beklenirdi.
Nitekim bizim buldugumuz ifade artig1 literatiir ile uyumlu bulunmustur (60).
POUSf1 geninde erigkin donemde gozlemlenmeyen artisin kanser dokusunda
artmasi, POUSF1 geninin normal hiicreleri etkileyerek yeniden embriyonik doneme
donmelerini sagliyor olabilir ve normal hiicrelerin kok hiicreye doniligmesinde
katkida bulunuyor olabilir. Nitekim biz biliyoruz ki POUSF1 geni ekspresyonu
embriyonik kok hiicrelerde oldukga yiiksektir (25).

SOX2 geni embriyolojik gelisim asamasinda EK hiicrelerinin noral ektroderme
farklilagsmasina saglayan onemli transkripsiyon faktorlerinden biridir (28). Ayrica
gelisim boyunca biitiin MSS’nde noral progenitér hiicrelerde eksprese edilir. Bu
ekspresyon somatik noral kok hiicrelerde de vardir (29). SOX2 geni her ne kadar EK
hiicrelerinin nodral ektoderme farklilagmasini saglasa da noral kok hiicrelerinin
terminal farklilagmasini inhibe eder. Noral kok hiicrelerinin proliferatif 6zelliklerinin
korunmasii saglayan faktorlerdendir (29). Beyin tiimorleri lizerine yapilan bir
caligmada tiimore ait kok hiicrelerin noral kok hiicrelerle fenotipik olarak
benzerlikler gosterdigi tespit edildi (16). Timor dokusundaki en anaplastik
bolgelerde de SOX2 ifadesinin daha yiiksek oldugu gosterildi (130). Ayrica in vitro
ortamda GBM hiicrelerindeki SOX2 inhibe edildigi zaman kisa vadede bazi
hiicrelerde boliinmenin durdugu gézlendi fakat dramatik etki 5 hafta icerisinde ortaya
ciktl. Bu siire boyunca hiicre sayis1 yavas fakat kararli bir sekilde azaldi (77). Bu
calismada da tiimdr dokusundaki ifade diizeyi normal hiicreye gore anlamli derecede
artmis olarak bulundu (p<0,05). Bu bulgu SOX2 geninin sinir hiicrelerinde son

farklilagsmasinda 6nemli oldugunu desteklemekte ve eksprese olmamasi gerektigini
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desteklemektedir. Ayrica bizim ¢alismamizda ekspresyonunun artmasi POUSF1 geni

ile birlikte kanser kok hiicre doniisiimiine yardimcei olabilecegini diisiindiirmektedir.

KLF4 geni iPKH programlamada kullanilmis, bircok farkli kanser tipinde ifade
diizeyleri arastirilmis ve kanser tipine gore farkli ekspresyon paternleri gostermis bir
transkripsiyon faktoriidiir. EKH’nde pluripotentligin korunmasinda ve kendini
yenilemede etkileri vardir ve bu etkilerini LIF-Stat3 sinyal yolagi tizerinden NANOG
gen ekspresyonunu diizenleyerek yapmaktadir (108). Nanog ekspresyonu
degismeden KLF4 ekspresyonunun inhibe edilmesi sonucu EKH hiicrelerinde
farklilasma goriilmemis fakat NANOG ekspresyonu inhibe edilip KLF4 ekspresyonu
artsa bile hiicrenin farklilasma yoluna girdigi goriilmiistiir (108). Her ne kadar
EKH’de farklilasmay:1 engelleyici gorevleri olsa da deride hiicrenin farklilasma
seviyesi arttikca KLF4 diizeyinin de arttigi gozlemlenmis (131). Benzer durum
barsak hiicrelerinde de tespit edilmis (132). Gastrointestinal sistem tiimorlerinde;
barsak ve gastrik, KLF4 ekspresyonunun tiimor dokularinda azaldigi, hatta bu
azalmanin tiimoriin evresi ile ters orantiya sahip oldugu gosterilmis (109). Yine
kolon adenomlarinda (133) ve kanserlerinde (134) KLF4 diizeyleri normal dokuya
gore daha az bulunmus. KLF4 ifade diizeyinin azaldig1 diger kanser tipleri arasinda
Ozefagus (2) ve akciger (111) sayilabilir. Bu ¢alismalara zit olarak KLLF4 ekspresyon
diizeyleri meme (38) ve orofarenksin skuamdéz hiicreli tiimorlerinde (113) KLF4

ekspresyon diizeyleri artmis olarak tespit edildi.

Bizim calismamizda; PBT’nde KLF4 ekspresyon diizeyleri normal dokuya gore
anlaml artis bulunmusken (p<0,05), NANOG gen diizeylerinde anlamli fark tespit
edilemedi (p>0,05). EKH hiicrelerindeki KLF4-NANOG iliskisi diisiiniildiigtinde
KLF4 diizeyi artmisken NANOG diizeyinde anlamli bir fark olmamasim
aciklayabilecek bir kag mekanizma olabilir. Birincisi; ¢alismamizda protein diizeyleri
bakilmamistir. KLF4 diizeyindeki bu artis sadece mRNA diizeyinde ise, translasyon
gerceklesmiyorsa, NANOG geninde bir artis olmamasi normaldir. Fakat baska bir
calismada gliomalarda KLF4’iin protein diizeyinde de artis gosterdigi bulunmus.
(135). Her ne kadar sonuclar KLF4 acisindan uyumlu gelse de NANOG tarafinda
farkli sonuglar elde edilmistir. ikincisi; farkli protein izoformlar1 olusmasi olabilir.
Oyle ki pankreas (136) ve prostat (137) tiimorlerinde KLF4 geni iizerine yapilan bir
calismada KLF4 geninin farkli bir izoformunun, KLF4a, bulundugu tespit edilmis.
KLF4o’nin hiicre i¢i lokalizasyonuna bakildiginda sadece hiicre sitoplazmasinda

bulundugu goriilmiis. Bu tespit genin DNA dizisi ile beraber yorumlandiginda absiirt
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bir sonu¢ degildir. Ciinkii KLF4a izoformunda KLF4 geninde olmasi gereken
lokalizasyon dizisi bulunmadigi i¢in protein hiicre ¢ekirdegine gecememektedir
(137). KLF4 geninin bir TF olarak hiicrenin ¢ekirdegine gegememesinin
fonksiyonlarin1 eda edememesi ile sonuglanmasi kuvvetle muhtemeldir. Ugiinciisii;
KLF4 geni EKH’de ve PBT’nin koken aldigr hiicrelerde farkli yolaklar {izerinden
etki ediyor olabilir. Bu nedenle NANOG geninde bir artis goriilmemis olabilir. Zira
KLF4 geninin farkli tiimor tiplerine gore TSG ya da onkogen olarak davranabildigini

yukarida belirtmistik.

Bu ¢alismada gliomanin MYC geni ekspresyon diizeylerinde normal dokuya gore
istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi. MYC geni yaklasik 20 yildir proto-
onkogen olarak kanserlerle iligkisi bilinen bir transkripsiyon faktoriidiir. Normal
fizyolojik siiregte MYC geni enhancer bolgesi araciligr ile 4000°den fazla lokusta
gen ifadelerini diizenlemektedir. Ayrica 600°den fazla gen ve 45°den fazla
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunda diizeyini eklemektedir (30). Sinir sistemi
gelisiminde de elzem TF’den biridir. MYC nakavt edilmis farelerde sinir siteminin
gelismedigi goriilmiis (138). Noral Kok hiicrelerde MYC over- ekspresyonu
proliferasyonu kamgiladigi (139) ve bir¢ok farkli tiimdrde oldugu gibi gliomlarda da
ekspresyon artisi oldugu gosterilmis (140). Literatiir ile uyumlu olarak; ¢calismamizda
MYC geninin gliomlardaki mRNA diizeylerini normal dokuya gore istatistiksel

olarak anlaml artis tespit edildi.

Kanser kok hiicresinin nasil olustuguna dair farkli 6ngoriiller bulunmaktadir. Bu
ongoriilerden bir tanesi normal bir kok hiicrenin genetik ya da epigenetik faktorlerle
degisime ugrayarak kanser kok hiicresinde doniismesidir. Yine bir diger faktorde
normal kok hiicrelerin iirinlerinin (dokulardaki mutasyonlar ya da ¢evresel faktorler
ki bu faktorler muhtemelen epigenetik faktorlerin tetikleyenleridir) farklilagsarak

kanser kok hiicrelerini olusturmalaridir.

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz SOX2, KLF4, MYC ve POUSFI1 genlerinin
normal beyin hiicrelerinde ekspresyonlarmin diisiik oldugu ya da olmamas1 gerektigi
tahmin edilmekte iken ayni beyin hiicrelerinden koken alan kanserlerde ise son
derece yiiksek seviyede bulunmustur. Bu bulgu bize, acaba beyin hiicrelerinde
tanimlanamayan cevresel faktorlerin etkisiyle bu hiicrelerin ekspresyon paternlerinin

degismesine yol agarak normal bir beyin hiicresini kanser hiicresine ya da kanser kok
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hiicresine ¢evirerek beyin tiimorlerinin olugmasina sebep olabilirler. Bizim

bulgularimiz da bu hipotezi destekelr niteliktedir.

Konuyla ilgili Yamanaka faktorleri ve bu faktorleri etkileyen diger faktorleri iceren
yeni caligsmalarda, eger hipotezimiz dogru ise, beyin tiimorlerinde s6z konusu
genlerin ¢esitli mekanizmalarla susturularak kanser kok hiicresinin durdurulmasi ve

yok edilmesi saglanabilir diisiincesindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada KKH ve diger kok hiicrelerin arasindaki benzerlikten yola ¢ikarak
baktigimiz gen ifadelerinde anlamli farkliliklar tespit ettik PBT olan gliomlarda
1PKH programlamasinda kullanilan 5 farkli genin ekspresyon diizeylerini arastirdik
ve 4 genin ekspresyon diizeylerinde anlamli artis tespit ettik. 1 gende ise anlamli bir
fark bulunamadi. Ozellikle POU5F1 ve SOX2 geninin diizeylerindeki artis bu TF nin
EKH ve sinir sistemi gelisimdeki etkilerinden dolayr onemlidir. KLF4 ve MYC
genindeki artislar literatiir ile uyumlu sonuglar vermistir. Ozellikle KLF4 geninin
literatiirde farkli izoformlar1 olmasi ve farkli tiimorlerde TSG ve onkogen olarak
davranmasi bu genin kontroliiniin karmasikligina isaret etmektedir. NANOG geninde

anlamli fark tespit edilmemistir.

Her ne kadar calismada anlamli sonuglar elde edilmis olsa da ¢alismamizda bazi
kisithliklar mevcuttu. Oncelikle ifade diizeyleri sadece mRNA diizeyinde bakildi.
Protein diizeyinde de arastirma yapilmasi konfirmasyon agisindan ve proteinlerin

hiicre igerisindeki lokalizasyonunu gérme agisindan daha faydali olacaktir.

Ileri de bu genlerin metilasyon diizeyleri, varsa izoformlari, kemoterapotiklerin bu

genler iizerindeki etkileri ve protein ¢alismasi yapilabilir.
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