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Ozet

Amac: Notch sinyal iletisi, embriyonik ve postnatal gelisimde hticre kaderinin belirlenmesi ve kok hiicre devamliliginin saglanmasinda rol
oynar. Eriskinde bu etkilerin gesitli nedenlerle aksamasiyla Notch, onkogen veya tiimér baskilayici gen olarak etki eder. Notch 1 reseptord,
ligantlari Delta 1 ve Jagged 1 hiicre membrani ile baglantili olup embriyogenezis ve malign hastaliklarin gelisim stirecinde etkilidir. Kanser
Kok Hicreleri (KKH), pek cok 6zelligiyle kok hiicreye benzeyen tiimor hiicreleridir. Verapamil, KKH'de “Side Population” (SP) hiicrelerini
tamamen ortadan kaldirabilen bir Ca+2 kanal blokeridir. Verapamil uygulamalarinin embriyonik gelisimde etki mekanizmalarinin belirlen-
mesi, tedaviye direncli KKH’nin yok edilmesi icin yeni tedavi segeneklerinin ortaya konmasinda yol gosterici olabilir.

Yontem: Bu calismada, Verapamil’in sublethal dozlarinin embriyogenezis stirecindeki etkileri fotal bobrekte inceleyerek Notch yolagindaki
olasi degisimlerin gosterilmesi amaglandi. Gebeligin 9. gtintinden (E9) itibaren 2x10mg/kg/gtin Verapamil uygulandiktan sonra (E18) ve (E21)
gtinlerde fotal bobrek dokulari incelendi. Kok hiicreleri icin c-kit reseptor tirozin kinaz (CD 117) ile Notch yolaginda ise Notch 1 resepto-
rii, Delta 1 ve Jagged 1 immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Verapamilin bobrek embriyonik gelisim stirecinde Notch yolagindaki inhibitor etkisinin (E21)'de belirgin olarak arttigi, glomert-
ler ve tiibuler alanlarda c-kit immunoreaktivitesinin azaldigi gortldu.

Sonuc: Verapamilin embriyonik gelisim tzerindeki etkilerinin, KKH’nin yok edilmesi icin yeni tedavi seceneklerinin ortaya konmasinda yol
gosterici olabilecegi dustuntldu.

Anahtar kelimeler: Kanser kok hiicre, notch yolagi, verapamil
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The promising inhibition of the joint embriyonic period in the cancer stem cells and notch pathway
Abstract

Objectives: The Notch signaling plays role to provide determining of cell fate and surviving of stem cell in the embryonic and postnatal
development. The retardation effects of Notch in adult acts as oncogene or tumor suppressor gene. Notch 1 receptor and Notch ligands,
Delta 1 and Jagged 1 interconnect with plasma membrane plays active role in duration of embryogenesis and malign diseases development.
Cancer Stem Cells (CSC) are tumor cancer cells, their many characteristics are similar with stem cells. Verapamil is a calcium canal block-
er which completely disappeared “Side Population” (SP) cells. If effective mechanism of Verapamil enlightened in the embryonic develop-
ment, it could be guide in cancer researches for many new alternative therapies by the way of CSC.

Methods: In our study, we aimed to examine possible changes in the Notch pathway of sublethal doses of Verapamil in the fetal kidney dur-
ing embryogenesis. Verapamil was administrated 2x10mg/kg/day from embryonic 9th day (E9) and fetal kidneys were removed in 18th (E18)
and 21th (E21). C-kit receptor tyrosine kinase (CD 117) for stem cells and Notch 1 receptor, Delta 1 and Jagged 1 ligands in the Notch path-
way was determined by immunohistochemistry.

Results: As a result, inhibitor effect (E21) of Verapamil in Notch pathway was significantly increased, immunoreactivity of c-kit decreased
especially in glomerular and tubular areas in the metanephric kidney.

Conclusion: In conclusion the effects of Verapamil in embryonic development and the correlative mechanism with CSC can be guide for
the treatment of cancer and enable to new alternative therapies.
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daki ortak inhibisyonun tanimlanmasi ve yeni invitro
arastirmalarla desteklenmesiyle kanser tedavisi icin
umut verici gelismeler yasanacaktir. Son yillarda kanser
tedavilerinde dikkati ceken ve tedavide yardimci yeni
hedef molekiillerin ortaya ¢ikmasini saglayan en 6nem-
li gelismelerden biri embriyonik ve tumorojenik yolak-
larin birbirleriyle baglantilarinin kesfedilmesidir [T1,2].
Agresif tumor hucreleri embriyonik projenitorlerle pek
cok karekteristik 6zellik paylasir. Bu tumor hiicrelerinin
plastisitesi ise bir “puzzle” in taglar gibidir. Karisik ve
halen anlasilmaz olan baglanti kok hiicre ve onun cev-
re dokusu arasinda ortaya ¢ikmaktadir ve bu da hiicre
kaderinin belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamak-
tadir. Oncelikle aydinlatilmasi gereken Kok hiicre nasil
bir degisime ugramakta ve onkogeneziste rol almakta-
dir?

Kanser kok hiicresi (KKH) normal kok hiicre ve KKH
arasindaki kendi kendini yenileyebilme mekanizmasin-
daki benzerlikten kaynaklamistir. Her iki tip hiicre de
kendini yenileme ve farklilasma ozelliklerine sahiptir.
Bununla beraber timor dokusu hiicresel fenotip yontiy-
le heterojendir, cogalma potansiyeli ve siiregelen mu-
tasyonlar bu heterojeniteyi kismen aciklar [3,4]. KKH
timor hicresinin kigik bir gurubudur, kendini yenile-
me 6zelligi vardir heterojen timorin bitin bolimlerin-
de gortlebilir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda normal
kemik iliginde primitif CD34 low/neg kok hiicre popu-
lasyonunun oldugu belirlenmistir [5]. Bu alt grup lipofi-
lik boyalari gecirme kapasitesine sahiptir ve karakteris-
tik gortintsleri sebebiyle bu hiicrelere “side population”
(SP) hiicreleri olarak tanimlanir. insan da dahil olmak
Uzere pek cok turde kemik iliginde ve kas dokusunda
belirlenmistir. Ca* kanal blokeri olan Verapamil SP
hiicrelerini tamamen ortadan kaldirabilme 6zelligine
sahiptir. Bu nedenle, Verapamil uygulamalarinin embri-
yonik gelisime etkilerini ve etki mekanizmalarini belir-
lemek, tedaviye direncli KKH’nin yok edilmesi icin ye-
ni tedavi seceneklerinin ortaya konmasinda yol gosteri-
ci olabilir [6,7,8].

Kanserde embriyonik donemde tanimlanan pek cok
yolak kok hiicre gelisimini diizenler. Ornegin Oct-4,
BMP, Janus kinaz ailesi, Notch, SHH, wnt sinyal ileti
yolagi gibi kanser gelisimi ile baglantili yolaklar ayni
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zamanda kok hticrenin kendi kendini yenileme ozelligi-
ni de dizenler. Bunlardan “Notch” geni ilk olarak
1980’lerde Drosophila’da izole edilmistir. Notch geli-
simsel olarak korunan transmembran reseptorlerini kod-
lar ve bu reseptorler birbirinden farkli ama esit olarak
korunmus transmembrana baglanan iki ayri ligant ailesi
tarafindan aktive olurlar. Boylece Notch sinyali hicre-
hiicre baglantisi yoluyla meydana gelir [9].

Bu calismada, Verapamil ile karsilasan SP hticreleri-
nin akim sitometri cihazinda tamamen yok olmasi 6zel-
liginden yola cikilmistir. Embriyonik dénem sonrasi
sublethal dozlarda Verapamil uygulanan sicanlarda,
embriyonik donemde bir kok hiicre belirleyicisi olan
CD 117 (c-kit reseptor tirozin kinaz) ekspresyonundaki
degisimin ve Notch sinyal iletisinde yaptigi degisiklikle-
rin fotal bobreklerde immunohistokimyasal olarak ince-
lenmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem
Deney Modelinin Olusturulmasi

Bu calismada agirliklart 200-250 gr. arasinda degi-
sen bes aylik Wistar-Albino cinsi disi sican kullanildi.
Hayvanlar calismadan bir hafta 6nce deney hayvanlari
iiretme ciftliginden alinarak Ege Universitesi Tip Fakiil-
tesi Deneysel Cerrahi Anabilim Dali laboratuarinda
gruplara ayrilip deneye alindi. Sicanlar oda isisinda ve
12 saat aydinlk, 12 saat karanlik evrede tutulup stan-
dart sican yemi ve cesme suyu ile beslendi. Bu calisma
Ege Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafindan onay-
lanmuistir.

Gruplar E18 Kontrol (n=10), E18 Verapamil (n=8),
E21 Kontrol (n=6) ve E21 Verapamil (n=8) olarak du-
zenlendi. Arastirmanin basinda gebe birakilan sicanlara
dustk olusmasini engelleyecek miktarda uygun Verapa-
mil dozu belirlenmeye calisildi. Yapilan calismalar in-
traperitoneal uygulamada 67 mg/kg/giin verapamil do-
zunun siganlar icin lethal doz oldugunu bildirmektedir.
Bu calismada siganlarda diistik takibi yapilarak sublet-
hal dozlar uygulandi ve gebeligin 9. giininden (E9) iti-
baren 2x10 mg/kg/glin Verapamil’in uygun doz oldugu
belirlendi. Gebe sicanlar E18 ve E21 giinlerde sakrifiye
edilerek fotal bobrek dokulari incelendi.



Doku Takibi ve immunohistokimya

Dokular %4 paraformaldehit (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, U.S.A.) icinde 24saat, 4°C’" de bek-
letildi. Fiksasyon sonunda rutin doku takibine alindi ve
hazirlanan parafin bloklardan 5 pm kesitler (Leica MR
2145) elde edildi. Rutin protokole uygun olarak etanol
serilerinden gecirildi ve immunohistokimyasal analiz
icin hazir hale getirildi. Dokular 6nce distile su ardin-
dan 10 dk. Fosfat tamponlu salin (PBS) uygulandi. Son-
rasinda 50 mM Tris buffer (pH 7,5) icerisindeki % 2 trip-
sin’de (Sigma chemical Co. St. Lois, Missouri, USA)
37°C 15 dk. bekletildi. Kesitlerin ¢evresi Dako pen (Da-
ko, Glostrup, Denmark) ile cizilerek gorinir hale geti-
rildi ve %3 H202 soltisyonunda 15 dk. endojen perok-
sidaz aktivitesi icin bekletildi. Sonrasinda kesitler pri-
mer antikorlar ile inktibe edildi. C-kit (1:100 Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz CA, sc- 168), Notch 1 (1:100
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA, sc-6014),
Jagged 1 (1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz
CA, sc-6011) ve Delta 1 (1:100 Santa Cruz Biotechno-
logy, Santa Cruz CA, sc-8155) antikorlari kullanildi. Ke-
sitler Biotinli sekonder antikorla ve Streptavidin konju-
ge horseradish peroxidase ( herikisi de Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz CA) ile en az 30 dk. inkibe
edildi. Son olarak Diaminobenzidine (DAB) (DeadEnd
Colorimetric TUNEL system, Promega, Madison, USA)
eklendi ve 5dk. kadar beklenerek immunohistokimyasal
isaretlenmesi saglandi. Buttn dilusyonlar ve yikama ba-
samaklarinda PBS kullanildi. Kesitlere Mayer hematok-
silen (Zymed Laboratories, U.S.A.) ile zit boyama yapil-
di. Sudan gecirildikten sonra etanol serilerinden gegiri-
lerek dehidrate edildi. Ksilen ile temizlenerek entellan
(Merck) ile kapatildi. Negatif kontroller icin primer an-
tikor uygulamasindan 6nce yukaridaki protokol uygu-
landi. Pozitif kontroliinde noroblastom kesitleri kullanil-
di. Iimmunoreaktivite, negatif (-), zayif (+), orta (++) ve
gucli (+++) olarak degerlendirildi.

Bulgular

Bu calismada kok hicrelerin embriyogenezis sira-
sindaki degisimi, bir protoonkogen olan ve projenitor
hicre belirleyicisi olarak kullanilan c-kit reseptor tiro-
zin kinaz (CD 117) ile Notch yolagi Notch 1 reseptord,
Delta 1 ve Jagged 1 ligantlarindaki degisiklikler immu-
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nohistokimyasal olarak incelendi. E18 ve E21 ginler-
den alinan orneklerde kontrol gruplarinda c-kit (Sekil
1), bobrek glomertler ve 6zellikle tibuler alanlarda
Notch 1, Jagged 1 ve Delta T immunoreaktiviteleri gic-
[ (+++) olarak bulundu. Deney gruplarinda Verapa-
mil’in metanefrik bobrek gelisimini engelleyici etkisi iz-
lenmedi. Bununla beraber kok hiicre ve Notch yolagi
ile c-kit tzerindeki inhibitor etkisi her iki embriyonik
giinde de gozlendi. (E18) Verapamil gurubunda c-kit
(Sekil 2), Notch 1 ve Delta 1 orta derecede (++) immu-
noreaktivite gosterirken Jagged 1 negatif olarak bulundu
(Sekil 3). (E21) Verapamil uygulanan gruplarda immu-
noraktivitenin belirgin olarak azaldigi saptandi. S6z ko-
nusu bu gruplarda Notch 1’de orta derecede (++) (Sekil
4), c-kit ve Delta 1’de (Sekil 5) zayif (+), Jagged 1’de ise
negatif immunoreaktivite bulundu (Tablo1).

Tartisma

KKH’ne bagli olusan direncin ortadan kaldirarak
kanserin tedavi edilmesini hedefleyen calismalar gide-
rek yogunlagmaktadir (10). Kok hiicre tiplerinin, boliin-
me, kendini yenileme siireclerinde ve hiicre ici sinya-
linde embriyonal dénemden itibaren icerdigi yolaklarin
birbiri ile benzerlikler gostermesi, bununla birlikte em-
briyonal gelisimdeki mekanizmalar ile onkogenetik si-
reg iliskisinin aydinlatilmasi bu ¢alismanin ¢ikis nokta-
sidir [11]. Bu ¢alismada KKH’de etkili oldugu distnd-
len Verapamil’in kok hiicre gelisimi [12] ve Notch sin-
yaline etkisi incelenmistir. Sublethal dozda bobrek geli-
siminde 151k mikroskop diizeyinde gelisim kusuru olus-
turmadan kok hiicre sayisinda azalma ve Notch sinyal
iletisinde degisiklik olusturdugu belirlenmistir.

Normal kok hticreler farkhilasmamis ve 6zellesme-
mis hicrelerdir. Kendilerini yenilerler. Bir veya daha
fazla 6zellesmis hiicre tipine, kendilerine ait olan fonk-
siyonlarini kazanarak dontsurler. Normal kok hiicrenin
belirleyici 6zelligi herhangi bir aktivite gostermeden ve-
ya bolinmeden kalabilme, asimetrik bolinme ve multi-
potent olma ozelligidir. Memelilerde ¢ tip kok hicre
bulunmaktadir. Bunlar embriyonal, germinal ve somatik
(eriskin) kok hucrelerdir [13]. Embriyonal kok hicreler
fertilizasyona ugramis embriyonun 1. bolinmesinden
sonra ortaya cikarlar. Eriskin organlarin tamamina do-
nusebilme yetenekleri vardir. Embriyonik dénem bo-
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yunca embriyonal kok hiicreler sahip olduklari 6zellik-
leri kaybederler ve farklilagsma yetenegi kazanirlar. Eris-
kindeki germinal kok hucreler ovum ve sperm treterek
tremeden sorumludurlar. Somatik kok htcreler sinirli
faklilasma potansiyeline sahiptir ve matir htcrelere
farkhilanirlar. Farkh tiplerdeki kok hicreler farkh 6zel-
likleri vardir ve birbirinden farkli sekillerde prolifere
olurlar. Eriskin kok htcreler olusturduklari organdan
koken alirlar. Uzun stren kopyalanabilme potansiyeli
vardir ve organin hicresel bolimleri arasinda kendini
yenileme ve farklilanma 6zellikleri vardir [13].

SP hiicreleri izole edildikleri dokularda kok hicre
fonksiyonu gosterirler ve transdiferansiye olabilirler
[14]. Bulgular SP hiicrelerinin daha 6nce insan solid tu-
morlerinde tanimlanamayan hticre populasyonu oldu-
gunu gostermistir [8,15]. Bu hiicrelerin yuiksek ilag disa-
ri atma yeteneklerinin MDR1 den farkli olarak ABCG2
ve ABCAS3 igeren ilag tasiyici proteinlerinden kaynak-
landigini gostermektedir [8,16]. Bu sebeple bu malign
hticreler hizli cogalirlar ve pek cok sitotoksik ilaci hiic-
re disina atarlar, boylelikle kemoterapiye direncli hale
gelirler ve hastaligin tekrar etmesine neden olurlar [17].
Kok hiicre subpopulasyonu insanlar da dahil olmak
tzere pek cok memelide Rhodamine 123 ve Hoechst
33342 kullanilarak gosterilebilir. Bu ¢alismada, ilk asa-
mada fertilizasyonun 1. gtiniinden itibaren hayvanlara
enjekte edilen Verapamil gebe sicanlarda 6énlenemez
dustiklere neden olmustur. Bu dustklerin Verapamilin
embriyonik kok hiicre gelisimindeki olumsuz etkiden
kaynaklanmasi olasidir. Ancak 9. giinde verilen Verapa-
mil sonrasinda gebeliklerini devam ettirebilen hayvan-
lara uygulanan ilag uygulamalari olasilikla somatik kok
hiicre gelisiminde degisikliklere neden oldugu disinu-
lebilir. Kok hiicre aktivitesini sadece c-kit ekspresyonu
ile tartigmak tam olarak mumkin degildir. Ancak bu
baslangic calismasinda, kok htcre profili hakkinda bir
miktar bilgi verebilir.

Notch sinyal iletisinin embriyonik gelisimde oldugu
kadar kanser gelisiminde de rol oynadiginin ortaya kon-
mus olmasi ve butiin bu yolagin kok hiicre ile baglanti-
sinin kurulmasi bilim gevrelerinin bu molekiile olan il-
gisini arttirmistir (18). Memelilerde Drosophila Serrata
[19] ile iliskili 4 adet Notch reseptorii (Notch 1-4) ve 5
ligant vardir (Delta-like 1,3,4 ve Jagged 1-2) vardir [20].
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Notch sinyali embriyonik donemde, hiicre kaderinin
belirlenmesinde ¢cok 6nemli bir role sahip olup solucan-
dan insana kadar tim evrim sirecinde korunur. Aktive
Notch sinyali kok hiicre proliferasyonunu ve farkhlas-
masini etkiler [21].

Onceki kanser modellerinde hiicrelerin 6nleneme-
yen biyimesinin bir seri genetik kazanim sonunda ol-
dugu dustinilmekteydi. Bu genetik aktivasyonlarin hiic-
relerin proliferasyon potansiyellerini artmasi, proliferas-
yonu inhibe eden genlerin sessizlesmesi ve programli
hiicre 6limine ait genlerin by-pass edilmesi seklinde
ortaya c¢iktigi distundliyordu [22,23]. KKH hipotezinde,
timor progresyonundaki diger anahtar rol kok hiicre ye-
nilenmesine ait genlerin diizenlenmesindeki degisiklik-
lerdir.

Birbirleriyle benzer 6zelliklere sahip kok hicre alt
gruplari ve onkogenezis ile paralel sinyal ileti molekul-
leriyle devamliligi saglanan embriyonal gelisimin ceva-
bi aranan sorularin aciga cikmasinda yardimi olacaktir.
KKH’deki SP hiicrelerini ortadan kaldiran Verapamil’in
Notch sinyal yolagina ve kok hiicre gelisimine onkoge-
netik stirecte oldugu gibi embriyo doneminde de etkisi
vardir. ileri calismalarla bu molekiiller ile KKH ve em-
briyogenezis iliskisinin aydinlatiimasi kanser tedavisin-
de yeni modellerin ortaya ¢ikmasina yardimci olabile-
cek niteliktedir.
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