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IR spektroskopi kullanilarak in vitro meme kanser kok

hiucrelerinin arastiriimasi

Investigation of breast cancer stem cells in vitro by using IR spectroscopy
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Oz

Amag: Kanser kok hicreleri (KKH), timoér icinde kendi kendilerini yenileme ve diger hicre tiplerine
farklilasabilme kapasitesi sebebiyle timaorin baslamasi, ilerlemesi, niksetmesi, metastaz ve terapétik
dirence yol agmaktadir. Bu nedenle, meme kanser kék hicrelerinin (MKKH) karakteristik 6zelliklerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu ¢alismanin amaci, MKKH’lerin akis sitometrisi ile izole edildikten sonra
Fourier donisimli  kizildtesi  (FTIR)  spektroskopisi  kullanarak  hiicre  biyokimyasindaki
farkhlagmalarinin molekiler seviyede arastiriimasidir.

Gere¢ ve Yontem: MCF-7 meme kanser hiicre hattindaki CD44+/CD24- yilizey belirte¢ ozelligi
gOsteren MKKH'ler akis sitometrisi ile izole edilmistir. MCF10A, MCF-7 kanser hucre (KH) hatti ve bu
hattan izole edilen CD44+/CD24- ylizey belirte¢ 6zelliklerine sahip MKKHler %0,9 NaCl igerisine
resuspanse edildikten sonra FTIR spektrometre ile élgtlmustdr.

Bulgular: MCF-7 icerisindeki CD44+/CD24- yluzey belirte¢ 6zelligine sahip KKH’lerinin sort orani
%2,0-2,3 olarak belirlenmistir. Elde edilen FTIR spektrumlarinda, MKKH, meme kanser hicreleri (KH,
non-KKH, bulk populasyon) ve saglikh hiicreler arasinda spektral benzerlikler ve farkhliklar tespit
edilmigtir. MKKH’lerde lipit ve protein sinyalleri daha gucld olup hicre zarn akiskanhgr ve dinamigi
fazladir. Saghkh hucreler ile kiyaslandiginda, KH’lerde a-helikal proteinler ve DNA sinyallerinde
azalmaya karsin negatif yukli karboksil gruplarindan kaynaklanan sinyallerde artis gdézlenmektedir. Bu
veriler, MKKH’lerin, saglikli ve KH’lere kiyasla yapi, icerik ve dinamigi bakimindan oldukg¢a farkh bir
profil sergiledigini gdstermektedir.

Sonug: Bu calisma, MKKH’lerinin molekuler yapisi ve igerigindeki degisikliklerin incelemesi vasitasiyla
terapotik hedefli ilag calismalari yapilabilecedini ortaya koymaktadir. FTIR spektroskopisi boyar madde
gerektirmeden, hassas ve hizli dlgim alinmasi, 6érnek hazirlamada kolaylik ve az miktarda érnek
gerektirmesi sebebiyle ileri hiucre ¢alismalarinda ve medikal alanda biyolojik érneklerin analizlerinde
kullanilabilecegdi de gosterilmistir.

Anahtar Sozcukler: Meme kanseri, kanser kok hticresi, FTIR spektroskopisi, hiicre zari akiskanhgi.

Abstract

Aim: Cancer stem cells (CSCs) lead to tumor initiation, progression, relapse, metastasis and
therapeutic resistance due to the ability of tumor to self-renewal and differentiate into other cell types.
Therefore, the characteristic features of breast CSCs need to be determined in detail. The aim of this
study was to investigate the differences in cell biochemistry at the molecular level by using Fourier
transform infrared (FTIR) spectroscopy after breast CSCs were isolated with flow cytometry.
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Materials and Methods: Breast CSCs with CD44+/CD24- surface marker properties in the MCF-7
cancer cell lines were isolated by using flow cytometry (FACS). MCF10A, MCF-7 breast cancer cell
line (cancer non-stem cells or non-CSCs) and breast CSCs were re-suspended into 0.9% NacCl, and
each cell type was measured with the FTIR spectrometer.

Results: The portion of breast CSCs with CD44+/CD24- surface marker properties in MCF-7 was 2.0-
2.3%. In the FTIR spectra, spectral similarities and differences among breast CSCs, non-CSCs and
healthy cells were determined. In breast CSCs, the lipid and protein signals are quite strong
accompanied with an increased cell membrane fluidity and dynamics. When non-CSCs are compared
with healthy cells, a less amount of both a-helical proteins and DNA is detected while an increase in
the signals of negatively charged carboxyl groups is noticed. These data clearly show that breast
CSCs exhibit a very different profile in terms of structure, content and dynamics of cellular
macromolecules compared to both non-CSCs and healthy cells.

Conclusion: Drug studies (targeted therapy, drug-action mechanism) can be performed by examining
small changes in the molecular structure and content of breast CSCs. This study shows that FTIR
spectroscopy can be used in advanced cell studies as well as in the analysis of biological samples in
medical field due to rapid, label-free and accurate measurement without complex sample preparation
procedures.

Keywords: Breast cancer, cancer stem cell, FTIR spectroscopy, cell membrane fluidity.

Giris blyik oranlarda degisime ugramaktadir (6, 7). Bu
Uluslararasi  Kanser  Aragtirmalari  Ajansi ~dedisimlerin ortaya cikariimasi hastaligin erken
(GLOBOCAN) tarafindan 2018 yilinda yayinlanan ~ tani ~ ve tedavisinde  6nemli  avantajlar
kanserle ilgili istatistikler ile kadinlarda meme Sadlamaktadir.

kanserinin oldukga yaygin oldugu ve kansere Bir titresim  spektroskopisi olan  Fourier
bagli 6lim nedenleri arasinda oldukga 6nemli bir ~ déndsimli  kizildtesi  (FTIR)  spektroskopisi
yere sahip oldugu rapor edilmistir (1). Tani ve  molekdlllerin fonksiyonel gruplari ile molekdl

tedavideki son gelismelere ragmen, hastaligin
mortalitesinin 2020 yilina kadar %20 oraninda
artmasi beklenmektedir (1, 2). Nuks etme,
metastaz ve tedaviye diren¢ kanser tedavisindeki
basarisizigin en énemli nedenleri arasindadir.

Kanser kok hcreleri (KKH), timor iginde kendi
kendilerini yenileme (self-renewal) ve diger hicre
tiplerine farklilasabilme kapasitesi ylksek olan
kuguk bir alt popllasyonunu olugturmaktadir (3).
Meme timdrlerinde, kok hicre o6zelliklerini
gosteren kiguk hiicre popllasyonu meme kanser
kok hicreleri (MKKH) olarak bilinmektedir.
MKKH’ler timorin baslamasi, ilerlemesi, niks ve
metastazindan sorumludur (3, 4). MKKH’ler
yuksek  ALDH aktivitesinin yani sira,
CD44+/CD24- fenotipik ozellikleri ile
karakterizedir. CD44+/CD24- 06zellige sahip
populasyonun daha timdrojenik oldugu ve
normal koék hicrelere benzer 6zellikler sergiledigi
gOsterilmistir (5).

Vicuttaki hucre tipleri kendi i¢c dinamikleri veya
cevresel faktdrlerin etkisi ile farkli davranis
paternleri sergilemektedir. Bu durum blylk
oranda hucresel makromolekillerin degisimleri ile
iliskilendiriimektedir. ~ Normal hucreler veya
dokular kanserlesme surecine girdiginde
makromolekdillerin igeridi ve yapisal konformasyonu
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ici/molekiller arasi baglar hakkinda dogrudan
bilgi saglamaktadir. IR spektroskopi doku, hicre
ve diger biyolojik &rneklerin arastirmalarinda
yaygin olarak kullanilan biyofiziksel tekniklerden
biridir (8-16). Bu c¢alismamizda, MCF-7 meme
kanser hucre hattindaki CD44+/CD24- ylzey
belirte¢c Ozelligi gdésteren MKKH’lerin  akis
sitometrisi ile izole edildikten sonra FTIR
spektroskopisi  ile  hicre  biyokimyasindaki
farklilagsmalarinin ortaya ¢ikariimasi ve molekuler
mekanizmanin aydinlatiimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem
Hlicre kdltiirdi

Amerikan Tip Kdultir Koleksiyonundan (ATCC)
temin edilen MCF10A saglikli meme epitel
hicreleri ve MCF-7 insan meme kanser hucre
hatti kullaniimistir. MCF10A hicreleri 25 cm?lik
steril filtreli flask icerisinde %5 at serum, epitelyal
biyime faktéri (EGF) (20 ng/ml), insdlin (10
pg/ml), hidrokortizon (0,5 mg/ml), kolera toksini
(100 ng/ml) ve penisilin/streptomisin (100 pg/ml)
bulunan DMEM/F12 besi ortami icerisinde
cogaltilmistir. MCF-7 hicre hattinin Uretilmesi ve
cogaltiimasi amaciyla igerisinde %10 oraninda
eklenmis 1s1 ile inaktive edilmis fetal bovin
serumu ile penisilin/streptomisin (100 pg/ml)
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bulunan RPMI-1640 besi ortami kullaniimigtir.

Hucreler 37°C'de, %5 CO, ve nem iceren
inkiibatorde  ¢ogaltilmistir.  Huicrelerin  genel
durumlart  “inverted” mikroskopta izlenmigtir.
Yaklagik %80-85’in Uzerindeki hlcre
yogunlugunda pasajlama islemi

gerceklestirilmistir.

CD44+/CD24- MKKH'lerin izolasyonu

Kanser kok hiicre izolasyonunda CD44 ve CD24
hicre ylzey belirtecleri kullaniimistir. MCF-7
hicre hattindaki CD44+/CD24- fenotip 6zelligine
sahip olan hiicre populasyonu floresan aktif
hicre ayirma (FACS) ile izole edilmistir. Tripsin
ile flask ylzeyinden kaldirilan hicreler icerisinde
%0,5 bovin serum albimin bulunan fosfat
tamponu ile yikanmistir.  Hucreler (1x105
hicre/ml) 10’ar uyl FITC isaretli CD44 ve PE
isaretli CD24 antikorlar ile karanlik ortamda
+4°C’de 10 dakika inklibe edilmistir. Sonrasinda,
hicreler FACS tamponu ile (¢ defa yikanarak
FACS Aria akis sitometrisi (BD Biosciences,
USA) kullanilarak CD44+/CD24- 6zelligine sahip
olan hucrelerin ayirimi yapilmistir.

Hiicre 6rneklerinin FTIR igin hazirlanmasi

MCF10A, MCF-7 hicre hatti ve bu hattan izole
edilen CD44+/CD24- hucreleri  ortamdaki
hicresel atiklarin  uzaklasgtirlmasi amaciyla
(1x10° hiicre/ml) %0,9 NaCl icerisinde ii¢ defa
yikanmistir. Hucreler 1000 rpm’de 5 dakika
santrifij edildikten sonra izotonik sollsyon
icerisinde yeniden ¢ézdurulmugtir.

ATR-FTIR olgiimleri

MCF-7 kanser hicresi (insan meme
adenokarsinoma hiicre) ve MCF10A saglikl
hicre (insan meme timorojenik olmayan epitel
hicre) hatti kullanilimistir. MCF-7 akis sitometrisi
ile ayirt edildikten sonra hicre alt-populasyonlari
(MKKH, KH), DLATGS detektoru ile donatiimis
ve zayiflatiimis toplam yansima (ATR) unitesine
sahip IRTracer-100 FTIR  spektrometresi
(Shimadzu, Japonya) ile olglimustir. Hucre
stispansiyonunun 1,8 pl'si (~1x10° hiicre/ml) ATR
kristali Gzerinde ~12 dakika kurutulmaya
birakilmistir. Bagimsiz olarak yetistirilen her bir
kiltirden alinan G¢ numune farkli zamanlarda
ucer kez kaydedilerek FTIR olgimleri G¢ kopya
halinde gerceklestirilmistir. Her interferogram igin
4 cm™ spektral ¢oziiniirliikte toplam 128 tarama
ortalamasi alinmistir. Arka plan spektrumu olarak
ATR kristali bos oldugunda hava spektrumu
kaydedilmigtir (8, 10, 17).
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FTIR veri analizleri

Hicre orneklerinin spektrumlari spektrometre
yazillm programi LabSolutions (Shimadzu,
Japonya) ile kaydedildikten sonra, spektral
Oniglem, ikinci derece tirev spektrumlari, fark
spektrumlari ve Student t-testleri MATLAB altinda
c¢alisan ‘Kinetics’ yazilimi ile gergeklestirilmistir
(8, 10, 17). Oncelikle, 1562—1555 cm™ bandi

referans  alinarak hicre  spektrumundaki
atmosferik su buhari sinyalleri ¢ikariimistir. Tim
spektrum  Uzerinde  “baseline  dizeltmesi”

yapildiktan sonra 1585-1483 cm™ bandi esit alan
icin normalize edilmigtir. Her bir hiicre 6rnegi igin
on islem gbérmis (baseline dizeltimis ve
normalize edilmis) absorbans spektrumlarinin (en
az 15 spektrum) ortalamasi alinmigtir.

Bulgular
CD44+/CD24- meme KKHlerinin izolasyonu

Kanser kok hicreleri spesifik hiicre yizey
belirteglerine gore izole edilmektedir.
Calismamizda, MCF-7 meme kanser hiicre hatti
icerisindeki CD44+/CD24- vylzey Oozelliklerine
sahip olan hucreler akis sitometrisi kullanilarak
izole edilmistir (Sekil-1). CD44+/CD24- “sort”
oranlari %2,0-2,3 arasinda degisirken, bunun
disinda kalan hlcre popllasyon  (bulk
poplilasyon) oranlar %97,7-98 arasindadir. islem
sonrasinda, elde edilen hicrelerin saflik
dlzeylerin akis sitometrisi ile kontrol edilmis olup
“sort” isleminden sonra saflik oranlari>90’dir.
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Sekil-1. Meme kanser hiicre hatti (MCF-7) icerisindeki

CD44+/CD24-  o6zelligine  sahip MKKH
populasyonunun akis sitometrisi ile
izolasyonu.

ATR-FTIR sonuglari

Kanser kok hicrelerinin, kdk hicre olmayan
meme kanser hucrelerinin (KH) ve saglikli meme
hicrelerinin ~ tim  spektrumlar  Sekil-2A’da
gOsterilmistir. Bu grafikten elde edilen FTIR-
ortalama absorbans spektrumlari her bir hicre
ornegi (MKKH, KH, saglkli) icin S$ekil-2B’de
verilmigtir. Huicresel makromolekdllerin
fonksiyonel gruplarin bag titresimlerine karsilik
gelen gugli IR sinyalleri grafikte 3015-2800 ve
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1800-800 cm™ spektral araliginda gdsterilmis
olup; 3015-2800 cm™ araliginda lipit (cogunlukla)
ve proteinlerin CH,/CH; yapilari, 1720-1760 cm’
“de lipit ester C=O yapilari, 1700-1600 cm™de
protein C=0 yapilari (Amid [), 1250-1190 cm™de
PO, yapilar (nukleik asitler, fosfolipitler), 1190-
800 cm™ araliginda ise seker gruplarinin
(glikojen, oligosakkaritler) COH ve CC yapilari
gorulmektedir.
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Sekil-2. MKKH’lerin, kdk hiicre olmayan meme kanser
hicrelerinin (KH) ve meme saglikli hiicrelerin
(A) absorbans FTIR spektrumlari (3015-2800
ve 1800-800 cm™ spektral araliginda). (B)
KKH, KH ve saglkh hicrelerin (A)dan
hesaplanan ortalama absorbans spektrumlari

ve Student t-testi (her dalga boyunda
0=%0,1'lik anlamlilk seviyesine sahip).
Spektrum (izerindeki noktalar istatistiksel

olarak anlamli farklar ifade eder. Daha iyi
okunabilirlik igin  spektrumlar absorbans
skalasinda dengelenmistir (rescaled).

Meme kanser kok hicreleri,
hicreler arasinda spektral benzerlikler ve
farkliliklar gorilmektedir (Sekil-2B). Bu
farklilasmalar lipit bolgesinde (3000-2800 cm™)
daha belirgin olup, MKKH’ye ait lipit sinyalleri
diger hicrelere gére daha gugludir. Protein ve
‘fingerprint’ bolgelerindeki kiguk farkliliklari tespit
edebilmek amaciyla FTIR-fark spektrumuna
ihtiyag vardir (17). FTIR-fark spektrumlari, farkh
hicre tipleri ve alt popilasyonlari i¢in ortalama
absorbans spektrumlarinin birbirinden
matematiksel olarak ¢ikartiimasiyla elde edilmis
olup (MKKH)-(KH), (MKKH)-(Saghkli htcre) ve

KH ve saglkl
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(KH)-(Saghkli  hucre) seklinde gdsterilmistir
(Sekil-3). (MKKH)-(KH) fark spektrumunda,
KH’lere kiyasla MKKH’lerde lipit, protein, nukleik
asit ve karbonhidrat yapilarindan kaynaklanan
3015-2800, 1743, 1657, 1548, 1223, 1178, 1140,
1090 ve 1040 cm™de pozitif pikler dikkat
cekmektedir (Sekil-3a). IR sinyallerin pozitif
yonde artis gostermesi biyomolekdllerin miktari
ile dog@rudan iligkilidir. (MKKH)-(Saglikli htcre)
fark spektrumunda yine MKKH’lerde benzer
biyomolekdllerinin IR sinyallerinde artis
gézlenmektedir (Sekil-3b). KH'ler ve saglikl
hicreler karsilastirildiginda, MKKH’lerde 1000-
800 cm™ araliginda negatif ve poxzitif yonlerde
kiguk spektal farkhilagsmalar gortlmektedir. Bu
bélgedeki IR sinyalleri nukleik asitlerin seker-
fosfat omurgasindaki C-C, C-O, O-P-O
gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. MKKH’lerde
3010 cm™de (olefinik, =CH) sinyal artisi
g6zlenmektedir. Ayrica, MKKH’lerde 1743 cm™
(lipit ester C=0) ve 1176 cm™ (trigliserit,
kolesterol esterleri) bantlarinda eszamanli pozitif
pikler goérulmektedir. (KH)-(Saghkli hucre) fark
spektrumunda ($ekil-3c), spektral farklliklar
protein (1659, 1540 cm™) ve niikleik asitler
(1250-1180 cm™, 1085-1020 cm™: fosfodiester
bag titresimleri) bdlgelerindeki negatif
sinyallerden ibarettir. Buna karsin, KH’lerde 1570
ve 1405 cm™de artis gdsteren COO™ (negatif
yukli karboksil) gruplardan kaynaklanan pozitif
sinyaller g6zlenmektedir.
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Sekil-3. MKKH’lerin, koék hiicre olmayan meme kanser
hicrelerinin (KH) ve meme saglikl hicrelerin
FTIR-fark spektrumlari ve Student t-testi. (a)
(MKKH)-(KH), (b) (MKKH)-(Saglikli hiicre) ve
(c) (KH)-(Saglikh hiicre). FTIR-fark spektrumlari,
ortalama absorbans spektrumlarinin birbirinden
matematiksel olarak ¢ikariimasiyla elde
edilmistir. Student t-testi her dalga boyunda

a=%0,1'lik anlamliik seviyesine sahiptir.
Spektrum  Uzerindeki kirmizi noktalar
istatistiksel olarak anlaml farklilagsmayi ifade
eder.
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FTIR-ikinci derece tlrev spektrumlarinda (Sekil-
4), 3025-2825 cm™ spektral araliginda alinan

pikler doymus/doymamis lipitlerden
kaynaklanmaktadir. Lipit agcil CH,/CHj3
sinyallerinin incelenmesi hlcre zarinin
biyofiziksel Ozellikleri/dinamigi hakkinda

dogrudan bilgi vermektedir (10). Olefinik (=CH)
doymamis lipitler MKKH’lerde 3010 cm™de genis
ve artan bir bant verirken (Sekil-4b), KH ve
saglikli hicrelerde 3007 cm™de pik vermektedir
(Sekil-4a ve 4c). KH ve saglikli hiicrelere karsin,
MKKH’lerde CH, asimetrik ve simetrik gerilme
vibrasyonlarindan kaynaklanan bant pozisyonlari
yuksek dalga sayisina (upshifted) kaymaktadir
(MKKH igin  Vva(CHo): 2921,9 cm™; vg(CHy):
2851,8 cm™). Bu durum, MKKHlerin daha
dlzensiz lipit yapisina sahip oldugunu,
dolayisiyla hicre zarinin akiskanligini/dinamigini

gostermektedir.
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Sekil-4. (a) Meme kanser hicrelerinin (KH), (b)
MKKH’lerin ve (c) meme saglikli hiicrelerinin
FTIR ikinci derece tiirev spektrumlar (3025-
2825 cm™ spektral arahiginda). ikinci derece
tirev  spektrumlarn  $ekil-3'teki  ortalama
absorbans spektrumlarindan elde edilmistir.

Tartisma

Kanser kok hucreleri morfolojik, fonksiyonel ve
molekuiler agidan timoér dokusu igerindeki diger
hicrelerden farkli 6zellikler sergilemektedir. Bu
Ozelliklerin ortaya ¢ikarilmasi kanser tani ve
tedavisi icin 6nem arz etmektedir. Kanser kok
hicrelerinin  hayatta kalma ve yayllmasinda
avantaj saglayan molekiler yapi 6zelliklerini
anlamak, potansiyel hedef noktalarinin
belilenmesini  saglayacaktir.  Calismamizda,
MKKH’lerin saglikh hiicrelerden ve timor dokusu
icerisindeki diger hicre populasyonundan farkli

kilan makromolektl profillerinin  belirlenmesi
amaclanmaktadir.
Kanser kok hicreleri normal ve farklilasmis

hucrelere kiyasla farkli metabolik profiller
sergilemektedir. Proliferasyon kapasitesi oldukca
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yiuksek olan KKH’lerin yasamlarini strdirdigui
mikro cevresel kosullar yetersiz kan damari,
hipoksi, asidik ve besin yoninden zayif ortamlar
olarak karakterize edilebilir. Bu nedenle,
KKH’lerin mikro ortamlarda hayatta kalabilmek
icin hucresel biyoenerjisini etkili bir sekilde
adapte etmesi gerekmektedir. Protein, lipit,
karbonhidrat yapilarindaki degisim ile karakterize
edilen metabolik yeniden dlzenleme ayni
zamanda hlcre sinyal yolak akisini dnemli
Olgude etkilemektedir (18).

Lipit sentez, lipit satlirasyon dizeyleri ve yag
asidi oksidasyonundaki degisikliklerin timi KKH
metabolizmasinin dizenlemesinde 6nemli roller
oynamaktadir (19-21). Lipit metabolizmasindaki
degisiklikler, KKH’lerin sadece enerji ihtiyaci ve
biyokitle Uretimini kargilamakla kalmaz ayni
zamanda birgok énemli onkogenik sinyal yolunun
aktivasyonuna da katkida  bulunmaktadir.
Calismada elde edilen lipit profilleri MKKH’lerin
hem saglikh hicre hem de KH’lere kiyasla farkh
Ozelliklere sahip oldugunu goéstermistir. En
belirgin farkhliklar doymamis yad asitlerinde
saptanmistir. KKH’lerinde doymamis yag asit
duzeylerindeki artis birgok biyolojik fonksiyon ile
iliskilendirilebilir. Lipitlerinin doymusluk duzeyi
hlcre zar akigkanhgini etkilemektedir. Hlicre zari
mekanik &zellikleri hiicre bdlinmesi, migrasyon,
metastaz ve sinyal iletimi igin kritiktir (21, 22).
Yapilan bir galismada, hlicre zari akigkanlhiginin

azaltilmasinin  meme kanserinin  metastatik
kapasitesini olumsuz yonde etkiledigi
gosterilmigtir (23).

Sonug

Bu calismadan elde ettigimiz sonuclar,

MKHH’lerin, saghkh ve KH'lere kiyasla vyapi,
icerik ve dinamigi bakimindan oldukg¢a farkli
Ozellikler  sergiledigini ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte bu calismamiz, etiketsiz (label-
free), hizli ve hassas Olcim alinmasi, 6rnek
hazirlama kolayligi ve az miktarda 6rnek
gerektirmesi sayesinde kanser tani ve tedavisi
amaciyla ileri hicre c¢alismalarinda ve medikal
alanda FTIR tekniginin  kullanilabilecegini
gOstermektedir.
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