
anser kök hücresi (KKH)’ne ba¤l› oluflan direncin
ortadan kald›r›larak kanserin tedavi edilmesini he-

defleyen çal›flmalar giderek yo¤unlaflmaktad›r. Embri-
yonik dönemden itibaren Kök Hücre ve Notch yola¤›n-
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Özet
Amaç: Notch sinyal iletisi, embriyonik ve postnatal geliflimde hücre kaderinin belirlenmesi ve kök hücre devaml›l›¤›n›n sa¤lanmas›nda rol
oynar. Eriflkinde bu etkilerin çeflitli nedenlerle aksamas›yla Notch, onkogen veya tümör bask›lay›c› gen olarak etki eder. Notch 1 reseptörü,
ligantlar› Delta 1 ve Jagged 1 hücre membran› ile ba¤lant›l› olup embriyogenezis ve malign hastal›klar›n geliflim sürecinde etkilidir. Kanser
Kök Hücreleri (KKH), pek çok özelli¤iyle kök hücreye benzeyen tümör hücreleridir. Verapamil, KKH’de “Side Population” (SP) hücrelerini
tamamen ortadan kald›rabilen bir Ca+2 kanal blokeridir. Verapamil uygulamalar›n›n embriyonik geliflimde etki mekanizmalar›n›n belirlen-
mesi, tedaviye dirençli KKH’nin yok edilmesi için yeni tedavi seçeneklerinin ortaya konmas›nda yol gösterici olabilir.
Yöntem: Bu çal›flmada, Verapamil’in sublethal dozlar›n›n embriyogenezis sürecindeki etkileri fötal böbrekte inceleyerek Notch yola¤›ndaki
olas› de¤iflimlerin gösterilmesi amaçland›. Gebeli¤in 9. gününden (E9) itibaren 2x10mg/kg/gün Verapamil uyguland›ktan sonra (E18) ve (E21)
günlerde fötal böbrek dokular› incelendi. Kök hücreleri için c-kit reseptör tirozin kinaz (CD 117) ile Notch yola¤›nda ise Notch 1 reseptö-
rü, Delta 1 ve Jagged 1 immunohistokimyasal olarak de¤erlendirildi. 
Bulgular: Verapamilin böbrek embriyonik geliflim sürecinde Notch yola¤›ndaki inhibitör etkisinin (E21)’de belirgin olarak artt›¤›, glomerü-
ler ve tübüler alanlarda c-kit immunoreaktivitesinin azald›¤› görüldü. 
Sonuç: Verapamilin embriyonik geliflim üzerindeki etkilerinin, KKH’nin yok edilmesi için yeni tedavi seçeneklerinin ortaya konmas›nda yol
gösterici olabilece¤i düflünüldü. 

Anahtar kelimeler: Kanser kök hücre, notch yola¤›, 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.

Key words: Cancer stem cells, notch pathway, verapamil 
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daki ortak inhibisyonun tan›mlanmas› ve yeni invitro
araflt›rmalarla desteklenmesiyle kanser tedavisi için
umut verici geliflmeler yaflanacakt›r. Son y›llarda kanser
tedavilerinde dikkati çeken ve tedavide yard›mc› yeni
hedef moleküllerin ortaya ç›kmas›n› sa¤layan en önem-
li geliflmelerden biri embriyonik ve tumorojenik yolak-
lar›n birbirleriyle ba¤lant›lar›n›n keflfedilmesidir [1,2].
Agresif tumor hücreleri embriyonik projenitörlerle pek
çok karekteristik özellik paylafl›r. Bu tumor hücrelerinin
plastisitesi ise bir “puzzle” ›n tafllar› gibidir. Kar›fl›k ve
halen anlafl›lmaz olan ba¤lant› kök hücre ve onun çev-
re dokusu aras›nda ortaya ç›kmaktad›r ve bu da hücre
kaderinin belirlenmesinde çok önemli bir rol oynamak-
tad›r. Öncelikle ayd›nlat›lmas› gereken Kök hücre nas›l
bir de¤iflime u¤ramakta ve onkogeneziste rol almakta-
d›r? 

Kanser kök hücresi (KKH) normal kök hücre ve KKH

aras›ndaki kendi kendini yenileyebilme mekanizmas›n-

daki benzerlikten kaynaklam›flt›r. Her iki tip hücre de

kendini yenileme ve farkl›laflma özelliklerine sahiptir.

Bununla beraber tümör dokusu hücresel fenotip yönüy-

le heterojendir, ço¤alma potansiyeli ve süregelen mu-

tasyonlar bu heterojeniteyi k›smen aç›klar [3,4]. KKH

tümör hücresinin küçük bir gurubudur, kendini yenile-

me özelli¤i vard›r heterojen tümörün bütün bölümlerin-

de görülebilir. Son y›llarda yap›lan çal›flmalarda normal

kemik ili¤inde primitif CD34 low/neg kök hücre popu-

lasyonunun oldu¤u belirlenmifltir [5]. Bu alt grup lipofi-

lik boyalar› geçirme kapasitesine sahiptir ve karakteris-

tik görünüflleri sebebiyle bu hücrelere “side population”

(SP) hücreleri olarak tan›mlan›r. ‹nsan da dahil olmak

üzere pek çok türde kemik ili¤inde ve kas dokusunda

belirlenmifltir. Ca+2 kanal blokeri olan Verapamil SP

hücrelerini tamamen ortadan kald›rabilme özelli¤ine

sahiptir. Bu nedenle, Verapamil uygulamalar›n›n embri-

yonik geliflime etkilerini ve etki mekanizmalar›n› belir-

lemek, tedaviye dirençli KKH’nin yok edilmesi için ye-

ni tedavi seçeneklerinin ortaya konmas›nda yol gösteri-

ci olabilir [6,7,8].

Kanserde embriyonik dönemde tan›mlanan pek çok

yolak kök hücre geliflimini düzenler. Örne¤in Oct-4,

BMP, Janus kinaz ailesi, Notch, SHH, wnt sinyal ileti

yola¤› gibi kanser geliflimi ile ba¤lant›l› yolaklar ayn›

zamanda kök hücrenin kendi kendini yenileme özelli¤i-

ni de düzenler. Bunlardan “Notch” geni ilk olarak

1980’lerde Drosophila’da izole edilmifltir. Notch geli-

flimsel olarak korunan transmembran reseptörlerini kod-

lar ve bu reseptörler birbirinden farkl› ama eflit olarak

korunmufl transmembrana ba¤lanan iki ayr› ligant ailesi

taraf›ndan aktive olurlar. Böylece Notch sinyali hücre-

hücre ba¤lant›s› yoluyla meydana gelir [9]. 

Bu çal›flmada, Verapamil ile karfl›laflan SP hücreleri-

nin ak›m sitometri cihaz›nda tamamen yok olmas› özel-

li¤inden yola ç›k›lm›flt›r. Embriyonik dönem sonras›

sublethal dozlarda Verapamil uygulanan s›çanlarda,

embriyonik dönemde bir kök hücre belirleyicisi olan

CD 117 (c-kit reseptör tirozin kinaz) ekspresyonundaki

de¤iflimin ve Notch sinyal iletisinde yapt›¤› de¤ifliklikle-

rin fötal böbreklerde immunohistokimyasal olarak ince-

lenmesi amaçlanm›flt›r.

Gereç ve Yöntem
Deney Modelinin Oluflturulmas›

Bu çal›flmada a¤›rl›klar› 200-250 gr. aras›nda de¤i-

flen befl ayl›k Wistar-Albino cinsi difli s›çan kullan›ld›.

Hayvanlar çal›flmadan bir hafta önce deney hayvanlar›

üretme çiftli¤inden al›narak Ege Üniversitesi T›p Fakül-

tesi Deneysel Cerrahi Anabilim Dal› laboratuar›nda

gruplara ayr›l›p deneye al›nd›. S›çanlar oda ›s›s›nda ve

12 saat ayd›nl›k, 12 saat karanl›k evrede tutulup stan-

dart s›çan yemi ve çeflme suyu ile beslendi. Bu çal›flma

Ege Üniversitesi Hayvan Etik Kurulu taraf›ndan onay-

lanm›flt›r.

Gruplar E18 Kontrol (n=10), E18 Verapamil (n=8),

E21 Kontrol (n=6) ve E21 Verapamil (n=8) olarak dü-

zenlendi. Araflt›rman›n bafl›nda gebe b›rak›lan s›çanlara

düflük oluflmas›n› engelleyecek miktarda uygun Verapa-

mil dozu belirlenmeye çal›fl›ld›. Yap›lan çal›flmalar in-

traperitoneal uygulamada 67 mg/kg/gün verapamil do-

zunun s›çanlar için lethal doz oldu¤unu bildirmektedir.

Bu çal›flmada s›çanlarda düflük takibi yap›larak sublet-

hal dozlar uyguland› ve gebeli¤in 9. gününden (E9) iti-

baren 2x10 mg/kg/gün Verapamil’in uygun doz oldu¤u

belirlendi. Gebe s›çanlar E18 ve E21 günlerde sakrifiye

edilerek fötal böbrek dokular› incelendi.
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Doku Takibi ve ‹mmunohistokimya

Dokular %4 paraformaldehit (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, U.S.A.) içinde 24saat, 4°C’ de bek-
letildi. Fiksasyon sonunda rutin doku takibine al›nd› ve
haz›rlanan parafin bloklardan 5 μm kesitler (Leica MR
2145) elde edildi. Rutin protokole uygun olarak etanol
serilerinden geçirildi ve immunohistokimyasal analiz
için haz›r hale getirildi. Dokular önce distile su ard›n-
dan 10 dk. Fosfat tamponlu salin (PBS) uyguland›. Son-
ras›nda 50 mM Tris buffer (pH 7,5) içerisindeki % 2 trip-
sin’de (Sigma chemical Co. St. Lois, Missouri, USA)
37°C 15 dk. bekletildi. Kesitlerin çevresi Dako pen (Da-
ko, Glostrup, Denmark) ile çizilerek görünür hale geti-
rildi ve %3 H2O2 solüsyonunda 15 dk. endojen perok-
sidaz aktivitesi için bekletildi. Sonras›nda kesitler pri-
mer antikorlar ile inkübe 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) antikorlar› kullan›ld›. 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. inkübe
edildi. Son olarak Diaminobenzidine (DAB) (DeadEnd
Colorimetric TUNEL system, Promega, Madison, USA)
eklendi ve 5dk. kadar beklenerek immunohistokimyasal
iflaretlenmesi sa¤land›. Bütün dilusyonlar ve y›kama ba-
samaklar›nda PBS kullan›ld›. Kesitlere Mayer hematok-
silen (Zymed Laboratories, U.S.A.) ile z›t boyama yap›l-
d›. Sudan geçirildikten sonra etanol serilerinden geçiri-
lerek dehidrate edildi. Ksilen ile temizlenerek entellan
(Merck) ile kapat›ld›. Negatif kontroller için primer an-
tikor uygulamas›ndan önce yukar›daki protokol uygu-
land›. Pozitif kontrolünde nöroblastom kesitleri kullan›l-
d›. ‹mmunoreaktivite, negatif (-), zay›f (+), orta (++) ve
güçlü (+++) olarak de¤erlendirildi.

Bulgular
Bu çal›flmada kök hücrelerin embriyogenezis s›ra-

s›ndaki de¤iflimi, bir protoonkogen olan ve projenitör
hücre belirleyicisi olarak kullan›lan c-kit reseptör tiro-
zin kinaz (CD 117) ile Notch yola¤› Notch 1 reseptörü,
Delta 1 ve Jagged 1 ligantlar›ndaki de¤ifliklikler immu-

nohistokimyasal olarak incelendi. E18 ve E21 günler-
den al›nan örneklerde kontrol gruplar›nda c-kit (fiekil
1), böbrek glomerüler ve özellikle tübüler alanlarda
Notch 1, Jagged 1 ve Delta 1 immunoreaktiviteleri güç-
lü (+++) olarak bulundu. Deney gruplar›nda Verapa-
mil’in metanefrik böbrek geliflimini engelleyici etkisi iz-
lenmedi. Bununla beraber kök hücre ve Notch yola¤›
ile c-kit üzerindeki inhibitör etkisi her iki embriyonik
günde de gözlendi. (E18) Verapamil gurubunda c-kit
(fiekil 2), Notch 1 ve Delta 1 orta derecede (++) immu-
noreaktivite gösterirken Jagged 1 negatif olarak bulundu
(fiekil 3). (E21) Verapamil uygulanan gruplarda immu-
noraktivitenin belirgin olarak azald›¤› saptand›. Söz ko-
nusu bu gruplarda Notch 1’de orta derecede (++) (fiekil
4), c-kit ve Delta 1’de (fiekil 5) zay›f (+), Jagged 1’de ise
negatif immunoreaktivite bulundu (Tablo1). 

Tart›flma
KKH’ne ba¤l› oluflan direncin ortadan kald›rarak

kanserin tedavi edilmesini hedefleyen çal›flmalar gide-
rek yo¤unlaflmaktad›r (10). Kök hücre tiplerinin, bölün-
me, kendini yenileme süreçlerinde ve hücre içi sinya-
linde embriyonal dönemden itibaren içerdi¤i yolaklar›n
birbiri ile benzerlikler göstermesi, bununla birlikte em-
briyonal geliflimdeki mekanizmalar ile onkogenetik sü-
reç iliflkisinin ayd›nlat›lmas› bu çal›flman›n ç›k›fl nokta-
s›d›r [11]. Bu çal›flmada KKH’de etkili oldu¤u düflünü-
len Verapamil’in kök hücre geliflimi [12] ve Notch sin-
yaline etkisi incelenmifltir. Sublethal dozda böbrek geli-
fliminde ›fl›k mikroskop düzeyinde geliflim kusuru olufl-
turmadan kök hücre say›s›nda azalma ve Notch sinyal
iletisinde de¤ifliklik oluflturdu¤u belirlenmifltir. 

Normal kök hücreler farkl›laflmam›fl ve özelleflme-
mifl hücrelerdir. Kendilerini yenilerler. Bir veya daha
fazla özelleflmifl hücre tipine, kendilerine ait olan fonk-
siyonlar›n› kazanarak dönüflürler. Normal kök hücrenin
belirleyici özelli¤i herhangi bir aktivite göstermeden ve-
ya bölünmeden kalabilme, asimetrik bölünme ve multi-
potent olma özelli¤idir. Memelilerde üç tip kök hücre
bulunmaktad›r. Bunlar embriyonal, germinal ve somatik
(eriflkin) kök hücrelerdir [13]. Embriyonal kök hücreler
fertilizasyona u¤ram›fl embriyonun 1. bölünmesinden
sonra ortaya ç›karlar. Eriflkin organlar›n tamam›na dö-
nüflebilme yetenekleri vard›r. Embriyonik dönem bo-



yunca embriyonal kök hücreler sahip olduklar› özellik-
leri kaybederler ve farkl›laflma yetene¤i kazan›rlar. Erifl-
kindeki germinal kök hücreler ovum ve sperm üreterek
üremeden sorumludurlar. Somatik kök hücreler s›n›rl›
fakl›laflma potansiyeline sahiptir ve matür hücrelere
farkl›lan›rlar. Farkl› tiplerdeki kök hücreler farkl› özel-
likleri vard›r ve birbirinden farkl› flekillerde prolifere
olurlar. Eriflkin kök hücreler oluflturduklar› organdan
köken al›rlar. Uzun süren kopyalanabilme potansiyeli
vard›r ve organ›n hücresel bölümleri aras›nda kendini
yenileme ve farkl›lanma özellikleri vard›r [13]. 

SP hücreleri izole edildikleri dokularda kök hücre
fonksiyonu gösterirler ve transdiferansiye olabilirler
[14]. Bulgular SP hücrelerinin daha önce insan solid tü-
mörlerinde tan›mlanamayan hücre populasyonu oldu-
¤unu göstermifltir [8,15]. Bu hücrelerin yüksek ilaç d›fla-
r› atma yeteneklerinin MDR1 den farkl› olarak ABCG2
ve ABCA3 içeren ilaç tafl›y›c› proteinlerinden kaynak-
land›¤›n› göstermektedir [8,16]. Bu sebeple bu malign
hücreler h›zl› ço¤al›rlar ve pek çok sitotoksik ilac› hüc-
re d›fl›na atarlar, böylelikle kemoterapiye dirençli hale
gelirler ve hastal›¤›n tekrar etmesine neden olurlar [17].
Kök hücre subpopulasyonu insanlar da dahil olmak
üzere pek çok memelide Rhodamine 123 ve Hoechst
33342 kullan›larak gösterilebilir. Bu çal›flmada, ilk afla-
mada fertilizasyonun 1. gününden itibaren hayvanlara
enjekte edilen Verapamil gebe s›çanlarda önlenemez
düflüklere neden olmufltur. Bu düflüklerin Verapamilin
embriyonik kök hücre geliflimindeki olumsuz etkiden
kaynaklanmas› olas›d›r. Ancak 9. günde verilen Verapa-
mil sonras›nda gebeliklerini devam ettirebilen hayvan-
lara uygulanan ilaç uygulamalar› olas›l›kla somatik kök
hücre gelifliminde de¤iflikliklere neden oldu¤u düflünü-
lebilir. Kök hücre aktivitesini sadece c-kit ekspresyonu
ile tart›flmak tam olarak mümkün de¤ildir. Ancak bu
bafllang›ç çal›flmas›nda, kök hücre profili hakk›nda bir
miktar bilgi verebilir. 

Notch sinyal iletisinin embriyonik geliflimde oldu¤u
kadar kanser gelifliminde de rol oynad›¤›n›n ortaya kon-
mufl olmas› ve bütün bu yola¤›n kök hücre ile ba¤lant›-
s›n›n kurulmas› bilim çevrelerinin bu moleküle olan il-
gisini artt›rm›flt›r (18). Memelilerde Drosophila Serrata
[19] ile iliflkili 4 adet Notch reseptörü (Notch 1-4) ve 5
ligant vard›r (Delta-like 1,3,4 ve Jagged 1-2) vard›r [20].

Notch sinyali embriyonik dönemde, hücre kaderinin
belirlenmesinde çok önemli bir role sahip olup solucan-
dan insana kadar tüm evrim sürecinde korunur. Aktive
Notch sinyali kök hücre proliferasyonunu ve farkl›lafl-
mas›n› etkiler [21]. 

Önceki kanser modellerinde hücrelerin önleneme-
yen büyümesinin bir seri genetik kazan›m sonunda ol-
du¤u düflünülmekteydi. Bu genetik aktivasyonlar›n hüc-
relerin proliferasyon potansiyellerini artmas›, proliferas-
yonu inhibe eden genlerin sessizleflmesi ve programl›
hücre ölümüne ait genlerin by-pass edilmesi fleklinde
ortaya ç›kt›¤› düflünülüyordu [22,23]. KKH hipotezinde,
tümör progresyonundaki di¤er anahtar rol kök hücre ye-
nilenmesine ait genlerin düzenlenmesindeki de¤ifliklik-
lerdir. 

Birbirleriyle benzer özelliklere sahip kök hücre alt
gruplar› ve onkogenezis ile paralel sinyal ileti molekül-
leriyle devaml›l›¤› sa¤lanan embriyonal geliflimin ceva-
b› aranan sorular›n aç›¤a ç›kmas›nda yard›m› olacakt›r.
KKH’deki SP hücrelerini ortadan kald›ran Verapamil’in
Notch sinyal yola¤›na ve kök hücre geliflimine onkoge-
netik süreçte oldu¤u gibi embriyo döneminde de etkisi
vard›r. ‹leri çal›flmalarla bu moleküller ile KKH ve em-
briyogenezis iliflkisinin ayd›nlat›lmas› kanser tedavisin-
de yeni modellerin ortaya ç›kmas›na yard›mc› olabile-
cek niteliktedir. 
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