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OZET

Yag Dokusu Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlar1 ve Alfa Lipoik Asitin in-vitro
Kosullarda Meme Kanseri Kok Hiicreleri Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Amacg: Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kansere bagh 6liimlerin
basinda gelmektedir. Kanser kok hiicrelerinin; timdr gelisimi, tedaviye direng ve tedavi
sonras1 tiimdriin tekrarlanmasindan sorumlu olan Oncii hiicreler oldugu anlasilmasiyla
birlikte, gilincel arastirmalar kanser kok hiicresi hedefli hiicresel tedavilere yonelmistir.
Dogal olarak olusan bir disiilfit molekiilii olan alfa lipoik asit (ALA); ¢esitli kanser hiicre
dizilerinde hiicre proliferasyonu ve apoptoz lizerinde yararh etkiler sagladigi bildirilen
giiclii bir antioksidandir. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH) pek ¢ok dokuda bulunan,
multipotent 6zellikte olan bir erigkin kok hiicre grubudur. MKH’ler doku rejenerasyonunda
oldugu kadar yeni kanser tedavileri i¢in de umut vaad etmektedir. MKH'lerin parakrin
etkilerini eksozomlar aracili olarak yapildig: bilinmektedir. Eksozomlar ¢ap1 genellikle 30-
100 nm olan; niikleik asit ve ¢esitli proteinleri igeren mikrovezikiillerdir. Nanoboyutlu
biyo-tastyicilar olan eksozomlarin hedefe yonelik tasarlanabilmesi, kanser tedavilerinde
umut vaadetmektedir.

Yontem: insan meme tiimdr dokusundan meme kanseri kok hiicresi (MKKH) ve meme
yag dokusundan mezenkimal kok hiicre (iYD-MKH) izolasyonu/karakterizasyonu yapildi.
IYD-MKH’ler iki pasaj boyunca ALA ile kiiltire edilerek uyarildi. Ultrasantrifiij
yontemiyle izole edilen iYD-MKH ve iYD-MKHaLa eksozomlarinin protein tayini yapildi.
Bu ¢alismada iki ayr1 kanser kok hiicre vakasi igin; ALA eklentisinin, MKH ortak
kiiltiirlintin ve eksozom iceren direk kiiltiir gruplarinin oldugu 9 deney grubu olusturuldu.
Gruplar arasindaki proliferasyon, apoptoz ve migrasyon farkliliklari; kantitatif gercek
zamanli PCR (qRT-PCR), ELISA, migrasyon deneyi, anneksin V/PI, WST-1 ve immiin
floresan boyamalar ile ortaya konmustur.

Bulgular: MKKH, iYD-MKH ve eksozom izolasyon ve karakterizasyonlar1 basariyla
gerceklestirildi. Yapilan analizlerde, ALA’nin MKKH i¢in canliligt azaltic1 etkisi
gbzlenmistir.

Sonugclar: ALA ile zenginlestirilmis 1YD-MKH’lerin ekSozomlarinin ve ALA nin MKKH
tizerine apoptotik, anti-proliferatif ve anti-metastatik etkileri oldugu saptanmstir.

Anahtar sozciikler: Meme Kanseri, Kanser Kok Hiicresi, Mezenkimal Kok Hiicre, Alfa

Lipoik Asit, Eksozom



ABSTRACT

Analysing in-vitro Effects of Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells Exosomes and
Alpha Lipoic Acid on Breast Cancer Stem Cells

Objective: Breast cancer is the most common type of cancer and is one of the leading
cancer-related deaths in women. Cancer stem cells; with the recognition that they are the
leading tumor cells responsible for tumor development, resistance to treatment, and post-
treatment tumor recurrence, recent studies has focused on cancer stem cell-targeted cellular
therapies. Alpha lipoic acid (ALA), a naturally occurring disulfide molecule; is a potent
antioxidant that has been shown to provide beneficial effects on cell proliferation and
apoptosis in a variety of cancer cell lines. Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are
multipotent adult stem cells and exist on many tissues. MSCs promises hope for novel
therapies for tissue degeneration and cancer, as well. It is known that MSCs have paracrine
effects through exosomes. Exosomes are usually 30-100 nm in diameter; microvesicles
containing nucleic acids and various proteins. Targeted design of exosomes, nano-sized
biocarriers is promising in cancer treatments.
Method: Isolation and characterization of breast cancer stem cell (BCSC) and human
adipose derived mesenchymal stem cell (hAT-MSC) was performed. hAT-MSCs were
stimulated by culturing with ALA for two passages. hAT-MSC and hAT-MSCaia
exosomes isolated by ultracentrifugation method and protein quantification performed. In
this study, total of 9 experimental groups in which in-vitro ALA insertion, mesenchymal
stem cell co-culture and exosome-containing direct culture groups were formed for two
different cancer stem cell cases. Proliferation, apoptosis and migration differences between
groups were investigated by; quantitative real-time PCR (gRT-PCR), ELISA, migration
assay, annexin V / Pl, WST-1 and immunofluorescence stainings.
Results: BCSC, hAT-MSC and exosome isolation and characterization were succesfully
performed. In the analysis, viability reducing effect of ALA for MKKH was observed.
Conclusions: As a result of the experiments, exosomes of ALA-enriched hAT-MSCs have
apoptotic, anti-proliferative and anti-metastatic effects on BCSC.
Key words: Breast Cancer, Cancer Stem Cell, Mesenchymal Stem Cell, Alpha Lipoic
Acid, Exosome
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1. GIRIS

1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup, her yil 2,1 milyon
kadin1 etkilemektedir. Epidemiyolojik ¢alismalarda %24.2 prevalansi ve %15 mortalite
oramyla kadinlarda kansere bagli dliimlerin basinda gelmektedir (Cizim 1.1). Meme
kanseri; insani gelismislik endeksi (IGE) yiiksek iilkelerde, artmis morbidite oraniyla
dikkat c¢ekerken; gelismekte olan iilkeler yiiksek mortalite oranlartyla 6nde gelmektedir.
Bunun yaninda kiiresel olarak hemen hemen her bolgede meme kanseri orani artarak
devam etmektedir (Cizim 1.2) (Bray ve dig. 2018). Tiirkiye'de ise meme kanseri orani
100.000 kadinda 40.6 iken, kadinlarda ortaya ¢ikan kanser tiirleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir (Giiltekin M/ T.C. Saglik Bakanlig1 2014).

insidans Mortalite

Diger
%28.9

Non-Hodghin

Lenfoma Kolorektal

9.59
¢ Kolorektal
9.5%

Pankreas
°S/eGrVE!>kS uteri %4.9 Karaciger Mide %/Zegvlsks uteri
. %5.6 %65 :

Korpus uter Tiroid
%4.4 oo

8.6 milyon yeni vaka 4.2 milyon 6liim

Cizim 1.1 Kadinlarda en yaygin goriilen 10 kanser tiiriiniin vaka ve 6liim oranlarmin
yiizdelik dagilimi (Bray ve dig. 2018).

Meme kanseri biyolojik ve klinik agidan ¢ok heterojenik 6zellikler gosterir. Meme
kanserinde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi genomik instabilite (Mutasyon, amplifikasyon,
delesyon, kromazomal anomaliler gibi) ve belirli epitelyal 6zelliklerin ortadan kalkmasi
gibi degisiklikler sergiler. Bu nedenle kanser gelisiminde rol oynayan molekiiler

mekanizmalarin anlagilmasi ileriye dontik kanser terapilerinin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir.
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Cizim 1.2 Kadmlarda en sik goriilen kanser tiiriinii {ilke bazinda gosteren kiiresel harita
(Bray ve dig. 2018).

Meme kanseri, patolojisinin mulfifaktoriyel temellere dayanmasina bagli olarak

genis bir risk faktorii agina sahiptir (Cizim 1.3).

Genetik Etkenler ve Herediter Sendromlar: Genetik etkenler ve herediter
sendromlar, tim meme kanseri olgularinin %8-10"unu olusturmaktadir (Lynch ve dig.
1984). Meme kanseri aile dykiisii olan kigilerde meme kanserinin ortaya ¢ikma yasi daha
erken olup, 6zellikle annesinde meme kanseri olanlarda daha belirgindir. Meme kanseri ile
iligkili oldugu bilinen genlerden ilki; meme kanseri duyarlilik geni 1 (BRCA1)’dir.
Otozomal dominant bir gen olan BRCAI, 17. kromozomun uzun kolu (q) iizerine
yerlesmis olup, mutasyonlarin olugmasi sonrast BRCA1 geninin herediter meme kanseri ve
over kanserlerinde etyolojik rol oynadigi kabul edilmektedir (Futreal ve dig. 1994).
BRCA1 geninin mutasyona ugramis seklini tagiyan bir kadinda 70 yillik yasam siiresi
boyunca meme kanserine yakalanma riskinin %85 oldugu hesaplanmistir (Wooster ve dig.
1994). BRCAZ2 geni ise 13. kromozom iizerinde yerlesim gdsteren ve 6n degerlendirmelere
gore ailevi olgularda hastaligin erken ortaya c¢ikmasiyla iliskilendirilmektedir. BRCA2
mutasyonu tagiyan kadinlarda meme kanseri gelisimi riski %87 olarak hesaplanmistir.
BRCA2 geninin BRCA1’den farkli olarak, artmis over kanseri sikligi ile bir iliskisi yoktur
(Wooster ve dig. 1994). Bolgeye spesifik herediter meme kanseri olgulart BRCA2 gen
mutasyonuyla yakindan iligkilidir. Li-Fraumeni ve Cowden gibi otozomal dominant

sendromlari da, ¢esitli meme malignitelerinin eslik ettigi genetik sendromlardir.



Endokrin Etkenler: Meme, hormonlarin kontroliinde olan bir doku oldugu igin;
meme kanseri gelisiminde hormonlarin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Erken menars yasi
meme kanseri gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir ve menarsin her bir
yil gegikmesi, meme kanseri riskini %20 azalttig1 kabul edilmektedir (Henderson ve dig.
1985). Menopoz yast da meme kanseri risk faktorleri arasinda bir kriter olarak kabul
edilmektedir. 45 yagindan 6nce menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski 55 yasindan
sonra bu déoneme giren kadinlarin yaris1 kadardir ve menopozun her bir yillik gecikmesi,
meme kanseri riskini ortalama %3 oranda arttirir (Trichopoulos ve dig. 1972). Sporadik
diisiikler ve gebeligin tibbi olarak sonlandirilmasi durumlarinda da hormon diizeylerindeki
programli olmayan degisimler, meme kanserinde risk arttirict faktdrdiir. ik dogum da
meme kanserinin endokrin etkenlerinden biridir. Ilk dogumunu 30 yasindan sonra yapan
bir kadinlarda, 20 yasindan 6nce yapan kadinlara gére meme kanserine yakalanma riski 4
kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Veronesi ve dig. 1995). Uzun siiren laktasyon siireci
de ovulatuar donem sayisini azaltarak, meme kanserinde koruyucu bir faktor oldugu kabul
edilmektedir (Musey ve dig. 1987). Gebeligin 6nlenmesinde ve menopoz sonrasi hormon
replasman tedavilerinde eksojen hormon (Ostrojen, progesteron) kullaniminin da meme
kanseri riskini arttirdig1 yapilan bir¢ok epidemiyolojik ¢aligma ile gosterilmistir (Wendy ve

dig. 2008).

Cevresel Etkenler: Yagdan zengin beslenmenin ve alininan enerji miktarinin
meme kanseri ile yakindan iligkisi bilinmektedir ve yapilan hayvan deneyleriyle de
gosterilmistir. Beslenmede alinan lif ve bazi vitamin (Vitamin A, C, E, D) miktarinin
meme kanseri iizerinde koruyucu etkisi odugu ileri siirilmektedir. Fiziksel aktivite
adolesan donemde mernarst geciktirerek meme kanseri riskini azalttigi gibi, eriskin
donemde diizenli yapilan egzersizlerin de koruyucu etkisi gosterilmistir. Ozellikle geng
yasta maruz kalinan iyonize radyasyon ve elektromanyetik alan, diger kanserlerde oldugu
gibi meme kanseri igin de risk faktoriinii arttirici gevresel etkenlerdendir (Topuz ve

Aydiner 2003).
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Cizim 1.3 Meme kanseri gelisiminde etkin risk faktorleri faktorleri.

1.1.1. Memenin Anatomik, Fizyolojik ve Histolojik Yapisi

Meme, gogiis 6n duvarinda gelismis modifiye bir ter bezidir. Deri eklerinin ve
stromanin evrimi ile memeli siifi yenidoganinin immunolojik korunmasi ve beslenmesi
lizerine dzellesmistir. Insanlarda gogiis duvarmin iist kisminda pektoral kasin iizerinde bir
¢ift meme glandi bulunur. Meme basindan 6-10 ana duktus sistemi kdken alir. Deriyi orten
cok katl1 yassi epitel, duktuslarda da devam eder ve sonra birdenbire iki sirali kiiboidal
epitele doniisiir. Genellikle duktus agikliginda kiigiik bir keratin tika¢ bulunur. Cevre
areola derisi pigmentedir ve diiz kas ile desteklenmistir. Biiylik duktuslarin birbirini
izleyen dallanmalar1 ile sonunda terminal duktal lobiiler {initeye ulasilir (Cizim 1.4).
Eriskin kadinlarda terminal duktus bir lobiilii olusturmak igin kii¢lik asiniislerden {iziim

salkim1 seklinde bir kiimeye tomurcuklanir. Her duktal sistem tipik olarak memenin

1/4’{inden fazlasini isgal eder ve sistemler genis Ol¢lide bir digeri ile Ortiisiirler.
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Cizim 1.4. Memenin anatomisi (www.turkcerrahi.com, Mart 2018).

Meme, fotal hayatin 5-6. haftalarindan menopoza kadar devam eden anatomik ve
fizyolojik degisimlere maruz kalan bir organdir. Puberta ile birlikte kadinlarda meme,
meme basi ve areolada meme elemanlar1, yag ve bag dokusundaki artisa bagli olarak

onemli degisiklikler olur.
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Cizim 1.5. Meme lob ve lobiil yapilanmasi1 (www.turkcerrahi.com, Mart 2018).
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Anterior toraks duvarmin siiperfisyel fasyasi lizerinde yerlesim gosteren meme,
tubuloalveolar tipte glandular doku igeren 15-20 adet lobdan olusur. Loblarin her biri 2-4
mm ¢apli birer laktifer duktus ile sonlanir. Bunlar, meme basina 0,4-0,7 mm c¢apli birer
orifise acilirlar. Her bir duktus areolar altinda laktifer sinlis dedigimiz dilate bir bolim
icerir. Laktifer duktuslar dallanarak subsegmental ve terminal duktuslara doniisiirler.
Terminal duktuslar gevsek bir stroma ile, memenin fonksiyonel {initesi olan lobiiller ise
yogun kollajendz bir stroma ile ¢ebrelenmislerdir (Topuz ve Aydiner 2003). Memenin
fonksiyonel olarak en aktif boliimii olan terminal duktal-lobiiler iinite (TDLU) kisa bir

terminal duktus boliimiinden ve asiniisten (Alveol) meydana gelir (Cizim 1.5).

1.1.2. Meme Kanserinin Histolojik ve Molekiiler Alt Siniflar1

Meme kanseri; farkli histolojik paternler, farkli biyolojik ozellikler ve Kklinik
davranislarla iligkili, ¢oklu tiimor varliklarini iceren karmasik ve heterojen bir hastaliktir.
Son yiizyilin baslangicinda hastada meme malignitesi oldugunun bilinmesi yeterliydi ve
meme kanser hastalariin tiimiine tek tip tedavi uygulanmaktaydi. Zamanla ayni tip kanser
tanis1 alan hastalarin farkli prognoz gosterdiginin gézlemlenmesi ve son 50 yildan uzun
stiredir her gecen giin artan sekilde, patologlarin farkli morfolojik varyantlar tanimlamasi,
meme kanser siiflamasinin tartigilir olmasina neden olmustur. Bugiin i¢in bilinen ve son
yayinlanan diinya saglik 6rgiiti (WHO) tiimér siniflamasinda meme kanserinin 20 major

tip ve 18 mindr subtip olmak iizere ¢ok sayida varyant1 bulunmaktadir (Ellis ve dig. 2003).
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Normal duktus/lobiil ~ In situ kanser hiicreleri Invaziv kanser hiicreleri

7 Duktal karsinoma in situ
(DCIS)

Cizim 1.6. Meme karsinomlar1 ve invazyonu (www.memesaglik.com, Mart 2019).

Duktal Karsinoma In Situ: Duktal karsinoma in situ (DCIS), kanserin siit kanallarinin

(Laktifer6z duktus) iginde basladig1 ve karsinomun kanal ile sinirli oldugu "non-invaziv"


http://www.memesaglik.com/

meme kanseri tiirtidiir. DCIS, siit kanalinin bazalina, ¢evre meme dokusuna ya da herhangi

bir organa yayilim gostermez.

Lobiiler Karsinoma In Situ: Meme lobiiliiniin, lobiil hiicrelerin solid
proliferasyonuyla dolup genislemesiyle karakterize, invaziv olmayan, lobiiler hiperplazidir.
Meme karsinomlarinin yalnizca %03-08" ini olusturur ve genellikle 40-50 yas araligindaki
(Premenopozal) kadinlari etkiler (Tavassoli 1999). LCIS, invaziv meme kanseri olusumu
icin risk faktorii ya da oncii lezyon olarak nitelendirilebilir. Olgularin %20-30’unda,
yaklasik 20-25 yil gibi bir zaman dilimi igerisinde invaziv karsinom gelisir (Resen ve dig.

1978).

invaziv Duktal Karsinoma: Invaziv duktal karsinom (IDC), g¢evre dokulara
invazyon ve akciger, karaciger, beyin gibi uzak organlara metastaz yapabilen malign
epitelyal tiimordiir (Tavasoli ve Deville 2003). IDC meme karsinomlarinin %75-80’ini
olusturan 6zel tiplerin herhangi biri i¢inde siiflandirilamayan malign meme tiimdrlerinin

en 6nemli grubudur (Cizim 1.6) (Li ve dig. 2005).

invaziv Lobuler Karsinoma: invaziv lobiiler karsinoma (ILC) invaziv meme
karsinomlarinin %5-20 araliginda ortalama %14 {inii olusturarak, IDC’dan sonra ikinci en
stk goriilen histolojik alt smiftir. IDC 6zellikle gastrointestinal, jinekolojik organlar ve

peritona metastaz yapma egilimindedir (Harris 1984).

Diger Invaziv Maligniteler: Musindz karsinom, mediiller karsinom, tiibiiler ve

papiller karsinomlar daha az goriilen diger invaziv meme maligniteleridir (Cizim 1.7).
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Cizim 1.7 Invaziv meme karsinomlarmnin yiizdelik grafigi .



Meme kanserinde tiimoriin molekiiler siniflandirilmasinda; 6strojen reseptori (ER),
progesteron reseptorii (PR), insan epidermal biiyiime faktorii 2 (Her2), Ki67 ve sitokeratin

(CK) 5/6 belirteglerinin pozitifliklerine gore belirlenen dort farkli alt sinifi vardir:

Luminal A: ER (+), PR (+), Her2 (-) ve Ki67 <% 14. Bu alt tip, tim meme

kanserlerinin yaklasik% 40'in1 olusturur ve iyi prognozludur.

Luminal B: ER (+), PR (+), Her2 (-) ve Ki67>% 14. Meme kanserlerinin % 20'si
luminal B sub-tiptedir. Luminal A tiimorlerine goére nispeten kotli prognoza yol
acmaktadir. Progresif, ileri timor derecesi ve lenf diigiimlerine metastaz ile

iligskilendirilmektedir.

Her2 pozitif: ER (-), PR (-), Her2 (+) ve Ki67 (yiiksek). Bu alt tip meme
kanserinin yaklasik % 10-15'ini olusturur, Her2 ve proliferasyon iligkili genlerin yiiksek
ekspresyonu ile karakterizedir. ER ve PR genellikle negatiftir. Her2 alt tipi timorler
oldukga kétii bir prognoza sahiptir ve sik tekrarlayan metastazlar goriilmektedir (Ross ve
dig. 2009).

Bazal benzeri / iiclii negatif: ER (-), PR (-) ve Her2 (-). Bu “bazal benzeri” olarak
adlandirilir ¢linkii yiiksek molekiiler ifadesi genellikle sitokeratinler (6rnegin, CK5 / 6) ve/
veya EGFR bazal hiicreler/ miyoepitelyal hiicrelerde eksprese edilir. Bu alt tip “tglii
negatif” olarak bilinir. Hastalik patolojsi hormon reseptorlerinden kaynaklanmadig: igin
hormonal tedavilere yanit vermez. Meme kanserinin bu alt tipi, reseptdr pozitif alt tiplere

kiyasla oldukga agresif ve kotii bir prognoz sergilemektedir (Perou ve dig. 2011).

1.1.3. Meme Kanseri Kok Hiicresi
Meme tliimorleri de diger solid tiimorler gibi kanser kok hiicresi (KKH) olarak
adlandirilan bir sub-grup igermektedir. Bu KKH'ler; tiimoriin olusumu, progresyonu,
metastazindan sorumlu agresif tiimor hiicreleridir. KKH’lerinin kanser tedavisine direngli
yapilarindan dolay1 dldiiriilmesi giictiir. Ilag tedavisinede direng gdsteren bu grup hiicreler,
tedavi sonrasinda da timoriin niiksetmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle yeni tedavi

cabalari KKH hedefli hiicresel tedavi yontemlerine yonelmistir (Cizim 1.8).
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Cizim 1.8 Geleneksel kanser tedavilerine karst KKH hedefli hiicresel tedaviler.

KKH'ler, kendini yenileme, asimetrik boliinme gibi saglikli kok hiicreler ile benzer
Ozellikler tasimaktadir. Meme kanseri kok hiicreleri (MKKH) , 2003 yilinda ilk kez Al hajj
ve arkadaslar1 tarafindan hiicre yiizey belirteglerine (CD44°/CD24") dayandirilarak
tanimlanmustir (Al-Hajj ve dig. 2003). Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda; kemoterapi
ve radyoterapiye direngle iligkili oldugu anlasilan aldehit dehidrogenaz 1 (ALDH1),
CD133 ve CD49f” de MKKH belirtegleri olarak kabul edilmistir (Crabtree 2018). MKKH
karakterinde goriilen bir diger unsur ise yapismayan siispansiyon kiiltlirde, sahip olduklari

yiiksek proliferatif sferoid (mamosfer) olusturabilme yetenekleridir (Grimshaw ve dig.

2008).

KKH’lerde; Wht-katenin, hedgehog, notch simyal yolaklarindaki degisim ve bu
yolaklar arasindaki capraz iletisim ag1 etkilidir. Bu yolaklar kok hiicre (CD44, ALDH,
OCT4, SOX2), epitelyal mezenkimal gecis ve ilag direnglilik belirteclerini (ABCG2,
ABCC4) arttirarak KKH fenotipinin sekillenmesini ve siirdiiriilmesini saglamaktadir.
Ayrica kanser hiicreleri, anormal telomeraz aktivitesiyle de kendini yenileme 6zelliginin
koruyabilmektedir (Prieto-Vila ve dig. 2017). Ornegin; invaziv meme karsinomlarinda
~9%88-94 telomeraz aktivitesi goriiliirken, normal meme dokusunda telomeraz aktivitesi

bulunmamaktadir (Makki ve dig. 2015).

1.1.4. Epitelyal Mezenkimal Gegis
Epitelyal mezenkimal gecis (EMT), bircok morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler sonucu epitel hiicrelerinin epitel oOzelliklerini kaybederek mezenkimal
ozellikler kazanmalarina sebep olan dnemli bir yeniden programlanma mekanizmasidir.
EMT; basta E-kaderin olmak {izere hiicresel baglant1 ekspresyonlarinin azalmasi ve

sonrasinda N-kaderin, vimentin gibi mezenkimal belirte¢ ekspresyonlarmin artisi ile
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karakterizedir (Perlikos ve ark. 2013). N-kaderin ekspresyon artisi sonucunda kanser
hiicrelerinin stromaya dogru gogleri artmaktadir (Leber ve Efferth 2009). Dogal biyolojik
siirecte goriilen EMT; embriyo implantasyonu ve emriyogenezden sorumlu oldugu gibi
(Tip I EMT); yara iyilesmesi, organ fibrozisi ve doku yenilenmesi ile de iliskilidir (Tip II
EMT). Bunlarin disinda, kanser patolojisinde gorilen EMT (Tip III EMT); primer

hiicrelerinin invazyonu, gogii ve metastazindan sorumlu temel mekanizmadir (Cizim 1.9).
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Cizim 1.9 EMT Il ile metastaz agamalari (Scheel ve Weinberg 2012).

EMT’nin baglamasi ve diizenlenmesinde; SNAIL, TWIST (Basic helix-loop-helix
transcription factor) ve ZEB (Zinger finger E-box-binding) olmak {izere ii¢ temel
transkripsiyon faktorii etkindir. Bu transkripsiyon faktorleri EMT nin erken doneminde
aktive olur ve merkezi bir goreve sahiptirler. Ayrica SNAIL, TWIST ve ZEB; EMT lll ile
metastaza oncli olmasinin yani sira; immiin sistemin baskilanmasi, kemo-direng ve timor
niiksii ile de karsinogenezi desteklemektedir (Yadi ve Binhua 2010). Tip Il EMT, K-Ras
(Kirsten sigan sarkoma viral onkogen homologu) ve Her2 gibi onkogenik aktivasyonlarla
tetiklenebilmektedir. Ayrica, tiimdr mikro-¢evresinde bulunan kanser-iligkili fibroblastlar
ve immiin hiicreler gibi stromal hiicreler tarafindan salinan; TGF-f (Transforme edici
biiyiime faktdrii beta), IGF (Insiilin benzeri biiyiime faktdrii), HGF (Hepatosit bilyiime
faktorii), FGF (Fibroblast biiylime faktorii), EGF (Epidermal biiyiime faktorii), TNFa
(Tiimér nekroz faktorii alfa) ve IL-6 (Interlokin 6) gibi bilyiime faktdrii/sitokinler de
EMT’yi desteklemektedir (Thiery ve dig. 2009).
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1.2. Mezenkimal Kok Hiicreler
Ik olarak 1966 yilinda Friedenstein ve Patrakova tarafindan, sican kemik iliginden
stroma hiicrelerinin izole edilmesi ile tanimlanmistir (Barry ve Murphy 2004). MKH'ler
cogu kok hiicre gibi kendini yenileyebilme ve c¢oklu farklilagma yetenegine sahiptir.
Kemik, kikirdak, tendon, kas ve yag doku gibi mezodermal dokular1 olusturan
osteoblastlar, kondrositler, miyositler ve adipositlere farklilasabilmektedir. Ayrica néronlar
ve endotel hiicreleri gibi ektoderm ve endoderm doku hiicrelerine de farklilasabildikleri

gosterilmistir.

Kemik iligi, yag doku gibi heterojen ortamlardan elde edilen bu hiicreler ortak
belirtecler ile tanimlanmalidir. 2008 yilinda Uluslararast Hiicresel Tedavi Dernegi

(ISCT)’nin fikir birligiyle MKH olarak siniflandirmak i¢in;
e Hiicrelerin kiiltlir ortaminda plastik yilizeye tutunabilmeleri,

e Yiizeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4) ve CD90 gibi hematopoetik olmayan
hiicre yiizey belirteglerini eksprese ederlerken, CD45, CD34, CD14 veya CD11b,
CD79 veya CD19 ve HLA-DR (insan 16kosit antijeni-DR) gibi tipik hematopoetik

belirtegleri eksprese etmemeleri,

e In vitro ortamda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilmeleri

gerekmektedir (Dominici M ve dig. 2006).

Giincel hiicresel tedavi yontemleri, kanser dahil olmak {izere pek ¢ok tedavisi
olmayan hastaliklar i¢in gelecek vaadeden yaklagimlardir. Mezenkimal kok hiicreler, anti-

kanser 6zellikleri en fazla arastirilmig olan kok hiicre tiiriidiir (Tian ve dig. 2011)

Mezenkimal kok hiicreler hasarli dokuya dogru goc etme, doku tamiri yapabilme,
inflamasyonu 6nleme gibi 6zel yeteneklerinin yaninda, kanser ajanlarinin taginmasi icin de

elveriglidir (Ciavarella ve dig. 2011).
Mezenkimal Kok Hiicreler;
e Kendi yenileyebilme,

e Hasarli dokuya go¢ etme ve hasarli dokunun dokunun rejenerasyonu,
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e Mezoderm kokenli pek ¢cok doku hiicresine farklilasma kapasitesi,
e Immiin reaksiyon olusturmamast,

e Immiin sistemi diizenleyici sitokinlerin salinimu,

e Tiimor bolgesine gog etme yetenegi,

gibi Ozelliklerinin yani sira anti-timor potansiyeline sahip olduguna da inanilmaktadir
(Ramdasi ve dig. 2016). MKH'ler vaskiilerizasyon olusumu, immiin baskilanmasi, epitelyal
mezenkimal gecis gibi siireclere aracilik ederek pro-tiimor etkinlik gosterebilmesine karsin,
tiimor gelisimi i¢in énemli olan Wnt ve Akt yolaklar tizerinden de anti-tiimor etkinlik de

gostermektedir (Dai ve dig. 2011).
Mezenkimal kok hiicrelerin anti-timor etkileri;
e Wnt yolagini baskilar
e Akt yolaginmi baskilar
e NF-kB yolagini baskilar (Qiao ve dig. 2008)
e TRAIL (Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand) ifadesini diizenler

e Timor biiylimesini baskilayici interferon ve interlokinler salgilar (Ren ve dig.
2008)

e Toksik olmayan Oncii antikanser ilacini (prodrug), toksik (aktif) antikanser ilacina
doniistiiren enzimler salgilar. MKH'nin bu “farmakolojik pompa 6zelligi”, timor

hiicrelerinin segilimli olarak dldiiriilmesinde kullanilabilir (Shah 2012).

MKH'ler bu 6zellikleriyle kanser hedefli ¢calismalar i¢in genis bir terapotik yelpaze

sunar ve arastirmalarda siklikla tercih edilmektedir.

1.3. Alfa Lipoik Asit
Alfa lipoik asit (ALA), mitokondride oktanoik asitten de novo olarak sentezlenen
ve bircok multi-enzim kompleksinin metabolizmasinin diizenlenmesinde kofaktor goérevi

goren endojen bir disiilfit bilesigidir (Cizim 1.10) (Packer ve dig. 2001).

ALA, mitokondriyal a-ketoasit dehidrojenazlar igin gerekli bir kofaktordiir ve bu

nedenle mitokondriyal enerji metabolizmasinda kritik bir rol oynar. 1930°1lu yillara kadar
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varligt bilinmiyorken 1937 yilinda Laktobasillus’un besi ortaminda kullanilan patates
ekstresinin bir komponenti olarak bulunmustur. 1951 yilinda ise Dr. Reed ve arkadaslar
karaciger rezidiisiiniin 100 kilogramindan saflagtirma yaparak ~30 miligram ALA elde
etmistir. Takip eden yillarda molekiiler yapis1 aydinlatilmis ve 1,2 ditiyolen-3 pantotenik
asit olarak adlandirilmistir (Morris ve dig, 1995).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ALA’nin; inflamasyon, hiicresel yaslanma, kalp
damar hastaliklar1 ve kanser gibi oksidatif stresle iliskili diger bozukluklar1 da kapsayan

pek ¢ok patolojik durumu iyilestirebilecegini gostermektedir.

OH

S/S

Cizim 1.10. Alfa lipoik asitin molekiiler yapisi.

Hem yagda hem de suda ¢oziinebilen tek antioksidan olan ALA;

Radikal metabolit iiretiminin 6nlenmesi,
Uretilmis radikallerin uzaklastiriimast,
Olusan hiicre harabiyetinin onarilmasi,

Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmas,

o~ w0 DN

Endojen antioksidan kapasitenin arttirilmasi (Cizim 1.12)

olmak tizere bes ayr1 blokta yiiriiyen antioksidan savunma ozelliklerinin tamamina sahip

olmasiyla ‘Evrensel antioksidan’ olarak adlandiriimaktadir (Gutteridge 1995) .

Diger antioksidanlardan farkli olarak hem okside formu hem de rediikte formu olan
dihidrolipoik asit (DHLA) giiclii antioksidan etkinlik gdstermektedir. ALA' nin her iki
formu da in vitro ve in vivo kosullarda serbest radikal ataklarina karsi koruma yetenegi

gostermistir (Cizim 1.11) (Siangproh ve dig. 2010).
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Cizim 1.11. Alfa lipoik asitin biyolojik etkinlik mekanizmalari.

Alfa lipoik asit suda ve yagda ¢oziinebilme 6zelligiyle hem hidrofilik hem lipofilik

ortamlarda etkinlik gdsterebilmektedir. Bu 6zelliklerden dolayr genis bir farmakolojik etki

potansiyeline sahiptir (Packer ve dig. 1998) (Cizim 1.12).

Vitamm E

Ubikinon

ROO
l Koenzim Q10
ROOH Ubikinol
Dihidrolipoik Asit Dehidroaskorbat
Glutatyon j Vitamin C |
Alfa Lipoik Asit Askorbat

Glutatyon Disiilfit

Vitamin E
Radikal

Cizim 1.12 ALA'nin antioksidan rejenerasyon mekanizmasi.

Alfa lipoik asit, normal hiicrelerde sitoprotektif ozellik gosterirken, transforme

hiicrelerde hiicre dongiisiinii durdurucu ve apoptozu baslatic1 etki gostermektedir (Pierce

ve dig. 2000).

Alfa lipoik asitin kanser karsit1 etkinlikleri ve molekiiler mekanizmalari:

1. Histonlarin hiperasetilasyonu ile kanser hiicrelerinin proliferasyon ve metastazini

destekleyen proteinlerin ifadesini baskilar (Burton ve dig. 2009).
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2. Histon inhibisyonu ile kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirebilmektedir.

3. Kanser hiicrelerinin canliligi, proliferasyonu, invazyonu, metastazinda 6nemli rol
oynayan ve tedaviye direngle iliskilendirilen NF-xB (nuclear factor «xB) protein

kompleksini baskilar (Goraca ve dig. 2011).

4. Malign hiicrelerde homosistein diizeylerini toksik konsantrasyonlara yiikseltebilme

kabiliyeti vardir. Bu sayede kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirebilmektedir.

5. Metalloproteaz aktivitesini azaltarak kanser hiicrelerinde migrasyonu engellemektedir

(Lee ve dig. 2010).
6. Antimutajenik ve antiklastojenik &zellikler sergiler.

Yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ALA'nin; meme (Li ve ark. 2015), kolon
(Damnjanovic ve dig. 2014), akciger (Michikoshi ve dig. 2013) tiroid (Jeon ve dig. 2016),
over (Kafara ve dig. 2015), pankreas (Burton ve dig. 2009) gibi pek ¢ok tiir kanserde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. ALA; gerek antioksidan oOzellikleri, gerek

kanser karsit1 etkileriyle hiicresel kanser tedavileri i¢in ideal bir ajan olmustur.

1.4. Eksozomlar

Eksozomlar; proteinler, DNA, mRNA ve kodlamayan RNA'lar da dahil olmak
tizere ¢esitli molekiilleri igeren kiigiik, hiicre dis1 zarla kaph vezikiillerdir (Cizim 1.7).
Boyutlar1 30-100 nm ¢apinda olan bu vezikiiller, endozomal olarak firetilip hiicre disina
salinmaktadir ve hiicreler arasi iletisim i¢in yeni araglari olarak tanimlanmaktadir. Kok
hiicreler de dahil olmak {izere ¢ok sayida hiicre tipi, ekstraseliiler ¢cevreye eksozomlar
salgilar ve bunlar timor mikro ortaminin 6nemli iletisim araglaridir (Reza ve dig. 2016).
Yapilan c¢alismalar, kok hiicreler ile insan tiimoér hiicreleri arasindaki etkilesim
mekanizmasinin eksozomlar yoluyla biyolojik materyal degisimine dayandigini ortaya
koymustur. Eksozomlar, immiinojenite ve toksisitesinin diisiik olmasindan dolay1 diger

nano boyutlu tasiyicilar arasinda idealdir (Wang 2017).
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Cizim 1.13. Eksozomun molekiiler yapis1 ve igerigi (Jia 2017).

Hiicre iskeleti
Proteinleri

1.4.1. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynakh Eksozomlar
Eksozomlar i¢in bahsetmis oldugumuz genel 6zelliklere benzer sekilde, MKH
eksozomlar1 da; niikleik asitleri, proteinleri ve lipidleri kapsayan zengin bir igerikle
yiiklidiir. Biinyesinde; 857 gen irini ve 150'den fazla mikroRNA (miRNA)
tanimlanmistir ancak; bu essiz igerigin tek bir eksozom tiirii tarafindan m1 tasindigi, yoksa

farkli eksozom tiirleri ile paylasim halinde mi tasindigi heniiz tespit edilememistir (Lali
2015).

MKH ve insan tiimor hiicreleri arasindaki etkilesim, ekosomlar da dahil hiicre
ekstravezikiilleri yoluyla biyolojik materyalin degisimini dahilinde gerc¢eklesmektedir.
Yapilan bir ¢alismada; MKH eksozomlarinin 24 saat icinde meme kanseri hiicreleriyle ~%
19 oraninda entegrasyonunun gerceklestigini ortaya c¢ikarmistir (Yang 2015). MKH
eksozomlary; tiimor hiicreleriyle entegre olarak hiicresel islevleri degistirme ve tiimor
mikro-ortamini yeniden yapilandirma kabiliyetine sahiptir. Eksozomlar bu ozelligiyle,

KKH hedefli eksozom miihendisligi calismalari i¢in dikkat ¢ekicidir.

1.4.2. Eksozomlarin Biyogenezi
Eksozomlar, hiicre dis1 ligandlarin ve hiicresel bilesenlerin geri doniisiimii ve
yikimi i¢in Onemli olan bir organel olan endozomlardan olusmaktadir. Plazma
membraninin i¢ce kivrilmasiyla olusan erken endozomlar, olgunlagip ge¢ endozomlara
doniistiigiinde; membranlar1 internal olarak tomurcuklanir ve spesifik protein, lipid ve

sitozol alt gruplart iceren intraliiminal vezikiil (ILV)'ler olustururlar (Cizim 1.8).
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Olgunlasmis endozomlar [Multivezikiiler cisim (MVB)’ler], degrade olmak iizere lizozom
organeliyle, ya da eksozom salimimi yapmak iizere plazma membrani ile fiizyon

olusturdugu iki farkli yol izlemektedir.
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Cizim 1.14. Eksozom biyogenezi ve salinimi1 (Schorey ve dig. 2015).

MVB’ler ve ILV’ler, toplamda 30 farkli proteinin yer aldig1 ‘Endosomal sorting
complex required for transport (ESCRT)’ sisteminin dort kompleksi (ESCRT-0, -I, -1l ve -
IIT) ve iliskili proteinlerle (VPS4, VTA1, ALIX) koordine edilmektedir. Bu dort kompleks
ubikuitin isaretli proteinlerin/reseptorlerin endozoma tasinmast ve baglanmasindan
sorumludur. Bu ubikuitin isaretli proteinlerin endozom iizerindeki birikimi; vezikiil
olusumuna yol acan membran daralmasini saglamaktadir (Luzio ve dig. 2009). MVB'lerin
plazma zar1 ile fiizyonu ve eksozom salinimi, hiicre ici kalsiyum degisiklikleri dahil olmak
tizere; Rab GTPazlar (Rab 11, Rab27, Rab35), SNARE'ler gibi ¢esitli mekanizmalar

tarafindan diizenlenmektedir (Chaineau ve dig. 2009).
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2. AMAC

Calismanin amagclarindan biri; IDC tanist almis hastalarin tiimor dokularindan
kanser kok hiicresi ve yakin ¢evrede ki saglikli yag dokularindan mezenkimal kok hiicre
izolasyonlarini gergeklestirerek; bir antioksidan olarak tanimlanan ALA’nin, MKKH’ler

ve iYD-MKH’ler iizerine olan direk etkilerini saptamaktir.

Aymi vakadan alinacak olan 1YD-MKH’lerin MKKH iizerine olan etkileri
indirek ko-kiiltiir ile saptanacaktir. MKH hiicreleri ek olarak ALA ile kiiltiire edilerek
uyarilacak, ALA ile uyarilmis MKH’lerden elde edilecek olan eksozomlarin MKKH
iizerine apoptotik, anti-proliferatif ve anti-metastatik etkileri akim sitometri, qRT-PCR

analizleri, Anneksin V/PI, ELISA, IF boyama ve migrasyon deneyleriyle incelenecektir.

Sonug olarak bu c¢alismada; hiicrelerin birbirlerine karsi olan indirek/parakrin
etkileri ve ALA ile zenginlestirilmis iYD-MKH eksozomlarinin direk etkilerini saptamak

amaclanmaktadir.
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3. YONTEM

3.1. Meme Tiimér Dokusundan Kanser Kok Hiicresi Izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii
Invaziv duktal karsinoma tanis1 almis iki hastanin (Cizelge 3.1), mastektomi
ameliyat1 ile ¢ikarilan tiimor kitlesinden ~7-8 mm?® doku parcasi hiicre izolasyonu yapilmak
tizere alindi. Alinan tiimor doku, %5 Penisilin-Streptomisin (Pen/Strep- antibiyotik), %10
fetal sigir serumu (FBS) eklentili DMEM-LG igerisinde laboratuar birimimize getirildi.
Tiimér doku; Laminar flow kabin (Safe Fast Elite 2150, italya) igerisinde, 90 mm ¢apinda
steril petriye alindi ve burada %5 Pen/Strep eklentili 10 ml HBSS ile iki defa yikanarak
kan doku ve kan damarlar1 uzaklastirildi. Tiimor doku yeni bir petriye alindi ve biistri
yardimiyla ufak parcalara ayrildi. Pargalara ayrilmis timor doku iizerine 4 ml enzim
karisimi ilave edildi ve petrideki doku/enzim karigiminin tamami 50 ml falkon tiipe
aktarildi. Tiimor doku/enzim karisimi 37°C ayarh c¢alkalamali su banyosu cihazinda gece
boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 7 ml inaktivasyon besiyeri (%10 FBS’li
DMEM-LG) ilave edilerek enzimatik reaksiyon durduruldu. Hiicre/doku siispansiyonu 70
um siizgegten gecirilerek, atik doku pargalari uzaklastirildi. Hiicre siispansiyonu, 1600
rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi ve supernatant atilarak enzim uzaklastirildi. Hiicre
peleti MKKH besiyeri ile homojenize edilerek T-25 hiicre kiiltiir kabina (SPL Biosciences,
Kore) ekildi ve 37 °C, %5 CO; kosullarinda kiiltire edildi. Hiicreler, kiiltiir kab1 ylizeyini
%70-80 oraninda kaplayincaya kadar ¢ogaltildu.

Cizelge 3. 1. IDC tanist almis Vakal ve Vaka 2 hastalarinin meme tiimorlerinin
histopatolojik 6zellikleri ve Bloom-Richardson derecelendirilmesi.

IDC Vaka 1 (Yas:57) IDC Vaka 2 (Yas:42)
ER :%100 pozitif ER :%80 pozitif
PR :%95 pozitif PR :%60 pozitif
Ki67 :%11 pozitif Ki67 :%10 pozitif
Bloom-Richardson Derecelendirme Sistemi
Tiibiil formasyon: 2 Tiibiil formasyon: 2
Niiklear pleomorfizm:2 Niiklear pleomorfizm:1
Mitotik indeks: 2 (12/10 BBA) Mitotik indeks: 1 (2/10 BBA)
Toplam skor: 6, Evre: 11 Toplam skor: 4, Evre: |

Hiicrelerin Pasajlanmasi: Hiicrelerin bulundugu kiiltiir kabinin yiizeyi Ca*? Mg*
icermeyen PBS ile yikandiktan sonra kabin yiizeyini kaplayacak miktarda %0.25-Tripsin-
EDTA eklendi. 37°C’de ~5 dakika inkiibe edilerek kaldirilan hiicreler, %10 FBS igeren
DMEMY/F-12 ile tripsin aktivitesi durduruldu ve hiicre siispansiyonu falkon tiipe aktarildi.
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1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, supernatantin atilmasiyla tripsin uzaklastirildi.
Hiicre pelleti MKKH besiyeri ile homojenize edildi ve hiicre siispasiyonundan alinan
ornek, tripan mavisi ile 1:1 oranda karistirilarak hiicre sayim cihazinda (BIO-RAD TC20)
hiicre saymmi yapildi. MKKH’ler total hiicre sayisina gére, MKKH besiyeri ile yeni kiiltiir
kaplarina ekildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi: Saklanacak olan hiicreler ise hiicre sayimi sonrasinda
tekrar santrifiij edildi. Hiicre pelleti %38 FBS iceren DMEM/F-12 ile istenilen hacimde ile
homojenize edilip kriyoviallere aktarildi. DMSO (Dimetil siilfoksit) son asamada yavasga
ilave edildi ve hiicreler, igerigi tamamlanan dondurma solusyonu (%5 DMSO , %35 FBS,
%60 DMEM/F-12) igerisinde, -152 °C sogutucuda (Sanyo MDF-1156, Japonya)

dondurularak muhafaza edildi.

)
37°C' de
I - Gece boyu mkiibasyon
Tiimér Doku Enzim karigimi - .

|—Mckanik Sindirim { } Enzimatik Smdirim I

Cizim 3.1 Meme tiimor dokudan MKKH izolasyon basamaklarinin sematik gosterimi.

Cizelge 3. 2. MKKH'lerin ¢ogaltilmasinda kullanilan besiyeri igerigi ve miktar/oran
tablosu.

MKKH Besiyeri Bilesenleri Miktar/Oran
DMEM/F12 (1:1) (Gibco) 1x

FBS (Gibco) %10
Pen/Strep (Capricorn) %1
Glutamaks (Gibco) %1

Insiilin (Sigma) 4ug/ml
Hidrokortizon (Sigma) Ipug/ml

EGF (Wisent) 10 ng/mi

3.2. Meme Kanseri Kok Hiicresinin Karakterizasyonu

Meme tiimor dokudan izole edilen hiicrelerin, kanser kok hiicre olarak tanimlanabilmesi
i¢in; akim sitometri analizi, ALDH testi ve mamosfer olusturma deneylerini kapsayan bir

dizi karakterizasyon ¢alismasi yapildi.
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3.2.1. Akim Sitometri Analizi
Akim sitometri analizi, hiicrelerin akigkan bir sivi i¢indeki, sahip oldugu
belirteglerin 6zgiil antikorlarla isaretlenerek karakterinin belirlenmesinde kullanilan bir
tekniktir. Hiicreler FITC (Fluoresan izotiyosiyonat), PE (R-Fikoeritrin) gibi florokromlarla
isaretli antikor ile inkiibe edilir. Floresan 1sima yogunluguna bagl olarak, siispansiyon
halindeki hiicrelerin aranan belirtecin pozitifligine ve biiyilikliigiine gore tek hiicre

diizeyinde kantitatif 6l¢iim yapan bir sisteme sahiptir.

Izole ettigimiz V1-MKKH ve V2-MKKH’leri pasaj 3’e geldiklerinde; tripsin
enzimi ile kaldirildi, enzim-inaktivasyon igslemini takiben hiicreler sayildi. Her belirteg igin
2x10° hiicre, polikarbon akim sitometri tiiplerine (12x75mm polikarbon) aktarildi.
Hiicreler yikama soliisyonu ile yikandiktan sonra, belirlenen yiizey belirteglerine 6zel
fluoresan FITC ve PE — konjuge; CD44, CD73, CD90, CD105, CD13, CD29, CD140b,
CD24, anti-HLA DR, anti-sitokeratin, CD45, CD 34, CD15 ve CD14 insan monoklonal
antikorlari ile oda 1sisinda (karanlikta) 45dakika siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar
yikama soliisyonu ilave edildi ve 300g’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Supernatan
atilarak yikama islemi tamamlanan hiicreler, 350 pl yikama soliisyonu ile tekrar
homojenize edilerck analize hazir hale getirildi. FACS Calibur (BD Biosciences) akim
sitometri cihazinda okutuldu ve Cell Quest programinda (BD Biosciences) analiz islemleri

gerceklestirildi.

3.2.2. ALDH Testi

Izole edilen V1-MKKH ve V2-MKKH’ lerin ALDH enzim aktivite diizeyi, ALDH
test kiti (StemCell Technologies-Aldefluor ™ Assay Kit, ABD) kullamlarak, iireticinin
sundugu talimatlara gére analiz edildi. Kisaca; MKKH’ler tripsin enzimi ile kaldirildi ve
tek hiicre siispansiyonu haline getirildi. Es zamanlh olarak, periferik kandan insan 16kosit
hiicreleri (WB) elde edildi ve kontrol grubu olarak ALDH testine dahil edildi. Hiicre
sayimmi yapildi ve 3x 10° hiicre ALDH analizi igin ayrilip, 250g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Supernatant uzaklastirildi ve hiicreler 6 ml test tamponu ile homojenize edildi. Propidyum
iyodiir (PI), 7-aktinoaminomisin-D (7-AAD), dietilaminobenzaldehit (DEAB), verapamil,
ALDH/CD133 ve ALDH parametreleri i¢in akim sitometri tiipleri hazirlandi. Hazirlanan
hiicre siispansiyonu, her bir tiipe 500ul (5x10° hiicre) olacak sekilde dagitildi. DEAB
tiiptine Sul DEAB reaktifi ilave edilip iyice karigtirildi. Pl ve 7-AAD haricindeki diger
tiplere 2.5 ul Aldefluor substrati eklenip iyice karistirildi. Biitiin tiipler; karanlikta ve 37
°C'de 45 dakika siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda hiicreler, 250xg’de 5 dakika siireyle
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santrifiij edildi. Supernatant atilip 300 pl test tamponu ile tekrar homojenize edildi. 5’er pl
CD133, Pl ve 7-AAD problart yine CD133, PI ve 7-AAD tiiplerine ilave edildip
kanistirildi. Karanlikta ve 4° C'de, 20 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
250xg’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi ve hiicreler 500ul
Aldefluor test tamponu ile tekrar homojenize edilerek analize hazir hale gettirildi. FACS
Calibur (BD Biosciences) akim sitometri cihazinda okutuldu ve Cell Quest programinda
(BD Biosciences) analiz islemleri gerceklestirildi. MKKH’lerin gosterdigi ALDH
aktivitesi, negatif kontrol olan DEAB ve verapamil ornekleri ile Kkarsilastirilarak

degerlendirildi.

3.2.3. Mamosfer Olusturma Deneyi
Kanser kok hiicreleri; serumsuz siispansiyon kiiltiir ortaminda ve belirli biiylime
faktorleri ile kiiltiire edildiklerinde tiimorosfer (Meme kanseri kok hiicresi igin mamosfer)
olusturma ozelligiyle bilinmektedir. Bu dogrultuda sferoid olusturma 6zelligi kanser kok

hiicrelerinin tanimlanmasinda bir kriter olarak kabul edilmektedir.

Mamosfer olusturma deneyinde; izolasyonu yapilan V1-MKKH ve V2-
MKKH’lerinin siispansiyon kiiltiirii yapilarak mamosfer olusturabilme yetkinlikleri
incelendi (Lombardo Y ve dig. 2015) Deney oncesinde hiicrelerin ekilecegi 6 kuyucuklu
plakalar (Falcon, ABD) %3 agar ile kaplandi. Hiicreler, 7x10° hiicre/cm? olacak sekilde
kuyucuklara ekildi ve mamosfer besiyeri (Cizelge 3.3) ile 7 giin boyunca kiiltire edildi.

Jenerasyon 1 mamosferleri, kiltiirin 7.glinde faz-kontrast mikroskop ile goriintiileme

Mamosfer Sayvisi>40um

yapilarak incelendi, mamosfer sayimi yapildi ve MFE(%) = x100

Ekilen Hiicre Sayis:

formiilii ile MFE (Mamosfer Olusturma Verimliligi) degeri hesaplandi.

Cizelge 3. 3. MKKH’lerin siispansiyon kiiltiirinde kullanilan mamosfer besiyeri igerigi ve
miktar/oran tablosu.

Mamosfer besiyeri Miktar/Oran
DMEM/F12 (1:1) (Gibco) 1x

Pen/Strep (Capricorn) %1
Glutamaks(Gibco) %1
Hidrokortizon (Sigma) lpug/ml
Insiilin (Sigma) 4ug/ml

B-27 (Gibco) 1x
EGF(Wisent) 20 ng/ml
FGF (Wisent) 20 ng/ml
Heparin (Sigma) 4pug/ml
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Mamosferlerin Pasajlanmasi; MFE degeri hesaplanan jenerasyon 1 hiicreleri
falkon tiipe aktarildi ve 120xg’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Supernatant atilip,
mamosfer pellete 500ul tripsin enzimi eklenip pipetaj yapildi ve 37 © C'de 3 dakika siireyle
inkiibe edildi. Hiicre siispansiyonu pipetajlanarak, mamosferler tek hiicre siispansiyonu
haline getirilip, 500 pl FBS ilave edilerek enzimatik reaksiyon durduruldu. Hiicre
siispansiyonu 500%g’de 5 dakika santrifiij edilip, supernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti
500ul mamosfer besiyeri ile homojenize edilip hiicre sayimi yapildi. Hiicreler; yine agar

kapli 6 kuyucuklu plakalara 7x 10 hiicre/cm? olacak sekilde ekimi yapildi.

Jenerasyon 2 mamosferleri kiiltliriin 7. giiniinde, faz-kontrast mikroskop ile
goriintiileme yapilarak incelendi ve mamosfer sayimi1 yapilarak MFE(%) degeri hesaplandi.
V1-MKKH ve V2-MKKH’lerinin; jenerasyon 1 ve jenerasyon 2 MFE degerleri

karsilastirmali olarak incelendi.

3.3. Meme Yag Dokudan Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii

Invaziv duktal karsinoma tanis1 alms iki hastanin (MKKH’lerin ede edildigi ayn
vericiler), mastektomi ameliyati ile ¢ikarilan timér cevre yag dokusundan ~12-15 mm?®
doku pargas1 hiicre izolasyonu yapilmak tizere alindi. Alinan yag doku, %5 Penisilin-
Streptomisin (Pen/Strep- antibiyotik), %10 FBS eklentili DMEM-LG igerisinde laboratuar
birimimize getirildi. Yag doku; Steril Laminar flow kabin (Safe Fast Elite 2150, italya)
icerisinde, 90 mm ¢apinda steril petrilere alindi ve burada %5 Pen/Strep eklentili 10 ml
HBSS ile iki defa yikanarak kan doku ve kan damarlar1 uzaklastirildi. Yag doku yeni bir
petriye alindi, pens ve makas yardimiyla miimkiin oldugu kadar ufak parcalara ayrildi.
Parcalara ayrilmis yag doku iizerine 4 ml kollajenaz | enzimi ilave edildi ve petrideki
doku/enzim karigtminin tamami 50 ml falkon tiipe aktarildi. Yag doku/enzim karigimi1 37°C
ayarl calkalamali su banyosu cihazinda 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
7 ml inaktivasyon besiyeri (%10 FBS’li DMEM-LG) ilave edilerek enzimatik reaksiyon
durduruldu. Hiicre/doku siispansiyonu 70 um siizgecten gecirilerek, atik doku parcalari
uzaklagtirildi. Hiicre silispansiyonu, 1600 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi ve
supernatant atilarak enzim uzaklastirildi. Hiicre peleti iYD-MKH besiyeri ile homojenize
edilerek T-25 hiicre kiiltiir kabina (SPL Biosciences, Kore) ekildi ve 37 °C, %5 CO,
kosullarinda kiiltiire edildi. Hiicreler, kiiltiir kab1 ylizeyini %70-80 oraninda kaplayimcaya
kadar ¢ogaltildi. Hiicre pasajlama ve dondurma islemleri MKKH’lerin kiiltiiriinde

anlatildig1 sekilde gercgeklestirildi.
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Cizim 3.2. Meme yag dokudan iYD-MKH izolasyon basamaklarinin sematik gdsterimi.

Cizelge 3. 4. iYD-MKH'lerin gogaltilmasinda kullanilan besiyeri igerigi ve miktar/oran
tablosu.

MKH Besiyeri Miktar/Oran
DMEM/F12 (1:1) (Gibco) 1x

Pen/Strep (Capricorn) %1
Glutamaks (Gibco) %1

EGF (Wisent) 10 ng/ml

3.4. Insan Yag Doku Kaynakl Mezenimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
Yag dokudan elde edilen stromal hiicreler, akim sitometri analizi ve farklilastirma

deneyleri kapsaminda MKH karakterizasyonu gergeklestirildi.

3.4.1. Akim Sitometrik Analiz

Izole ettigimiz V1-iYD-KKH ve V2-iYD-KKH’leri pasaj 3’e geldiklerinde; tripsin
enzimi ile kaldirildi, enzim-inaktivasyon islemini takiben hiicreler sayildi. Her belirteg i¢in
2x10° hiicre, akim sitometri tiiplerine aktarildi. Hiicreler yikama soliisyonu ile yikandiktan
sonra, belirlenen yiizey belirteglerine 6zel fluoresan FITC ve PE- konjuge; CD73, CD90,
CD105, CD44CD13, CD29, CD140b, CD24, anti-HLA- DR, anti-sitokeratin, CD45, CD
34, CD15 ve CD14 insan monoklonal antikorlar ile oda 1sisinda (karanlikta) 45dakika
siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar yikama soliisyonu ilave edildi ve 300g’de 5
dakika siireyle santrifiij edildi. Supernatan atilarak yikama islemi tamamlanan hiicreler,
350 pl yikama soliisyonu ile tekrar homojenize edilerek analize hazir hale getirildi. FACS
Calibur (BD Biosciences) akim sitometri cihazinda okutuldu ve Cell Quest programinda

(BD Biosciences) analiz islemleri gergeklestirildi
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3.4.2. Farkhlastirma Deneyleri
Izole edilen V1-iYD-MKH ve V2-iYD-MKH’ler pasaj 3’e geldiklerinde;
mezenkimal kok hiicre karakterinin minimum kriterlerinden olan, adipojenik ve osteojenik
hiicrelere farklilasabilme yetenegi, farklilastirma deneyleri ile incelendi. iYD-MKH’ler
1x10°/kuyu hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu kiltir kaplarinda (Falcon, ABD), cam
lameller tlizerine ekildi ve farklilasma deneyi i¢in gereken doluluga ulasincaya kadar MKH

besiyerinde ¢ogaltildi.

Adipojenik Farklilagtirma; Hicreler %80 doluluga ulastiginda, kiltiir ortami
adipojenik farklilastirma besiyeri [DMEM-LG (Capricorn, Almanya), %10 FBS, 1 uM
deksametazon (Sigma, ABD), 200 uM indometazin (Sigma, ABD), 500 uM
izobutilmetilksantin (IBMX, Sigma, ABD) ve 4 pg/ml insiilin (Sigma, ABD)] ile
degistirildi. Kontrol grubu hiicrelerinin kiiltiirii ise MKH besiyeri ile siirdiiriildi. Her g
giinde bir besiyeri degistirildi ve li¢ hafta siiresince hiicreler gozlemlendi. Siire sonunda
besiyeri uzaklastirilip, lameller PBS ile 3 kez yikandi ve takiben; %4 paraformaldehit
solusyonunda 20 dakika (4°C’de), izopropanolde (%60) 5 dakika siireyle hiicreler fikse
edildi. Kontrol grubu hiicreler ise -20°C’de metanol ile 10 dakika siireyle fikse edildi.

Adipojenik boyama igin; izopropanol (%99) ile Oil Red O solusyonu hazirlandi.
Fikse edilen hiicreler, hazirlanan Oil Red O boya solusyonuda 50 dakika siireyle boyamaya
birakildi. Boyanmig lipid damlaciklar1 ve hiicre morfolojisindeki degisimler faz-kontrast
mikroskobu (Olympus 1X71, Japonya) altinda degerlendirilerek, hiicrelerin adipojenik

farklilagma diizeyleri incelendi.

Osteojenik Farklilastirma; Hiicreler %90 doluluga ulastiginda, kiiltiir ortami
adipojenik farklilagtirma besiyeri [DMEM-LG (Capricorn, Almanya), %10 FBS, %l
Pen/Strep, 10® M deksametazon, 10 nM B-gliserofosfat, ve 50 um/ml askorbat-2-fosfat] ile
degistirildi. Kontrol grubu hiicrelerinin kiiltiirii ise MKH besiyeri ile siirdiiriildii. Her ti¢
giinde bir besiyeri degistirildi ve li¢ hafta siiresince hiicreler gézlemlendi. Siire sonunda
besiyeri uzaklastirilip, lameller PBS ile 3 kez yikandi ve takiben; %70 etanolde, oda
sicakliginda 5 dakika siireyle hiicreler fikse edildi.

Osteojenik boyama igin, distile su ile Alizarin Red-S boya solusyonu (%0,02)
hazirlandi. Boya solusyonunun pH degeri, hidrojen peroksit eklenerek pH 4.1-4.3 olarak
ayarlandi. Ornekler PBS ile yikandiktan sonra, hazirlanmis Alizarin Red-S Ali boya
solusyonunda 45-60 saniye siireyle boyamaya birakilip, tekrar PBS ile yikama yapildi.
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Kalsifiye nodiiller ve hiicre morfolojisindeki degisimler faz-kontrast mikroskobu (Olympus
IX71, Japonya) altinda degerlendirilerek, hiicrelerin adipojenik farklilasma diizeyleri

incelendi.

3.5. WST-1 Canlilik Deneyi ile Alfa Lipoik Asit’in Doz Standardizasyonu

Stabil tetrazolyum tuzu olan WST-1’in hiicre proliferasyonu/canliligi ile dogru
orantili olarak formazan kristallerine par¢alanmasi ile kiiltiir ortamindaki renk degisiminin
optik yogunluk (OD) 6l¢iimiine dayanan kalorimetrik bir testtir. ALA eklentisi ile kiiltiire
edilecek olan iYD-MKH’ler i¢in optimum dozun belirlenmesinin yani sira, ayni dozda
ALA’ya maruz birakilan 1'YD-MKH ve MKKH’lerin gosterdikleri canlilik profillerini
karsilastirmay1 amacladik. Hiicreler, bir kuyucuga 200ul besiyeri 1X104/kuyucuk hiicre ve
her konsantrasyon igin tiger tekrarli olacak sekilde 96-kuyucuklu plakalara ekildi. V1 iYD-
MKH, V1 MKKH, V2 iYD-MKH, V2 MKKH’ler; 10, 20, 30, 40, 50 uM ve 1, 2, 3, 4, 5
mM ALA ile 3 giin boyunca kiiltiire edildi. ALA ¢6ziiciisii olan etanol, negatif kontrol
olarak; en yliksek ALA konsantrasyonundaki (SmM) etanol oranina (%0,5) gore ayarlandi.
3.Giin besiyerleri %10 WST-1 reaktifi (Roche Diagnostics, Almanya) igeren besiyeri ile
degistirildi ve 37 °C ve %5 CO; kosullarinda 2 saat inkiibe edildi. Orneklerin absorbans
degerleri, mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

3.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Alfa Lipoik Asit ile Kiiltiirii
iYD-MKH’ler, WST-1 canlilik deneyi ile belirlenen uygun konsantrasyonda ALA
ile 2 pasaj (~10-15 giin) boyunca kiiltiire edildi. Bu siiregte MKH’lerin salgi profilinin
degisimiyle birlikte, bilesenleri degismis ve ALA ile zenginlesmis eksozom/mikrovezikiil
sekresyonu elde etmek amagland1 (Cizim 3.6). ALA eklentili olarak kiiltire edilen
MKH’ler, ‘iYD-MKHa_A’ olarak isimlendirildi.
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Cizim 3.3. ALA ile kiiltiire edilen iYD-MKH’lerin eksozom/mikrovezikiilleri kapsayan
salgi profilindeki degisimin sematik gosterimi.

3.7. Mezenkimal Kok Hiicrelerden Eksozom izolasyonu ve Karakterizasyonu
Eksozom izolasyonunda; yliksek verim ve saflikta eksozom izolasyonu saglayan
diferansiye ultrasantrifijjleme teknigi kullanildi. Calisma prensibi; MKH kiiltiiriinden
alinan besiyeri, yiiksek devirde santrifiij ile merkez ka¢ kuvvetine maruz birakilarak;
icerigindeki eksozomlarmn, sahip olduklari yogunluk, sekil ve boyut farkiyla; biiyiik
biyopartikiiller, proteinler ve protein/RNA agregatlari gibi vezikiiler olmayan

parcaciklardan ayrilarilmasi temeline dayanmaktadir.

IYD-MKH ve iYD-MKHa a kiiltiir kaplart %80 doluluga ulastiktan sonra besi
ortamlar1 dokiildii ve PBS ile iki kez yikanarak FBS kaynakli eksozom ve mikrovezikiiller
uzaklastirildi. MKH’ler FBS igermeyen besi ortamu:

e iYD-MKH — %1 Pen/Strep ve %1 glutamaks eklentili DMEM/F12
e iYD-MKHaLa—, % Pen/Strep, %1 glutamaks ve 20uM ALA eklentili DMEM/F12
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ile 48 saat kiiltiire edildi. Siire sonunda MKH Kkiiltiir besiyerleri falkon tiiplerde toplandi.
Bu agamada, 6n saflastirma islemini ve takiben ultrasantrifiijle devam eden bir eksozom
saflagtirma protokolii izlendi (Lasser C ve dig. 2012). Toplanan MKH Kkiiltiir besiyerleri
300 g’de 10 dakika siireyle santrifiij edilip, supernatant yeni tiiplere aktarilip 6li hiicreler
uzaklastirildi. Takiben 15.000 g’de 20 dakika siireyle santrifiij edilip, supernatant yeni
tiplere aktarilarak, hiicresel atiklar uzaklastirildi. Supernatant 0.22 pum por boyutlu
filtreden (BIOFIL, Cin) gegirilerek, 220 nm’den biiyiik mikrovezikiiller uzaklastirildi. On
saflagtirma islemleri tamamlanan hiicre besiyerleri; CS150FNX (Hitachi Himac, Japonya)
ultrasantrifiij cihazi ve S50A model rotor kullanilarak 4°C’de, 120.000 g’de ve 70 dakika
siireyle ultrasantrifiij islemi gergeklestirildi. Supernatant uzaklastirildi ve pellet haldeki
eksozom az miktarda(~100-600 ul) PBS ile homojenize edildi. V1-iYD-MKH, V1-iYD-
MKHaLa, V2-iYD-MKH ve V2-iYD-MKHa; A hiicrelerinden elde edilen eksozomlar
sirasiyla; V1-1'YD-MKH-Ekso, V1-iYD-MKHaa-Ekso, V2-iYD-MKH-Ekso ve V2-iYD-

MKHaa-Ekso olarak isimlendirildi.

Kullanimi ileri bir tarihte gergeklesecek olan; MKH kiiltiir besiyerleri ve izole
edilen eksozomlar -80°C sogutucuda (Sanyo MDF-U5386S, Japonya) muhafaza edildi.

3.7.1. Eksozomlarim Akim Sitometri ile Immiinofenotipik Karakterizasyonu
Izolasyonu yapilmis V1-iYD-MKH Ekso, V1-iYD-MKHaLa Ekso, V2-iYD-MKH
Ekso ve V2-iYD-MKHaa EKso total eksozomlarinin bir kismi, eksozom yiizey belirtegleri
olarak bilinen CD 9, CD 63 ve CD 81 fenotiplerinin incelenmesi {izerine akim sitometri

analizine alindi.

Test tamponu i¢in %0.1 BSA (Sigir serum albumin) igeren PBS hazirlandi ve 0.22 pm
filtreden gegirildi. Her eksozom 6rnegi i¢in; CD 9, CD 63, CD 81 ve izotip kontrol olmak
lizere 4 tlip hazirlandi. CD 9 (Invitrogen, Litvanya), CD 63 (Invitrogen, Litvanya), CD 81
(Invitrogen, Litvanya) ‘Dynabeads’(Manyetik boncuk) solusyonlarindan 20 ul, hazirlanmig
tiiplere konuldu. Test tamponu ve manyetik ayirict (StemCell Technologies) araciligiyla
manyetik boncuklara yikama islemi yapildi. Her bir belirteg¢ igin 10 pl eksozom 6rnegi
tiiplere dagitildi. Uzerine 90 pl test tamponu ilave edildi ve orbital calkalayicida (Biosan)
+4°C’de gece boyu inkiibe edildi ve bu siiregte eksozomlar ile antikorlarla kapli olan
manyetik boncuklarin kompleks olusturmasi saglandi (Cizim 3.5). Siire sonunda, tiiplere
1’er ml test tamponu ilave edilip vortekslendi. Her tiip sirayla manyetik ayiriciya

yerlestirildi ve 2 dakika siireyle eksozomlarin manyetik boncuklar ile tip ylizeyine
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tutunmasi saglandi. Test tamponu uzaklastirilarak, yikama islemi tamamlanan
eksozom+manyetik boncuk kompleksleri test tamponuyla yeniden homojenize edildi.
Uygun miktarlarda CD9 (BD Biosciences), CD81 (BD Biosciences), CD63 (BD Biosciences)
ve 1gG1 (BD Biosciences) antikorlari ilave edildi ve orbital galkalayici iizerinde, oda 1sisinda,
45 dakika siireyle inkiibe edildi. Antikorlar ile boyanan eksozom+manyetik boncuk
komplekslerine; test tamponu ve manyetik ayirici araciligiyla bir kez yikama islemi
yapildi. Test tamponu ile yeniden homojenize edilen eksozomlar; FACS Calibur (BD
Biosciences) cihazinda okutuldu, Cell Quest programinda (BD Biosciences) analiz

islemleri gerceklestirildi.

Antikor kapl beadler
(CDY9/CD63/CD81)

Akim sitometrik
Eksozom analiz

i S
Tetraspaninler
CD9/CD63/CD81

Cizim 3.4. Immiinofenotipleme ile eksozom Karakterizasyonunun ¢alisma prensibi
(Lasser ve dig. 2012).

3.7.2. Mikro-BCA Testi ile Eksozom Miktar Tayini
Bikinkoninik asit (BCA) yontemi, alkali ¢ozeltideki proteinlerin ‘Bitiret’ reaktifi ile
Cu*?den Cu*"e indirgenmesi ve protein miktariyla orantili olarak, yesilden mora déniisen

renk degisiminin spektral 6lglimiine dayanan kalorimetrik bir testtir.

V1-iYD-MKH, V1-iYD-MKHaLa, V2-iYD-MKH ve V2-iYD-MKHaLa hiicre
besiyerlerinden elde edilen eksozomlarn miktar tayini, ticari ‘SMART™ micro BCA
Protein Assay Kit’(Intron Biotechnology, Kore) ile, fireticinin sundugu talimatlara
uyularak gergeklestirildi. Kisaca; 96-kuyucuklu plakaya; standart diliisyonlar ve ornekler
yiiklendi. Uzerine (1:1) oranda ‘Working’ solusyon ilave edilip, 37°C ayarli ¢alkalamali
inkiibatorde (Finepcr-combi-SV120, Kore) 2 saat siireyle inkiibe edildi. Eksozom
ornekleri, mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 562 nm dalga boyunda okutularak
kromojenik reaksiyon olgiimii yapildi. Orneklerin protein konsantrasyonlar:; 6lgiilen

absorbans degerleri, standart egrisi ile karsilastirilarak degerlendirildi.
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3.8. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deney gruplar, Cizelge 3.5’te belirtilen kisaltmalar ile isimlendirildi ve Cizim
3.6’da sematik olarak gosterildi. V1-MKKH ve V2-MKKH’ler 6 kuyucuklu plakalara
2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. MKKH/MKH ikili kiiltiir (ko-kiiltiir) gruplari
icin; V1-iYD-MKH, V1-iYD-MKHa_a, V2-iYD-MKH ve V2-iYD-MKHa_a’ler de 4x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 0,4um por boyutlu ayirici membranlar (Becton Dickinson,
ABD) iizerine ekildi. MKH deney gruplari i¢in ise; V1-1'YD-MKH, V1-iYD-MKHaLa, V2-
IYD-MKH ve V2-iYD-MKHaa’ler 6 kuyucuklu plakalara 2x10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekildi. Bir giin siireyle ekilen hiicrelerin yapismasi beklendi. Deney gruplarinin
besiyeri icerikleri ve miktarlar1 Cizelge 3.6’da belirtildigi gibi hazirlandi. ALA gruplari
igcin; 20uM ve 3mM konsantrasyonlarinda ALA igeren besiyerleri hazirlandi. Eksozom
deney gruplar1 igin; Micro-BCA testiyle eksozom konsantrasyonu belirlendikten sonra
50ug Eksozom/ml olacak sekilde besiyeri hazirlandi. Hiicreler yapistiktan sonra gruplarin
besiyerleri Cizelge 3.6’da belirtilen sekilde degistirildi ve ko- kiiltiir grubu olan
kuyucuklara MKH ekili ara membranlar yerlestirilerek deney kuruldu. Deney siiresi ii¢ giin

olarak belirlendi.

Cizelge 3. 5. Grup isimlerinde gegen kisaltmalar ve agik isimleri.

Kisaltmalar Acik Isim

V1/V2 Vaka 1/ Vaka 2

MKKH Meme Kanseri Kok Hiicresi

iYD-MKH Insan Yag Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicre

Alfa Lipoik Asit ile Uyarilmis Insan Yag Doku Kaynakli

Mezenkimal Kok Hicre

1IYD-MKHaLA

1IYD-MKH Ekso Insan Yag Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlari

) Alfa Lipoik Asit ile Uyarilmis Insan Yag Doku Kaynakli
1IYD-MKHAaA Ekso
Mezenkimal K6k Hiicre Eksozomlari
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MKKH (Kontrol) Grubu: MKKH’lerin standart olarak kiiltiire edildigi gruptur. MKKH

deney gruplarinin kontrol grubudur.

MKKH+20uM ALA Grubu: MKKH’lerin; MKH’ler i¢in gilivenli doz olarak belirlenen
20uM ALA ile kiiltiire edildigi deney grubudur. Bu grup; ayni giivenli dozda ALA’nin
MKKH ve iYD-MKH’ler iizerinde yarattigi farkli etkilerin incelenmesi amaciyla

olusturulmustur.

MKKH+iYD-MKH Grubu: MKKH’lerin, iYD-MKH’ler ile 1:2 oranda indirek ko-
kiiltiiriiniin  yapildigt deney grubudur. Bu grup ile; MKH’lerin MKKH iizerine olan
etkilerinin incelenmesinin yani1 sira; MKKH+ 1YD-MKHa A grubunun da kontrolii

niteligindedir.

MKKH+iYD-MKHaLa Grubu: MKKH’lerin, iYD-MKHaa’ler ile 1:2 oranda indirek ko-
kiiltiriiniin kapildig1 deney grubudur. Bu grup; ALA ile uyarilmis olan iYD-MKHa a’lerin

MKKH {izerine olan etkileri incelenmesi amaciyla olusturulmustur.

MKKH+iYD-MKH Ekso Grubu: MKKH’lerin 50ug/ml oranda iYD-MKH eksozomlart ile
kiiltiire edildigi deney grubudur. Bu grup iYD-MKH eksozomlarinin, MKKH iizerine olan
etkilerinin incelenmesinin yani sira; MKKH+ 1YD-MKHaa Ekso grubunun da kontrolii
niteligindedir.

MKKH+iYD-MKHa Ao Ekso Grubu: MKKH’lerin 50ug/ml oranda 1YD-MKHaLA
eksozomlar ile kiiltiire edildigi deney grubudur. Bu grup; ALA ile uyarilmig olan iYD-

MKHaLa eksozomlarmin MKKH iizerine olan etkilerinin incelenmesi amaciyla

olusturulmustur.

MKKH+3mM ALA Grubu: MKKH’lerin; canliligi azaltici dozu olarak belirlenen 3mM
ALA ile kiiltire edildigi deney grubudur.

iIYD-MKH (Kontrol) Grubu: iYD-MKH’lerin standart olarak kiiltiire edildigi gruptur. Bu
grup MKKH+iYD-MKH ve MKKH+iYD-MKH Ekso gruplarinin analiz sonuglarinin
degerlendirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica, iYD-MKHa A deney grubunun

kontrol grubudur.

IYD-MKHaLa (+20uM ALA) Grubu: iYD-MKH’lerin giivenli doz olarak belirlenen 20uM
ALA ile Kkiltire edildigi deney grubudur. Bu grup, MKKH+iYD-MKHpA Ve
MKKH+1YD-MKHa A Ekso gruplarinin analiz sonuglarinin degerlendirilmesi agisindan
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da 6nem tasimaktadir. Ayrica, giivenli dozda ALA’nin iYD-MKH’ler iizerine etkilerinin

incelenmesi amaglanmustir.

#

ALA & @ &
iYD-MKH AR, _ R _ R

iYD-MKHara A £ &

iYD-MKH Ekso ®© 0 o
iYD-MKHssEkso @) 6 6

MKKH Gruplarn
o o oW
©
S Sl Sl Sl S
MKKH MKKH + ALA(20uM)

Avyirici Membran

D D pru
w,ﬁﬁwggw

MKKH +iYD-MKH MKKH +iYD-MKHara
® . 0.,0,0 ® .0 .00
frzzss)  Laipmed
MKKH + iYD-MKH Ekso MKKH + iYD-MKHa1 4 Ekso

MKKH + ALA(3mM)

iYD-MKH Gruplan

& & & &
E A j Eo_‘ﬁ‘j

iYD-MKH iYD-MKH.1 4(20uM)

Cizim 3.5. Deney gruplarinn sematik gosterimi.
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Cizelge 3. 6. Deney gruplar1 ve besiyeri bilesenleri.

Deney Gruplar Besiyeri Bilesenleri
MKKH (Kontrol) %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12
MKKH+20uM ALA %10 FBS, %1 Pen/Strep, 20 uM ALA, DMEM/F12
MKKH+ iYD-MKH ko-kiiltiir %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12
MKKH+ iYD-MKHAaa ko- %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12
kiiltiir
MKKH+ iYD-MKH Ekso %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12,
50pg/ml iYD-MKH Eksozomu
MKKH+ iYD-MKHaa Ekso %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12,
50pug/ml iYD-MKHa A Eksozomu
MKKH+3mM ALA %10 FBS, %1 Pen/Strep, 3 mM ALA, DMEM/F12
iYD-MKH %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12
1IYD-MKHaLA %10 FBS, %1 Pen/Strep, 20 uM ALA, DMEM/F12,

3.9. Gen Ekspresyon Analizi
Gen ckspresyonu analizi i¢in total riboniikleik asit (RNA) izolasyonu,

komplementer deoksiriboniikleik asit (cDNA) sentezi ve kantitatif gergek zamanh

polimeraz zincir reaksiyonu analizini kapsayan bir dizi ¢aligma gergeklestirildi.

3.9.1. Total RNA izolasyonu
Total RNA gelismis yapili canli hiicresinin %1.1 kadarin1 kapsadigi bilinmektedir.
Ornek olarak tipik bir memeli hiicresi 10-15 pg total RNA icermektedir (Sarikaya A,
2008). Biitinliigii korunmus ve yiiksek saflikta gerceklestirilen RNA izolasyonu gen
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anlatimi ¢alismalariin oldukca énemli agsamalarindan biridir. Caligmanin gen ekspresyonu

analizi i¢in oncelikle total RNA izolasyonu ve takiben cDNA sentezi gergeklestirildi.

On Hazirlik: Deney sonunda (3.giin) hiicreler tripsin enzimiyle kaldirildi ve her bir
deney grubu i¢in ~4x10° hiicre ependora alindi. Hiicre siispansiyonlar1 santrifiij edildi
(1600 rpm/5 dk) supernatant atilip, 1000 ul PBS ile homojenize edildi. Hiicre
stispansiyonu tekrar santrifiij edildi (1600 rpm/5 dk) ve supernatant atildi.

RNA izolasyon islemi ticari ‘GenJET RNA Purification Kit’(Thermo Scientific,
Litvanya) kit ile, ireticinin sundugu protokole uygun olarak gerceklestirildi. Kisaca;
Peletler 200 pul PBS ile homojenize edildi ve {izerine 600 pl lizis tamponu ilave edilip
karistirlldi (vorteks, pipetaj). 350 pl etanol ilave edildi, karistirildi ve filtreli tiiplere
aktarildi. 12000 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi. Filtreden siiziilen alt siv1 dokiildi,
filtreler yeni tiilere aktarilip 3 kez yikama islemi yapildi. Son asamada; filtreler ependorf
tiiplere aktarildi, tizerine 50 ul su eklendi. 1 dakika bekledikten sonra 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilerek RNA saf bir sekilde ependorf tiipe toplandi. Elde edilen
RNA’larin konsantrasyonlart picodrop spektrofotometre ile Olgiildi Artan total RNA
ornekleri -80°C sogutucuda (Sanyo MDF-U5386S, Japonya) muhafaza edildi.

3.9.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi ticari kit (RevertAid First Standard cDNA Synthesis Kit, Thermo
Scientific, Litvanya) kullanilarak, iireticinin sundugu protokole uyularak gergeklestirildi.
Total RNA ornekleri 1’er pg olacak sekilde PCR tiiplerine aktarildi, 1ul Oligo DT primer
ve uygun saflikta su, toplam hacim 8.4ul olacak sekilde eklendi. 65°C’de 10 dakika
stireyle PCR cihazinda (TaKaRa Biotechnology, Japonya) inkiibe edildi. Bu siiregte
primerlerin 1s1 ile denatiire olan RNA orneklerine baglanmasi saglandi. Siire sonunda
ornekler buz tizerine alindi ve uygun miktarlarda; reaksiyon tamponu, ters transkriptaz
enzimi, dANTP karisimi1 ve Rnase inhibitorii eklendi. Tekrar PCR cihazina alinan 6rnekler,
55°C’de 30 dakika uzama reaksiyonu ve hemen ardindan 85°C’de 5 dakika siireyle enzimin
inaktivasyonu saglandi. Sentezlenen cDNA oOrnekleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu kurulancaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.9.3. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) yontemiyle
deney gruplarinda; TGF-B, SNAIL1, TWIST, CDH1, MMP-2, MMP-9, CASP-3, CASP-7,
BCL-2 ve BAX genlerinin transkripsiyon diizeyinde ekspresyon/ regiilasyon
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mekanizmalari incelendi. Her 6rnek i¢in uygun miktarlarda ¢cDNA, master mix (RealQ
Plus Master Mix Green, Ampligon) ve sudan olusan karigim hazirlandi. Primerler ve
hazirlanmis olan ¢cDNA karisimi 96 kuyucuklu PCR plakalarina yiiklendi. Kurulan
reaksiyonlar sonrasinda, ger¢ek zamanli PCR (LightCycler-11 480, Roche, Mannheim,
Almanya) cihazinda, ilgili genlerin ¢ogalmalar takip edildi ve elde edilen Cp sonuglar
dogrultusunda referans gene (HPRT1) oranlanarak goreceli olarak analizleri yapild:.

Kullanilan primerlerin baz dizilimleri Cizelge 3.4 te gosterilmistir.

Cizelge 3. 7. Gen ekspresyon analizi yapilan genler ve primerlerinin baz dizilimleri.

- Primer Baz Dizilimi
Gen Acik Isim (5'>3"

i e iy L- cgactactacgccaaggaggt
TGF-B Transforme Edici Biiylime Faktorii Beta 1 R- tgcttgaactigtcatagatticy
e . - . L- caggagcccagctatgaact

R- gaaggcagcaggcaacac
SNAI1 Snail Ailesi Transkripsiyonel Baskilayici 1 L- tacagegagatgcaggact
R- atctccggaggtgggatg
TWIST | Twist Ailesi BHLH Transkripsiyon Faktorii 1 L- agetacgecticteggtet
R- ccttctctggaaacaatgacatc
CDH1 | E-Kaderin 1 L- aggggtetgteatggaaggt
R- gcggcattgtaggtgttca
MMP-2 | Matriks Metalloproteinaz 2 L- cceeaaaacggacaaagag
R- cttcagcacaaacaggttgc
MMP-9 | Matriks Metalloproteinaz 9 L - gaaccaatcteaccgacagg
R- gccacccgagtgtaaccata
CASP-3 | Kaspaz 3 - Apoptoz iliskili Sistein Proteaz 3 = L.dtggaattgatgegtgat
R- ggctcagaagcacacaaaca
CASP-7 | Kaspaz 7 - Apoptoz iliskili Sistein Proteaz 7 = dctgacticeteticgecta
R- caaaccaggagcctcttcct
BCL-2 B Hiicreli Lenfoma 2 L- geacctgeacacctggat
R- agggccaaactgagcaga
BAX BCL-2 iliskili X L- catcatgggetggacatlg
R- gggacatcagtcgcttcagt
Hipoksantin Fosforibosil Transferaz 1 L- tgaccttgatttattttgcatacc
HPRT1
(Referans gen) R- cgagcaagacgttcagtcct

3.10. WST-1 Canlilik ve Proliferasyon Analizi

WST-1 yontemiyle, Cizim 3.5’te tanimlanan tiim deney gruplarin; hiicre canlilik ve
proliferasyon diizeyleri belirlendi. Deneyin son giiniinde (3. giin); hiicre kiiltiir besiyerleri,
%10 oranda WST-1 (Roche Diagnostics, Almanya) reaktifi iceren besiyeri ile degistirildi
ve 37 °C, %5 CO; kosullarinda 2 saat siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda, 6-kuyucuklu
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plakalarin her kuyucugundan 200 pl besiyeri 6rnegi cekilip tiglii tekrarlar halinde 96
kuyucuklu plakalara yiiklendi. Orneklerin absorbans degerleri, mikroplaka okuyucuda
(Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda 6lgiildii.

3.11. Anneksin V/PI Apoptoz Tayini
Anneksin V/PI apoptoz tayini, apoptoz siirecine girmis hiicrelerdeki Fosfaditilserin
(PS) in hiicre membran yerlesimindeki degisimin ve membran biitiinliigiindeki bozulmanin

saptanmasini temel alan bir testtir.

Canl1 Hiicre Erken Apoptotik Hiicre Gec Apoptotik Hiicre

Annexin V-FITC

SRR A
i ‘)}.‘};}1

Fosfaditilserin _ _

Cizim 3.6. Anneksin V/PI hiicresel boyama prensibi.(www.dojindo.com, Nisan 2019)

Fosfaditilserin (PS) molekiili saglikli ve canli hiicrelerde hiicre membraninin
sitoplazmik yiizeyinde olmasma karsin; erken apoptotik ve apoptotik hiicrelerde
membranin dis ylizeyinde yerlesim gosterir. FITC florokrom isaretli anneksin V molekiili;
apoptotik siirece girmis hiicrelerin, membranin ekstraseliiler alanina ge¢mis olan PS’ne
baglanmaktadir. Propidyum iyodiir (PI) canli ve 06l hiicre tanimlanmasinda kullanilan
standart bir akim sitometri canlilik probudur. Membran biitiinliigline sahip canli hiicreler,
PI'1 hiicre i¢ine almazken; 6lii ve hasarli hiicreler, bozulmus membran biitiinliigliyle PI'e
kars1 gegirgendir (Cizim 3.6). Bu anlamda FITC Annexin V i¢in pozitif, Pl i¢in negatif
hiicreler erken apoptotik hiicrelerdir. Hem FITC Annexin V hem de PI i¢in negatif
boyanan hiicreler canlidir ve 6lgiilebilir bir apoptoz siireci gegirmemektedir. FITC Annexin
V i¢in pozitif, Pl i¢in negatif hiicreler erken apoptotik hiicrelerdir. Hem FITC Anneksin V

hem de Pl i¢in pozitif boyanan hiicreler ise nekrotik/6lii hiicrelerdir (Cizim 3.7).

36


http://www.dojindo.com/

Oliv/Nekrotik Hiicreler Geg Apoptotik Hiicreler

et et
[=]
w
@
0
£
=
z
a 3
2
©
[}
o
B L8 0 1 2 3 4
Canli Hiicreler Erken Apoptotik Hiicreler iy ) = il =
FITC FITC Annexin V

Cizim 3.7. Anneksin V/PI boyamasininyla akim sitometrik apoptoz analizinin 6rnek
sablonu (BD Biosciences, 2019).

Bu calismadaki deney gruplarinin Anneksin V/PI apoptoz tayini, ticari kit(BD
Bioscience- FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, ABD) kullanilarak, tiretici
firmanin sundugu protokole uyularak gerceklestirildi. Kisaca; tripsini-EDTA ile hiicreler
kaldirildi ve her grup icin 3x10° hiicre soguk PBS ile yikandi. Hiicre pelletleri 100 ul
‘Binding Buffer’ ile tekrar homojenize edildi. FITC AnneksinV ve PI boyalari eklenip; oda
sicakliginda 20 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 300 pl ‘Binding
Buffer” eklenerek reaksiyon durduruldu ve FACSCalibur (BD Biosciences) akim sitometre
cihazinda okutuldu, Cell Quest programi (BD Biosciences) ile analiz islemleri

gergeklestirildi

3.12. Enzim Bagh Immunosorbent Analizi

Enzim Baglh Immunosorbent Analizi (ELISA); enzim ile isaretli antikor (konjugat)
ve substrat kullanilarak, 6rnek materyalde bulunan hedef proteinin varligini ya da miktarimni
belirlemede kullanilan immiinojenik bir yontemdir. ‘Sandvi¢ ELISA’ ydntemine uyumlu
ticari kitler kullanilarak gergeklestirilen g¢alismada, deney gruplarinin hiicre kiiltiirii
supernatantlarindan alinan 6rneklerin; TGF-f (Arigo Biolaboratories, Tayvan), IL-6 (Arigo
Biolaboratories, Tayvan), TNF-a (Arigo Biolaboratories, Tayvan), MMP-2 (YL Biotech,
Cin) ve MMP-9 (YL Biotech, Cin) proteinlerinin miktar tayini yapildi.
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Cizim 3.8 Sandvi¢ ELISA testinin ¢alisma prensibi (MyBioSource.com, Nisan 2019).

Deneyler, c¢alismada kullanilan Kitlerin tretici firmalarinin sundugu talimatlara
uyularak gergeklestirildi. Kisaca (Cizim 3.8); hedef proteine 6zgiil primer monoklonal
antikor kapli kuyucuklara standart diliisyonlar ve érnekler yiiklendi. Inkiibasyon siirecinde
hedef proteinler (antijenler) primer antikorlara baglanmis oldu. Yikama islemiyle,
ornekteki hedef molekiil haricindeki diger molekiiller uzaklastirildi. Takiben, hedef
proteine 6zgii biotin-konjuge sekonder antikor solusyonu ilave edildi; boylece bir epitoptan
primer antikora baglanmis durumda olan hedef proteinler diger epitop(lar)tan da sekonder
antikora baglanmis oldu. Yikama islemiyle serbest (baglanmamis) sekonder antikorlar
uzaklastirildi. Takiben Streptavidin-Yabanturbu ‘Horseradish’ Peroksidaz (HRP)
solusyonu ilave edildi. Inkiibasyon siirecinde avidin-biotin afinitesiyle birlikte sekonder
antikor-HRP konjugati olusturuldu. Yikama islemiyle, konjugat olusturmamis serbest HRP
uzaklastirildi. HRP substrati olan 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TBM) substrat solusyonu
ilave edildi. HRP’mn TMB ile olan kromojenik enzim reaksiyonu sonucu, hedef proteinin
miktariyla dogru orantili olarak renk degisimi gergeklesti. inkiibasyon siiresi sonunda
‘Stop’ solusyonu ilave edilerek reaksiyonu durduruldu. ELISA plakasi, mikroplaka
okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda okutularak kromojenik reaksiyon
ol¢iildii. Orneklerin protein konsantrasyonlari; dlgiilen absorbans degerleri, standart egrisi

ile karsilastirilarak degerlendirildi.

3.13. Immiinfloresan Boyama
Cizim 3.5’te tamimlanan deney grubu hiicrelerinin, MMP-2 ve MMP-9 fenotipleri
ikili (Double) immiinfloresan boyama yapilarak incelendi. immiinfloresan boyama igin
cam lameller lizerine ekimis hiicrelerin kiiltiir besiyerleri, deneyin sonunda (3.giin) ¢ekilip,

soguk PBS ile 3 kez yikama islemi yapildi. Hiicreler, %4 paraformaldehit solusyonunda
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+4°C’de 20 dakika siireyle fikse edildi. Ornekler PBS ile yikandiktan sonra, dzgiin
olmayan arka plan boyanmasmin 6niine gegmek igin, %2 blok serum (Abcam) igeren
PBS’de 25 dakika siireyle inkiibe edildi. Siire sonunda blok serum solusyonu bir pipet
araciligiyla, lamel kenarlarindan nazikge geri ¢ekildi. Uygun dilusyon oranlarinda MMP-2
(Thermo Scientific) ve MMP-9 (Abcam) primer antikorlar1 eklenip, +4°C’de gece boyu
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda lameller PBS ile 3 kez yikandiktan sonra uygun
fluoresan isaretli sekoder antikorlarla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Orneklerin
kurumas1 beklenip, DAPI ile kapatildi. Boyama yapilan &rnekler, konfokal mikroskop
(LEICA SP8 LIGHTNING, Almanya) altinda incelendi.

3.14. Migrasyon Deneyi (Wound Healing)
Wound Healing; hiicre migrasyonu/invazyonunun iki boyutlu olarak incelendigi bir
yontemdir. Bu yontemde; tek hiicre tabakasi iizerinde bir cisim vasitastyla ¢izik olusturulur

ve ~2-3 giin hiicrelerin ¢izilmis bdlgeye migrasyonu izlenir.

6 kuyucuklu plakalara ekili deney grubu hiicreleri, %70-80 doluluga ulastiginda,
hiicre tabakasi tizerinde 200 pl pipet ucu vasitastyla diiz bir ¢izik olusturuldu. 0. ve 2. giin
151k mikroskop goriintiileri incelendi, fotograf ¢ekildi. 0. ve 2. giin goriintiileri arasindaki

fark, gruplar arasinda karsilastirilarak degerlendirildi.

3.15. Istatistiksel Analiz
Sonuglarin istatistiksel analizlerinde SPSS10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programi
kullanilmustir. Veriler esli t-testi ve ¢oklu analizler igin Newman—Keuls metodu ile test
edilmistir. Her deney grubu en az {i¢ tekrardan olusmaktadir. Deney ve kontrol gruplar
arasindaki fark p<0.05 oldugunda anlamli ve p<0.01 oldugunda ileri derece anlamli olarak

ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Meme Tiimér Dokusundan Kanser Kok Hiicresi izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii
Meme tiimor dokudan izole ettigimiz MKKH’ler yapisan kiiltiir olarak ¢ogaltilmis

ve kiiltiir boyunca diizenli olarak faz-kontrast mikroskop altinda goriintiilenip morfolojileri
incelenmistir (Cizim 4.1 ve Cizim 4.2). MKKH’ler kiiltiir siiresince, ileri pasajlarda dahi

olduke¢a hizli ¢cogaldiklar1 gozlendi.

Cizim 4.1. Izolasyonu yapilan Vaka 1-MKKH’in pasaj 0 (A1-A2), pasaj 1(B1-B2) ve
pasaj 2 (C1-C2) faz-kontrast goriintiileri. Ol¢iim ¢ubugu: 500 um (A1, B1, C1) ve 200 pm
(A2, B2, C2).
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Cizim 4.2. 1zolasyonu yapilan Vaka 2-MKKH’in pasaj 0, pasaj 1 ve pasaj 2 faz-kontrast
goriintiileri. Pasaj 0 (A1-A2), Pasaj 1(B1-B2), Pasaj 2 (C1-C2). Ol¢iim cubugu: 500 pm
(AL, B1, C1) ve 200 um (A2, B2, C2).
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4.2. Meme Kanseri Kok Hiicresinin Karakterizasyonu
Timor dokudan elde edilen kanser hiicreleri; akim sitometri analizi, ALDH testi ve

mamosfer olusturma deneyleri kapsaminda KKH karakterizasyonu yapildi.

4.2.1. Akim Sitometri Analizi

izole edilen V1-MKKH ve V2-MKKH’leri pasaj 3’e geldiklerinde (Cizim 4.3);
kanser kok hiicresi olarak tanimlanmasi igin pozitif olmasi; CD44, CD73, CD90, CD105,
CD13, CD29, CD140b ve negatif olmasini beklenen; CD24, HLA DR, sitokeratin, CDA45,
CD 34, CD15, CD14 belirteclerinin hiicresel ifadesi incelendi. CD44'/CD24" Meme
kanseri kok hiicre fenotipi sergilemis olmasimin yani sira; CD73, CD90, CD105, CD13,
CD29 ve CD140b kok hiicre belirtegleri de yiiksek pozitiflik gdstermistir. HLA-DR,
sitokeratin, CD45, CD 34, CD15 ve CD14 gibi hematopoetik ve epitelyal hiicre belirtegleri
de negatif bulunmustur (Cizim 4.4. ve Cizim 4.5).

Cizim 4.3. Pasaj 3'te akim sitometri analizi yapilan VI-MKKH (Al1-A2) ve V2-MKKH
(B1-B2)’lerin faz-kontrast mikroskop gériintiisii. Ol¢iim ¢ubugu: 500 um (A1, B1) ve 200
um (A2, B2).
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Cizim 4.5. V2-MKKH’lerin akim sitometri ile karakterizasyon analizi.
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4.2.2. ALDH Testi
ALDH testinde yapilan tiim ikili boyamalarda ALDH enzim aktivitesi %99 iizeri
pozitif bulunmustur. CD133 ifadesi ise V1-MKKH’de %44.26 iken, VI-MKKH’de
%99.23 olarak bulunmustur. 7-AAD ve PI degerleri VI-MKKH’de daha az gozlenirken,
her iki vakada da ~%]13’lerin altinda bulunmustur (Cizim 4.6 ve Cizim 4.7). Yapilan
ALDH testi; CD133 pozitifligiyle de, izolasyonu yapilan tiimor hiicrelerinin kanser kok

hiicreleresi fenotipinde oldugunu destekleyen nitelikte degerler ile sonuglanmustir.
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Cizim 4.6. V1-MKKH’lerin ALDH/7AAD, ALDH/CD133, ALDH/PI ikili boyamalarinin
akim sitometrik ALDH analizi.
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Cizim 4.7. V2-MKKH’lerin; ALDH/7AAD, ALDH/CD133 ve ALDH/PI ikili
boyamalarmin akim sitometrik ALDH analizi.

4.2.3. Mamosfer Olusturma Deneyi
Kanser kok hiicreleri izolasyonu sonrasi karakterizasyonu i¢in kullanilan mamosfer
olusturma yetkinlikleri degerlendirilmistir. Vaka 1 ve Vaka 2 MKKH’lerinin Jenerasyon 1
ve Jenerasyon 2’de mamosfer sayimi yapilmis MFE (%) degerleri hesaplanmistir. Her iki
vakanin da mamosfer olusturabildigi gézlenmistir (Cizim 4.8 ve Cizim 4.9). Vakalar
karsilagtirildiginda; V1-MKKH’nin MFE degeri daha yiiksek oldugu saptanmistir. V1-

MKLH’de Jenerasyon 2’de Jenerasyon 1’e oranla anlamli artig goriilmiistiir (Cizim 4.10).
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Cizim 4.8. Vaka 1 MKKH mamosfer olusturma deneyi, 7 .giin faz kontrast mikrosop
goriintiisii. Jenerasyon 1 (A1-A2), Jenerasyon 2 (B1-B2). Olgiim ¢ubugu: 500um (Al, B1),
200um (A2, B2).

Cizim 4.9. Vaka 2 MKKH mamosfer olusturma deneyi , 7 .glin faz kontrast mikroskop
goriintiisii. Jenerasyon 1 (A1-A2), Jenerasyon 2 (B1-B2). Ol¢iim ¢ubugu: 500um (A1, B1),
200um (A2, B2).
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Cizim 4.10. V1-MKKH ve V2-MKKH’lerin Jenerasyon 1 ve jenerasyon 2’ de
gosterdikleri MFE(%) degerleri.
4.3. Meme Yag Dokudan Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii

Meme yag dokudan izole edilen iYD-MKH’ler yapisan kiiltiir olarak gagaltilmis ve

kiiltir boyunca diizenli olarak faz-kontrast mikroskop altinda goriintiilenip morfolojileri

incelenmistir (Cizim 4.11 ve Cizim 4.12). iYD-MKH’ler morfolojik yap1 ve yiiksek

proliferasyon Ozellikleriyle mezenkimal kok hiicre fenotipine uyumlu goriilmustiir.

Ozellikle V2-iYD-MKH’ler ileri pasajlara kadar da yiiksek proliferatif o6zelligini

korumustur.
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Cizim 4.11. izolasyonu yapilan Vakal-iYD-MKH’in pasaj 0 (A1-A2), pasaj 1 (B1-B2) ve
pasaj 2 (C1-C2) faz-kontrast mikroskop goriintiileri. Olgiim ¢ubugu: 500 pm (A1, B1, C1)
ve 200 um (A2, B2, C2).

48



<
S «‘\,
\

R
NN
AR

Cizim 4.12. izolasyonu yapilan Vaka 2-iYD-MKH’in pasaj 0 (A1-A2), pasaj 1 (B1-B2) ve
pasaj 2 (C1-C2) faz-kontrast mikroskop goriintiileri. Ol¢iim gubugu: 500 pm (A1, B1, C1)
ve 200 um (A2, B2, C2).
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4.4, Insan Yag Doku Kaynaklh Mezenimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
Yag dokudan elde edilen stromal hiicreler, akim sitometri analizi ve farklilastirma

deneyleri kapsaminda MKH karakterizasyonu gergeklestirildi.

4.4.1. Akim Sitometri Analizi
Izole edilen V1-iYD-MKH ve V2- iYD-MKH’ler pasaj 3’e geldiklerinde (Cizim
4.13) akim sitometri analizine alindi. CD73, CD90, CD105, CD13, CD29, CD140b ve
CD166 mezenkimal kok hiicre belirteglerinde yiiksek (~%85-99) pozitif ifade gosterirken;
HLA DR, CD45, CD 34, CD24, CD19, CD14 ve CD11b gibi hematopoetik ve epitelyal
hiicre belirteglerinin ifadesi negatif (~%0,4-4,9) olarak saptandi. Yapilan akim sitometi
analizi sonugclar1 neticesinde izole edilen stromal hiicreler, mezenkimal kok hiicre olarak

tanimland1 (Cizim 4.14 ve Cizim 4.15).
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Cizim 4.13. Pasaj 3'te akim sitometri analizi yapilan V1-iYD-MKH (A1-A2) ve V2-iYD-
MKH (B1-B2)’lerin faz-kontrast mikroskop gériintiisii. Ol¢iim ¢ubugu: 500 um (A1, B1)
ve 200 um (A2, B2).
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Cizim 4.14. V1-iYD-MKH’lerin akim sitometri ile karakterizasyon analizi.
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Cizim 4.15. V2-iYD-MKH’lerin akim sitometri ile karakterizasyon analizi.
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4.4.2. Farkhlastirma Deneyleri
Izole edilen iYD-MKH'ler pasaj 3’e geldiklerinde, 3 hafta siiren farklilastirma
deneyinin ardindan yapilan adipojenik ve osteojenik boyamalarda saptanan pozitiflik,
farklilastirmalarin  basarili  oldugunu kanitlamistir (Cizim 4.16 ve Cizim 4.17).
Farklilagtirma deneylerinden elde ettigimiz sonuglara gore iYD-MKH’ler mezenkimal kdk

hiicre olarak tanimlanmustir.

Cizim 4.16. V1-iYD-MKH’in adipojenik farklilastirma O (Al1-A2) ve kontrol (A3)
hiicrelerinin oil red O boyamasi; osteojenik farklilastirma (B1-B2) ve kontrol (B3)
hiicrelerinin alizarin red S (B1-B2) boyamas: faz-kontrast mikroskop goriintiileri. Olgiim
cubugu 500um (A1, A3, B1, B3) ve 200um (A2, B2).

Cizim 4.17. V2-iYD-MKH’in adipojenik farklilastirma O (Al-A2) ve kontrol (A3)
hiicrelerinin oil red O boyamasi; osteojenik farklilastirma (B1-B2) ve kontrol (B3)
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hiicrelerinin alizarin red S (B1-B2) boyamas: faz-kontrast mikroskop goriintiileri. Olgiim
cubugu 500um (A1, A3, B1, B3) ve 200um (A2, B2).

4.5. WST-1 Canlilik Deneyi ile Alfa Lipoik Asit’in Doz Standardizasyonu

WST-1 canlilik deneyinde her iki vakanin iYD-MKH’leri i¢in, 20uM ALA
konsantrasyonu giivenli doz olarak belirlenmistir. MKKH’ler igin ise 3mM ALA
konsantrasyonu canlilig1 azaltict doz olarak belirlenmistir.

"B V1-MKKH
T B V1-YD-MEKH

Kontrol Negatif 10 pM 20 pM 30 pM 40pM 50 pM ImM 2Z2mM 3mM 4mM 5mM
kontrel *k *

Cizim 4.18. Vaka 1 MKKH ve 1YD-MKH’lerinin farkli ALA konsantrasyonlarinda
gosterdikleri canlilik ve gogalma grafigi. MKH igin secilmis giivenli doz (*),MKKH igin
secilmis canliligi azaltici doz (*).
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1,6
u V2-MKKH

B V2-YD-MKH
1,4

0,8 -

0,6 - -

0,4 -

Kontrol Negatif 10 pM 20 pM 30pM 40 pm S50pM 1mM 2mM 3mM 4mM 5 mM
kontrol * *

Cizim 4.19. Vaka 2 MKKH ve iYD-MKH’lerinin farkli ALA konsantrasyonlarinda
gosterdikleri canlilik ve ¢ogalma grafigi. MKH igin se¢ilmis giivenli doz (*),MKKH igin
secilmis canlilig1 azaltici doz (*).

4.6. Eksozomlarin Akim Sitometri ile Immiinofenotipik Karakterizasyonu

V1-iYD-MKH, V1-iYD-MKHaLa, V2-iYD-MKH ve V1-iYD-MKHaia
hiicrelerinden izole edilen eksozomlarin; CD9, CD63 ve CD81 yiizey belirtegleri akim
sitometri yontemi ile immiinofenotipik karakterizasyonu gerceklestirildi. Yapilan analizler
her dort eksozom grubu i¢in de benzer sekilde sonuglanmistir. CD9 yiizey belirtecinin
pozitifligi, her dort eksozom grubu i¢in de ~%1-0,5’lerin altinda bulunarak negatif olarak
degerlendirilmistir. Buna karsin; CD63 ve CD81 yiizey belirtegleri; her dort eksozom
grubunda ~%97-99 oranla yiiksek pozitiflik gostermis ve elde edilen MKH sekretomunun,
eksozom karakterinde oldugu belirlenmistir (Cizim 4.20, Cizim 4.21, Cizim 4.22, Cizim
4.23).
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Cizim 4.20. V1-iYD-MKH eksozomlariin; CD9, CD63 ve CD81 eksozom belirteglerinin

akim sitometri analizi.

V1-YD-MKH(ar.a) Eksozomu, FSC-SSC Diyagrami

SSC-Height
200 400 600 800 1000

0

<« V1-1YD-MKHar4) Eksozom CD9
240.34 240.00

10

103

%0.00

£ 3

10" 102 108
FL1-Height

CD9 PE
101 102
anvsmel 5 snenml 5 sssmnl 3 5usmsl

109

=y
[=]
[=])

104

T
0 200 400

T

600 800 1000

FSC-Height
- V1-iYD-MKHara) Eksozom CD63

%0.00

%0.00

102 108 104
FL1-Height

< fzotip Kontrol
= §960.16  |%0.00
o ]
=%
£ 7 3
73
=
T O3 .
Y %0.03
W~ 0
=)
o Ii
° SN —
109 101 102 10® 10

FL1-Height

:rc\f'l-iYD-IvﬂU-IrALA] Eksozom CD81
T %98.89 |%0.00

102
unnl

CD81 PE

%0.00

101
sumel 33

100

100 102 103
FL1-Height

104

Cizim 4.21. V1-iYD-MKHaa eksozomlarinin; CD9,
belirteclerinin akim sitometri analizi.
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Cizim 4.22. VV2-1iYD-MKH eksozomlarmin; CD9, CD63 ve CD81 eksozom belirteglerinin

akim sitometri analizi.
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Cizim 4.23. V2-iYD-MKHaa eksozomlarinin; CD9, CD63 ve CD81 eksozom

belirteclerinin akim sitometri analizi.
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4.7. Gen Ekspresyonu Analizi

SNAILL1 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+iYD-MKH ve V2-iYD-MKHa_a
gruplarinda anlamli artis goriilirken; V1-MKKH+1YD-MKHaLA, V1I-MKKH+3mM ALA,
V2-MKKH+iYD-MKHa A, V2-MKKH+1YD-MKH Ekso ve V2-MKKH+1YD-MKHaL A
Ekso gruplarinda anlamli bir azalma goriilmustiir. TWIST gen ekspresyonu analizinde V1-
MKKH+20uM ALA, V1-MKKH+3mM ALA ve V2-iYD-MKHa_a gruplarinda anlamli
artis  goriilirken; V1-MKKH+iYD-MKH ve V2-MKKH+iYD-MKHaLa gruplarinda
anlamli bir azalma goriilmiistir. MMP2 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+iYD-
MKH ve V1-iYD-MKH Ekso gruplarinda anlamli artis goriiliirken; V1-MKKH+3mM
ALA grubunda anlamli bir azalma goriilmiistir. MMP9 gen ekspresyonu analizinde V1-
MKKH+iYD-MKH,  V1-MKKH+iYD-MKHa A, V1-MKKH+3mM  ALA, V2-
MKKH+iYD-MKH V2-MKKH+3mM ALA ve V2- iYD-MKHa_a gruplarinda anlamli
artis goriilmiistiir (Cizim 4.24).

CDH1 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+20uM ALA, V1-MKKH+iYD-
MKH, V1-MKKH+iYD-MKHaa, V1-MKKH+iYD-MKH Ekso, V1-MKKH+iYD-
MKHa A Ekso, V1-iYD-MKHaa Ve V2-iYD-MKHaLa gruplarinda anlamli artis
goriilirken; VI-MKKH+3mM ALA, V2- MKKH+iYD-MKHa A, V2-MKKH+iYD-MKH
Ekso, V2- MKKH+iYD-MKHa A Ekso ve V2-MKKH-+3mM ALA gruplarinda anlamli bir
azalma gorilmistir. TGF-B1 gen ekspresyonu analizinde, V1-MKKH+iYD-MKHaa
Ekso, V1I-MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+iYD-MKHa_ A Ekso, V2-MKKH+3mM ALA
ve V2-iYD-MKHaLa gruplarinda anlamli artis goriiliirken; MKKH+YD-MKHa A
grubunda anlamli bir azalma goriilmiistir. 1L-6 gen ekspresyonu analizinde V1-
MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+iYD-MKH, V2-MKKH+iYD-MKHaA Ve V2-iYD-
MKHaLa gruplarinda anlamli  artig  gorilirken; VI-MKKH+20uM ALA, V-
MKKH+iYD-MKHa Ao Ve V2-MKKH+3mM ALA gruplarinda anlamli bir azalma
goriilmiustir (Cizim 4.25).
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Cizim 4.24. Vaka 1 ve Vaka 2, MKKH ve iYD-MKH gruplarinin; SNAIL, TWIST,
MMP2 ve MMP9 gen ekspresyonu analiz grafikleri.

BCL2 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+3mM ALA ve V2-MKKH+3mALA
gruplarinda anlamli artig goriiliirken; V1-MKKH+20uM ALA, V1-MKKH+iYD-MKH,
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V1-MKKH+iYD-MKHaLa, V1-MKKH+iIYD-MKH Ekso, V2-MKKH+iYD-MKHaa
Ekso gruplarinda anlamli bir azalma goriilmiistiir. BAX gen ekspresyonu analizinde V1-
MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+20uM ALA, V2-MKKH+iYD-MKHa A Ve V2-
MKKH+3mM ALA gruplarinda anlamli artis goriilirken; V1-MKKH+1YD-MKH, V1-
MKKH+iYD-MKHa A Ve V1-MKKH+1YD-MKH Ekso gruplarinda anlamli bir azalma
goriilmiistir. CASP3 gen ekspresyonu analizinde V2-MKKH+20uM ALA, V2-
MKKH+1YD-MKHaLa, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+iYD-MKHa_ A Ekso
gruplarinda anlamli bir azalma goriiliirken, Vaka 1 deney gruplarinda anlamli bir farklilik
bulunmamistir. CASP7 gen ekspresyonu analizinde V2-MKKH+20uM ALA, V2-
MKKH+iYD-MKH, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+iYD-MKHa A Ekso
gruplarinda anlamli bir azalma goriiliirken, Vaka 1 deney gruplarinda anlamli bir farklilik

bulunmamistir (Cizim 4.26).
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Cizim 4.25. Vaka 1 ve Vaka 2, MKKH ve iYD-MKH gruplarmin; CDH1, TGF-$1 ve IL-6

gen ekspresyonu analiz grafikleri.
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Cizim 4.26. Vaka 1 ve Vaka 2, MKKH ve iYD-MKH gruplarinin; BCL2, BAX, CASP3
ve CASP7 gen ekspresyonu analiz grafikleri.
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4.8. WST-1 Canhlik ve Proliferasyon Analizi
Deney gruplarma yapilan WST-1 deneyinde; Vaka 1; MKKH+20uM ALA,
MKKH+1YD-MKH, MKKH+1YD-MKHaLa, MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-
MKHaLa Ekso gruplarinda kontrol grubu olan MKKH’e gore anlamli bir fark
bulunamazken; MKKH+3Mm ALA grubu hiicre canliliginda, ileri derecede anlamli
(P<0.01) bir azalma goriilmiistiir. Vaka 1; iYD-MKHa_a grubu hiicre canliliginda, kontrol
grubu 1'YD-MKH’e gore anlamli (P<0.05) artis goriilmiistiir (Cizim 4.27).

Vaka 2; MKKH+20uM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHaLA,
MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-MKHa A Ekso gruplarindaki hiicre
canliliginda, kontrol gubu MKKH’e goére anlamli artis bulunurken; MKKH+3Mm ALA
grubu hiicre canliliginda anlamli azalma goriilmiistiir. Vaka 2; iYD-MKHaLa grubu hiicre
canliliginda, kontrol grubu iYD-MKH’e gore ileri derece anlamli bir artig goriilmiistiir

(Cizim 4.28).
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Cizim 4.27. Vaka 1; MKKH ve iYD-MKH deney gruplarinin WST-1 canlilik ve
proliferasyon analizi (*P<0.05, **P<0.01).
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Cizim 4.28. Vaka 2; MKKH ve iYD-MKH deney gruplarinin WST-1 canlilik ve
proliferasyon analizi (* P<0.05, ** P<0.01).

4.9. Anneksin V/PI Apoptoz Tayini
Yapilan Anneksin V/PI apoptoz tayininde her iki vakada da; MKKH+20uM ALA,
MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHaLa, MKKH+iYD-MKH Ekso, MKKH+iYD-
MKHaLa Ekso gruplart MKKH kontrol grubuna gérece anlamli bir degisim goriilmezken;
MKKH+3mM ALA grubundaki artmig apoptotik hiicre ve korale olarak azalmis hiicre
canliligi ileri derecede anlamli bulunmustur. Her iki vakada da; iYD-MKH ve iYD-
MKHaLa gruplarinin apoptoz ve canlilbik parametrelerinde anlamli  bir farklilik

goriilmemistir (Cizim 4.29 ve Cizim 4.30).
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Cizim 4.29. Vaka 1 ve Vaka 2 deney gruplarinin Anneksin V/PI boyamalarmin akim
sitometrik apoptoz analizi.
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Cizim 4.30. Vaka 1 ve Vaka 2 deney gruplarimin Anneksin V/PI apoptoz analizi
sonuglarina gére canli ve apoptotik hiicre grafikleri (* P<0.01).

4.10. ELISA Analizi
MMP-2 ELISA analizinde V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+3mM

ALA gruplarinda anlamli artig gorilirken; V1-MKKH+iYD-MKH, V1-MKKH+iYD-
MKHaLa, V1I-MKKH+3mM ALA ve V2-MKKH+20uM ALA gruplarinda anlamli bir
azalma goriilmiistiir. MMP-9 ELISA analizinde V2-MKKH+iYD-MKH V2-MKKH+iYD-
MKHaLa, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+3mM gruplarinda anlamli artis
goriiliirken; iki vakanin deney gruplarinda da anlamli bir azalma goérilmemistir. TNFa
ELISA analizinde V1-MKKH+iYD-MKHaLas, V1-MKKH+iYD-MKH Ekso, V1-
MKKH+iYD-MKHa Ao ve V2-MKKH+i1YD-MKH Ekso gruplarinda anlamli artis
goriilirken; V1I-MKKH+3mM ALA grubunda anlamli bir azalma goriilmistiir (Cizim
4.31).
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Cizim 4.31. Vakal ve Vaka 2 MKKH deney gruplarinin; MMP-2, MMP-9 ve TNF-a
sitokinlerinin ELISA analizi (*P<0.05, **P<0.01).

IL-6 ELISA analizinde V1-MKKH+iYD-MKH, V1-MKKH+iYD-MKHa_ A, V1-
MKKH+iYD-MKHa A Ekso, V1-MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+iYD-MKH ve V2-
MKKH+iYD-MKHaLa gruplarinda anlaml artig goriilirken; V1-iYD-MKHa A Ve V2-
MKKH+3mM ALA gruplarinda anlamli bir azalma gériilmiistiir. TGF-B ELISA analizinde
V2-MKKH+iYD-MKH, V2-MKKH+iYD-MKHaLa, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso, V2-
MKKH+iYD-MKHaLa Ekso ve V2-iYD-MKHa A gruplarinda anlamli artis goriiliirken;
V1-MKKH+iYD-MKH, V1-MKKH+3mM ALA ve V2-MKKH+3mM ALA gruplarinda

anlamli bir azalma gortilmistiir (Cizim 4.32).
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Cizim 4.32 Vakal ve Vaka 2 MKKH, iYD-MKH deney gruplarinin; IL-6 ve TGF-$3
ELISA analizi (*P<0.05, **P<0.01).

4.11. immiinfloresan Boyama
Immiinfloresan boyama sonuglarinda genel bakista her iki vaka MKKH’ler igin
hem MMP-2 hem MMP-9 boyamalar pozitif bulunurken, Vaka 1 MKKH’lerde bu
pozitifligin daha fazla oldugu gorilmistir. Her iki vakanin deney gruplar
karsilastirildiginda gruplar arasindaki degisimlerde benzerlik bulunmustur (Cizim 4.32 ve

Cizim 4.33).

Vaka 1 ve Vaka 2’nin MKKH+20uM ALA grubuna bakildiginda; giivenli dozda
ALA eklentisinin MKKH’lerde hem MMP-2 hem MMP-9 ifadesinde azalma ile
sonuclandigr goriilmiistir. Vaka 1 MKH Kko-kiiltiir gruplarinda anlamli bir fark
bulunamazken; Vaka 2 ko-kiiltiir gruplarmin her ikisinde de kontrole oranla MMP-2 ve
MMP-9 boyamalarinda belirgin azalma gozlenmistir. Eksozom deney gruplarinda konrol
grubuna oranla MMP-2 boyamasinda artis gozlenmistir. Vakal’in her iki eksozom
grubunda da MMP-2 boyamasinda artis gozlenirken, MMP-9 boyamasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Vaka 2 eksozom gruplarinin her ikisinde de kontrole oranla MMP-2 ve

MMP-9 boyamalarinda belirgin azalma bulunurken; MKKH+iYD-MKHaa Ekso
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grubunda, MKKH kontrole oranla goriilen MMP-2 boyamasindaki azalma, MKKH+iYD-
MKH Ekso grubundaki azalmadan daha fazla bulunmustur.

MKH deney gruplarinda Vaka 1 ve Vaka 2 boyamalari benzeri benzer sekilde
sonug¢lanmustir. Her iki vakada da; iYD-MKHa_a deney grubunda, kontrol olan iYD-MKH
grubuna oranla MMP-2 ve MMP-9 boyamalarinda belirgin artis gézlenmistir (Cizim 4.35).
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Cizim 4.33. Vaka 1 MKKH deney gruplarmin; ¢ekirdek boyast DAPI (Mavi), MMP-2
(Yesil) ve MMP-9 (Kirmizi) immiinfloresan boyamalarinin konfokal mikroskop
goriintiileri. MKKH (A), MKKH+20uM ALA (B), MKKH+iYD-MKH (C), MKKH+iYD-
MKHaia (D), MKKH+iYD-MKH Ekso (E), MKKH+iYD-MKHa A Ekso (F). Olgiim
cubugu: 50um.
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(Yesil) ve MMP-9 (Kirmizi)

Cizim 4.34. Vaka 2 MKKH deney gruplarmin; ¢ekirdek boyas1t DAPi(Mavi), MMP-2
immiinfloresan boyamalarinin konfokal mikroskop
goriintiileri. MKKH (A), MKKH+20uM ALA (B), MKKH+iYD-MKH (C), MKKH+iYD-
MKHaia (D), MKKH+iYD-MKH Ekso (E), MKKH+iYD-MKHa A Ekso (F). Olgiim

cubugu: 50um.
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Cizim 4.35. Vaka 1 iYD-MKH (A1), iYD-MKHa_a (A2) ve Vaka2 iYD-MKH (B1), iYD-
MKHaa (B2) deney gruplarmin; ¢ekirdek boyas1t DAPI(Mavi), MMP-2 (Yesil) ve MMP-
9 (Kirmiz1) immiinfloresan boyamalarmin konfokal mikroskop goriintiileri. Olgiim gubugu:
S50pm.
4.12. Migrasyon Deneyi (Wound Healing)
6 kuyucuklu plakalara ekili hiicreler %70-80 doluluga ulastiginda pipet ucu
yardimiyla, hiicrelerin yapistig1r kiiltiir yilizeyinde ¢izikler olusturuldu. Migrasyon

deneyinin 0. ve 2. gilinlerinde faz-kontrast mikroskop goriintiisii alinarak, hiicrelerin

cizilmis bolgeye olan migrasyonlar1 gruplar arasinda karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Genel bakista, VI-MKKH’lerin migrasyon yetenegi, nispeten V2-MKKH’lerden
daha gelismis olarak gozlendi. Kiiltiirdeki 20uM ALA eklentisi, hem vaka 1 hem vaka 2
grubu i¢in; MKKH’lerde migrasyonu azaltici etki gostermis olmasina karsin, iYD-
MKH’lerde migrasyonu arttirici etki gostedi. Vaka 1’de; MKKH’lerin, iYD-MKH ve iYD-
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MKHaLa ile ortak kiiltiirii migrasyonu azaltici etki gosterken; Vaka 2’de anlamli bir fark
goriilmedi. Her iki vakada da; iYD-MKH eksozomlart MKKH migrasyonu iizerine azaltic
etki gosterirken, iYD-MKHaLa eksozomlarinimn belirgin bir etkisi goriilmedi (Cizim 4.36
ve Cizim 4.37). ‘MKKH+3mM ALA’ deney grubu canlilig1 azaltict ALA dozunun etkisi
ile migrasyon deneyi igin gerekli olan %70-80 doluluga ulasamadigindan dolayr migrasyon

deneyine alinamadi (Cizim 4.38).

Cizim 4.36. Vaka 1 MKKH ve iYD-MKH deney gruplarinin migrasyon deneyi. MKKH
(A1-A2), MKKH+20uM ALA (B1-B2), MKKH+iYD-MKH ko-kiiltir (C1-C2),
MKKH+iYD-MKHaLa  ko-kiiltir (D1-D2), MKKH+iYD-MKH-Eksozom (E1-E2),
MKKH+iYD-MKHaa-Eksozom (F1-F2), iYD-MKH iYD-MKHaa(H1-H2). 0. giin (A1,
B1, C1, D1, E1, F1, H1,) ve 2. giin (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2) faz-kontrast
mikroskop gériintiileri. Ol¢iim cubugu: 500pum.
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Cizim 4.37. Vaka 2 MKKH ve iYD-MKH deney gruplarinin migrasyon deneyi. MKKH
(Al-A2), MKKH+20uM ALA (B1-B2), MKKH+iYD-MKH ko-kiiltir (C1-C2),
MKKH+1YD-MKHaLa  ko-kiiltir (D1-D2), MKKH+iYD-MKH-Eksozom (E1-E2),
MKKH+iYD-MKHaa-Eksozom (F1-F2), iYD-MKH iYD-MKHa A (H1-H2). 0. giin (AL,
B1, Cl1, DI, El, F1, H1,) ve 2. giin (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2) faz-kontrast
mikroskop gériintiileri. Ol¢iim cubugu: 500um.

Cizim 4.38. Vaka 1 MKKH+3mM ALA (A) ve Vaka 2 MKKH+3mM ALA (B) deney
gruplarmin 2. giin faz-kontrast mikroskop goriintiileri. Ol¢iim ¢ubugu: 500pm.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malignitedir ve karsinomaya baglh
6limlerinin baginda gelmektedir. Meme kanserinin diinya {izerindeki insidanst her gegen
yil %0.05 oranda artis gostermektedir (DeSantis ve dig. 2013). Meme kanseri olan
hastalarda tiimor niiksii, metastaz hiz1 ve mortalitesi yliksektir. Meme kanserinin, memede
lenfatik damarlarin mevcudiyetinden dolay1 organlara yayilimi kolaydir ve akcigerlerin,
karacigerin, beyinin ve diger organlarin etkilenmesiyle sonuglanan yiiksek oranda metastaz
ile karakterizedir (Hai 2017). Tani ve tedavide yeni gelismelerin artmasina ragmen,

gilinlimiizde hala 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (Isikdogan ve dig. 2003).

MKH’ler ve MKH eksozomlari; kanser dahil pek c¢ok hastalia yonelik
tasarlanabilmesi ve immiinojenik olmamasi gibi onemli terapdtik ozelliklere sahiptirler.
ALA; meme (Kuban ve dig. 2017), over (Kafara ve dig. 2015), kolorektal (Dorsam ve dig.
2015) ve akciger (Puchsaka ve dig. 2016) gibi ¢esitli kanser hiicre dizileri lizerinde kanser

karsit1 6zellikleri gosterilmis, gli¢lii bir antioksidandir.

Bu ¢alismada ALA’nin MKKH’ler ve iYD-MKH’ler iizerine direk etkisi; ALA ile
uyarilmis 1iYD-MKH’lerin indirek ve ALA ile zenginlestirilmis i'YD-MKH eksozomlarinin
MKKH iizerine direk etkileri incelenmistir. Iki IDC tanist almis hastanmn timor
dokusundan MKKH izolasyonu basariyla yapilmis, kiiltiir ortamindaki morfolojileri ve
cogalmalari takip edilmistir. Vaka 1 MKKH’lerin kiiltiir kosullarinda Vaka 2 MKKH’lere
kiyasla daha hizli c¢ogalmasi, WST-1 canlilik deneyinde daha proliferatif ozellik
sergilemesi ve IF boyama sonuglarinda daha yogun MMP2-MMP9 boyama gostermis
olmastyla daha agresif bir kanser kok hiicresi profili sergilemistir. Bu durumu vericilerin
kanser derecelendirmesinden ve tiimor histopatolojik 6zelliklerindeki farktan ileri geldigini
distinmekteyiz (Bak. Cizelge 3.1). VI-MKKH ve V2-MKKH’ler akim sitometi
analizlerinde CD44°/CD24 karakteriyle kanser kok hiicresi olarak tanmimlanmistir (Bak.
Cizim 4.4 ve Cizim 4.5). KKH’lerdeki yiiksek ALDH ekspresyonu; ilag direngliligi ve
tiimdr niiksii ile iliskilendirilmektedir. Yapilan ¢alismalar yiiksek ALDH ekspresyonunun,
meme kanseri hastalarinda kot prognozla korele oldugunu gostermistir. ALDH ayrica;
benzer Ozellikler gosteren malign kok hiicreleri saglikli kok hiicrelerden ayirici bir
belirtectir (Ginestier ve dig. 2007). CD133 ise solid tiimor kanser kok hiicrelerinde pozitif
goriilen bir baska KKH biyobelirtecidir ve pek ¢ok mekanizmayla KKH’leri modiile eder
(Paige ve Aoran 2018). Calismada izole edilen tiimor hiicrelerine yapilan ALDH
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analizinde ikili ALDH/CD133 boyamas1 yapilmis; analiz sonucunda Vakal ve Vaka 2
MKKH’ler yiiksek pozitiflik gostererek ALDH/CD133 bakimindan da kanser kok hiicresi
ozelligi sergilemistir (Bak. Cizim 4.6, Cizim 4.7). KKH’lerin sferoid olusturma
Ozelliklerine dayanilarak, mamosfer olusturma deneyi MKKH karakterizasyonu icin bir
kriter olarak kabul edilmektedir. Calismada elde edilen Vaka 1 ve Vaka 2 MKKH’ler hem
Jenerasyon 1’de hem Jenerasyon 2’de mamosfer olusumu gostermislerdir (Bak. Cizim 4.8
ve Cizim 4.9). Ancak vakalar karsilastirildiginda VI-MKKH MFE degerinin V2-
MKKH’den daha yiiksek oldugu saptanmistir. Jenerasyonlar arasti MFE degerleri
karsilagtirildiginda; V1-MKKH Jenerasyon 2’de Jenerasyon 1’e oranla anlamli artig
goriiliirken, V2-MKKH Jenerasyon 2’de Jenerasyon 1’e oranla azalma goriilmiistiir. (Bak.
Cizim 4.10). Bu sonug¢ da iki vakanin kanser kok hiicreleri arasindaki malignite farkini

dogrular niteliktedir.

MKKH’lerin elde edildigi, IDC tamili ayni vericilerin saglikli meme yag
dokusundan; basarili bir sekilde iYD-MKH izolasyonu gergeklestirilmistir. Hiicreler igsi
formda fibroblast benzeri MKH morfolojileriyle ve kiiltiir ortaminda gosterdigi yliksek
cogalma kapasitesiyle MKH 6zelliklerine uyumlu oldugu gézlenmistir (Bak. Cizim 4.11 ve
Cizim 4.12). Ancak vakalar arasi karsilastirma yapildiginda; Vaka 2 1YD-MKH’lerin
kiiltiir kosullarinda Vaka 1 i'YD-MKH’lere kiyasla daha hizli cogalmis ve WST-1 canlilik
deneyinde de goriildigii gibi daha proliferatif 6zellik sergilemistir (Bak. Cizim 4.18 ve
Cizim 4.19). Vakalar aras1 1YD-MKH’lerdeki bu farkin; Vaka 2 wvericisinin Vaka 1
vericisinden daha gen¢ olmasindan ileri geldigini diisiinmekteyiz. Hiicrelerin akim
sitometri karakterizasyonunda; CD73, CD90, CD105, CD13, CD29, CD140b ve CD166
mezenkimal kok hiicre belirteglerinde yiliksek pozitif ifade gosterirken; HLA-DR, CD45,
CD 34, CD24, CD19, CD14 ve CD11b gibi hematopoetik ve epitelyal hiicre belirteglerinin
ifadesi negatif olarak saptandi (Bak. Cizim 4.14 ve Cizim 4.15). Hiicreler farklilastirma
karakterizasyonu i¢in 3 hafta siireyle adipojenik ve osteojenik farklilagtirma deneyine
alindilar. Takiben yapilan adipojenik ve osteojenik boyamalarda saptanan pozitiflik,
farklilagtirmalarmn basarili oldugunu kanitlamistir (Bak. Cizim 4.16 ve Cizim 4.17). Izole
edilen stromal hiicreler; akim sitometri analizi ve farklilastirma deneyleri neticesinde

mezenkimal kok hiicre olarak tanimlanmstir.

WST-1 canlilik deneyinde; iYD-MKH’ler i¢in giivenli ALA dozu 20puM olarak
saptanmistir (Bak. Cizim 4.18 ve Cizim 4. 19). Hiicreler 20uM ALA ile iki pasaj boyunca
kiiltiire edilerek her iki vaka i¢in de iYD-MKHa| A hiicre grubu olusturulmustur. ALA ile
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uyarilmis olan IYD-MKHaa’ler ve uyarilmamis iYD-MKH’ler; istenen miktarda eksozom
elde etmeye yetecek sekilde ¢ogaltildi. Ultrasantrifiij yontemiyle hiicre supernatantlarindan
eksozom izolasyonu yapildi. Izole edilen eksozomlarin CD9, CD63 ve CDS81 tetraspanin
belirtegleri akim sitometrik olarak incelenmis ve immiinfenotipleme karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Eksozom karakterizasyonu analizlerinde; V1-iYD-MKH, V1-iYD-
MKHaLa, V2-iIYD-MKH ve V2-1IYD-MKHa a'lerden elde edilmis olan dort eksozom
grubunun da CD63 ve CD81 eksozom belirtegleri bakimindan yiiksek pozitiflik
gostermesine karsin CD9 ifadeleri negatif bulunmustur (Bak. Cizim 4.20, Cizim 4.21,
Cizim 4.22, Cizim 4.23). CDO literatiirde bir eksozom belirteci olarak gec¢iyor olsa da
yaygin olarak hematopoetik ve epitelyal hiicrelerde ifade edilmektedir (Brosseau ve dig.
2018). Bu anlamda; MKH'lerden elde edilen eksozomlarda CD9 ifadesinin negatif
bulunmasi, aslinda MKH’lerin yiizey belirteci olarak CD9 ifadesinin olmamasindan

kaynaklanmaktadir.

Bu calismada; EMT, apoptoz ve metastaz iliskili genlerin ifadelerinde meydana
gelen degisimler incelendi. SNAIL1 gen ifadesinde Vakal’de MKKH+3mM ALA
grubunda anlamli diisiis goriilmesine karsin, TWIST ifadelerinde MKKH+3mM ALA
nispeten artig s6z konusudur. SNAIL ve TWIST’ in; EMT nin diizenlenmesinden sorumlu
olan iki temel transkripsiyon faktorii olmasina ragmen ayni gruplardaki gen ifadesi
diizeyleri farkli bulunmustur. Bu durum; TWIST’in EMT siirecindeki E-kaderini
baskilama mekanizmasini, SNAIL’den bagimsiz olarak gergeklestiriyor olmasindan ileri
geldigini diisiinmekteyiz (Lamouille ve dig. 2014). Vaka 2 MKKH+iYD-MKHaLA
grubunda hem SNAIL hem TWIST ifadesi bakimindan anlamli diisiis saptanmistir. Bu
durum ALA ile uyarilmis olan MKH’lerin MKKH’ler iizerinde EMT baskilayici sekilde
etki ettigini gostermektedir. Vaka 2 1YD-MKHa 4 grubunda, kontrolii olan V2-1YD-MKH
grubuna oranla SNAIL ve TWIST gen ekspresyonlarinda anlamli artis s6z konusudur (Bak
Cizim 4.24).

MMP-2 ve MMP-9 bircok biyolojik siiregte hayati rol oynayan Onemli
proteazlardir. MMP-9, bir¢ok hiicre disi matriks (ECM) proteinlerinin pargalayarak
ECM’nin yeniden yapilanmasint saglar. MMP-9’un tiimdr invazyonu, metastaz ve
anjiyogenezde rol oynadigi ve tiimoér mikro-ortamini diizenledigi bulunmustur. Baz1 yeni
arastirmalarda, MMP-9'un ¢esitli spesifik kanserlerde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (Huang 2018). MMP-2 ve MMP-9, meme kanseri dokularinda yiiksek oranda
eksprese edilir ve lenf bezi metastaz1 ve tiimor evrelemesi ile yakin iliskilidir (Li ve dig.
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2017). Bu calismada; primer timoér dokudan elde edilen kanser kok hiicresi dizilerinde
MMP-2 ve MMP-9 gen ifadeleri yiiksek bulunmustur. Oncelikle, canliligi azaltict doz
3mM ALA'nin VI-MKKH'de MMP-2 gen ifadesinin azaldig1 ve her iki vakada da 3mM
ALA i¢in MMP-9 gen ifadesinin anlamli derecede arttigi saptanmustir. iYD-MKH grubu
kontrole gore her iki vakada da MMP-2 ve MMP-9 gen ifadelerinde anlamli derecede
artmistir. Buna karsin i'YD-MKHaLa gruplarinda, iYD-MKH gruplarina goére azalma
gozlenmistir (Bak. Cizim 4.24). Bu bulgu 20uM ALA'nin; tiimor nis hiicresi olan
MKH'lerin MKKH'leri {izerine olan metastatik etkisini azalttigin1 kanitlar niteliktedir.
ELISA analizinde Vaka 1 MKKH+20uM ALA grubunda MMP-9 ve MMP-2 miktarinda
anlamli artig gorilirken; Vaka 2 MKKH+20uM ALA grubunda ise anlamli azalma
gortiilmistir. Vaka 1 MKKH+iYD-MKHa A Ekso deney grubunda MMP-2 ve MMP-9
ELISA analizlerinde anlamli artis goriiliirken; Vaka 2 MKKH+YD-MKHa A Ekso
grubunda anlamli azalma saptanmistir. ELISA sonuglarina bagl olarak, 20uM ALA ve
ALA ile zenginlestirilmis eksozom eklentisinin MKKH iizerindeki etkilerinin vakalar
arasnda farklilk gosterdigi sonucuna varmaktayiz. MMP-2 ELISA analizinde her iki
vakanin MKKH+1YD-MKHaa ko-kiiltiir grubunda da anlamli azalma saptanmistir (Bak.
Cizim 4.31).

Immiinfloresan boyama sonuglarinda her iki vaka MKKH’ler i¢in de hem MMP-2
hem MMP-9 boyamalar pozitifken, Vaka 1 MKKH’lerde pozitifligin daha fazla oldugu
goriilmustir. Aradaki bu farkin, VI-MKKH’lerin V2-MKKH’ler daha agresif ve
metastatik olmasi ile iligkilendirmekteyiz. Her iki vakada da MKKH+20uM ALA grubuna
bakildiginda; 20uM ALA eklentisinin MKKH’lerde hem MMP-2 hem MMP-9 ifadesinde
azalma ile sonucglandig1 goriilmiistiir. Bu bulgu ile 20uM ALA eklentisinin, MKKH’lerde
metastatik Ozelligi baskiladigir saptanmistir. Buna karsin; MKH’lerdeki 20uM ALA
eklentisinin, MKKH’ler iizerindeki MMP-2 baskilama 6zelligini daha da arttirmis oldugu
sonucuna varmaktayiz. Her iki vakanin da MKH gruplarini inceledigimizde 20uM ALA ile
kiiltiire edilen iYD-MKHa_ A grubunda MMP-2 ve MMP-9 boyamalarinda belirgin artis
gozlemlenmistir (Bak. Cizim 4.35). 20uM giivenli dozda ALA’min MKKH’lerde
migrasyonu/metastazi azaltici etki gosterirken, 1YD-MKH’lerde migrasyonu arttirict etki
gostermesi IF boyama ¢alismamizin carpici sonuglarindan biridir. Vakal MKH ko-kiiltiir
gruplarinda anlamh bir fark bulunamazken; Vaka 2 ko-kiiltiir gruplarinin her ikisinde de
kontrole oranla MMP-2 ve MMP-9 boyamalarinda belirgin azalma gozlenmistir. Eksozom

deney gruplarinda kontrol grubuna oranla MMP-2 boyamasinda artis gozlenmistir.
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Vakal’in her iki eksozom grubunda da MMP-2 boyamasinda artis gozlenirken, MMP-9
boyamasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Bak. Cizim 4.33 ve Cizim 4.34). Vaka 2
eksozom gruplarinin her ikisinde de kontrole oranla MMP-2 ve MMP-9 boyamalarinda
belirgin azalma bulunurken; MKKH+iYD-MKHa_a Ekso grubunda, MKKH kontrole
oranla goriilen MMP-2 boyamasindaki azalmanin, MKKH+iYD-MKH Ekso grubundaki
azalmadan daha fazla oldugu gozlenmistir (Bak. Cizim 4.34).

TNF-a apoptoz, nekroz, immiin hiicre aktivasyonu siireclerindeki etkinligiyle anti-
tiimor Ozellikler sergiledigi gibi; anjiyogenez ve migrasyon siireglerini de destekleyerek
pro-tiimor olarak da davranabilmektedir. Ancak bazi ¢alismalar kanser ve kansere bagh
komplikasyonlarda tedavi edici 6zelligi oldugu bildirilmistir (Wajant 2009). Calismamizda
elde edilen gRT-PCR sonuglarinda TNF-o gen ifadesinin ¢ok diisiik ve/veya hi¢ olmadigini
goriilmiistiir (Sonuglar gosterilmemistir). ELISA analizinde iki vakada da; yalnizca
MKKH+1YD-MKHaLA Ve MKKH+iYD-MKH Ekso gruplarinda TNF-o miktarinda ki artig
anlamli saptanmis olsada gen ifadelerinde oldugu gibi protein sentezininde ¢ok diisiik
oldugu gozlenmistir. (Bak. Cizim 4.31). TNF-o bulgularimiz dogrultusunda hem
MKH’lerin hem de MKKH’lerin bu yolagi kullanmadig1 goriilmektedir.

Kanser hiicrelerindeki E-kaderin ekspresyon seviyesi; timor derecesi ve evresiyle
ters orantilidir (Kim ve dig. 2016). E-kaderin gen (CDH1) ekspresyonu analizinde; Vaka 1
MKKH+20uM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+V1-iYD-MKHaLA, V1-MKKH+iYD-
MKH Ekso, V1I-MKKH+iYD-MKHaa Ekso deney gruplarinda anlamli artis bulunurken;
Vaka 2 MKKH+1YD-MKHaLa, MKKH+1YD-MKH Ekso, MKKH+1YD-MKHa A EKso
deney gruplarinda anlamli azalma bulunmustur. Vaka 1 i¢in anlaml artisin ve Vaka 2'de
kontrol grubuna gore anlamli azalmalarin saptandigi bulgular; bize ALA, kokiiltiir ve
eksozomlarin daha agresif seyreden V1-MKKH’ler {izerindeki tiimor baskilayict etkinin
daha fazla oldugunu gostermistir. Ayrica CDHI1 gen ekspresyonlarinda her iki vakanin da;
MKKH-+3mM ALA grubunda anlamli azalma goriiliirken, 1'YD-MKHaa grubunda anlamli
artts bulunmustur (Bak. Cizim 4.24).

TGF-B, kanser kok hiicrelerinde E-kaderini baskilayarak EMT’yi baslatir ve
invaziv karakter kazandirir. Bunun yaninda kanser kok hiicresinin diger doku ve organlara
metastazin1 desteklemektedir. Ayrica tiimor anjiyogenezinin olusumunda da etkin rol
oynamaktadir (Moses 2011). Deney gruplarinin TGF-f gen ekspresyonu analizinde Vaka 2
MKKH+1YD-MKHa a ko-kiiltiir grubunda anlamli azalma goriilmiistiir. Ayrica TGF-p
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gen ekspresyonu ve ELISA analizlerinde Vaka 2 iYD-MKHaLa grubunda da kontrole
oranla anlamli artis s6z konusudur. Her iki vakanin da MKKH+YD-MKHa A Ekso ve
MKKH+3mM ALA gruplarinda TGF-f gen ekspresyonu analizinde anlamli artig
saptanmistir. Buna karsin; ELISA analizinde her iki vakanin da MKKH+3mM ALA deney
grubunda TGF-p miktarinda anlamli azalma saptanmistir (Bak. Cizim 4.24 ve Cizim 4.32).
Yakin zamanda yapilmis bir calismada ALA’nin meme kanseri kok hiicre hatlar1 tizerinde
TGF-B yolagimi baskilayic1 etki gosterdigi bildirilmistir  (Tripathy ve dig. 2018).
Calismamizda elde edilen primer meme kanseri kok hiicrelerinde de, 3mM ALA’nin TGF-

B yolagi iizerinden EMT ve metastazi baskiladig1 sonucuna varmaktayiz.

Baslica inflamatuar sitokinlerden olan IL-6; cesitli mediyatorler araciligiyla kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu, sag kalimini ve metastatik 6zelligini desteklemektedir. IL-6;
iyi huylu (bening) tiimér dokuyu, kétii huylu (malign) timér dokuya doniistiirebilmektedir
(Depner ve dig. 2014). Ayrica timor mikro-gevresindeki IL-6 sinyalizasyonu, kanser
hiicrelerinin immiin sistemden kagisini ve anjiyogenezi saglamaktadir (Fisher ve dig.
2014). Vaka 1 IL-6 gen ckspresyonu analizinde MKKH+20uM ALA, MKKH+iYD-
MKHa A Ve 1YD-MKHaLa gruplarinda anlamli azalma goriilirken; MKKH-+3mM
grubunda ileri derecede anlamli artis s6z konusudur. Farkli olarak; ELISA sonuglarinda
MKKH+iYD-MKH MKKH+iYD-MKHaLA Ve MKKH+iYD-MKHaLa Ekso gruplarinin
IL-6 miktarinda anlamli artis saptanmistir (Bak. Cizim 4.25). iYD-MKH’ler ile birlikte
kiiltiire edilen MKKH’lerde (6zellikle V2’de) IL-6 hem gen hem protein diizeyinde
artmigken, ALA ile uyarilmig ve uyarilmamis eksozomlarla kiiltiire edilen MKKH’lerde bu
etki goriilmemis, tersine IL-6 ifadeleri azalmistir. Vaka-1 ELISA/IL-6 grafiginde; ko-
kiltiir gruplarinin supernatantlarinda IL-6 miktarlarindaki anlamli artisin MKKH’den
ziyade MKH kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Vaka 2 1L-6 gen ekspresyonu analizinde
MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHaLa ko-kiiltir ve iYD-MKHaLa gruplarinda
anlaml artis goriiliirken; MKKH+3mM grubunda ise anlamli azalma saptanmistir. Benzer
sekilde IL-6 ELISA analizlerinde de MKKH+iYD-MKH ve MKKH+iYD-MKHa A ko-
kiiltlir gruplarinda anlamh artig goriiliirken; MKKH+3mM grubunda ise anlamli azalma
saptanmistir (Bak. Cizim 4.32). 3mM ALA eklentisinin, farkli vakalarin MKKH’lerinin
hem ELISA hem de gen ekspresyonu analizlerinde 1L-6 ifadesi iizerinde farkli etkiler
gosterdigi  gbzlenmistir. Bu sonucun vakalar arast varyasyondan kaynaklandigim

diistinmekteyiz.
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Kaspaz-3 ve Kkaspaz-7 apoptoz siirecinde, sitoplazmik proteinler ve niiklear
DNA’nin yikimmindan sorumlu hiicre i¢i sistein proteazlardir. Vaka 1 kaspaz-3, kaspaz-7
gen ifadelerinde anlamli bir degisim saptanmamistir. Vaka 2’de MKKH+20uM ALA,
MKKH+1YD-MKHaLA, MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-MKHaa Ekso deney
gruplariin kaspaz-3 ekspresyonu diizeylerinde anlamli azalma goriilmiistiir. Vaka 2,
kaspaz-7 gen ifadesi analizlerinde ise; MKKH+20uM ALA, MKKH+iYD-MKH,
MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-MKHa s Ekso gruplarinda anlamli azalma
goriilmiistiir (Bak. Cizim 4.26). Apoptotik belirteglerdeki bu azalmanin, MKH’lerin anti-
apoptotik ozelliginden kaynakli olabilecegini 6ngoérmekteyiz. Kaspaz-3 ve kaspaz-7 gen
ekspresyonu sonuglarini  yorumladigimizda; ALA ile zenginlestirilmis olmasina
bakilmaksizin tim MKH ko-kiiltiir ve eksozom gruplarimin her iki vakada da gen
diizeyinde MKKH’lerde kaspaz 3 ve 7 icin beklenen apoptotik bir etki gdriilmemistir.
Ancak Annexin V-PI analizlerinde 6zellikle 3mM ig¢in apoptotik etki nettir.

BCL-2 ve BAX, apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan bir gen ailesinin
antagonist olarak ¢alisan iki ayri iiyesidir. BCL-2; lenfoma, meme, kolon, akciger ve deri
gibi cesitli kanser tiirlerinde asir1 ifade olan bir onkogendir (McDonnell ve dig. 1996).
BAX geni, P53 proteinin aktivasyonunu saglayan Bax proteinini kodlayan, pro-apoptotik
ve timor baskilayici bir gendir. Hiicrelerdeki BAX/BCL-2 orani apoptoz siireci i¢in
belirleyicidir (Periman ve dig. 1999). BCL-2 ve Bax genlerinin ifadelerinde Vaka 1 ve
Vaka 2 arasinda varyasyonlar bulunmaktadir. BCL-2 gen ekspresyonu analizleri Vaka
1’de; MKKH+20uM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHa A Ve MKKH+iYD-
MKH Ekso gruplarinda anlamli azalma goriilmesine karsin, Vaka 2 gruplarindaki azalma
anlamli goriilmemistir. Her iki vakanin da MKKH+1YD-MKHa a4 deney grubunda BCL-2
onkogen ekspresyonunda anlamli azalma saptanmustir. Ilging olarak yine her iki vakada da;
MKKH+3mM ALA grubunda anti veya pro-apoptik 6zelligine bakmaksizin hem BCL-2
hem BAX gen ifadesindeki artislar anlamlidir. BAX gen ekspresyonu analizleri Vaka 1°de;
MKKH+1YD-MKH, MKKH+iYD-MKHa o Vve MKKH+iYD-MKH Ekso deney
gruplarinda anlamli azalma saptanirken, her iki vakanin da MKKH+3mM ALA grubunda
anlamli artis bulunmugstur. BAX gen ekpresyonu sonuglarina goére 3mM ALA’nin,
MKKH’leri apoptoza siiriikledigi agik¢a goriilmektedir. Ayrica Vaka 2’nin MKKH+20uM
ALA ve MKKH+iYD-MKHaLa deney gruplarinda da BAX expresyonunda anlamli artis
saptanmistir (Bak. Cizim 4.26).
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Yapilan Anneksin V/PI apoptoz analizinde her iki vakada da; MKKH+20uM ALA,
MKKH+1YD-MKH, MKKH+1YD-MKHaLa, MKKH+iYD-MKH Ekso, MKKH+iYD-
MKHaLa Ekso gruplarinda MKKH kontrol grubuna gére anlamli bir degisim goriilmezken;
MKKH+3mM ALA grubunun apoptoz diizeyinde ileri derecede anlamli artig saptanmustir.
Annexin V/PI bulgularimiz 3mM ALA'nin siiphe gotiirmez bir sekilde kanser kok
hiicrelerini apoptoza gotiirdiiglinii destekler niteliktedir. Ayrica 3mM ALA'nin Vaka 1'de
~%91’lerde olan canlilik oranini ~%16’lara indirirken, Vaka 2’de ~%84’lerde olan
canliligt ~%65’lere indirdigi gézlenmistir (Bak. Cizim 4.30). Bu bulgu 3mM ALA’nin;
daha agresif olan V1-MKKH iizerinde canlilig1 azaltici etkisinin, V2-MKKH’ye gore daha
fazla (~4 kat) oldugunu gostermektedir.

WST-1 canlilik ve proliferasyon deneyi de Anneksin V/PI apoptoz analizini
destekler sekilde; her iki vakada MKKH-+3mM ALA grubunun canliliginda anlamli azalma
saptanmigtir. Ayrica yine her iki vakada da iYD-MKHaLa deney grubunun canliliginda,
kontrol iYD-MKH grubuna oranla anlamli artis goriilmistir. Ayrica Vaka 2
MKKH+20uM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+1YD-MKHaLa, MKKH+iYD-MKH
Ekso ve MKKH+iYD-MKHaLa Ekso gruplarindaki hiicre canliliginda, kontrol gubu
MKKH’e gore anlamli artis bulunmustur. WST-1 deneyinde 3 mM ALA’nin MKKH’lerin
canlilik ve proliferasyonunu azalttigi, 20uM ALA’nin ise MKH’lerin canlilik ve
proliferasyonunda arttirici etki gosterdigi saptanmistir (Bak. Cizim 4.27 ve ¢izim 4.28).

Migrasyon deneyinde ilk olarak vakalar aras1 yaptigimiz degerlendirmede Vaka 1
MKKH’lerin migrasyon yetenegi, nispeten Vaka 2 MKKH’lerden daha gelismis olarak
gozlenmistir. Kiiltiirdeki 20uM ALA eklentisi, hem Vaka 1 hem Vaka 2 grubu igin;
MKKH’lerde migrasyonu azaltict etki gostermis olmasmna karsin, 1YD-MKH’lerde
migrasyonu arttirict etki gostedi. Bu bulgu ile ALA’nin, MKKH ve iYD-MKH {izerine
farkli etkiler gosterdigi gercegi bir kez daha kanitlanmistir. Vaka 1°de; MKKH’lerin, 1YD-
MKH ve iYD-MKHaa ile ortak kiiltiirii migrasyonu azaltic1 etki gosterken; Vaka 2’de
anlaml bir fark goriilmedi. Her iki vakada da; 1'YD-MKH eksozomlart MKKH migrasyonu
lizerine azaltict etki gosterirken, 1YD-MKHaLa eksozomlarinin belirgin bir etkisi
goriilmedi (Bak. Cizim 4.36 ve Cizim 4.37). Migrasyon deneyi bulgularimiz, MMP-
2/MMP-9 IF boyama sonuglarini da destekler nitelikte bulunmustur.

Deney gruplarinda, WST-1 canlilik deneyi, Anneksin V/PI apoptoz, IF boyama,

migrasyon deneyleri arasinda korelasyon bulunmaktadir ve analiz sonuglari birbirini
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destekler niteliktedir. Ancak gen ekspresyonu ve ELISA analizlerinde deney gruplarindaki
farkliliklarin 6rnek sayisinin arttirilmast durumunda istatistiksel olarak daha anlamli

bulunabilecegini 6ngdrmekteyiz.

Yaptigimiz analizlerle elde ettigimiz bulgulara dayanarak ALA'nin meme kanseri
kok hiicrelerinin ¢cogalmasini engelledigi ve apoptoza yonlendirdigini saptadik. ALA'nin
giiclli bir anti-kanser ajan oldugunu ve meme kanseri vakalarinda hem g¢ogalmayi hem
metastazi Onlemek i¢in ALA'nin kullanilabilecegini 6ngérmekteyiz. SNAIL ve TWIST gen
ekspresyonu analizlerinde ve MMP-2 ELISA sonuglarinda iYD-MKHaia ko-kiiltiiriiniin
ve 1YD-MKH c¢ksozomlarmin MKKH’ler iizerindeki EMT baskilayic1 etkisi dikkat
¢ekicidir. MMP-2 ve MMP-9 gen ckspresyonlari i¢in, MKKH+iYD-MKH gruplarinda
MKKH kontrole gére anlamli artisin saptanmasi, MKH’lerin parakrin etkisinden kaynakli
oldugunu; MKKH’leri ile birlikteyken iYD-MKH’lerin MMP-2/ MMP-9 proteaz
aktivitesini arttirmis olabilecegini 6ngdrmekteyiz. Gen ekspresyonu analizlerinde MKH
deney gruplarinda da, MKKH gruplarina gore MMP-2/ MMP-9 proteaz ifadesinin daha
fazla oldugu gorilmektedir. MKKH’lerin normal kosullarda iYD-MKH’leri metastatik
ihtiyact dogrultusunda uyarabilirken, 20uM ALA varliginda MKH’lerden bu destegi
saglayamamaktadir. Ek olarak; eksozom deney gruplarinda da hiicrelerin birbirlerine olan
etkisi degil; kiiltiir sonras1 salgilanan eksozomlarin direk etkisi goriilmektedir. Sonug
olarak; eksozom deney gruplarinda; ko-kiiltir gruplarma goére MMP-2/ MMP-9
ekspresyonlarinda anlamli azalma oldugu goriilmektedir. Kokiltir gruplarinda
MKH’lerden salgilanan &nemli sitokinlerden IL-6’nin gRT-PCR ve ELISA sonuglart
eksozomlarin etkisini destekler niteliktedir. MKKH’ler iYD-MKH ile kokiiltiirlerinde hem
gen hem protein diizeyinde IL-6 anlamli derecede fazlayken; eksozom gruplarinda EMT’yi

destekleyen bu sitokinin anlamli derecede az oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak; calismadaki bulgulara dayanarak ALA'min meme kanseri kok
hiicrelerinin  migrasyonunu, c¢ogalmasimi engelledigi ve apoptoza yonlendirdigi
saptanmistir. ALA'nin giiglii bir anti-kanser ajan oldugunu ve meme kanseri vakalarinda
hem ¢ogalmayr hem metastazi onlemek i¢in ALA'nin kullanilabilecegini dngérmekteyiz.
Ek olarak iYD-MKH eksozomlarmin, ortak kiiltiirlerin tersine anti-metastatik etkisinin
oldugu saptanmistir. Calismamizda vakalar aras1 varyasyonlar goriilmektedir. Bulgularimiz
hiicresel tedavilerde de kisi bazli tedavi protokolleri gelistirilmesi gerektigini, kanser

derecelendirilmesinin bu sonuglar {izerinde etkili olabilecegini gostermektedir.
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5.1. Smirhhiklar
Calismanin daha fazla vaka ile yapilmasi vakalar arasindaki varyasyonlari
azaltacaktir. Bu sekilde elde edilen sonuglarin toplumun geneline uyarlanmasi daha saglikli

bir sekilde gerceklesecektir.

Eksozom karakterizasyonunda, akim sitometri analizine ilaveten elektron
mikroskopisi ile eksozom boyut analizinin yapilmasi izolasyonumuzun validasyonunu
destekleyen bir analiz olacaktir. qQRT-PCR ile gen diizeyinde gerceklestirdigimiz analizleri,
protein diizeyinde ELISA ve IF yontemleri ile karsilastirdik ve sonuclarimizin ek olarak
western blot ile desteklenmesi c¢alismamizin etki faktoriini arttiracaktir. Yapmuis
oldugumuz in-vitro deneylere ek olarak, in-vivo deneylerin yapilmasi elde edilen sonuglari

daha ileri bir noktaya tasiyacaktir.

6. SONUCLAR VE ONERILER

MKKH ve iYD-MKH izolasyonlari, karakterizasyon deneyleriyle de desteklenerek
basartyla gerceklestirilmistir. Ancak hiicrelerin ylizey belirteclerine gore 6zgiin secilim
yapilarak ayristirtlma tekniklerinin kullanilmasi daha saf hiicre soylarinin elde edilmesini

saglayacaktir.

Kurulmus 3 giinliik deney stirecince amaglandigi gibi; ALA, MKH ve eksozomlarin
MKKH’ler iizerine olan etkileri incelendi. Ancak calisma daha uzun siireli (5 giin, 7 giin
vs.) deneyleri de igeren gruplarla desteklenerek daha uzun vadeli olarak incelenebilir.
Calismada kurulan 1:2 oranda MKKH: 1YD-MKH ko-kiiltiir deney gruplart 1:1, 1:3 gibi

farkli oranlardaki ¢alisma gruplartyla desteklenebilir.

Elde edilen bulgularda ALA ile zenginlestirilmis eksozomlarin kanser hiicreleri
tizerinde belli bir etkisi oldugu gosterilmistir. Ancak bu g¢alismada ALA’nin etki
mekanizmasmin ayrintili  incelenmesine yer verilememistir. Tersine miihendislik
yaklasimlari ile ya da ileri analizleri de i¢eren (Proteomiks vs.) multidisipliner ¢alismalarla

desteklenebilir.
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Tez Denetleme Listesi

[ ] Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).

[] Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

[ ] Tez kapagn sirt kismmna kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazmin yoniine dikkat!) ad,
program,y1l yazildi.

[ ] Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya

da DOKTORA olmalidir) imzalatild1 (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir, imzalarin

ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).
[] Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siraland.
[ ]On sayfalara 1, i1, ii1 seklinde Roma rakamlar1 konuldu.
[] Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
[] Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.
[ ] Ana metin yaz1 boyutu 12 olacak bicimde basild.
[_] Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.
[] Ana metin satir arahig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
[ ] Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.
[ ] Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarma uyuldu.
[_] Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.
./ ...12019
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