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ÖZET 

Yağ Dokusu Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre Eksozomları ve Alfa Lipoik Asitin in-vitro 

KoĢullarda Meme Kanseri Kök Hücreleri Üzerine Etkilerinin Ġncelenmesi 

 

Amaç: Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanser türüdür ve kansere bağlı ölümlerin 

baĢında gelmektedir. Kanser kök hücrelerinin; tümör geliĢimi, tedaviye direnç ve tedavi 

sonrası tümörün tekrarlanmasından sorumlu olan öncü hücreler olduğu anlaĢılmasıyla 

birlikte, güncel araĢtırmalar kanser kök hücresi hedefli hücresel tedavilere yönelmiĢtir. 

Doğal olarak oluĢan bir disülfit molekülü olan alfa lipoik asit (ALA); çeĢitli kanser hücre 

dizilerinde hücre proliferasyonu ve apoptoz üzerinde yararlı etkiler sağladığı bildirilen 

güçlü bir antioksidandır. Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) pek çok dokuda bulunan, 

multipotent özellikte olan bir eriĢkin kök hücre grubudur. MKH‟ler doku rejenerasyonunda 

olduğu kadar yeni kanser tedavileri için de umut vaad etmektedir. MKH'lerin parakrin 

etkilerini eksozomlar aracılı olarak yapıldığı bilinmektedir. Eksozomlar çapı genellikle 30-

100 nm olan; nükleik asit ve çeĢitli proteinleri içeren mikroveziküllerdir. Nanoboyutlu 

biyo-taĢıyıcılar olan eksozomların hedefe yönelik tasarlanabilmesi, kanser tedavilerinde 

umut vaadetmektedir. 

Yöntem: Ġnsan meme tümör dokusundan meme kanseri kök hücresi (MKKH) ve meme 

yağ dokusundan mezenkimal kök hücre (iYD-MKH) izolasyonu/karakterizasyonu yapıldı. 

iYD-MKH‟ler iki pasaj boyunca ALA ile kültüre edilerek uyarıldı. Ultrasantrifüj 

yöntemiyle izole edilen iYD-MKH ve iYD-MKHALA eksozomlarının protein tayini yapıldı. 

Bu çalıĢmada iki ayrı kanser kök hücre vakası için; ALA eklentisinin, MKH ortak 

kültürünün ve eksozom içeren direk kültür gruplarının olduğu 9 deney grubu oluĢturuldu. 

Gruplar arasındaki proliferasyon, apoptoz ve migrasyon farklılıkları; kantitatif gerçek 

zamanlı PCR (qRT-PCR), ELĠSA, migrasyon deneyi, anneksin V/PI, WST-1 ve immün 

floresan boyamalar ile ortaya konmuĢtur. 

Bulgular: MKKH, iYD-MKH ve eksozom izolasyon ve karakterizasyonları baĢarıyla 

gerçekleĢtirildi. Yapılan analizlerde, ALA‟nın MKKH için canlılığı azaltıcı etkisi 

gözlenmiĢtir.  

Sonuçlar: ALA ile zenginleĢtirilmiĢ iYD-MKH‟lerin eksozomlarının ve ALA‟nın MKKH 

üzerine apoptotik, anti-proliferatif ve anti-metastatik etkileri olduğu saptanmıĢtır. 

Anahtar sözcükler: Meme Kanseri, Kanser Kök Hücresi, Mezenkimal Kök Hücre, Alfa 

Lipoik Asit, Eksozom 
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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-MSCALA 

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 (qRT-PCR), ELISA, migration 

assay, annexin V / PI, 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. GĠRĠġ 

1.1.  Meme Kanseri 

Meme kanseri, kadınlar arasında en sık görülen kanser olup, her yıl 2,1 milyon 

kadını etkilemektedir. Epidemiyolojik çalıĢmalarda %24.2  prevalansı ve %15 mortalite 

oranıyla kadınlarda kansere bağlı ölümlerin baĢında gelmektedir (Çizim 1.1).  Meme 

kanseri; insani geliĢmiĢlik endeksi (ĠGE) yüksek ülkelerde, artmıĢ morbidite oranıyla 

dikkat çekerken; geliĢmekte olan ülkeler yüksek mortalite oranlarıyla önde gelmektedir. 

Bunun yanında küresel olarak hemen hemen her bölgede meme kanseri oranı artarak 

devam etmektedir (Çizim 1.2) (Bray ve diğ. 2018). Türkiye'de ise meme kanseri oranı 

100.000 kadında 40.6 iken, kadınlarda ortaya çıkan kanser türleri arasında ilk sırada yer 

almaktadır (Gültekin M/ T.C. Sağlık Bakanlığı 2014). 

 

Çizim 1.1 Kadınlarda en yaygın görülen 10 kanser türünün vaka ve ölüm oranlarının 

yüzdelik dağılımı (Bray ve diğ. 2018). 

Meme kanseri biyolojik ve klinik açıdan çok heterojenik özellikler gösterir. Meme 

kanserinde kontrolsüz hücre çoğalması genomik instabilite (Mutasyon, amplifikasyon, 

delesyon, kromazomal anomaliler gibi) ve belirli epitelyal özelliklerin ortadan kalkması 

gibi değiĢiklikler sergiler. Bu nedenle kanser geliĢiminde rol oynayan moleküler 

mekanizmaların anlaĢılması ileriye dönük kanser terapilerinin geliĢtirilmesi için önemlidir. 
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Çizim 1.2 Kadınlarda en sık görülen kanser türünü ülke bazında gösteren küresel harita 
(Bray ve diğ. 2018). 

Meme kanseri, patolojisinin mulfifaktöriyel temellere dayanmasına bağlı olarak 

geniĢ bir risk faktörü ağına sahiptir (Çizim 1.3).  

Genetik Etkenler ve Herediter Sendromlar: Genetik etkenler ve herediter 

sendromlar, tüm meme kanseri olgularının %8-10‟unu oluĢturmaktadır (Lynch ve diğ. 

1984). Meme kanseri aile öyküsü olan kiĢilerde meme kanserinin ortaya çıkma yaĢı daha 

erken olup, özellikle annesinde meme kanseri olanlarda daha belirgindir. Meme kanseri ile 

iliĢkili olduğu bilinen genlerden ilki; meme kanseri duyarlılık geni 1 (BRCA1)‟dir. 

Otozomal dominant bir gen olan BRCA1, 17. kromozomun uzun kolu (q) üzerine 

yerleĢmiĢ olup, mutasyonların oluĢması sonrası BRCA1 geninin herediter meme kanseri ve 

over kanserlerinde etyolojik rol oynadığı kabul edilmektedir (Futreal ve diğ. 1994). 

BRCA1 geninin mutasyona uğramıĢ Ģeklini taĢıyan bir kadında 70 yıllık yaĢam süresi 

boyunca meme kanserine yakalanma riskinin %85 olduğu hesaplanmıĢtır (Wooster ve diğ. 

1994). BRCA2 geni ise 13. kromozom üzerinde yerleĢim gösteren ve ön değerlendirmelere 

göre ailevi olgularda hastalığın erken ortaya çıkmasıyla iliĢkilendirilmektedir. BRCA2 

mutasyonu taĢıyan kadınlarda meme kanseri geliĢimi riski %87 olarak hesaplanmıĢtır. 

BRCA2 geninin BRCA1‟den farklı olarak, artmıĢ over kanseri sıklığı ile bir iliĢkisi yoktur 

(Wooster ve diğ. 1994). Bölgeye spesifik herediter meme kanseri olguları BRCA2 gen 

mutasyonuyla yakından iliĢkilidir. Li-Fraumeni ve Cowden gibi otozomal dominant 

sendromları da, çeĢitli meme malignitelerinin eĢlik ettiği genetik sendromlardır. 
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Endokrin Etkenler: Meme, hormonların kontrolünde olan bir doku olduğu için; 

meme kanseri geliĢiminde hormonların etkisi olduğu düĢünülmektedir. Erken menarĢ yaĢı 

meme kanseri geliĢimi için bir risk faktörü olarak kabul edilmektedir ve menarĢın her bir 

yıl geçikmesi, meme kanseri riskini %20 azalttığı kabul edilmektedir (Henderson ve diğ. 

1985). Menopoz yaĢı da meme kanseri risk faktörleri arasında bir kriter olarak kabul 

edilmektedir. 45 yaĢından önce menopoza giren kadınlarda meme kanseri riski 55 yaĢından 

sonra bu döneme giren kadınların yarısı kadardır ve menopozun her bir yıllık gecikmesi, 

meme kanseri riskini ortalama %3 oranda arttırır (Trichopoulos ve diğ. 1972). Sporadik 

düĢükler ve gebeliğin tıbbi olarak sonlandırılması durumlarında da hormon düzeylerindeki 

programlı olmayan değiĢimler, meme kanserinde risk arttırıcı faktördür. Ġlk doğum da 

meme kanserinin endokrin etkenlerinden biridir. Ġlk doğumunu 30 yaĢından sonra yapan 

bir kadınlarda, 20 yaĢından önce yapan kadınlara göre meme kanserine yakalanma riski 4 

kat daha fazla olduğu bildirilmiĢtir (Veronesi ve diğ. 1995). Uzun süren laktasyon süreci 

de ovulatuar dönem sayısını azaltarak, meme kanserinde koruyucu bir faktör olduğu kabul 

edilmektedir (Musey ve diğ. 1987).  Gebeliğin önlenmesinde ve menopoz sonrası hormon 

replasman tedavilerinde eksojen hormon (Östrojen, progesteron)  kullanımının da meme 

kanseri riskini arttırdığı yapılan birçok epidemiyolojik çalıĢma ile gösterilmiĢtir (Wendy ve 

diğ. 2008). 

Çevresel Etkenler: Yağdan zengin beslenmenin ve alınınan enerji miktarının 

meme kanseri ile yakından iliĢkisi bilinmektedir ve yapılan hayvan deneyleriyle de 

gösterilmiĢtir. Beslenmede alınan lif ve bazı vitamin (Vitamin A, C, E, D) miktarının 

meme kanseri üzerinde koruyucu etkisi oduğu ileri sürülmektedir. Fiziksel aktivite 

adolesan dönemde mernarĢı geciktirerek meme kanseri riskini azalttığı gibi, eriĢkin 

dönemde düzenli yapılan egzersizlerin de koruyucu etkisi gösterilmiĢtir. Özellikle genç 

yaĢta maruz kalınan iyonize radyasyon ve elektromanyetik alan, diğer kanserlerde olduğu 

gibi meme kanseri için de risk faktörünü arttırıcı çevresel etkenlerdendir (Topuz ve 

Aydıner 2003).  
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Çizim 1.3 Meme kanseri geliĢiminde etkin risk faktörleri faktörleri. 

 

 

1.1.1. Memenin Anatomik, Fizyolojik ve Histolojik Yapısı 

Meme, göğüs ön duvarında geliĢmiĢ modifiye bir ter bezidir. Deri eklerinin ve 

stromanın evrimi ile memeli sınıfı yenidoğanının immunolojik korunması ve beslenmesi 

üzerine özelleĢmiĢtir. Ġnsanlarda göğüs duvarının üst kısmında pektoral kasın üzerinde bir 

çift meme glandı bulunur. Meme baĢından 6-10 ana duktus sistemi köken alır. Deriyi örten 

çok katlı yassı epitel, duktuslarda da devam eder ve sonra birdenbire iki sıralı küboidal 

epitele dönüĢür. Genellikle duktus açıklığında küçük bir keratin tıkaç bulunur. Çevre 

areola derisi pigmentedir ve düz kas ile desteklenmiĢtir. Büyük duktusların birbirini 

izleyen dallanmaları ile sonunda terminal duktal lobüler üniteye ulaĢılır (Çizim 1.4). 

EriĢkin kadınlarda terminal duktus bir lobülü oluĢturmak için küçük asinüslerden üzüm 

salkımı Ģeklinde bir kümeye tomurcuklanır. Her duktal sistem tipik olarak memenin 

1/4‟ünden fazlasını iĢgal eder ve sistemler geniĢ ölçüde bir diğeri ile örtüĢürler.  
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Çizim 1.4. Memenin anatomisi (www.turkcerrahi.com, Mart 2018). 

Meme, fötal hayatın 5-6. haftalarından menopoza kadar devam eden anatomik ve 

fizyolojik değiĢimlere maruz kalan bir organdır. Puberta ile birlikte kadınlarda meme, 

meme baĢı ve areolada meme elemanları, yağ ve bağ dokusundaki artıĢa bağlı olarak 

önemli değiĢiklikler olur.  

 

Çizim 1.5. Meme lob ve lobül yapılanması (www.turkcerrahi.com, Mart 2018). 

http://www.turkcerrahi.com/
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Anterior toraks duvarının süperfisyel fasyası üzerinde yerleĢim gösteren meme, 

tubuloalveolar tipte glandular doku içeren 15-20 adet lobdan oluĢur. Lobların her biri 2-4 

mm çaplı birer laktifer duktus ile sonlanır. Bunlar, meme baĢına 0,4-0,7 mm çaplı birer 

orifise açılırlar. Her bir duktus areolar altında laktifer sinüs dediğimiz dilate bir bölüm 

içerir. Laktifer duktuslar dallanarak subsegmental ve terminal duktuslara dönüĢürler. 

Terminal duktuslar gevĢek bir stroma ile, memenin fonksiyonel ünitesi olan lobüller ise 

yoğun kollajenöz bir stroma ile çebrelenmiĢlerdir (Topuz ve Aydıner 2003). Memenin 

fonksiyonel olarak en aktif bölümü olan terminal duktal-lobüler ünite (TDLU) kısa bir 

terminal duktus bölümünden ve asinüsten (Alveol) meydana gelir (Çizim 1.5). 

1.1.2. Meme Kanserinin Histolojik ve Moleküler Alt Sınıfları 

Meme kanseri; farklı histolojik paternler, farklı biyolojik özellikler ve klinik 

davranıĢlarla iliĢkili, çoklu tümör varlıklarını içeren karmaĢık ve heterojen bir hastalıktır. 

Son yüzyılın baĢlangıcında hastada meme malignitesi olduğunun bilinmesi yeterliydi ve 

meme kanser hastalarının tümüne tek tip tedavi uygulanmaktaydı. Zamanla aynı tip kanser 

tanısı alan hastaların farklı prognoz gösterdiğinin gözlemlenmesi ve son 50 yıldan uzun 

süredir her geçen gün artan Ģekilde, patologların farklı morfolojik varyantlar tanımlaması, 

meme kanser sınıflamasının tartıĢılır olmasına neden olmuĢtur. Bugün için bilinen ve son 

yayınlanan dünya sağlık örgütü (WHO) tümör sınıflamasında meme kanserinin 20 major 

tip ve 18 minör subtip olmak üzere çok sayıda varyantı bulunmaktadır (Ellis ve diğ. 2003). 

 

Çizim 1.6. Meme karsinomları ve invazyonu (www.memesaglik.com, Mart 2019). 

Duktal Karsinoma Ġn Situ: Duktal karsinoma in situ (DCIS), kanserin süt kanallarının 

(Laktiferöz duktus) içinde baĢladığı ve karsinomun kanal ile sınırlı olduğu "non-invaziv" 

http://www.memesaglik.com/
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meme kanseri türüdür. DCIS, süt kanalının bazalına, çevre meme dokusuna ya da herhangi 

bir organa yayılım göstermez. 

Lobüler Karsinoma Ġn Situ: Meme lobülünün, lobül hücrelerin solid 

proliferasyonuyla dolup geniĢlemesiyle karakterize, invaziv olmayan, lobüler hiperplazidir. 

Meme karsinomlarının yalnızca %03-08‟ ini oluĢturur ve genellikle 40-50 yaĢ aralığındaki 

(Premenopozal) kadınları etkiler (Tavassoli 1999). LCIS, invaziv meme kanseri oluĢumu 

için risk faktörü ya da öncü lezyon olarak nitelendirilebilir. Olguların %20-30‟unda, 

yaklaĢık 20-25 yıl gibi bir zaman dilimi içerisinde invaziv karsinom geliĢir (Resen ve diğ. 

1978). 

Ġnvaziv Duktal Karsinoma:  Ġnvaziv duktal karsinom (IDC), çevre dokulara 

invazyon ve akciğer, karaciğer, beyin gibi uzak organlara metastaz yapabilen malign 

epitelyal tümördür (Tavasoli ve Deville 2003). IDC meme karsinomlarının %75-80‟ini 

oluĢturan özel tiplerin herhangi biri içinde sınıflandırılamayan malign meme tümörlerinin 

en önemli grubudur (Çizim 1.6) (Li ve diğ. 2005). 

Ġnvaziv Lobuler Karsinoma: Ġnvaziv lobüler karsinoma (ILC) invaziv meme 

karsinomlarının %5-20 aralığında ortalama %14‟ünü oluĢturarak, IDC‟dan sonra ikinci en 

sık görülen histolojik alt sınıftır. IDC özellikle gastrointestinal, jinekolojik organlar ve 

peritona metastaz yapma eğilimindedir (Harris 1984). 

Diğer Ġnvaziv Maligniteler: Musinöz karsinom, medüller karsinom, tübüler ve 

papiller karsinomlar daha az görülen diğer invaziv meme maligniteleridir (Çizim 1.7). 

 

Çizim 1.7 Ġnvaziv meme karsinomlarının yüzdelik grafiği . 
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Meme kanserinde tümörün moleküler sınıflandırılmasında; östrojen reseptöri (ER), 

progesteron reseptörü (PR), insan epidermal büyüme faktörü 2 (Her2), Ki67 ve sitokeratin 

(CK) 5/6 belirteçlerinin pozitifliklerine göre belirlenen dört farklı alt sınıfı vardır: 

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

kanserlerinin yaklaĢık% 40'ını oluĢturur ve  iyi prognozludur. 

Luminal B: ER (+), PR (+), Her2 (-) ve Ki67>% 14. Meme kanserlerinin % 20'si 

luminal B sub-tiptedir.  Luminal A tümörlerine göre nispeten kötü prognoza yol 

açmaktadır. Progresif, ileri tümör derecesi ve lenf düğümlerine metastaz ile 

iliĢkilendirilmektedir. 

Her2 pozitif: ER (-), PR (-), Her2 (+) ve Ki67 (yüksek). Bu alt tip meme 

kanserinin yaklaĢık % 10-15'ini oluĢturur, Her2 ve proliferasyon iliĢkili genlerin yüksek 

ekspresyonu ile karakterizedir. ER ve PR genellikle negatiftir. Her2 alt tipi tümörler 

oldukça kötü bir prognoza sahiptir ve sık tekrarlayan metastazlar görülmektedir (Ross ve 

diğ. 2009). 

Bazal benzeri / üçlü negatif: ER (-), PR (-) ve Her2 (-). Bu “bazal benzeri” olarak 

adlandırılır çünkü yüksek moleküler ifadesi genellikle sitokeratinler (örneğin, CK5 / 6) ve/ 

veya EGFR bazal hücreler/ miyoepitelyal hücrelerde eksprese edilir. Bu alt tip “üçlü 

negatif” olarak bilinir. Hastalık patolojsi hormon reseptörlerinden kaynaklanmadığı için 

hormonal tedavilere yanıt vermez. Meme kanserinin bu alt tipi, reseptör pozitif alt tiplere 

kıyasla oldukça agresif ve kötü bir prognoz sergilemektedir (Perou ve diğ. 2011). 

1.1.3. Meme Kanseri Kök Hücresi 

Meme tümörleri de diğer solid tümörler gibi kanser kök hücresi (KKH) olarak 

adlandırılan bir sub-grup içermektedir. Bu KKH'ler; tümörün oluĢumu, progresyonu, 

metastazından sorumlu agresif tümör hücreleridir. KKH‟lerinin kanser tedavisine dirençli 

yapılarından dolayı öldürülmesi güçtür. Ġlaç tedavisinede direnç gösteren bu grup hücreler, 

tedavi sonrasında da tümörün nüksetmesine sebep olmaktadır. Bu nedenle yeni tedavi 

çabaları KKH hedefli hücresel tedavi yöntemlerine yönelmiĢtir (Çizim 1.8).  
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Çizim 1.8 Geleneksel kanser tedavilerine karĢı KKH hedefli hücresel tedaviler. 

KKH'ler, kendini yenileme, asimetrik bölünme gibi sağlıklı kök hücreler ile benzer 

özellikler taĢımaktadır. Meme kanseri kök hücreleri (MKKH) , 2003 yılında ilk kez Al hajj 

ve arkadaĢları tarafından hücre yüzey belirteçlerine (CD44
+
/CD24

-
) dayandırılarak 

tanımlanmıĢtır (Al-Hajj ve diğ. 2003). Ancak son yıllarda yapılan çalıĢmalarda; kemoterapi 

ve radyoterapiye dirençle iliĢkili olduğu anlaĢılan aldehit dehidrogenaz 1 (ALDH1), 

CD133 ve CD49f‟ de MKKH belirteçleri olarak kabul edilmiĢtir (Crabtree 2018). MKKH 

karakterinde görülen bir diğer unsur ise yapıĢmayan süspansiyon kültürde, sahip oldukları 

yüksek proliferatif sferoid (mamosfer) oluĢturabilme yetenekleridir (Grimshaw ve diğ. 

2008). 

KKH‟lerde; Wnt-katenin, hedgehog, notch simyal yolaklarındaki değiĢim ve bu 

yolaklar arasındaki çapraz iletiĢim ağı etkilidir. Bu yolaklar kök hücre (CD44, ALDH, 

OCT4, SOX2), epitelyal mezenkimal geçiĢ ve ilaç dirençlilik belirteçlerini (ABCG2, 

ABCC4) arttırarak KKH fenotipinin Ģekillenmesini ve sürdürülmesini sağlamaktadır. 

Ayrıca kanser hücreleri, anormal telomeraz aktivitesiyle de kendini yenileme özelliğinin 

koruyabilmektedir (Prieto-Vila ve diğ. 2017). Örneğin; invaziv meme karsinomlarında 

~%88-94 telomeraz aktivitesi görülürken, normal meme dokusunda telomeraz aktivitesi 

bulunmamaktadır (Makki ve diğ. 2015). 

1.1.4. Epitelyal Mezenkimal GeçiĢ 

Epitelyal mezenkimal geçiĢ (EMT), birçok morfolojik ve biyokimyasal 

değiĢiklikler sonucu epitel hücrelerinin epitel özelliklerini kaybederek mezenkimal 

özellikler kazanmalarına sebep olan önemli bir yeniden programlanma mekanizmasıdır. 

EMT; baĢta E-kaderin olmak üzere hücresel bağlantı ekspresyonlarının azalması ve 

sonrasında N-kaderin, vimentin gibi mezenkimal belirteç ekspresyonlarının artıĢı ile 
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karakterizedir (Perlikos ve ark. 2013). N-kaderin ekspresyon artıĢı sonucunda kanser 

hücrelerinin stromaya doğru göçleri artmaktadır (Leber ve Efferth 2009). Doğal biyolojik 

süreçte görülen EMT; embriyo implantasyonu ve emriyogenezden sorumlu olduğu gibi 

(Tip I EMT); yara iyileĢmesi, organ fibrozisi ve doku yenilenmesi ile de iliĢkilidir (Tip II 

EMT). Bunların dıĢında, kanser patolojisinde görülen EMT (Tip III EMT); primer 

hücrelerinin invazyonu, göçü ve metastazından sorumlu temel mekanizmadır (Çizim 1.9). 

 

    Çizim 1.9 EMT III ile metastaz aĢamaları (Scheel ve Weinberg 2012). 

EMT‟nin baĢlaması ve düzenlenmesinde; SNAIL, TWIST (Basic helix-loop-helix 

transcription factor) ve ZEB (Zinger finger E-box-binding) olmak üzere üç temel 

transkripsiyon faktörü etkindir. Bu transkripsiyon faktörleri EMT‟nin erken döneminde 

aktive olur ve merkezi bir göreve sahiptirler. Ayrıca SNAIL, TWIST ve ZEB; EMT III ile 

metastaza öncü olmasının yanı sıra; immün sistemin baskılanması, kemo-direnç ve tümör 

nüksü ile de karsinogenezi desteklemektedir (Yadi ve Binhua 2010). Tip III EMT, K-Ras 

(Kirsten sıçan sarkoma viral onkogen homologu) ve Her2 gibi onkogenik aktivasyonlarla 

tetiklenebilmektedir. Ayrıca, tümör mikro-çevresinde bulunan kanser-iliĢkili fibroblastlar 

ve immün hücreler gibi stromal hücreler tarafından salınan; TGF-β (Transforme edici 

büyüme faktörü beta), IGF (Ġnsülin benzeri büyüme faktörü), HGF (Hepatosit büyüme 

faktörü), FGF (Fibroblast büyüme faktörü), EGF (Epidermal büyüme faktörü), TNFα 

(Tümör nekroz faktörü alfa) ve IL-6 (Ġnterlökin 6) gibi büyüme faktörü/sitokinler de 

EMT‟yi desteklemektedir (Thiery ve diğ. 2009).  
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1.2. Mezenkimal Kök Hücreler 

Ġlk olarak 1966 yılında Friedenstein ve Patrakova tarafından, sıçan kemik iliğinden 

stroma hücrelerinin izole edilmesi ile tanımlanmıĢtır (Barry ve Murphy 2004). MKH'ler 

çoğu kök hücre gibi kendini yenileyebilme ve çoklu farklılaĢma yeteneğine sahiptir. 

Kemik, kıkırdak, tendon, kas ve yağ doku gibi mezodermal dokuları oluĢturan 

osteoblastlar, kondrositler, miyositler ve adipositlere farklılaĢabilmektedir. Ayrıca nöronlar 

ve endotel hücreleri gibi ektoderm ve endoderm doku hücrelerine de farklılaĢabildikleri 

gösterilmiĢtir.  

Kemik iliği, yağ doku gibi heterojen ortamlardan elde edilen bu hücreler ortak 

belirteçler ile tanımlanmalıdır. 2008 yılında Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği 

(ISCT)‟nin fikir birliğiyle MKH olarak sınıflandırmak için; 

 Hücrelerin kültür ortamında plastik yüzeye tutunabilmeleri, 

 Yüzeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4) ve CD90 gibi hematopoetik olmayan 

hücre yüzey belirteçlerini eksprese ederlerken, CD45, CD34, CD14 veya CD11b, 

CD79 veya CD19 ve HLA-DR (Ġnsan lökosit antijeni-DR) gibi tipik hematopoetik 

belirteçleri eksprese etmemeleri, 

 Ġn vitro ortamda kemik, yağ ve kıkırdak hücrelerine farklılaĢabilmeleri 

gerekmektedir (Dominici M ve diğ. 2006). 

Güncel hücresel tedavi yöntemleri, kanser dahil olmak üzere pek çok tedavisi 

olmayan hastalıklar için gelecek vaadeden yaklaĢımlardır. Mezenkimal kök hücreler, anti-

kanser özellikleri en fazla araĢtırılmıĢ olan kök hücre türüdür (Tian ve diğ. 2011) 

Mezenkimal kök hücreler hasarlı dokuya doğru göç etme, doku tamiri yapabilme, 

inflamasyonu önleme gibi özel yeteneklerinin yanında, kanser ajanlarının taĢınması için de 

elveriĢlidir (Ciavarella ve diğ. 2011). 

Mezenkimal Kök Hücreler; 

 Kendi yenileyebilme, 

 Hasarlı dokuya göç etme ve hasarlı dokunun dokunun rejenerasyonu, 



12 
 

 Mezoderm kökenli pek çok doku hücresine farklılaĢma kapasitesi, 

 Ġmmün reaksiyon oluĢturmaması, 

 Ġmmün sistemi düzenleyici sitokinlerin salınımı, 

 Tümör bölgesine göç etme yeteneği, 

gibi özelliklerinin yanı sıra anti-tümör potansiyeline sahip olduğuna da inanılmaktadır 

(Ramdasi ve diğ. 2016). MKH'ler vaskülerizasyon oluĢumu, immün baskılanması, epitelyal 

mezenkimal geçiĢ gibi süreclere aracılık ederek pro-tümör etkinlik gösterebilmesine karĢın, 

tümör geliĢimi için önemli olan Wnt ve Akt yolakları üzerinden de anti-tümör etkinlik de 

göstermektedir (Dai ve diğ. 2011). 

Mezenkimal kök hücrelerin anti-tümör etkileri;   

 Wnt yolağını baskılar 

 Akt yolağını baskılar 

 NF-κB yolağını baskılar (Qiao ve diğ. 2008) 

 TRAIL (Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand) ifadesini düzenler 

 Tümör büyümesini baskılayıcı interferon ve interlökinler salgılar (Ren ve diğ. 

2008) 

 Toksik olmayan öncü antikanser ilacını (prodrug), toksik (aktif) antikanser ilacına 

dönüĢtüren enzimler salgılar. MKH'nin bu “farmakolojik pompa özelliği”, tümör 

hücrelerinin seçilimli olarak öldürülmesinde kullanılabilir (Shah 2012). 

MKH'ler bu özellikleriyle kanser hedefli çalıĢmalar için geniĢ bir terapötik yelpaze 

sunar ve araĢtırmalarda sıklıkla tercih edilmektedir. 

1.3. Alfa Lipoik Asit 

Alfa lipoik asit (ALA), mitokondride oktanoik asitten de novo olarak sentezlenen 

ve birçok multi-enzim kompleksinin metabolizmasının düzenlenmesinde kofaktör görevi 

gören endojen bir disülfit bileĢiğidir (Çizim 1.10) (Packer ve diğ. 2001). 

ALA, mitokondriyal α-ketoasit dehidrojenazlar için gerekli bir kofaktördür ve bu 

nedenle mitokondriyal enerji metabolizmasında kritik bir rol oynar. 1930‟lu yıllara kadar 
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varlığı bilinmiyorken 1937 yılında Laktobasillus‟un besi ortamında kullanılan patates 

ekstresinin bir komponenti olarak bulunmuĢtur. 1951 yılında ise Dr. Reed ve arkadaĢları 

karaciğer rezidüsünün 100 kilogramından saflaĢtırma yaparak ∼30 miligram ALA elde 

etmiĢtir. Takip eden yıllarda moleküler yapısı aydınlatılmıĢ ve 1,2 ditiyolen-3 pantotenik 

asit olarak adlandırılmıĢtır (Morris ve diğ, 1995). 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar ALA‟nın; inflamasyon, hücresel yaĢlanma, kalp 

damar hastalıkları ve kanser gibi oksidatif stresle iliĢkili diğer bozuklukları da kapsayan 

pek çok patolojik durumu iyileĢtirebileceğini göstermektedir. 

 

Çizim 1.10. Alfa lipoik asitin moleküler yapısı. 

Hem yağda hem de suda çözünebilen tek antioksidan olan ALA;  

1. Radikal metabolit üretiminin önlenmesi, 

2. ÜretilmiĢ radikallerin uzaklaĢtırılması,  

3. OluĢan hücre harabiyetinin onarılması, 

4. Sekonder radikal üreten zincir reaksiyonlarının durdurulması, 

5. Endojen antioksidan kapasitenin arttırılması (Çizim 1.12) 

olmak üzere beĢ ayrı blokta yürüyen antioksidan savunma özelliklerinin tamamına sahip 

olmasıyla „Evrensel antioksidan‟ olarak adlandırılmaktadır (Gutteridge 1995)  . 

Diğer antioksidanlardan farklı olarak hem okside formu hem de redükte formu olan 

dihidrolipoik asit (DHLA) güçlü antioksidan etkinlik göstermektedir. ALA' nın her iki 

formu da in vitro ve in vivo koĢullarda serbest radikal ataklarına karĢı koruma yeteneği 

göstermiĢtir (Çizim 1.11) (Siangproh ve diğ. 2010).  
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Çizim 1.11. Alfa lipoik asitin biyolojik etkinlik mekanizmaları. 

Alfa lipoik asit suda ve yağda çözünebilme özelliğiyle hem hidrofilik hem lipofilik 

ortamlarda etkinlik gösterebilmektedir. Bu özelliklerden dolayı geniĢ bir farmakolojik etki 

potansiyeline sahiptir (Packer ve diğ. 1998) (Çizim 1.12). 

 

Çizim 1.12 ALA'nın antioksidan rejenerasyon mekanizması. 

Alfa lipoik asit, normal hücrelerde sitoprotektif özellik gösterirken, transforme 

hücrelerde hücre döngüsünü durdurucu ve apoptozu baĢlatıcı etki göstermektedir (Pierce 

ve diğ. 2000).  

Alfa lipoik asitin kanser karĢıtı etkinlikleri ve moleküler mekanizmaları: 

1. Histonların hiperasetilasyonu ile kanser hücrelerinin proliferasyon ve metastazını 

destekleyen proteinlerin ifadesini baskılar (Burton ve diğ. 2009). 
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2. Histon inhibisyonu ile kanser hücrelerini apoptoza yönlendirebilmektedir. 

3. Kanser hücrelerinin canlılığı, proliferasyonu, invazyonu, metastazında önemli rol 

oynayan ve tedaviye dirençle iliĢkilendirilen NF-B (nuclear factor B) protein 

kompleksini baskılar (Goraca ve diğ. 2011). 

4. Malign hücrelerde homosistein düzeylerini toksik konsantrasyonlara yükseltebilme 

kabiliyeti vardır. Bu sayede kanser hücrelerini apoptoza yönlendirebilmektedir. 

5. Metalloproteaz aktivitesini azaltarak kanser hücrelerinde migrasyonu engellemektedir 

(Lee ve diğ. 2010). 

6. Antimutajenik ve antiklastojenik özellikler sergiler.  

Yakın zamanlarda yapılan çalıĢmalarda ALA'nın; meme (Li ve ark. 2015), kolon 

(Damnjanovic ve diğ. 2014), akciğer (Michikoshi ve diğ. 2013) tiroid (Jeon ve diğ. 2016), 

over (Kafara ve diğ. 2015), pankreas (Burton ve diğ. 2009) gibi pek çok tür kanserde hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiĢtir. ALA; gerek antioksidan özellikleri, gerek 

kanser karĢıtı etkileriyle hücresel kanser tedavileri için ideal bir ajan olmuĢtur. 

1.4. Eksozomlar 

Eksozomlar; proteinler, DNA, mRNA ve kodlamayan RNA'lar da dahil olmak 

üzere çeĢitli molekülleri içeren küçük, hücre dıĢı zarla kaplı veziküllerdir (Çizim 1.7). 

Boyutları 30-100 nm çapında olan bu veziküller, endozomal olarak üretilip hücre dıĢına 

salınmaktadır ve hücreler arası iletiĢim için yeni araçları olarak tanımlanmaktadır. Kök 

hücreler de dahil olmak üzere çok sayıda hücre tipi, ekstraselüler çevreye eksozomlar 

salgılar ve bunlar tümör mikro ortamının önemli iletiĢim araçlarıdır (Reza ve diğ. 2016). 

Yapılan çalıĢmalar, kök hücreler ile insan tümör hücreleri arasındaki etkileĢim 

mekanizmasının eksozomlar yoluyla biyolojik materyal değiĢimine dayandığını ortaya 

koymuĢtur. Eksozomlar, immünojenite ve toksisitesinin düĢük olmasından dolayı diğer 

nano boyutlu taĢıyıcılar arasında idealdir (Wang 2017).  
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Çizim 1.13. Eksozomun moleküler yapısı ve içeriği (Jia 2017). 

1.4.1. Mezenkimal Kök Hücre Kaynaklı Eksozomlar 

Eksozomlar için bahsetmiĢ olduğumuz genel özelliklere benzer Ģekilde, MKH 

eksozomları da; nükleik asitleri, proteinleri ve lipidleri kapsayan zengin bir içerikle 

yüklüdür. Bünyesinde; 857 gen ürünü ve 150'den fazla mikroRNA (miRNA) 

tanımlanmıĢtır ancak; bu eĢsiz içeriğin tek bir eksozom türü tarafından mı taĢındığı, yoksa 

farklı eksozom türleri ile paylaĢım halinde mi taĢındığı henüz tespit edilememiĢtir (Lai 

2015).  

MKH ve insan tümör hücreleri arasındaki etkileĢim, ekosomlar da dahil hücre 

ekstravezikülleri yoluyla biyolojik materyalin değiĢimini dahilinde gerçekleĢmektedir. 

Yapılan bir çalıĢmada; MKH eksozomlarının 24 saat içinde meme kanseri hücreleriyle  ~% 

19 oranında entegrasyonunun gerçekleĢtiğini ortaya çıkarmıĢtır (Yang 2015). MKH 

eksozomları; tümör hücreleriyle entegre olarak hücresel iĢlevleri değiĢtirme ve tümör 

mikro-ortamını yeniden yapılandırma kabiliyetine sahiptir. Eksozomlar bu özelliğiyle, 

KKH hedefli eksozom mühendisliği çalıĢmaları için dikkat çekicidir. 

1.4.2. Eksozomların Biyogenezi 

Eksozomlar, hücre dıĢı ligandların ve hücresel bileĢenlerin geri dönüĢümü ve 

yıkımı için önemli olan bir organel olan endozomlardan oluĢmaktadır. Plazma 

membranının içe kıvrılmasıyla oluĢan erken endozomlar, olgunlaĢıp geç endozomlara 

dönüĢtüğünde; membranları internal olarak tomurcuklanır ve spesifik protein, lipid ve 

sitozol alt grupları içeren intralüminal vezikül (ILV)'ler oluĢtururlar (Çizim 1.8). 
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OlgunlaĢmıĢ endozomlar [Multiveziküler cisim (MVB)‟ler], degrade olmak üzere lizozom 

organeliyle, ya da eksozom salınımı yapmak üzere plazma membranı ile füzyon 

oluĢturduğu iki farklı yol izlemektedir.  

 

Çizim 1.14. Eksozom biyogenezi ve salınımı (Schorey ve diğ. 2015). 

MVB‟ler ve ILV‟ler, toplamda 30 farklı proteinin yer aldığı  ‘Endosomal sorting 

complex required for transport (ESCRT)‟ sisteminin dört kompleksi (ESCRT-0, -I, -II ve -

III) ve iliĢkili proteinlerle (VPS4, VTA1, ALIX) koordine edilmektedir. Bu dört kompleks 

ubikuitin iĢaretli proteinlerin/reseptörlerin endozoma taĢınması ve bağlanmasından 

sorumludur. Bu ubikuitin iĢaretli proteinlerin endozom üzerindeki birikimi; vezikül 

oluĢumuna yol açan membran daralmasını sağlamaktadır (Luzio ve diğ. 2009). MVB'lerin 

plazma zarı ile füzyonu ve eksozom salınımı, hücre içi kalsiyum değiĢiklikleri dahil olmak 

üzere; Rab GTPazlar (Rab 11, Rab27, Rab35), SNARE'ler gibi çeĢitli mekanizmalar 

tarafından düzenlenmektedir (Chaineau ve diğ. 2009). 
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2. AMAÇ 

ÇalıĢmanın amaçlarından biri; IDC tanısı almıĢ hastaların tümör dokularından 

kanser kök hücresi ve yakın çevrede ki sağlıklı yağ dokularından mezenkimal kök hücre 

izolasyonlarını gerçekleĢtirerek; bir antioksidan olarak tanımlanan ALA’nın, MKKH’ler 

ve iYD-MKH’ler üzerine olan direk etkilerini saptamaktır.  

Aynı vakadan alınacak olan iYD-MKH’lerin MKKH üzerine olan etkileri 

indirek ko-kültür ile saptanacaktır. MKH hücreleri ek olarak ALA ile kültüre edilerek 

uyarılacak, ALA ile uyarılmıĢ MKH’lerden elde edilecek olan eksozomların MKKH 

üzerine apoptotik, anti-proliferatif ve anti-metastatik etkileri akım sitometri, qRT-PCR 

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

Sonuç olarak bu çalıĢmada; hücrelerin birbirlerine karĢı olan indirek/parakrin 

etkileri ve ALA ile zenginleĢtirilmiĢ iYD-MKH eksozomlarının direk etkilerini saptamak 

amaçlanmaktadır. 
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3. YÖNTEM 

3.1. Meme Tümör Dokusundan Kanser Kök Hücresi Ġzolasyonu ve Hücre Kültürü 

Ġnvaziv duktal karsinoma tanısı almıĢ iki hastanın (Çizelge 3.1), mastektomi 

ameliyatı ile çıkarılan tümör kitlesinden ~7-8 mm
3 
doku parçası hücre izolasyonu yapılmak 

üzere alındı. Alınan tümör doku, %5 Penisilin-Streptomisin (Pen/Strep- antibiyotik), %10 

fetal sığır serumu (FBS) eklentili DMEM-LG içerisinde laboratuar birimimize getirildi. 

Tümör doku; Laminar flow kabin (Safe Fast Elite 2150, Ġtalya) içerisinde, 90 mm çapında 

steril petriye alındı ve burada %5 Pen/Strep eklentili 10 ml HBSS ile iki defa yıkanarak 

kan doku ve kan damarları uzaklaĢtırıldı. Tümör doku yeni bir petriye alındı ve büstri 

yardımıyla ufak parçalara ayrıldı. Parçalara ayrılmıĢ tümör doku üzerine 4 ml enzim 

karıĢımı ilave edildi ve petrideki doku/enzim karıĢımının tamamı 50 ml falkon tüpe 

aktarıldı. Tümör doku/enzim karıĢımı 37˚C ayarlı çalkalamalı su banyosu cihazında gece 

boyu inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonunda 7 ml inaktivasyon besiyeri (%10 FBS‟li 

DMEM-LG) ilave edilerek enzimatik reaksiyon durduruldu. Hücre/doku süspansiyonu 70 

µm süzgeçten geçirilerek, atık doku parçaları uzaklaĢtırıldı. Hücre süspansiyonu, 1600 

rpm‟de 5 dakika süreyle santrifüj edildi ve supernatant atılarak enzim uzaklaĢtırıldı. Hücre 

peleti MKKH besiyeri ile homojenize edilerek T-25 hücre kültür kabına (SPL Biosciences, 

Kore) ekildi ve 37 °C, %5 CO2 koĢullarında kültüre edildi. Hücreler, kültür kabı yüzeyini 

%70-80 oranında kaplayıncaya kadar çoğaltıldı.  

Çizelge 3. 1. IDC tanısı almıĢ Vaka1 ve Vaka 2 hastalarının meme tümörlerinin 

histopatolojik özellikleri ve Bloom-Richardson derecelendirilmesi. 

IDC Vaka 1 (YaĢ:57) IDC Vaka 2 (YaĢ:42) 

ER    :%100 pozitif 

PR    :%95 pozitif 

Ki67 :%11 pozitif 

ER    :%80 pozitif 

PR    :%60 pozitif 

Ki67 :%10 pozitif 

Bloom–Richardson Derecelendirme Sistemi 

   Tübül formasyon: 2 

   Nüklear pleomorfizm:2 

   Mitotik indeks: 2 (12/10 BBA) 

   Toplam skor: 6, Evre: II 

   Tübül formasyon: 2 

   Nüklear pleomorfizm:1 

   Mitotik indeks: 1 (2/10 BBA) 

   Toplam skor: 4, Evre: I 

 

Hücrelerin Pasajlanması: Hücrelerin bulunduğu kültür kabının yüzeyi Ca
+2

 Mg
+2

 

içermeyen PBS ile yıkandıktan sonra kabın yüzeyini kaplayacak miktarda %0.25-Tripsin-

EDTA eklendi. 37°C‟de ~5 dakika inkübe edilerek kaldırılan hücreler, %10 FBS içeren 

DMEM/F-12 ile tripsin aktivitesi durduruldu ve hücre süspansiyonu falkon tüpe aktarıldı. 
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1600 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilip, supernatantın atılmasıyla tripsin uzaklaĢtırıldı. 

Hücre pelleti MKKH besiyeri ile homojenize edildi ve hücre süspasiyonundan alınan 

örnek, tripan mavisi ile 1:1 oranda karıĢtırılarak hücre sayım cihazında (BIO-RAD TC20) 

hücre sayımı yapıldı. MKKH‟ler total hücre sayısına göre, MKKH besiyeri ile yeni kültür 

kaplarına ekildi.  

Hücrelerin Dondurulması: Saklanacak olan hücreler ise hücre sayımı sonrasında 

tekrar santrifüj edildi. Hücre pelleti %38 FBS içeren DMEM/F-12 ile istenilen hacimde ile 

homojenize edilip kriyoviallere aktarıldı. DMSO (Dimetil sülfoksit) son aĢamada yavaĢça 

ilave edildi ve hücreler, içeriği tamamlanan dondurma solusyonu (%5 DMSO , %35 FBS, 

%60 DMEM/F-12) içerisinde,  -152 °C soğutucuda (Sanyo MDF-1156, Japonya) 

dondurularak muhafaza edildi. 

 

Çizim 3.1 Meme tümör dokudan MKKH izolasyon basamaklarının Ģematik gösterimi. 

Çizelge 3. 2. MKKH'lerin çoğaltılmasında kullanılan besiyeri içeriği ve miktar/oran 

tablosu. 

MKKH Besiyeri BileĢenleri Miktar/Oran 

DMEM/F12 (1:1) (Gibco) 1x 

FBS (Gibco) %10 

Pen/Strep (Capricorn) %1 

Glutamaks (Gibco) %1 

Ġnsülin (Sigma) 4µg/ml 

Hidrokortizon (Sigma) 1µg/ml 

EGF (Wisent) 10 ng/ml 

 

3.2. Meme Kanseri Kök Hücresinin Karakterizasyonu 

Meme tümör dokudan izole edilen hücrelerin, kanser kök hücre olarak tanımlanabilmesi 

için; akım sitometri analizi, ALDH testi ve mamosfer oluĢturma deneylerini kapsayan bir 

dizi karakterizasyon çalıĢması yapıldı. 
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3.2.1. Akım Sitometri Analizi 

 Akım sitometri analizi, hücrelerin akıĢkan bir sıvı içindeki, sahip olduğu 

belirteçlerin özgül antikorlarla iĢaretlenerek karakterinin belirlenmesinde kullanılan bir 

tekniktir. Hücreler FITC (Fluoresan izotiyosiyonat), PE (R-Fikoeritrin) gibi florokromlarla 

iĢaretli antikor ile inkübe edilir. Floresan ıĢıma yoğunluğuna bağlı olarak, süspansiyon 

halindeki hücrelerin aranan belirtecin pozitifliğine ve büyüklüğüne göre tek hücre 

düzeyinde kantitatif ölçüm yapan bir sisteme sahiptir. 

Ġzole ettiğimiz V1-MKKH ve V2-MKKH‟leri pasaj 3‟e geldiklerinde; tripsin 

enzimi ile kaldırıldı, enzim-inaktivasyon iĢlemini takiben hücreler sayıldı. Her belirteç için 

2×10
5
 hücre, polikarbon akım sitometri tüplerine (12×75mm polikarbon) aktarıldı. 

Hücreler yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra, belirlenen yüzey belirteçlerine özel 

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 

antikorları ile oda ısısında (karanlıkta) 45dakika süreyle inkübe edildi. Süre sonunda tekrar 

yıkama solüsyonu ilave edildi ve 300g‟de 5 dakika süreyle santrifüj edildi. Supernatan 

atılarak yıkama iĢlemi tamamlanan hücreler, 350 µl yıkama solüsyonu ile tekrar 

homojenize edilerek analize hazır hale getirildi. FACS Calibur (BD Biosciences) akım 

sitometri cihazında okutuldu ve Cell Quest programında (BD Biosciences) analiz iĢlemleri 

gerçekleĢtirildi. 

3.2.2. ALDH Testi 

Ġzole edilen V1-MKKH ve V2-MKKH‟ lerin ALDH enzim aktivite düzeyi, ALDH 

test kiti (StemCell Technologies-Aldefluor
 TM 

Assay Kit, ABD) kullanılarak, üreticinin 

sunduğu talimatlara göre analiz edildi. Kısaca; MKKH‟ler tripsin enzimi ile kaldırıldı ve 

tek hücre süspansiyonu haline getirildi. EĢ zamanlı olarak, periferik kandan insan lökosit 

hücreleri (WB) elde edildi ve kontrol grubu olarak ALDH testine dahil edildi. Hücre 

sayımı yapıldı ve 3×10
6 
hücre ALDH analizi için ayrılıp, 250g‟de 5 dakika santrifüj edildi. 

Supernatant uzaklaĢtırıldı ve hücreler 6 ml test tamponu ile homojenize edildi. Propidyum 

iyodür (PI), 7-aktinoaminomisin-D (7-AAD), dietilaminobenzaldehit (DEAB), verapamil, 

ALDH/CD133 ve ALDH parametreleri için akım sitometri tüpleri hazırlandı. Hazırlanan 

hücre süspansiyonu, her bir tüpe 500µl (5×10
5
 hücre) olacak Ģekilde dağıtıldı. DEAB 

tüpüne 5µl DEAB reaktifi ilave edilip iyice karıĢtırıldı. PI ve 7-AAD haricindeki diğer 

tüplere 2.5 μl Aldefluor substratı eklenip iyice karıĢtırıldı. Bütün tüpler; karanlıkta ve 37 

°C'de 45 dakika süreyle inkübe edildi. Süre sonunda hücreler, 250×g‟de 5 dakika süreyle 
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santrifüj edildi. Supernatant atılıp 300 µl test tamponu ile tekrar homojenize edildi. 5‟er µl 

CD133, PI ve 7-AAD probları yine CD133, PI ve 7-AAD tüplerine ilave edildip 

karıĢtırıldı. Karanlıkta ve 4° C'de, 20 dakika süreyle inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 

250×g‟de 5 dakika süreyle santrifüj edildi. Supernatant uzaklaĢtırıldı ve hücreler 500µl 

Aldefluor test tamponu ile tekrar homojenize edilerek analize hazır hale gettirildi. FACS 

Calibur (BD Biosciences) akım sitometri cihazında okutuldu ve Cell Quest programında 

(BD Biosciences) analiz iĢlemleri gerçekleĢtirildi. MKKH‟lerin gösterdiği ALDH 

aktivitesi, negatif kontrol olan DEAB ve verapamil örnekleri ile karĢılaĢtırılarak 

değerlendirildi.   

3.2.3. Mamosfer OluĢturma Deneyi 

Kanser kök hücreleri; serumsuz süspansiyon kültür ortamında ve belirli büyüme 

faktörleri ile kültüre edildiklerinde tümörosfer (Meme kanseri kök hücresi için mamosfer) 

oluĢturma özelliğiyle bilinmektedir. Bu doğrultuda sferoid oluĢturma özelliği kanser kök 

hücrelerinin tanımlanmasında bir kriter olarak kabul edilmektedir.  

Mamosfer oluĢturma deneyinde; izolasyonu yapılan V1-MKKH ve V2-

MKKH‟lerinin süspansiyon kültürü yapılarak mamosfer oluĢturabilme yetkinlikleri 

incelendi (Lombardo Y ve diğ. 2015) Deney öncesinde hücrelerin ekileceği 6 kuyucuklu 

plakalar (Falcon, ABD) %3 agar ile kaplandı. Hücreler, 7×10
3
 hücre/cm

2
 olacak Ģekilde 

kuyucuklara ekildi ve mamosfer besiyeri (Çizelge 3.3) ile 7 gün boyunca kültüre edildi. 

Jenerasyon 1 mamosferleri, kültürün 7.günde faz-kontrast mikroskop ile görüntüleme 

yapılarak incelendi, mamosfer sayımı yapıldı ve ×100 

formülü ile MFE (Mamosfer OluĢturma Verimliliği) değeri hesaplandı. 

Çizelge 3. 3. MKKH‟lerin süspansiyon kültüründe kullanılan mamosfer besiyeri içeriği ve 

miktar/oran tablosu. 

Mamosfer besiyeri Miktar/Oran 

DMEM/F12 (1:1) (Gibco) 1x 

Pen/Strep (Capricorn) %1 

Glutamaks(Gibco) %1 

Hidrokortizon (Sigma) 1µg/ml 

Ġnsülin (Sigma) 4µg/ml 

B-27 (Gibco) 1x 

EGF(Wisent) 20 ng/ml 

FGF (Wisent) 20 ng/ml 

Heparin (Sigma) 4µg/ml 
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Mamosferlerin Pasajlanması; MFE değeri hesaplanan jenerasyon 1 hücreleri 

falkon tüpe aktarıldı ve 120×g‟de 10 dakika süreyle santrifüj edildi. Supernatant atılıp, 

mamosfer pellete 500µl tripsin enzimi eklenip pipetaj yapıldı ve 37 ° C'de 3 dakika süreyle 

inkübe edildi. Hücre süspansiyonu pipetajlanarak, mamosferler tek hücre süspansiyonu 

haline getirilip, 500 µl FBS ilave edilerek enzimatik reaksiyon durduruldu. Hücre 

süspansiyonu 500×g‟de 5 dakika santrifüj edilip, supernatant uzaklaĢtırıldı. Hücre pelleti 

500µl mamosfer besiyeri ile homojenize edilip hücre sayımı yapıldı. Hücreler; yine agar 

kaplı 6 kuyucuklu plakalara 7×10
3
 hücre/cm

2
 olacak Ģekilde ekimi yapıldı.  

Jenerasyon 2 mamosferleri kültürün 7. gününde, faz-kontrast mikroskop ile 

görüntüleme yapılarak incelendi ve mamosfer sayımı yapılarak MFE(%) değeri hesaplandı. 

V1-MKKH ve V2-MKKH‟lerinin; jenerasyon 1 ve jenerasyon 2 MFE değerleri 

karĢılaĢtırmalı olarak incelendi. 

3.3. Meme Yağ Dokudan Mezenkimal Kök Hücre Ġzolasyonu ve Hücre Kültürü 

Ġnvaziv duktal karsinoma tanısı almıĢ iki hastanın (MKKH‟lerin ede edildiği aynı 

vericiler), mastektomi ameliyatı ile çıkarılan tümör çevre yağ dokusundan ~12-15 mm
3 

doku parçası hücre izolasyonu yapılmak üzere alındı. Alınan yağ doku, %5 Penisilin-

Streptomisin (Pen/Strep- antibiyotik), %10 FBS eklentili DMEM-LG içerisinde laboratuar 

birimimize getirildi. Yağ doku; Steril Laminar flow kabin (Safe Fast Elite 2150, Ġtalya) 

içerisinde, 90 mm çapında steril petrilere alındı ve burada %5 Pen/Strep eklentili 10 ml 

HBSS ile iki defa yıkanarak kan doku ve kan damarları uzaklaĢtırıldı. Yağ doku yeni bir 

petriye alındı, pens ve makas yardımıyla mümkün olduğu kadar ufak parçalara ayrıldı. 

Parçalara ayrılmıĢ yağ doku üzerine 4 ml kollajenaz I enzimi ilave edildi ve petrideki 

doku/enzim karıĢımının tamamı 50 ml falkon tüpe aktarıldı. Yağ doku/enzim karıĢımı 37˚C 

ayarlı çalkalamalı su banyosu cihazında 1 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 

7 ml inaktivasyon besiyeri (%10 FBS‟li DMEM-LG) ilave edilerek enzimatik reaksiyon 

durduruldu. Hücre/doku süspansiyonu 70 µm süzgeçten geçirilerek, atık doku parçaları 

uzaklaĢtırıldı. Hücre süspansiyonu, 1600 rpm‟de 5 dakika süreyle santrifüj edildi ve 

supernatant atılarak enzim uzaklaĢtırıldı. Hücre peleti iYD-MKH besiyeri ile homojenize 

edilerek T-25 hücre kültür kabına (SPL Biosciences, Kore) ekildi ve 37 °C, %5 CO2 

koĢullarında kültüre edildi. Hücreler, kültür kabı yüzeyini %70-80 oranında kaplayıncaya 

kadar çoğaltıldı. Hücre pasajlama ve dondurma iĢlemleri MKKH‟lerin kültüründe 

anlatıldığı Ģekilde gerçekleĢtirildi. 
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Çizim 3.2. Meme yağ dokudan iYD-MKH izolasyon basamaklarının Ģematik gösterimi. 

 

Çizelge 3. 4. iYD-MKH'lerin çoğaltılmasında kullanılan besiyeri içeriği 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. Ġnsan Yağ Doku Kaynaklı Mezenimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Yağ dokudan elde edilen stromal hücreler, akım sitometri analizi ve farklılaĢtırma 

deneyleri kapsamında MKH karakterizasyonu gerçekleĢtirildi. 

3.4.1. Akım Sitometrik Analiz 

Ġzole ettiğimiz V1-iYD-KKH ve V2-iYD-KKH‟leri pasaj 3‟e geldiklerinde; tripsin 

enzimi ile kaldırıldı, enzim-inaktivasyon iĢlemini takiben hücreler sayıldı. Her belirteç için 

2×10
5
 hücre, akım sitometri tüplerine aktarıldı. Hücreler yıkama solüsyonu ile yıkandıktan 

sonra, belirlenen yüzey belirteçlerine özel 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 antikorları ile oda ısısında (karanlıkta) 45dakika 

süreyle inkübe edildi. Süre sonunda tekrar yıkama solüsyonu ilave edildi ve 300g‟de 5 

dakika süreyle santrifüj edildi. Supernatan atılarak yıkama iĢlemi tamamlanan hücreler, 

350 µl yıkama solüsyonu ile tekrar homojenize edilerek analize hazır hale getirildi. FACS 

Calibur (BD Biosciences) akım sitometri cihazında okutuldu ve Cell Quest programında 

(BD Biosciences) analiz iĢlemleri gerçekleĢtirildi 
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3.4.2. FarklılaĢtırma Deneyleri 

Ġzole edilen V1-iYD-MKH ve V2-iYD-MKH‟ler pasaj 3‟e geldiklerinde; 

mezenkimal kök hücre karakterinin minimum kriterlerinden olan, adipojenik ve osteojenik 

hücrelere farklılaĢabilme yeteneği, farklılaĢtırma deneyleri ile incelendi. iYD-MKH‟ler 

1×10
5
/kuyu hücre olacak Ģekilde 6 kuyucuklu kültür kaplarında (Falcon, ABD), cam 

lameller üzerine ekildi ve farklılaĢma deneyi için gereken doluluğa ulaĢıncaya kadar MKH 

besiyerinde çoğaltıldı.   

Adipojenik Farklılaştırma; Hücreler %80 doluluğa ulaĢtığında, kültür ortamı 

adipojenik farklılaĢtırma besiyeri [DMEM-LG (Capricorn, Almanya), %10 FBS, 1 μM 

deksametazon (Sigma, ABD), 200 μM indometazin (Sigma, ABD), 500 μM 

izobutilmetilksantin (IBMX, Sigma, ABD) ve 4 μg/ml insülin (Sigma, ABD)] ile 

değiĢtirildi. Kontrol grubu hücrelerinin kültürü ise MKH besiyeri ile sürdürüldü. Her üç 

günde bir besiyeri değiĢtirildi ve üç hafta süresince hücreler gözlemlendi. Süre sonunda 

besiyeri uzaklaĢtırılıp, lameller PBS ile 3 kez yıkandı ve takiben; %4 paraformaldehit 

solusyonunda 20 dakika (4°C‟de), izopropanolde (%60) 5 dakika süreyle hücreler fikse 

edildi. Kontrol grubu hücreler ise -20°C‟de metanol ile 10 dakika süreyle fikse edildi.  

Adipojenik boyama için; izopropanol (%99) ile Oil Red O solusyonu hazırlandı. 

Fikse edilen hücreler, hazırlanan Oil Red O boya solusyonuda 50 dakika süreyle boyamaya 

bırakıldı. BoyanmıĢ lipid damlacıkları ve hücre morfolojisindeki değiĢimler faz-kontrast 

mikroskobu (Olympus IX71, Japonya) altında değerlendirilerek, hücrelerin adipojenik 

farklılaĢma düzeyleri incelendi. 

Osteojenik Farklılaştırma; Hücreler %90 doluluğa ulaĢtığında, kültür ortamı 

adipojenik farklılaĢtırma besiyeri [DMEM-LG (Capricorn, Almanya), %10 FBS, %1 

Pen/Strep, 10
-8

 M deksametazon, 10 nM β-gliserofosfat, ve 50 µm/ml askorbat-2-fosfat] ile 

değiĢtirildi. Kontrol grubu hücrelerinin kültürü ise MKH besiyeri ile sürdürüldü. Her üç 

günde bir besiyeri değiĢtirildi ve üç hafta süresince hücreler gözlemlendi. Süre sonunda 

besiyeri uzaklaĢtırılıp, lameller PBS ile 3 kez yıkandı ve takiben; %70 etanolde, oda 

sıcaklığında 5 dakika süreyle hücreler fikse edildi.  

Osteojenik boyama için, distile su ile Alizarin Red-S boya solusyonu (%0,02) 

hazırlandı. Boya solusyonunun pH değeri, hidrojen peroksit eklenerek pH 4.1-4.3 olarak 

ayarlandı. Örnekler PBS ile yıkandıktan sonra, hazırlanmıĢ Alizarin Red-S Ali boya 

solusyonunda 45-60 saniye süreyle boyamaya bırakılıp, tekrar PBS ile yıkama yapıldı. 
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Kalsifiye nodüller ve hücre morfolojisindeki değiĢimler faz-kontrast mikroskobu (Olympus 

IX71, Japonya) altında değerlendirilerek, hücrelerin adipojenik farklılaĢma düzeyleri 

incelendi. 

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

Stabil tetrazolyum tuzu olan WST-1‟in hücre proliferasyonu/canlılığı ile doğru 

orantılı olarak formazan kristallerine parçalanması ile kültür ortamındaki renk değiĢiminin 

optik yoğunluk (OD) ölçümüne dayanan kalorimetrik bir testtir. ALA eklentisi ile kültüre 

edilecek olan iYD-MKH‟ler için optimum dozun belirlenmesinin yanı sıra, aynı dozda 

ALA‟ya maruz bırakılan iYD-MKH ve MKKH‟lerin gösterdikleri canlılık profillerini 

karĢılaĢtırmayı amaçladık. Hücreler, bir kuyucuğa 200μl besiyeri 1x10
4
/kuyucuk hücre ve 

her konsantrasyon için üçer tekrarlı olacak Ģekilde 96-kuyucuklu plakalara ekildi. V1 iYD-

MKH, V1 MKKH, V2 iYD-MKH, V2 MKKH‟ler; 10, 20, 30, 40, 50 µM ve 1, 2, 3, 4, 5 

mM ALA ile 3 gün boyunca kültüre edildi. ALA çözücüsü olan etanol, negatif kontrol 

olarak; en yüksek ALA konsantrasyonundaki (5mM) etanol oranına (%0,5) göre ayarlandı. 

3.Gün besiyerleri %10 WST-1 reaktifi (Roche Diagnostics, Almanya) içeren besiyeri ile 

değiĢtirildi ve 37 °C ve %5 CO2 koĢullarında 2 saat inkübe edildi. Örneklerin absorbans 

değerleri, mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda ölçüldü. 

3.6. Mezenkimal Kök Hücrelerin Alfa Lipoik Asit ile Kültürü 

iYD-MKH‟ler, WST-1 canlılık deneyi ile belirlenen uygun konsantrasyonda ALA 

ile 2 pasaj (~10-15 gün) boyunca kültüre edildi. Bu süreçte MKH‟lerin salgı profilinin 

değiĢimiyle birlikte, bileĢenleri değiĢmiĢ ve ALA ile zenginleĢmiĢ eksozom/mikrovezikül 

sekresyonu elde etmek amaçlandı (Çizim 3.6). ALA eklentili olarak kültüre edilen 

MKH‟ler, „iYD-MKHALA‟ olarak isimlendirildi.  
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Çizim 3.3. ALA ile kültüre edilen iYD-MKH‟lerin eksozom/mikrovezikülleri kapsayan 

salgı profilindeki değiĢimin Ģematik gösterimi. 

 

3.7. Mezenkimal Kök Hücrelerden Eksozom Ġzolasyonu ve Karakterizasyonu 

Eksozom izolasyonunda; yüksek verim ve saflıkta eksozom izolasyonu sağlayan  

diferansiye ultrasantrifüjleme tekniği kullanıldı. ÇalıĢma prensibi; MKH kültüründen 

alınan besiyeri, yüksek devirde santrifüj ile merkez kaç kuvvetine maruz bırakılarak; 

içeriğindeki eksozomların, sahip oldukları yoğunluk, Ģekil ve boyut farkıyla; büyük 

biyopartiküller, proteinler ve protein/RNA agregatları gibi veziküler olmayan 

parçacıklardan ayrılarılması temeline dayanmaktadır. 

iYD-MKH ve iYD-MKHALA kültür kapları %80 doluluğa ulaĢtıktan sonra besi 

ortamları döküldü ve PBS ile iki kez yıkanarak FBS kaynaklı eksozom ve mikroveziküller 

uzaklaĢtırıldı. MKH‟ler FBS içermeyen besi ortamı: 

 iYD-MKH     → %1 Pen/Strep ve %1 glutamaks eklentili DMEM/F12  

 iYD-MKHALA→, % Pen/Strep, %1 glutamaks ve 20µM ALA eklentili DMEM/F12   



28 
 

ile 48 saat kültüre edildi. Süre sonunda MKH kültür besiyerleri falkon tüplerde toplandı. 

Bu aĢamada, ön saflaĢtırma iĢlemini ve takiben ultrasantrifüjle devam eden bir eksozom 

saflaĢtırma protokolü izlendi (Lasser C ve diğ. 2012). Toplanan MKH kültür besiyerleri 

300 g‟de 10 dakika süreyle santrifüj edilip, supernatant yeni tüplere aktarılıp ölü hücreler 

uzaklaĢtırıldı. Takiben 15.000 g‟de 20 dakika süreyle santrifüj edilip, supernatant yeni 

tüplere aktarılarak, hücresel atıklar uzaklaĢtırıldı. Supernatant 0.22 µm por boyutlu 

filtreden (BIOFIL, Çin) geçirilerek, 220 nm‟den büyük mikroveziküller uzaklaĢtırıldı.  Ön 

saflaĢtırma iĢlemleri tamamlanan hücre besiyerleri; CS150FNX (Hitachi Himac, Japonya) 

ultrasantrifüj cihazı ve S50A model rotor kullanılarak 4°C‟de, 120.000 g‟de ve 70 dakika 

süreyle ultrasantrifüj iĢlemi gerçekleĢtirildi. Supernatant uzaklaĢtırıldı ve pellet haldeki 

eksozom az miktarda(~100-600 µl) PBS ile homojenize edildi. V1-iYD-MKH, V1-iYD-

MKHALA, V2-iYD-MKH ve V2-iYD-MKHALA hücrelerinden elde edilen eksozomlar 

sırasıyla; V1-iYD-MKH-Ekso, V1-iYD-MKHALA-Ekso, V2-iYD-MKH-Ekso ve V2-iYD-

MKHALA-Ekso olarak isimlendirildi.  

Kullanımı ileri bir tarihte gerçekleĢecek olan; MKH kültür besiyerleri ve izole 

edilen eksozomlar -80°C soğutucuda (Sanyo MDF-U5386S, Japonya) muhafaza edildi. 

3.7.1. Eksozomların Akım Sitometri ile Ġmmünofenotipik Karakterizasyonu 

Ġzolasyonu yapılmıĢ V1-iYD-MKH Ekso, V1-iYD-MKHALA Ekso, V2-iYD-MKH 

Ekso ve V2-iYD-MKHALA Ekso total eksozomlarının bir kısmı, eksozom yüzey belirteçleri 

olarak bilinen CD 9, CD 63 ve CD 81 fenotiplerinin incelenmesi üzerine akım sitometri 

analizine alındı. 

Test tamponu için %0.1 BSA (Sığır serum albumin) içeren PBS hazırlandı ve 0.22 µm 

filtreden geçirildi. Her eksozom örneği için; CD 9, CD 63, CD 81 ve izotip kontrol olmak 

üzere 4 tüp hazırlandı. CD 9 (Invitrogen, Litvanya), CD 63 (Invitrogen, Litvanya), CD 81 

(Invitrogen, Litvanya) „Dynabeads‟(Manyetik boncuk) solusyonlarından 20 µl, hazırlanmıĢ 

tüplere konuldu. Test tamponu ve manyetik ayırıcı (StemCell Technologies) aracılığıyla 

manyetik boncuklara yıkama iĢlemi yapıldı. Her bir belirteç için 10 µl eksozom örneği 

tüplere dağıtıldı. Üzerine 90 µl test tamponu ilave edildi ve orbital çalkalayıcıda (Biosan) 

+4°C‟de gece boyu inkübe edildi ve bu süreçte eksozomlar ile antikorlarla kaplı olan 

manyetik boncukların kompleks oluĢturması sağlandı (Çizim 3.5). Süre sonunda, tüplere 

1‟er ml test tamponu ilave edilip vortekslendi. Her tüp sırayla manyetik ayırıcıya 

yerleĢtirildi ve 2 dakika süreyle eksozomların manyetik boncuklar ile tüp yüzeyine 



29 
 

tutunması sağlandı. Test tamponu uzaklaĢtırılarak, yıkama iĢlemi tamamlanan 

eksozom+manyetik boncuk kompleksleri test tamponuyla yeniden homojenize edildi. 

Uygun miktarlarda CD9 (BD Biosciences), CD81 (BD Biosciences), CD63 (BD Biosciences) 

ve IgG1 (BD Biosciences) antikorları ilave edildi ve orbital çalkalayıcı üzerinde, oda ısısında, 

45 dakika süreyle inkübe edildi. Antikorlar ile boyanan eksozom+manyetik boncuk 

komplekslerine; test tamponu ve manyetik ayırıcı aracılığıyla bir kez yıkama iĢlemi 

yapıldı. Test tamponu ile yeniden homojenize edilen eksozomlar; FACS Calibur (BD 

Biosciences) cihazında okutuldu, Cell Quest programında (BD Biosciences) analiz 

iĢlemleri gerçekleĢtirildi. 

 

Çizim 3.4. Ġmmünofenotipleme ile eksozom karakterizasyonunun çalıĢma prensibi    

(Lasser ve diğ. 2012). 

3.7.2. Mikro-BCA Testi ile Eksozom Miktar Tayini 

Bikinkoninik asit (BCA) yöntemi, alkali çözeltideki proteinlerin „Biüret‟ reaktifi ile 

Cu
+2
‟den Cu

+1
‟e indirgenmesi ve protein miktariyla orantılı olarak, yeĢilden mora dönüĢen 

renk değiĢiminin spektral ölçümüne dayanan kalorimetrik bir testtir. 

V1-iYD-MKH, V1-iYD-MKHALA, V2-iYD-MKH ve V2-iYD-MKHALA hücre 

besiyerlerinden elde edilen eksozomların miktar tayini, ticari „SMART
TM

 micro BCA 

Protein Assay Kit‟(Intron Biotechnology, Kore) ile, üreticinin sunduğu talimatlara 

uyularak gerçekleĢtirildi. Kısaca; 96-kuyucuklu plakaya; standart dilüsyonlar ve örnekler 

yüklendi. Üzerine (1:1) oranda „Working‟ solusyon ilave edilip, 37°C ayarlı çalkalamalı 

inkübatörde (Finepcr-combi-SV120, Kore) 2 saat süreyle inkübe edildi. Eksozom 

örnekleri, mikroplaka okuyucuda (Versamax, ABD) 562 nm dalga boyunda okutularak 

kromojenik reaksiyon ölçümü yapıldı. Örneklerin protein konsantrasyonları; ölçülen 

absorbans değerleri, standart eğrisi ile karĢılaĢtırılarak değerlendirildi. 
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3.8. Deney Gruplarının OluĢturulması 

Deney grupları, Çizelge 3.5‟te belirtilen kısaltmalar ile isimlendirildi ve Çizim 

3.6‟da Ģematik olarak gösterildi. V1-MKKH ve V2-MKKH‟ler 6 kuyucuklu plakalara 

2×10
5 
hücre/kuyucuk olacak Ģekilde ekildi. MKKH/MKH ikili kültür (ko-kültür) grupları 

için; V1-iYD-MKH, V1-iYD-MKHALA, V2-iYD-MKH ve V2-iYD-MKHALA‟ler de 4×10
5 

hücre/kuyucuk olacak Ģekilde 0,4µm por boyutlu ayırıcı membranlar (Becton Dickinson, 

ABD) üzerine ekildi. MKH deney grupları için ise; V1-iYD-MKH, V1-iYD-MKHALA, V2-

iYD-MKH ve V2-iYD-MKHALA‟ler 6 kuyucuklu plakalara 2×10
5 
hücre/kuyucuk olacak 

Ģekilde ekildi. Bir gün süreyle ekilen hücrelerin yapıĢması beklendi. Deney gruplarının 

besiyeri içerikleri ve miktarları Çizelge 3.6‟da belirtildiği gibi hazırlandı. ALA grupları 

için; 20µM ve 3mM konsantrasyonlarında ALA içeren besiyerleri hazırlandı. Eksozom 

deney grupları için; Micro-BCA testiyle eksozom konsantrasyonu belirlendikten sonra 

50µg Eksozom/ml olacak Ģekilde besiyeri hazırlandı. Hücreler yapıĢtıktan sonra grupların 

besiyerleri Çizelge 3.6‟da belirtilen Ģekilde değiĢtirildi ve ko- kültür grubu olan 

kuyucuklara MKH ekili ara membranlar yerleĢtirilerek deney kuruldu. Deney süresi üç gün 

olarak belirlendi.  

Çizelge 3. 5. Grup isimlerinde geçen kısaltmalar ve açık isimleri. 

Kısaltmalar Açık Ġsim 

 V1 / V2 Vaka 1 / Vaka 2 

MKKH Meme Kanseri Kök Hücresi 

iYD-MKH Ġnsan Yağ Doku Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre 

iYD-MKHALA 
Alfa Lipoik Asit ile UyarılmıĢ Ġnsan Yağ Doku Kaynaklı 

Mezenkimal Kök Hücre 

iYD-MKH Ekso Ġnsan Yağ Doku Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre Eksozomları 

iYD-MKHALA Ekso 
Alfa Lipoik Asit ile UyarılmıĢ Ġnsan Yağ Doku Kaynaklı 

Mezenkimal Kök Hücre Eksozomları 
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MKKH (Kontrol) Grubu: MKKH‟lerin standart olarak kültüre edildiği gruptur. MKKH 

deney gruplarının kontrol grubudur. 

MKKH+20µM ALA Grubu: MKKH‟lerin; MKH‟ler için güvenli doz olarak belirlenen 

20µM ALA ile kültüre edildiği deney grubudur. Bu grup; aynı güvenli dozda ALA‟nın 

MKKH ve iYD-MKH‟ler üzerinde yarattığı farklı etkilerin incelenmesi amacıyla 

oluĢturulmuĢtur. 

MKKH+iYD-MKH Grubu: MKKH‟lerin, iYD-MKH‟ler ile 1:2 oranda indirek ko-

kültürünün yapıldığı deney grubudur. Bu grup ile; MKH‟lerin MKKH üzerine olan 

etkilerinin incelenmesinin yanı sıra; MKKH+ iYD-MKHALA grubunun da kontrolü 

niteliğindedir. 

MKKH+iYD-MKHALA Grubu: MKKH‟lerin, iYD-MKHALA‟ler ile 1:2 oranda indirek ko-

kültürünün kapıldığı deney grubudur. Bu grup; ALA ile uyarılmıĢ olan iYD-MKHALA‟lerin 

MKKH üzerine olan etkileri incelenmesi amacıyla oluĢturulmuĢtur. 

MKKH+iYD-MKH Ekso Grubu: MKKH‟lerin 50µg/ml oranda iYD-MKH eksozomları ile 

kültüre edildiği deney grubudur. Bu grup iYD-MKH eksozomlarının, MKKH üzerine olan 

etkilerinin incelenmesinin yanı sıra; MKKH+ iYD-MKHALA Ekso grubunun da kontrolü 

niteliğindedir. 

MKKH+iYD-MKHALA Ekso Grubu: MKKH‟lerin 50µg/ml oranda iYD-MKHALA 

eksozomları ile kültüre edildiği deney grubudur. Bu grup; ALA ile uyarılmıĢ olan iYD-

MKHALA eksozomlarının MKKH üzerine olan etkilerinin incelenmesi amacıyla 

oluĢturulmuĢtur. 

MKKH+3mM ALA Grubu: MKKH‟lerin; canlılığı azaltıcı dozu olarak belirlenen 3mM 

ALA ile kültüre edildiği deney grubudur. 

iYD-MKH (Kontrol) Grubu: iYD-MKH‟lerin standart olarak kültüre edildiği gruptur. Bu 

grup MKKH+iYD-MKH ve MKKH+iYD-MKH Ekso gruplarının analiz sonuçlarının 

değerlendirilmesi açısından önem taĢımaktadır. Ayrıca, iYD-MKHALA deney grubunun 

kontrol grubudur. 

iYD-MKHALA (+20µM ALA) Grubu: iYD-MKH‟lerin güvenli doz olarak belirlenen 20µM 

ALA ile kültüre edildiği deney grubudur. Bu grup, MKKH+iYD-MKHALA ve 

MKKH+iYD-MKHALA Ekso gruplarının analiz sonuçlarının değerlendirilmesi açısından 
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da önem taĢımaktadır. Ayrıca, güvenli dozda ALA‟nın iYD-MKH‟ler üzerine etkilerinin 

incelenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

 

Çizim 3.5. Deney gruplarınn Ģematik gösterimi. 
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Çizelge 3. 6. Deney grupları ve besiyeri bileĢenleri. 

Deney Grupları Besiyeri BileĢenleri 

MKKH (Kontrol) %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12 

MKKH+20µM ALA %10 FBS, %1 Pen/Strep, 20 µM ALA, DMEM/F12 

MKKH+ iYD-MKH ko-kültür %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12 

MKKH+ iYD-MKHALA ko-

kültür 

%10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12 

MKKH+ iYD-MKH  Ekso %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12,                       

50µg/ml iYD-MKH Eksozomu 

MKKH+ iYD-MKHALA Ekso %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12,                        

50µg/ml iYD-MKHALA Eksozomu 

MKKH+3mM ALA %10 FBS, %1 Pen/Strep, 3 mM ALA, DMEM/F12 

iYD-MKH %10 FBS, %1 Pen/Strep, DMEM/F12 

iYD-MKHALA %10 FBS, %1 Pen/Strep, 20 µM ALA, DMEM/F12, 

 

 

3.9. Gen Ekspresyon Analizi 

Gen ekspresyonu analizi için total ribonükleik asit (RNA) izolasyonu, 

komplementer deoksiribonükleik asit (cDNA) sentezi ve kantitatif gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu analizini kapsayan bir dizi çalıĢma gerçekleĢtirildi. 

3.9.1. Total RNA Ġzolasyonu  

Total RNA geliĢmiĢ yapılı canlı hücresinin %1.1 kadarını kapsadığı bilinmektedir. 

Örnek olarak tipik bir memeli hücresi 10-15 µg total RNA içermektedir (Sarıkaya A, 

2008). Bütünlüğü korunmuĢ ve yüksek saflıkta gerçekleĢtirilen RNA izolasyonu gen 
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anlatımı çalıĢmalarının oldukça önemli aĢamalarından biridir. ÇalıĢmanın gen ekspresyonu 

analizi için öncelikle total RNA izolasyonu ve takiben cDNA sentezi gerçekleĢtirildi. 

Ön Hazırlık: Deney sonunda (3.gün) hücreler tripsin enzimiyle kaldırıldı ve her bir 

deney grubu için ~4×10
5 
hücre ependora alındı. Hücre süspansiyonları santrifüj edildi 

(1600 rpm/5 dk) supernatant atılıp, 1000 µl PBS ile homojenize edildi. Hücre 

süspansiyonu tekrar santrifüj edildi (1600 rpm/5 dk) ve supernatant atıldı.  

RNA izolasyon iĢlemi ticari „GenJET RNA Purification Kit‟(Thermo Scientific, 

Litvanya) kit ile, üreticinin sunduğu protokole uygun olarak gerçekleĢtirildi. Kısaca; 

Peletler 200 µl PBS ile homojenize edildi ve üzerine 600 µl lizis tamponu ilave edilip 

karıĢtırıldı (vorteks, pipetaj). 350 µl etanol ilave edildi, karıĢtırıldı ve filtreli tüplere 

aktarıldı. 12000 rpm‟de 1 dakika süreyle santrifüj edildi. Filtreden süzülen alt sıvı döküldü, 

filtreler yeni tülere aktarılıp 3 kez yıkama iĢlemi yapıldı. Son aĢamada; filtreler ependorf 

tüplere aktarıldı, üzerine 50 µl su eklendi. 1 dakika bekledikten sonra 12000 rpm‟de 1 

dakika santrifüj edilerek RNA saf bir Ģekilde ependorf tüpe toplandı. Elde edilen 

RNA‟ların konsantrasyonları picodrop spektrofotometre ile ölçüldü Artan total RNA 

örnekleri -80°C soğutucuda (Sanyo MDF-U5386S, Japonya) muhafaza edildi. 

3.9.2. cDNA Sentezi 

cDNA sentezi ticari kit (RevertAid First Standard cDNA Synthesis Kit, Thermo 

Scientific, Litvanya) kullanılarak, üreticinin sunduğu protokole uyularak gerçekleĢtirildi. 

Total RNA örnekleri 1‟er µg olacak Ģekilde PCR tüplerine aktarıldı, 1µl Oligo DT primer 

ve uygun saflıkta su, toplam hacim 8.4µl olacak Ģekilde eklendi. 65°C‟de 10 dakika 

süreyle PCR cihazında (TaKaRa Biotechnology, Japonya) inkübe edildi. Bu süreçte 

primerlerin ısı ile denatüre olan RNA örneklerine bağlanması sağlandı. Süre sonunda 

örnekler buz üzerine alındı ve uygun miktarlarda; reaksiyon tamponu, ters transkriptaz 

enzimi, dNTP karıĢımı ve Rnase inhibitörü eklendi. Tekrar PCR cihazına alınan örnekler, 

55˚C‟de 30 dakika uzama reaksiyonu ve hemen ardından 85˚C‟de 5 dakika süreyle enzimin 

inaktivasyonu sağlandı. Sentezlenen cDNA örnekleri gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu kurulancaya kadar -20 ˚C‟de muhafaza edildi. 

3.9.3. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu   

Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) yöntemiyle 

deney gruplarında; TGF-β, SNAIL1, TWIST, CDH1, MMP-2, MMP-9, CASP-3, CASP-7, 

BCL-2 ve BAX genlerinin transkripsiyon düzeyinde ekspresyon/ regülasyon 
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mekanizmaları incelendi. Her örnek için uygun miktarlarda cDNA, master mix (RealQ 

Plus Master Mix Green, Ampliqon) ve sudan oluĢan karıĢım hazırlandı. Primerler ve 

hazırlanmıĢ olan cDNA karıĢımı 96 kuyucuklu PCR plakalarına yüklendi. Kurulan 

reaksiyonlar sonrasında, gerçek zamanlı PCR (LightCycler-II 480, Roche, Mannheim, 

Almanya) cihazında, ilgili genlerin çoğalmaları takip edildi ve elde edilen Cp sonuçları 

doğrultusunda referans gene (HPRT1) oranlanarak göreceli olarak analizleri yapıldı. 

Kullanılan primerlerin baz dizilimleri Çizelge 3.4‟te gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 3. 7. Gen ekspresyon analizi yapılan genler ve primerlerinin baz dizilimleri. 

Gen Açık Ġsim 
Primer Baz Dizilimi 

(5′→3′) 

TGF-β Transforme Edici Büyüme Faktörü Beta 1 
L- cgactactacgccaaggaggt 

R- tgcttgaacttgtcatagatttcg 

IL-6 Ġnterlökin 6 
L- caggagcccagctatgaact 

R- gaaggcagcaggcaacac 

SNAI1 Snail Ailesi Transkripsiyonel Baskılayıcı 1 
L- tacagcgagctgcaggact 

R- atctccggaggtgggatg 

TWIST Twist Ailesi BHLH Transkripsiyon Faktörü 1 
L- agctacgccttctcggtct 

R- ccttctctggaaacaatgacatc 

CDH1 E-Kaderin 1 
L- aggggtctgtcatggaaggt 

R- gcggcattgtaggtgttca 

MMP-2 Matriks Metalloproteinaz 2 
L- ccccaaaacggacaaagag 

R- cttcagcacaaacaggttgc 

MMP-9 Matriks Metalloproteinaz 9 
L- gaaccaatctcaccgacagg 

R- gccacccgagtgtaaccata 

CASP-3 Kaspaz 3 - Apoptoz ĠliĢkili Sistein Proteaz 3 
L- ttgtggaattgatgcgtgat 

R- ggctcagaagcacacaaaca 

CASP-7 Kaspaz 7 - Apoptoz ĠliĢkili Sistein Proteaz 7 
L- gctgacttcctcttcgccta 

R- caaaccaggagcctcttcct 

BCL-2 B Hücreli Lenfoma 2 
L- gcacctgcacacctggat 

R- agggccaaactgagcaga 

BAX BCL-2 ĠliĢkili X 
L- catcatgggctggacattg 

R- gggacatcagtcgcttcagt 

HPRT1 
Hipoksantin Fosforibosil Transferaz 1        

(Referans gen) 

L- tgaccttgatttattttgcatacc 

R- cgagcaagacgttcagtcct 

  

3.10. WST-1 Canlılık ve Proliferasyon Analizi 

WST-1 yöntemiyle, Çizim 3.5‟te tanımlanan tüm deney grupların; hücre canlılık ve 

proliferasyon düzeyleri belirlendi. Deneyin son gününde (3. gün); hücre kültür besiyerleri, 

%10 oranda WST-1 (Roche Diagnostics, Almanya) reaktifi içeren besiyeri ile değiĢtirildi 

ve 37 °C, %5 CO2 koĢullarında 2 saat süreyle inkübe edildi. Süre sonunda, 6-kuyucuklu 
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plakaların her kuyucuğundan 200 µl besiyeri örneği çekilip üçlü tekrarlar halinde 96 

kuyucuklu plakalara yüklendi. Örneklerin absorbans değerleri, mikroplaka okuyucuda 

(Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda ölçüldü. 

3.11. Anneksin V/PI Apoptoz Tayini 

Anneksin V/PI apoptoz tayini, apoptoz sürecine girmiĢ hücrelerdeki Fosfaditilserin 

(PS) in hücre membran yerleĢimindeki değiĢimin ve membran bütünlüğündeki bozulmanın 

saptanmasını temel alan bir testtir.   

 

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

Fosfaditilserin (PS) molekülü sağlıklı ve canlı hücrelerde hücre membranının 

sitoplazmik yüzeyinde olmasına karĢın; erken apoptotik ve apoptotik hücrelerde 

membranın dıĢ yüzeyinde yerleĢim gösterir. FITC florokrom iĢaretli anneksin V molekülü; 

apoptotik sürece girmiĢ hücrelerin, membranın ekstraselüler alanına geçmiĢ olan PS‟ne 

bağlanmaktadır. Propidyum iyodür (PI) canlı ve ölü hücre tanımlanmasında kullanılan 

standart bir akım sitometri canlılık probudur. Membran bütünlüğüne sahip canlı hücreler, 

PI'ı hücre içine almazken; ölü ve hasarlı hücreler, bozulmuĢ membran bütünlüğüyle PI'e 

karĢı geçirgendir (Çizim 3.6). Bu anlamda FITC Annexin V için pozitif, PI için negatif 

hücreler erken apoptotik hücrelerdir. Hem FITC Annexin V hem de PI için negatif 

boyanan hücreler canlıdır ve ölçülebilir bir apoptoz süreci geçirmemektedir. FITC Annexin 

V için pozitif, PI için negatif hücreler erken apoptotik hücrelerdir. Hem FITC Anneksin V 

hem de PI için pozitif boyanan hücreler ise nekrotik/ölü hücrelerdir (Çizim 3.7). 

 

http://www.dojindo.com/
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Çizim 3.7. Anneksin V/PI boyamasınınyla akım sitometrik apoptoz analizinin örnek 

Ģablonu (BD Biosciences, 2019). 

 

Bu çalıĢmadaki deney gruplarının Anneksin V/PI apoptoz tayini, ticari kit(BD 

Bioscience- FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, ABD) kullanılarak, üretici 

firmanın sunduğu protokole uyularak gerçekleĢtirildi. Kısaca; tripsini-EDTA ile hücreler 

kaldırıldı ve her grup için 3×10
5
 hücre soğuk PBS ile yıkandı. Hücre pelletleri 100 µl 

„Binding Buffer’ ile tekrar homojenize edildi. FITC AnneksinV ve PI boyaları eklenip; oda 

sıcaklığında 20 dakika süreyle inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 300 µl „Binding 

Buffer’ eklenerek reaksiyon durduruldu ve FACSCalibur (BD Biosciences) akım sitometre 

cihazında okutuldu, Cell Quest programı (BD Biosciences) ile analiz iĢlemleri 

gerçekleĢtirildi 

3.12. Enzim Bağlı Ġmmunosorbent Analizi  

Enzim Bağlı Ġmmunosorbent Analizi (ELĠSA); enzim ile iĢaretli antikor (konjugat) 

ve substrat kullanılarak, örnek materyalde bulunan hedef proteinin varlığını ya da miktarını 

belirlemede kullanılan immünojenik bir yöntemdir. „Sandviç ELĠSA‟ yöntemine uyumlu 

ticari kitler kullanılarak gerçekleĢtirilen çalıĢmada, deney gruplarının hücre kültürü 

supernatantlarından alınan örneklerin; TGF-β (Arigo Biolaboratories, Tayvan), IL-6 (Arigo 

Biolaboratories, Tayvan), TNF-α (Arigo Biolaboratories, Tayvan), MMP-2 (YL Biotech, 

Çin) ve MMP-9 (YL Biotech, Çin) proteinlerinin miktar tayini yapıldı.  
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Çizim 3.8 Sandviç ELĠSA testinin çalıĢma prensibi (MyBioSource.com, Nisan 2019). 

Deneyler, çalıĢmada kullanılan kitlerin üretici firmalarının sunduğu talimatlara 

uyularak gerçekleĢtirildi. Kısaca (Çizim 3.8); hedef proteine özgül primer monoklonal 

antikor kaplı kuyucuklara standart dilüsyonlar ve örnekler yüklendi. Ġnkübasyon sürecinde 

hedef proteinler (antijenler) primer antikorlara bağlanmıĢ oldu. Yıkama iĢlemiyle, 

örnekteki hedef molekül haricindeki diğer moleküller uzaklaĢtırıldı. Takiben, hedef 

proteine özgü biotin-konjuge sekonder antikor solusyonu ilave edildi; böylece bir epitoptan 

primer antikora bağlanmıĢ durumda olan hedef proteinler diğer epitop(lar)tan da sekonder 

antikora bağlanmıĢ oldu. Yıkama iĢlemiyle serbest (bağlanmamıĢ) sekonder antikorlar 

uzaklaĢtırıldı. Takiben Streptavidin-Yabanturbu „Horseradish‟ Peroksidaz (HRP) 

solusyonu ilave edildi. Ġnkübasyon sürecinde avidin-biotin afinitesiyle birlikte sekonder 

antikor-HRP konjugatı oluĢturuldu. Yıkama iĢlemiyle, konjugat oluĢturmamıĢ serbest HRP 

uzaklaĢtırıldı. HRP substratı olan 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TBM) substrat solusyonu 

ilave edildi. HRP‟ın TMB ile olan kromojenik enzim reaksiyonu sonucu, hedef proteinin 

miktarıyla doğru orantılı olarak renk değiĢimi gerçekleĢti. Ġnkübasyon süresi sonunda 

„Stop‟ solusyonu ilave edilerek reaksiyonu durduruldu. ELĠSA plakası, mikroplaka 

okuyucuda (Versamax, ABD) 450 nm dalga boyunda okutularak kromojenik reaksiyon 

ölçüldü. Örneklerin protein konsantrasyonları; ölçülen absorbans değerleri, standart eğrisi 

ile karĢılaĢtırılarak değerlendirildi. 

3.13. Ġmmünfloresan Boyama 

Çizim 3.5‟te tanımlanan deney grubu hücrelerinin, MMP-2 ve MMP-9 fenotipleri 

ikili (Double) immünfloresan boyama yapılarak incelendi. Ġmmünfloresan boyama için 

cam lameller üzerine ekimiĢ hücrelerin kültür besiyerleri, deneyin sonunda (3.gün) çekilip, 

soğuk PBS ile 3 kez yıkama iĢlemi yapıldı. Hücreler, %4 paraformaldehit solusyonunda 
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+4°C‟de 20 dakika süreyle fikse edildi. Örnekler PBS ile yıkandıktan sonra, özgün 

olmayan arka plan boyanmasının önüne geçmek için, %2 blok serum (Abcam) içeren 

PBS‟de 25 dakika süreyle inkübe edildi. Süre sonunda blok serum solusyonu bir pipet 

aracılığıyla, lamel kenarlarından nazikçe geri çekildi. Uygun dilusyon oranlarında MMP-2 

(Thermo Scientific) ve MMP-9 (Abcam) primer antikorları eklenip, +4°C‟de gece boyu 

inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda lameller PBS ile 3 kez yıkandıktan sonra uygun 

fluoresan iĢaretli sekoder antikorlarla oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Örneklerin 

kuruması beklenip, DAPĠ ile kapatıldı. Boyama yapılan örnekler, konfokal mikroskop 

(LEICA SP8 LIGHTNING, Almanya) altında incelendi. 

3.14. Migrasyon Deneyi (Wound Healing) 

Wound Healing; hücre migrasyonu/invazyonunun iki boyutlu olarak incelendiği bir 

yöntemdir. Bu yöntemde; tek hücre tabakası üzerinde bir cisim vasıtasıyla çizik oluĢturulur 

ve ~2-3 gün hücrelerin çizilmiĢ bölgeye migrasyonu izlenir.  

6 kuyucuklu plakalara ekili deney grubu hücreleri, %70-80 doluluğa ulaĢtığında, 

hücre tabakası üzerinde 200 µl pipet ucu vasıtasıyla düz bir çizik oluĢturuldu. 0. ve 2. gün 

ıĢık mikroskop görüntüleri incelendi, fotoğraf çekildi. 0. ve 2. gün görüntüleri arasındaki 

fark, gruplar arasında karĢılaĢtırılarak değerlendirildi. 

3.15. Ġstatistiksel Analiz 

Sonuçların istatistiksel analizlerinde SPSS10.0 (SPSS, Chicago, ABD) programı 

kullanılmıĢtır. Veriler eĢli t-testi ve çoklu analizler için Newman–Keuls metodu ile test 

edilmiĢtir. Her deney grubu en az üç tekrardan oluĢmaktadır. Deney ve kontrol grupları 

arasındaki fark p<0.05 olduğunda anlamlı ve p<0.01 olduğunda ileri derece anlamlı olarak 

ifade edilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Meme Tümör Dokusundan Kanser Kök Hücresi Ġzolasyonu ve Hücre Kültürü 

Meme tümör dokudan izole ettiğimiz MKKH‟ler yapıĢan kültür olarak çoğaltılmıĢ 

ve kültür boyunca düzenli olarak faz-kontrast mikroskop altında görüntülenip morfolojileri 

incelenmiĢtir (Çizim 4.1 ve Çizim 4.2). MKKH‟ler kültür süresince, ileri pasajlarda dahi 

oldukça hızlı çoğaldıkları gözlendi. 

 

Çizim 4.1. Ġzolasyonu yapılan Vaka 1-MKKH‟in pasaj 0 (A1-A2), pasaj 1(B1-B2) ve 

pasaj 2 (C1-C2) faz-kontrast görüntüleri. Ölçüm çubuğu: 500 µm (A1, B1, C1) ve 200 µm 

(A2, B2, C2). 
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Çizim 4.2. Ġzolasyonu yapılan Vaka 2-MKKH‟in pasaj 0, pasaj 1 ve pasaj 2 faz-kontrast 

görüntüleri. Pasaj 0 (A1-A2), Pasaj 1(B1-B2), Pasaj 2 (C1-C2). Ölçüm çubuğu: 500 µm 

(A1, B1, C1) ve 200 µm (A2, B2, C2). 
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4.2. Meme Kanseri Kök Hücresinin Karakterizasyonu  

Tümör dokudan elde edilen kanser hücreleri; akım sitometri analizi, ALDH testi ve 

mamosfer oluĢturma deneyleri kapsamında KKH karakterizasyonu yapıldı. 

4.2.1. Akım Sitometri Analizi 

Ġzole edilen V1-MKKH ve V2-MKKH‟leri pasaj 3‟e geldiklerinde (Çizim 4.3); 

kanser kök hücresi olarak tanımlanması için pozitif olması; CD44, CD73, CD90, CD105, 

CD13, CD29, CD140b ve negatif olmasını beklenen; CD24, HLA DR, sitokeratin, CD45, 

CD 34, CD15, CD14 belirteçlerinin hücresel ifadesi incelendi. CD44
+
/CD24

- 
Meme 

kanseri kök hücre fenotipi sergilemiĢ olmasının yanı sıra; CD73, CD90, CD105, CD13, 

CD29 ve CD140b kök hücre belirteçleri de yüksek pozitiflik göstermiĢtir. HLA-DR, 

sitokeratin, CD45, CD 34, CD15 ve CD14 gibi hematopoetik ve epitelyal hücre belirteçleri 

de negatif bulunmuĢtur (Çizim 4.4. ve Çizim 4.5). 

 

Çizim 4.3. Pasaj 3'te akım sitometri analizi yapılan V1-MKKH (A1-A2)  ve V2-MKKH 

(B1-B2)‟lerin faz-kontrast mikroskop görüntüsü. Ölçüm çubuğu: 500 µm (A1, B1) ve 200 

µm (A2, B2). 
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Çizim 4.4. V1-MKKH‟lerin akım sitometri ile karakterizasyon analizi. 

 

Çizim 4.5. V2-MKKH‟lerin akım sitometri ile karakterizasyon analizi. 
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4.2.2. ALDH Testi 

ALDH testinde yapılan tüm ikili boyamalarda ALDH enzim aktivitesi %99 üzeri 

pozitif bulunmuĢtur. CD133 ifadesi ise V1-MKKH‟de %44.26 iken, V1-MKKH‟de 

%99.23 olarak bulunmuĢtur. 7-AAD ve PI değerleri V1-MKKH‟de daha az gözlenirken, 

her iki vakada da ~%13‟lerin altında bulunmuĢtur (Çizim 4.6 ve Çizim 4.7). Yapılan 

ALDH testi; CD133 pozitifliğiyle de, izolasyonu yapılan tümör hücrelerinin kanser kök 

hücreleresi fenotipinde olduğunu destekleyen nitelikte değerler ile sonuçlanmıĢtır. 

 

Çizim 4.6. V1-MKKH‟lerin  ALDH/7AAD, ALDH/CD133, ALDH/PI ikili boyamalarının 

akım sitometrik ALDH analizi. 
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Çizim 4.7.  V2-MKKH‟lerin;  ALDH/7AAD, ALDH/CD133 ve ALDH/PI ikili 

boyamalarının akım sitometrik ALDH analizi. 

  

4.2.3. Mamosfer OluĢturma Deneyi 

Kanser kök hücreleri izolasyonu sonrası karakterizasyonu için kullanılan mamosfer 

oluĢturma yetkinlikleri değerlendirilmiĢtir. Vaka 1 ve Vaka 2 MKKH‟lerinin Jenerasyon 1 

ve Jenerasyon 2‟de  mamosfer sayımı yapılmıĢ MFE (%) değerleri hesaplanmıĢtır. Her iki 

vakanın da mamosfer oluĢturabildiği gözlenmiĢtir (Çizim 4.8 ve Çizim 4.9). Vakalar 

karĢılaĢtırıldığında;  V1-MKKH‟nin MFE değeri daha yüksek olduğu saptanmıĢtır. V1-

MKLH‟de Jenerasyon 2‟de Jenerasyon 1‟e oranla anlamlı artıĢ görülmüĢtür (Çizim 4.10). 
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Çizim 4.8. Vaka 1 MKKH mamosfer oluĢturma deneyi, 7 .gün faz kontrast mikrosop 

görüntüsü. Jenerasyon 1 (A1-A2), Jenerasyon 2 (B1-B2). Ölçüm çubuğu: 500µm (A1, B1), 

200µm (A2, B2). 

 

Çizim 4.9. Vaka 2 MKKH mamosfer oluĢturma deneyi , 7 .gün faz kontrast mikroskop 

görüntüsü. Jenerasyon 1 (A1-A2), Jenerasyon 2 (B1-B2). Ölçüm çubuğu: 500µm (A1, B1), 

200µm (A2, B2). 
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Çizim 4.10. V1-MKKH ve V2-MKKH‟lerin Jenerasyon 1 ve jenerasyon 2‟ de 

gösterdikleri MFE(%) değerleri. 

4.3. Meme Yağ Dokudan Mezenkimal Kök Hücre Ġzolasyonu ve Hücre Kültürü 

Meme yağ dokudan izole edilen iYD-MKH‟ler yapıĢan kültür olarak çağaltılmıĢ ve 

kültür boyunca düzenli olarak faz-kontrast mikroskop altında görüntülenip morfolojileri 

incelenmiĢtir (Çizim 4.11 ve Çizim 4.12). iYD-MKH‟ler morfolojik yapı ve yüksek 

proliferasyon özellikleriyle mezenkimal kök hücre fenotipine uyumlu görülmüĢtür. 

Özellikle V2-iYD-MKH‟ler ileri pasajlara kadar da yüksek proliferatif özelliğini 

korumuĢtur. 
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Çizim 4.11. Ġzolasyonu yapılan Vaka1-iYD-MKH‟in pasaj 0 (A1-A2), pasaj 1 (B1-B2) ve 

pasaj 2 (C1-C2) faz-kontrast mikroskop görüntüleri. Ölçüm çubuğu: 500 µm (A1, B1, C1) 

ve 200 µm (A2, B2, C2). 
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Çizim 4.12. Ġzolasyonu yapılan Vaka 2-iYD-MKH‟in pasaj 0 (A1-A2), pasaj 1 (B1-B2) ve 

pasaj 2 (C1-C2) faz-kontrast mikroskop görüntüleri. Ölçüm çubuğu: 500 µm (A1, B1, C1) 

ve 200 µm (A2, B2, C2). 
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4.4. Ġnsan Yağ Doku Kaynaklı Mezenimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Yağ dokudan elde edilen stromal hücreler, akım sitometri analizi ve farklılaĢtırma 

deneyleri kapsamında MKH karakterizasyonu gerçekleĢtirildi. 

4.4.1. Akım Sitometri Analizi 

Ġzole edilen V1-iYD-MKH ve V2- iYD-MKH‟ler pasaj 3‟e geldiklerinde (Çizim 

4.13) akım sitometri analizine alındı. CD73, CD90, CD105, CD13, CD29, CD140b ve 

CD166 mezenkimal kök hücre belirteçlerinde yüksek (~%85-99)  pozitif ifade gösterirken; 

HLA DR, CD45, CD 34, CD24, CD19, CD14 ve CD11b gibi hematopoetik ve epitelyal 

hücre belirteçlerinin ifadesi negatif (~%0,4-4,9) olarak saptandı. Yapılan akım sitometi 

analizi sonuçları neticesinde izole edilen stromal hücreler,  mezenkimal kök hücre olarak 

tanımlandı (Çizim 4.14 ve Çizim 4.15).  

 

Çizim 4.13. Pasaj 3'te akım sitometri analizi yapılan V1-iYD-MKH (A1-A2)  ve V2-iYD-

MKH (B1-B2)‟lerin faz-kontrast mikroskop görüntüsü. Ölçüm çubuğu: 500 µm (A1, B1) 

ve 200 µm (A2, B2). 
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Çizim 4.14. V1-iYD-MKH‟lerin akım sitometri ile karakterizasyon analizi. 

 

Çizim 4.15. V2-iYD-MKH‟lerin akım sitometri ile karakterizasyon analizi. 
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4.4.2. FarklılaĢtırma Deneyleri 

Ġzole edilen iYD-MKH'ler pasaj 3‟e geldiklerinde, 3 hafta süren farklılaĢtırma 

deneyinin ardından yapılan adipojenik ve osteojenik boyamalarda saptanan pozitiflik, 

farklılaĢtırmaların baĢarılı olduğunu kanıtlamıĢtır (Çizim 4.16 ve Çizim 4.17). 

FarklılaĢtırma deneylerinden elde ettiğimiz sonuçlara göre iYD-MKH‟ler mezenkimal kök 

hücre olarak tanımlanmıĢtır. 

 

Çizim 4.16. V1-iYD-MKH‟in adipojenik farklılaĢtırma O (A1-A2)  ve kontrol (A3) 

hücrelerinin oil red O boyaması; osteojenik farklılaĢtırma (B1-B2) ve kontrol (B3) 

hücrelerinin alizarin red S (B1-B2) boyaması faz-kontrast mikroskop görüntüleri. Ölçüm 

çubuğu 500µm (A1, A3, B1, B3) ve 200µm (A2, B2).  

 

Çizim 4.17. V2-iYD-MKH‟in adipojenik farklılaĢtırma O (A1-A2)  ve kontrol (A3) 

hücrelerinin oil red O boyaması; osteojenik farklılaĢtırma (B1-B2) ve kontrol (B3) 
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hücrelerinin alizarin red S (B1-B2) boyaması faz-kontrast mikroskop görüntüleri. Ölçüm 

çubuğu 500µm (A1, A3, B1, B3) ve 200µm (A2, B2). 

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

WST-1 canlılık deneyinde her iki vakanın iYD-MKH‟leri için, 20µM ALA 

konsantrasyonu güvenli doz olarak belirlenmiĢtir. MKKH‟ler için ise 3mM ALA 

konsantrasyonu canlılığı azaltıcı doz olarak belirlenmiĢtir.  

 

 

Çizim 4.18. Vaka 1 MKKH ve iYD-MKH‟lerinin farklı ALA konsantrasyonlarında 

gösterdikleri canlılık ve çoğalma grafiği. MKH için seçilmiĢ güvenli doz (*),MKKH için 

seçilmiĢ canlılığı azaltıcı doz (*). 
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Çizim 4.19. Vaka 2 MKKH ve iYD-MKH‟lerinin farklı ALA konsantrasyonlarında 

gösterdikleri canlılık ve çoğalma grafiği. MKH için seçilmiĢ güvenli doz (*),MKKH için 

seçilmiĢ canlılığı azaltıcı doz (*). 

 

 

4.6. Eksozomların Akım Sitometri ile Ġmmünofenotipik Karakterizasyonu 

V1-iYD-MKH, V1-iYD-MKHALA, V2-iYD-MKH ve V1-iYD-MKHALA 

hücrelerinden izole edilen eksozomların; CD9, CD63 ve CD81 yüzey belirteçleri akım 

sitometri yöntemi ile immünofenotipik karakterizasyonu gerçekleĢtirildi. Yapılan analizler  

her dört eksozom grubu için de benzer Ģekilde sonuçlanmıĢtır. CD9 yüzey belirtecinin 

pozitifliği, her dört eksozom grubu için de ~%1-0,5‟lerin altında bulunarak negatif olarak 

değerlendirilmiĢtir. Buna karĢın; CD63 ve CD81 yüzey belirteçleri; her dört eksozom 

grubunda ~%97-99 oranla yüksek pozitiflik göstermiĢ ve elde edilen MKH sekretomunun, 

eksozom karakterinde olduğu belirlenmiĢtir (Çizim 4.20, Çizim 4.21, Çizim 4.22, Çizim 

4.23). 
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Çizim 4.20. V1-iYD-MKH eksozomlarının; CD9, CD63 ve CD81 eksozom belirteçlerinin 

akım sitometri analizi. 

 

 

Çizim 4.21. V1-iYD-MKHALA eksozomlarının; CD9, CD63 ve CD81 eksozom 

belirteçlerinin akım sitometri analizi. 
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Çizim 4.22. V2-iYD-MKH eksozomlarının; CD9, CD63 ve CD81 eksozom belirteçlerinin 

akım sitometri analizi. 

 

 

 

Çizim 4.23. V2-iYD-MKHALA eksozomlarının; CD9, CD63 ve CD81 eksozom 

belirteçlerinin akım sitometri analizi. 
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4.7. Gen Ekspresyonu Analizi 

SNAIL1 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+iYD-MKH ve V2-iYD-MKHALA 

gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; V1-MKKH+iYD-MKHALA, V1-MKKH+3mM ALA, 

V2-MKKH+iYD-MKHALA, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+iYD-MKHALA 

Ekso gruplarında anlamlı bir azalma görülmüĢtür. TWIST gen ekspresyonu analizinde V1-

MKKH+20µM ALA, V1-MKKH+3mM ALA ve V2-iYD-MKHALA gruplarında anlamlı 

artıĢ görülürken; V1-MKKH+iYD-MKH ve V2-MKKH+iYD-MKHALA gruplarında 

anlamlı bir azalma görülmüĢtür. MMP2 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+iYD-

MKH ve V1-iYD-MKH Ekso gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; V1-MKKH+3mM 

ALA grubunda anlamlı bir azalma görülmüĢtür. MMP9 gen ekspresyonu analizinde V1-

MKKH+iYD-MKH, V1-MKKH+iYD-MKHALA, V1-MKKH+3mM ALA, V2-

MKKH+iYD-MKH V2-MKKH+3mM ALA ve V2- iYD-MKHALA gruplarında anlamlı 

artıĢ görülmüĢtür (Çizim 4.24). 

CDH1 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+20µM ALA, V1-MKKH+iYD-

MKH, V1-MKKH+iYD-MKHALA, V1-MKKH+iYD-MKH Ekso, V1-MKKH+iYD-

MKHALA Ekso, V1-iYD-MKHALA ve V2-iYD-MKHALA gruplarında anlamlı artıĢ 

görülürken; V1-MKKH+3mM ALA, V2- MKKH+iYD-MKHALA, V2-MKKH+iYD-MKH 

Ekso, V2- MKKH+iYD-MKHALA Ekso ve V2-MKKH+3mM ALA gruplarında anlamlı bir 

azalma görülmüĢtür. TGF-β1 gen ekspresyonu analizinde, V1-MKKH+iYD-MKHALA 

Ekso, V1-MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+iYD-MKHALA Ekso, V2-MKKH+3mM ALA 

ve V2-iYD-MKHALA gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; MKKH+iYD-MKHALA 

grubunda anlamlı bir azalma görülmüĢtür. IL-6 gen ekspresyonu analizinde V1-

MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+iYD-MKH, V2-MKKH+iYD-MKHALA ve V2-iYD-

MKHALA gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; V1-MKKH+20µM ALA, V1-

MKKH+iYD-MKHALA ve V2-MKKH+3mM ALA gruplarında anlamlı bir azalma 

görülmüĢtür (Çizim 4.25). 



58 
 

 

Çizim 4.24.  Vaka 1 ve Vaka 2, MKKH ve iYD-MKH gruplarının; SNAIL, TWIST, 

MMP2 ve MMP9 gen ekspresyonu  analiz grafikleri. 

 

BCL2 gen ekspresyonu analizinde V1-MKKH+3mM ALA ve V2-MKKH+3mALA 

gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; V1-MKKH+20µM ALA, V1-MKKH+iYD-MKH, 
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V1-MKKH+iYD-MKHALA, V1-MKKH+iYD-MKH Ekso, V2-MKKH+iYD-MKHALA 

Ekso gruplarında anlamlı bir azalma görülmüĢtür. BAX gen ekspresyonu analizinde V1-

MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+20µM ALA, V2-MKKH+iYD-MKHALA ve V2-

MKKH+3mM ALA gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; V1-MKKH+iYD-MKH, V1-

MKKH+iYD-MKHALA ve V1-MKKH+iYD-MKH Ekso gruplarında anlamlı bir azalma 

görülmüĢtür. CASP3 gen ekspresyonu analizinde V2-MKKH+20µM ALA, V2-

MKKH+iYD-MKHALA, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+iYD-MKHALA Ekso 

gruplarında anlamlı bir azalma görülürken, Vaka 1 deney gruplarında anlamlı bir farklılık 

bulunmamıĢtır. CASP7 gen ekspresyonu analizinde V2-MKKH+20µM ALA, V2-

MKKH+iYD-MKH, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+iYD-MKHALA Ekso 

gruplarında anlamlı bir azalma görülürken, Vaka 1 deney gruplarında anlamlı bir farklılık 

bulunmamıĢtır (Çizim 4.26). 
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Çizim 4.25. Vaka 1 ve Vaka 2, MKKH ve iYD-MKH gruplarının; CDH1, TGF-β1 ve IL-6 

gen ekspresyonu analiz grafikleri. 
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Çizim 4.26. Vaka 1 ve Vaka 2, MKKH ve iYD-MKH gruplarının; BCL2, BAX, CASP3 

ve CASP7 gen ekspresyonu analiz grafikleri. 
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4.8. WST-1 Canlılık ve Proliferasyon Analizi 

Deney gruplarına yapılan WST-1 deneyinde; Vaka 1; MKKH+20µM ALA, 

MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA, MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-

MKHALA Ekso gruplarında kontrol grubu olan MKKH‟e göre anlamlı bir fark 

bulunamazken; MKKH+3Mm ALA grubu hücre canlılığında, ileri derecede anlamlı 

(P<0.01) bir azalma görülmüĢtür. Vaka 1; iYD-MKHALA grubu hücre canlılığında, kontrol 

grubu iYD-MKH‟e göre anlamlı (P<0.05) artıĢ görülmüĢtür (Çizim 4.27). 

Vaka 2; MKKH+20µM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA, 

MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-MKHALA Ekso gruplarındaki hücre 

canlılığında, kontrol gubu MKKH‟e göre anlamlı artıĢ bulunurken; MKKH+3Mm ALA 

grubu hücre canlılığında anlamlı azalma görülmüĢtür. Vaka 2; iYD-MKHALA grubu hücre 

canlılığında, kontrol grubu iYD-MKH‟e göre ileri derece anlamlı bir artıĢ görülmüĢtür 

(Çizim 4.28). 

 

Çizim 4.27. Vaka 1; MKKH ve iYD-MKH deney gruplarının WST-1 canlılık ve 

proliferasyon analizi (*P<0.05, **P<0.01). 
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Çizim 4.28. Vaka 2; MKKH ve iYD-MKH deney gruplarının WST-1 canlılık ve 

proliferasyon analizi (* P<0.05, ** P<0.01). 

 

 

4.9. Anneksin V/PI Apoptoz Tayini 

Yapılan Anneksin V/PI apoptoz tayininde her iki vakada da; MKKH+20µM ALA, 

MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA, MKKH+iYD-MKH Ekso, MKKH+iYD-

MKHALA Ekso grupları MKKH kontrol grubuna görece anlamlı bir değiĢim görülmezken; 

MKKH+3mM ALA grubundaki artmıĢ apoptotik hücre ve korale olarak azalmıĢ hücre 

canlılığı ileri derecede anlamlı bulunmuĢtur. Her iki vakada da; iYD-MKH ve iYD-

MKHALA gruplarının apoptoz ve canlılık parametrelerinde anlamlı bir farklılık 

görülmemiĢtir (Çizim 4.29 ve Çizim 4.30). 
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Çizim 4.29. Vaka 1 ve Vaka 2 deney gruplarının Anneksin V/PI boyamalarının akım 

sitometrik apoptoz analizi. 
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Çizim 4.30. Vaka 1 ve Vaka 2 deney gruplarının Anneksin V/PI apoptoz analizi 

sonuçlarına göre canlı ve apoptotik hücre grafikleri (* P<0.01). 

 

4.10. ELĠSA Analizi  

MMP-2 ELĠSA analizinde V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+3mM 

ALA gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; V1-MKKH+iYD-MKH, V1-MKKH+iYD-

MKHALA, V1-MKKH+3mM ALA ve V2-MKKH+20µM ALA gruplarında anlamlı bir 

azalma görülmüĢtür. MMP-9 ELĠSA analizinde V2-MKKH+iYD-MKH, V2-MKKH+iYD-

MKHALA, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso ve V2-MKKH+3mM gruplarında anlamlı artıĢ 

görülürken; iki vakanın deney gruplarında da anlamlı bir azalma görülmemiĢtir. TNFα 

ELĠSA analizinde V1-MKKH+iYD-MKHALA, V1-MKKH+iYD-MKH Ekso, V1-

MKKH+iYD-MKHALA ve V2-MKKH+iYD-MKH Ekso gruplarında anlamlı artıĢ 

görülürken; V1-MKKH+3mM ALA grubunda anlamlı bir azalma görülmüĢtür (Çizim 

4.31). 
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Çizim 4.31. Vaka1 ve Vaka 2 MKKH deney gruplarının; MMP-2, MMP-9 ve TNF-α 

sitokinlerinin ELĠSA analizi (*P<0.05, **P<0.01). 

IL-6 ELĠSA analizinde V1-MKKH+iYD-MKH, V1-MKKH+iYD-MKHALA, V1-

MKKH+iYD-MKHALA Ekso, V1-MKKH+3mM ALA, V2-MKKH+iYD-MKH ve V2-

MKKH+iYD-MKHALA gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; V1-iYD-MKHALA ve V2-

MKKH+3mM ALA gruplarında anlamlı bir azalma görülmüĢtür. TGF-β ELĠSA analizinde 

V2-MKKH+iYD-MKH, V2-MKKH+iYD-MKHALA, V2-MKKH+iYD-MKH Ekso, V2-

MKKH+iYD-MKHALA Ekso ve V2-iYD-MKHALA gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; 

V1-MKKH+iYD-MKH, V1-MKKH+3mM ALA ve V2-MKKH+3mM ALA gruplarında 

anlamlı bir azalma görülmüĢtür (Çizim 4.32). 
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Çizim 4.32 Vaka1 ve Vaka 2 MKKH,  iYD-MKH  deney gruplarının; IL-6 ve TGF-β 

ELĠSA analizi (*P<0.05, **P<0.01). 

4.11. Ġmmünfloresan Boyama 

Ġmmünfloresan boyama sonuçlarında genel bakıĢta her iki vaka MKKH‟ler için 

hem MMP-2 hem MMP-9 boyamalar pozitif bulunurken, Vaka 1 MKKH‟lerde bu 

pozitifliğin daha fazla olduğu görülmüĢtür. Her iki vakanın deney grupları 

karĢılaĢtırıldığında gruplar arasındaki değiĢimlerde benzerlik bulunmuĢtur (Çizim 4.32 ve 

Çizim 4.33).  

Vaka 1 ve Vaka 2‟nin MKKH+20µM ALA grubuna bakıldığında; güvenli dozda 

ALA eklentisinin MKKH‟lerde hem MMP-2 hem MMP-9 ifadesinde azalma ile 

sonuçlandığı görülmüĢtür. Vaka 1 MKH ko-kültür gruplarında anlamlı bir fark 

bulunamazken; Vaka 2 ko-kültür gruplarının her ikisinde de kontrole oranla MMP-2 ve 

MMP-9 boyamalarında belirgin azalma gözlenmiĢtir. Eksozom deney gruplarında konrol 

grubuna oranla MMP-2 boyamasında artıĢ gözlenmiĢtir. Vaka1‟in her iki eksozom 

grubunda da MMP-2 boyamasında artıĢ gözlenirken, MMP-9 boyamasında anlamlı bir fark 

bulunamamıĢtır. Vaka 2 eksozom gruplarının her ikisinde de kontrole oranla MMP-2 ve 

MMP-9 boyamalarında belirgin azalma bulunurken; MKKH+iYD-MKHALA Ekso 
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grubunda, MKKH kontrole oranla görülen MMP-2 boyamasındaki azalma, MKKH+iYD-

MKH Ekso grubundaki azalmadan daha fazla bulunmuĢtur.  

MKH deney gruplarında Vaka 1 ve Vaka 2 boyamaları benzeri benzer Ģekilde 

sonuçlanmıĢtır. Her iki vakada da; iYD-MKHALA deney grubunda, kontrol olan iYD-MKH 

grubuna oranla MMP-2 ve MMP-9 boyamalarında belirgin artıĢ gözlenmiĢtir (Çizim 4.35). 
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Çizim 4.33. Vaka 1 MKKH deney gruplarının; çekirdek boyası DAPĠ (Mavi), MMP-2 

(YeĢil) ve MMP-9 (Kırmızı) immünfloresan boyamalarının konfokal mikroskop 

görüntüleri. MKKH (A), MKKH+20µM ALA (B), MKKH+iYD-MKH (C), MKKH+iYD-

MKHALA (D), MKKH+iYD-MKH Ekso (E), MKKH+iYD-MKHALA Ekso (F). Ölçüm 

çubuğu: 50µm. 
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Çizim 4.34. Vaka 2 MKKH deney gruplarının; çekirdek boyası DAPĠ(Mavi), MMP-2 

(YeĢil) ve MMP-9 (Kırmızı) immünfloresan boyamalarının konfokal mikroskop 

görüntüleri. MKKH (A), MKKH+20µM ALA (B), MKKH+iYD-MKH (C), MKKH+iYD-

MKHALA (D), MKKH+iYD-MKH Ekso (E), MKKH+iYD-MKHALA Ekso (F). Ölçüm 

çubuğu: 50µm. 
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Çizim 4.35. Vaka 1 iYD-MKH (A1), iYD-MKHALA (A2) ve Vaka2 iYD-MKH (B1), iYD-

MKHALA (B2)  deney gruplarının; çekirdek boyası DAPĠ(Mavi), MMP-2 (YeĢil) ve MMP-

9 (Kırmızı) immünfloresan boyamalarının konfokal mikroskop görüntüleri. Ölçüm çubuğu: 

50µm. 

4.12. Migrasyon Deneyi (Wound Healing) 

6 kuyucuklu plakalara ekili hücreler %70-80 doluluğa ulaĢtığında pipet ucu 

yardımıyla, hücrelerin yapıĢtığı kültür yüzeyinde çizikler oluĢturuldu. Migrasyon 

deneyinin 0. ve 2. günlerinde faz-kontrast mikroskop görüntüsü alınarak, hücrelerin 

çizilmiĢ bölgeye olan migrasyonları gruplar arasında karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirildi. 

Genel bakıĢta; V1-MKKH‟lerin migrasyon yeteneği, nispeten V2-MKKH‟lerden 

daha geliĢmiĢ olarak gözlendi. Kültürdeki 20µM ALA eklentisi, hem vaka 1 hem vaka 2 

grubu için; MKKH‟lerde migrasyonu azaltıcı etki göstermiĢ olmasına karĢın, iYD-

MKH‟lerde migrasyonu arttırıcı etki göstedi. Vaka 1‟de; MKKH‟lerin, iYD-MKH ve iYD-
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MKHALA ile ortak kültürü migrasyonu azaltıcı etki gösterken; Vaka 2‟de anlamlı bir fark 

görülmedi. Her iki vakada da; iYD-MKH eksozomları MKKH migrasyonu üzerine azaltıcı 

etki gösterirken, iYD-MKHALA eksozomlarının belirgin bir etkisi görülmedi (Çizim 4.36 

ve Çizim 4.37). „MKKH+3mM ALA‟ deney grubu canlılığı azaltıcı ALA dozunun etkisi 

ile migrasyon deneyi için gerekli olan %70-80 doluluğa ulaĢamadığından dolayı migrasyon 

deneyine alınamadı (Çizim 4.38). 

 

 

Çizim 4.36. Vaka 1 MKKH ve iYD-MKH deney gruplarının migrasyon deneyi. MKKH 

(A1-A2), MKKH+20µM ALA (B1-B2), MKKH+iYD-MKH ko-kültür (C1-C2), 

MKKH+iYD-MKHALA ko-kültür (D1-D2), MKKH+iYD-MKH-Eksozom (E1-E2), 

MKKH+iYD-MKHALA-Eksozom (F1-F2), iYD-MKH iYD-MKHALA(H1-H2). 0. gün (A1, 

B1, C1, D1, E1, F1, H1,) ve 2. gün (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2) faz-kontrast 

mikroskop görüntüleri. Ölçüm çubuğu: 500µm. 
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Çizim 4.37. Vaka 2 MKKH ve iYD-MKH deney gruplarının migrasyon deneyi. MKKH 

(A1-A2), MKKH+20µM ALA (B1-B2), MKKH+iYD-MKH ko-kültür (C1-C2), 

MKKH+iYD-MKHALA ko-kültür (D1-D2), MKKH+iYD-MKH-Eksozom (E1-E2), 

MKKH+iYD-MKHALA-Eksozom (F1-F2), iYD-MKH iYD-MKHALA (H1-H2). 0. gün (A1, 

B1, C1, D1, E1, F1, H1,)  ve 2. gün (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2) faz-kontrast 

mikroskop görüntüleri. Ölçüm çubuğu: 500µm. 

 

Çizim 4.38. Vaka 1 MKKH+3mM ALA (A) ve Vaka 2 MKKH+3mM ALA (B) deney 

gruplarının 2. gün faz-kontrast mikroskop görüntüleri. Ölçüm çubuğu: 500µm. 
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5. TARTIġMA 

Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen malignitedir ve karsinomaya bağlı 

ölümlerinin baĢında gelmektedir. Meme kanserinin dünya üzerindeki insidansı her geçen 

yıl %0.05 oranda artıĢ göstermektedir (DeSantis ve diğ. 2013). Meme kanseri olan 

hastalarda tümör nüksü, metastaz hızı ve mortalitesi yüksektir. Meme kanserinin, memede 

lenfatik damarların mevcudiyetinden dolayı organlara yayılımı kolaydır ve akciğerlerin, 

karaciğerin, beyinin ve diğer organların etkilenmesiyle sonuçlanan yüksek oranda metastaz 

ile karakterizedir (Hai 2017). Tanı ve tedavide yeni geliĢmelerin artmasına rağmen, 

günümüzde hala önemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (IĢıkdoğan ve diğ. 2003).  

MKH‟ler ve MKH eksozomları; kanser dahil pek çok hastalığa yönelik 

tasarlanabilmesi ve immünojenik olmaması gibi önemli terapötik özelliklere sahiptirler. 

ALA; meme (Kuban ve diğ. 2017), over (Kafara ve diğ. 2015), kolorektal (Dorsam ve diğ. 

2015) ve akciğer (Puchsaka ve diğ. 2016) gibi çeĢitli kanser hücre dizileri üzerinde kanser 

karĢıtı özellikleri gösterilmiĢ, güçlü bir antioksidandır.  

Bu çalıĢmada ALA‟nın MKKH‟ler ve iYD-MKH‟ler üzerine direk etkisi; ALA ile 

uyarılmıĢ iYD-MKH‟lerin indirek ve ALA ile zenginleĢtirilmiĢ iYD-MKH eksozomlarının 

MKKH üzerine direk etkileri incelenmiĢtir. Ġki IDC tanısı almıĢ hastanın tümör 

dokusundan MKKH izolasyonu baĢarıyla yapılmıĢ, kültür ortamındaki morfolojileri ve 

çoğalmaları takip edilmiĢtir. Vaka 1 MKKH‟lerin kültür koĢullarında Vaka 2 MKKH‟lere 

kıyasla daha hızlı çoğalması, WST-1 canlılık deneyinde daha proliferatif özellik 

sergilemesi ve IF boyama sonuçlarında daha yoğun MMP2-MMP9 boyama göstermiĢ 

olmasıyla daha agresif bir kanser kök hücresi profili sergilemiĢtir. Bu durumu vericilerin 

kanser derecelendirmesinden ve tümör histopatolojik özelliklerindeki farktan ileri geldiğini 

düĢünmekteyiz (Bak. Çizelge 3.1). V1-MKKH ve V2-MKKH‟ler akım sitometi 

analizlerinde CD44
+
/CD24

-
 karakteriyle kanser kök hücresi olarak tanımlanmıĢtır (Bak. 

Çizim 4.4 ve Çizim 4.5). KKH‟lerdeki yüksek ALDH ekspresyonu; ilaç dirençliliği ve 

tümör nüksü ile iliĢkilendirilmektedir. Yapılan çalıĢmalar yüksek ALDH ekspresyonunun, 

meme kanseri hastalarında kötü prognozla korele olduğunu göstermiĢtir. ALDH ayrıca; 

benzer özellikler gösteren malign kök hücreleri sağlıklı kök hücrelerden ayırıcı bir 

belirteçtir (Ginestier ve diğ. 2007). CD133 ise solid tümör kanser kök hücrelerinde pozitif 

görülen bir baĢka KKH biyobelirtecidir ve pek çok mekanizmayla KKH‟leri modüle eder 

(Paige ve Aoran 2018). ÇalıĢmada izole edilen tümör hücrelerine yapılan ALDH 
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analizinde ikili ALDH/CD133 boyaması yapılmıĢ; analiz sonucunda Vaka1 ve Vaka 2 

MKKH‟ler yüksek pozitiflik göstererek ALDH/CD133 bakımından da kanser kök hücresi 

özelliği sergilemiĢtir (Bak. Çizim 4.6, Çizim 4.7). KKH‟lerin sferoid oluĢturma 

özelliklerine dayanılarak, mamosfer oluĢturma deneyi MKKH karakterizasyonu için bir 

kriter olarak kabul edilmektedir. ÇalıĢmada elde edilen Vaka 1 ve Vaka 2 MKKH‟ler hem 

Jenerasyon 1‟de hem Jenerasyon 2‟de mamosfer oluĢumu göstermiĢlerdir (Bak. Çizim 4.8 

ve Çizim 4.9). Ancak vakalar karĢılaĢtırıldığında V1-MKKH MFE değerinin V2-

MKKH‟den daha yüksek olduğu saptanmıĢtır. Jenerasyonlar arası MFE değerleri 

karĢılaĢtırıldığında; V1-MKKH Jenerasyon 2‟de Jenerasyon 1‟e oranla anlamlı artıĢ 

görülürken, V2-MKKH Jenerasyon 2‟de Jenerasyon 1‟e oranla azalma görülmüĢtür. (Bak. 

Çizim 4.10). Bu sonuç da iki vakanın kanser kök hücreleri arasındaki malignite farkını 

doğrular niteliktedir. 

MKKH‟lerin elde edildiği, IDC tanılı aynı vericilerin sağlıklı meme yağ 

dokusundan; baĢarılı bir Ģekilde iYD-MKH izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Hücreler iğsi 

formda fibroblast benzeri MKH morfolojileriyle ve kültür ortamında gösterdiği yüksek 

çoğalma kapasitesiyle MKH özelliklerine uyumlu olduğu gözlenmiĢtir (Bak. Çizim 4.11 ve 

Çizim 4.12). Ancak vakalar arası karĢılaĢtırma yapıldığında; Vaka 2 iYD-MKH‟lerin 

kültür koĢullarında Vaka 1 iYD-MKH‟lere kıyasla daha hızlı çoğalmıĢ ve WST-1 canlılık 

deneyinde de görüldüğü gibi daha proliferatif özellik sergilemiĢtir (Bak. Çizim 4.18 ve 

Çizim 4.19). Vakalar arası iYD-MKH‟lerdeki bu farkın; Vaka 2 vericisinin Vaka 1 

vericisinden daha genç olmasından ileri geldiğini düĢünmekteyiz. Hücrelerin akım 

sitometri karakterizasyonunda; CD73, CD90, CD105, CD13, CD29, CD140b ve CD166 

mezenkimal kök hücre belirteçlerinde yüksek pozitif ifade gösterirken; HLA-DR, CD45, 

CD 34, CD24, CD19, CD14 ve CD11b gibi hematopoetik ve epitelyal hücre belirteçlerinin 

ifadesi negatif olarak saptandı (Bak. Çizim 4.14 ve Çizim 4.15). Hücreler farklılaĢtırma 

karakterizasyonu için 3 hafta süreyle adipojenik ve osteojenik farklılaĢtırma deneyine 

alındılar. Takiben yapılan adipojenik ve osteojenik boyamalarda saptanan pozitiflik, 

farklılaĢtırmaların baĢarılı olduğunu kanıtlamıĢtır (Bak. Çizim 4.16 ve Çizim 4.17). Ġzole 

edilen stromal hücreler; akım sitometri analizi ve farklılaĢtırma deneyleri neticesinde 

mezenkimal kök hücre olarak tanımlanmĢtır. 

WST-1 canlılık deneyinde; iYD-MKH‟ler için güvenli ALA dozu 20µM olarak 

saptanmıĢtır (Bak. Çizim 4.18 ve Çizim 4. 19). Hücreler 20µM ALA ile iki pasaj boyunca 

kültüre edilerek her iki vaka için de iYD-MKHALA hücre grubu oluĢturulmuĢtur. ALA ile 
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uyarılmıĢ olan iYD-MKHALA‟ler ve uyarılmamıĢ iYD-MKH‟ler; istenen miktarda eksozom 

elde etmeye yetecek Ģekilde çoğaltıldı. Ultrasantrifüj yöntemiyle hücre supernatantlarından 

eksozom izolasyonu yapıldı. Ġzole edilen eksozomların CD9, CD63 ve CD81 tetraspanin 

belirteçleri akım sitometrik olarak incelenmiĢ ve immünfenotipleme karakterizasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Eksozom karakterizasyonu analizlerinde; V1-iYD-MKH, V1-iYD-

MKHALA, V2-iYD-MKH ve V2-iYD-MKHALA'lerden elde edilmiĢ olan dört eksozom 

grubunun da CD63 ve CD81 eksozom belirteçleri bakımından yüksek pozitiflik 

göstermesine karĢın CD9 ifadeleri negatif bulunmuĢtur (Bak. Çizim 4.20, Çizim 4.21, 

Çizim 4.22, Çizim 4.23). CD9 literatürde bir eksozom belirteci olarak geçiyor olsa da 

yaygın olarak hematopoetik ve epitelyal hücrelerde ifade edilmektedir (Brosseau ve diğ. 

2018). Bu anlamda; MKH'lerden elde edilen eksozomlarda CD9 ifadesinin negatif 

bulunması, aslında MKH‟lerin yüzey belirteci olarak CD9 ifadesinin olmamasından 

kaynaklanmaktadır. 

Bu çalıĢmada; EMT, apoptoz ve metastaz iliĢkili genlerin ifadelerinde meydana 

gelen değiĢimler incelendi. SNAIL1 gen ifadesinde Vaka1‟de MKKH+3mM ALA 

grubunda anlamlı düĢüĢ görülmesine karĢın, TWIST ifadelerinde MKKH+3mM ALA 

nispeten artıĢ söz konusudur. SNAIL ve TWIST‟in; EMT‟nin düzenlenmesinden sorumlu 

olan iki temel transkripsiyon faktörü olmasına rağmen aynı gruplardaki gen ifadesi 

düzeyleri farklı bulunmuĢtur. Bu durum; TWIST‟in EMT sürecindeki E-kaderini 

baskılama mekanizmasını, SNAIL‟den bağımsız olarak gerçekleĢtiriyor olmasından ileri 

geldiğini düĢünmekteyiz (Lamouille ve diğ. 2014). Vaka 2 MKKH+iYD-MKHALA 

grubunda hem SNAIL hem TWIST ifadesi bakımından anlamlı düĢüĢ saptanmıĢtır. Bu 

durum ALA ile uyarılmıĢ olan MKH‟lerin MKKH‟ler üzerinde EMT baskılayıcı Ģekilde 

etki ettiğini göstermektedir. Vaka 2 iYD-MKHALA grubunda, kontrolü olan V2-iYD-MKH 

grubuna oranla SNAIL ve TWIST gen ekspresyonlarında anlamlı artıĢ söz konusudur (Bak 

Çizim 4.24). 

MMP-2 ve MMP-9 birçok biyolojik süreçte hayati rol oynayan önemli 

proteazlardır. MMP-9, birçok hücre dıĢı matriks (ECM) proteinlerinin parçalayarak 

ECM‟nin yeniden yapılanmasını sağlar. MMP-9‟un tümör invazyonu, metastaz ve 

anjiyogenezde rol oynadığı ve tümör mikro-ortamını düzenlediği bulunmuĢtur. Bazı yeni 

araĢtırmalarda, MMP-9'un çeĢitli spesifik kanserlerde biyobelirteç olarak kullanılabileceği 

bildirilmiĢtir (Huang 2018). MMP-2 ve MMP-9, meme kanseri dokularında yüksek oranda 

eksprese edilir ve lenf bezi metastazı ve tümör evrelemesi ile yakın iliĢkilidir (Li ve diğ. 
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2017). Bu çalıĢmada; primer tümör dokudan elde edilen kanser kök hücresi dizilerinde 

MMP-2 ve MMP-9 gen ifadeleri yüksek bulunmuĢtur. Öncelikle, canlılığı azaltıcı doz 

3mM ALA'nın V1-MKKH'de MMP-2 gen ifadesinin azaldığı ve her iki vakada da 3mM 

ALA için MMP-9 gen ifadesinin anlamlı derecede arttığı saptanmıĢtır. iYD-MKH grubu 

kontrole göre her iki vakada da MMP-2 ve MMP-9 gen ifadelerinde anlamlı derecede 

artmıĢtır. Buna karĢın iYD-MKHALA gruplarında, iYD-MKH gruplarına göre azalma 

gözlenmiĢtir (Bak. Çizim 4.24). Bu bulgu 20µM ALA'nın; tümör niĢ hücresi olan 

MKH'lerin MKKH'leri üzerine olan metastatik etkisini azalttığını kanıtlar niteliktedir. 

ELĠSA analizinde Vaka 1 MKKH+20µM ALA grubunda MMP-9 ve MMP-2 miktarında 

anlamlı artıĢ görülürken; Vaka 2 MKKH+20µM ALA grubunda ise anlamlı azalma 

görülmüĢtür. Vaka 1 MKKH+iYD-MKHALA Ekso deney grubunda MMP-2 ve MMP-9 

ELĠSA analizlerinde anlamlı artıĢ görülürken; Vaka 2 MKKH+iYD-MKHALA Ekso 

grubunda anlamlı azalma saptanmıĢtır. ELĠSA sonuçlarına bağlı olarak, 20µM ALA ve 

ALA ile zenginleĢtirilmiĢ eksozom eklentisinin MKKH üzerindeki etkilerinin vakalar 

arasında farklılık gösterdiği sonucuna varmaktayız. MMP-2 ELĠSA analizinde her iki 

vakanın MKKH+iYD-MKHALA ko-kültür grubunda da anlamlı azalma saptanmıĢtır (Bak. 

Çizim 4.31).  

Ġmmünfloresan boyama sonuçlarında her iki vaka MKKH‟ler için de hem MMP-2 

hem MMP-9 boyamalar pozitifken, Vaka 1 MKKH‟lerde pozitifliğin daha fazla olduğu 

görülmüĢtür. Aradaki bu farkın, V1-MKKH‟lerin V2-MKKH‟ler daha agresif ve 

metastatik olması ile iliĢkilendirmekteyiz. Her iki vakada da MKKH+20µM ALA grubuna 

bakıldığında; 20µM ALA eklentisinin MKKH‟lerde hem MMP-2 hem MMP-9 ifadesinde 

azalma ile sonuçlandığı görülmüĢtür. Bu bulgu ile 20µM ALA eklentisinin, MKKH‟lerde 

metastatik özelliği baskıladığı saptanmıĢtır. Buna karĢın; MKH‟lerdeki 20µM ALA 

eklentisinin, MKKH‟ler üzerindeki MMP-2 baskılama özelliğini daha da arttırmıĢ olduğu 

sonucuna varmaktayız. Her iki vakanın da MKH gruplarını incelediğimizde 20µM ALA ile 

kültüre edilen iYD-MKHALA grubunda MMP-2 ve MMP-9 boyamalarında belirgin artıĢ 

gözlemlenmiĢtir (Bak. Çizim 4.35). 20µM güvenli dozda ALA‟nın MKKH‟lerde 

migrasyonu/metastazı azaltıcı etki gösterirken, iYD-MKH‟lerde migrasyonu arttırıcı etki 

göstermesi IF boyama çalıĢmamızın çarpıcı sonuçlarından biridir. Vaka1 MKH ko-kültür 

gruplarında anlamlı bir fark bulunamazken; Vaka 2 ko-kültür gruplarının her ikisinde de 

kontrole oranla MMP-2 ve MMP-9 boyamalarında belirgin azalma gözlenmiĢtir. Eksozom 

deney gruplarında kontrol grubuna oranla MMP-2 boyamasında artıĢ gözlenmiĢtir. 
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Vaka1‟in her iki eksozom grubunda da MMP-2 boyamasında artıĢ gözlenirken, MMP-9 

boyamasında anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (Bak. Çizim 4.33 ve Çizim 4.34). Vaka 2 

eksozom gruplarının her ikisinde de kontrole oranla MMP-2 ve MMP-9 boyamalarında 

belirgin azalma bulunurken; MKKH+iYD-MKHALA Ekso grubunda, MKKH kontrole 

oranla görülen MMP-2 boyamasındaki azalmanın, MKKH+iYD-MKH Ekso grubundaki 

azalmadan daha fazla olduğu gözlenmiĢtir (Bak. Çizim 4.34).  

TNF-α apoptoz, nekroz, immün hücre aktivasyonu süreçlerindeki etkinliğiyle anti-

tümör özellikler sergilediği gibi; anjiyogenez ve migrasyon süreçlerini de destekleyerek 

pro-tümör olarak da davranabilmektedir. Ancak bazı çalıĢmalar kanser ve kansere bağlı 

komplikasyonlarda tedavi edici özelliği olduğu bildirilmiĢtir (Wajant 2009). ÇalıĢmamızda 

elde edilen qRT-PCR sonuçlarında TNF-α gen ifadesinin çok düĢük ve/veya hiç olmadığını 

görülmüĢtür (Sonuçlar gösterilmemiĢtir). ELĠSA analizinde iki vakada da; yalnızca 

MKKH+iYD-MKHALA ve MKKH+iYD-MKH Ekso gruplarında TNF-α miktarında ki artıĢ 

anlamlı saptanmıĢ olsada gen ifadelerinde olduğu gibi protein sentezininde çok düĢük 

olduğu gözlenmiĢtir. (Bak. Çizim 4.31). TNF-α bulgularımız doğrultusunda hem 

MKH‟lerin hem de MKKH‟lerin bu yolağı kullanmadığı görülmektedir. 

Kanser hücrelerindeki E-kaderin ekspresyon seviyesi; tümör derecesi ve evresiyle 

ters orantılıdır (Kim ve diğ. 2016). E-kaderin gen (CDH1) ekspresyonu analizinde; Vaka 1 

MKKH+20µM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+V1-iYD-MKHALA, V1-MKKH+iYD-

MKH Ekso, V1-MKKH+iYD-MKHALA Ekso deney gruplarında anlamlı artıĢ bulunurken; 

Vaka 2 MKKH+iYD-MKHALA, MKKH+iYD-MKH Ekso, MKKH+iYD-MKHALA Ekso 

deney gruplarında anlamlı azalma bulunmuĢtur. Vaka 1 için anlamlı artıĢın ve Vaka 2'de 

kontrol grubuna göre anlamlı azalmaların saptandığı bulgular; bize ALA, kokültür ve 

eksozomların daha agresif seyreden V1-MKKH‟ler üzerindeki tümör baskılayıcı etkinin 

daha fazla olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca CDH1 gen ekspresyonlarında her iki vakanın da; 

MKKH+3mM ALA grubunda anlamlı azalma görülürken, iYD-MKHALA grubunda anlamlı 

artıĢ bulunmuĢtur (Bak. Çizim 4.24). 

 TGF-β, kanser kök hücrelerinde E-kaderini baskılayarak EMT‟yi baĢlatır ve 

invaziv karakter kazandırır. Bunun yanında kanser kök hücresinin diğer doku ve organlara 

metastazını desteklemektedir. Ayrıca tümör anjiyogenezinin oluĢumunda da etkin rol 

oynamaktadır (Moses 2011). Deney gruplarının TGF-β gen ekspresyonu analizinde Vaka 2 

MKKH+iYD-MKHALA ko-kültür grubunda anlamlı azalma görülmüĢtür. Ayrıca TGF-β 



79 
 

gen ekspresyonu ve ELĠSA analizlerinde Vaka 2 iYD-MKHALA grubunda da kontrole 

oranla anlamlı artıĢ söz konusudur. Her iki vakanın da MKKH+iYD-MKHALA Ekso ve 

MKKH+3mM ALA gruplarında TGF-β gen ekspresyonu analizinde anlamlı artıĢ 

saptanmıĢtır. Buna karĢın; ELĠSA analizinde her iki vakanın da MKKH+3mM ALA deney 

grubunda TGF-β miktarında anlamlı azalma saptanmıĢtır (Bak. Çizim 4.24 ve Çizim 4.32). 

Yakın zamanda yapılmıĢ bir çalıĢmada ALA‟nın meme kanseri kök hücre hatları üzerinde 

TGF-β yolağını baskılayıcı etki gösterdiği bildirilmiĢtir (Tripathy ve diğ. 2018). 

ÇalıĢmamızda elde edilen primer meme kanseri kök hücrelerinde de, 3mM ALA‟nın TGF-

β yolağı üzerinden EMT ve metastazı baskıladığı sonucuna varmaktayız.  

 BaĢlıca inflamatuar sitokinlerden olan IL-6; çeĢitli mediyatörler aracılığıyla kanser 

hücrelerinin proliferasyonunu, sağ kalımını ve metastatik özelliğini desteklemektedir. IL-6; 

iyi huylu (bening) tümör dokuyu, kötü huylu (malign) tümör dokuya dönüĢtürebilmektedir 

(Depner ve diğ. 2014). Ayrıca tümör mikro-çevresindeki IL-6 sinyalizasyonu, kanser 

hücrelerinin immün sistemden kaçıĢını ve anjiyogenezi sağlamaktadır (Fisher ve diğ. 

2014). Vaka 1 IL-6 gen ekspresyonu analizinde MKKH+20µM ALA, MKKH+iYD-

MKHALA ve iYD-MKHALA gruplarında anlamlı azalma görülürken; MKKH+3mM 

grubunda ileri derecede anlamlı artıĢ söz konusudur. Farklı olarak; ELĠSA sonuçlarında 

MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA ve MKKH+iYD-MKHALA Ekso gruplarının 

IL-6 miktarında anlamlı artıĢ saptanmıĢtır (Bak. Çizim 4.25). iYD-MKH‟ler ile birlikte 

kültüre edilen MKKH‟lerde (özellikle V2‟de) IL-6 hem gen hem protein düzeyinde 

artmıĢken, ALA ile uyarılmıĢ ve uyarılmamıĢ eksozomlarla kültüre edilen MKKH‟lerde bu 

etki görülmemiĢ, tersine IL-6 ifadeleri azalmıĢtır. Vaka-1 ELĠSA/IL-6 grafiğinde; ko-

kültür gruplarının supernatantlarında IL-6 miktarlarındaki anlamlı artıĢın MKKH‟den 

ziyade MKH kaynaklı olduğunu düĢünmekteyiz. Vaka 2 IL-6 gen ekspresyonu analizinde 

MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA ko-kültür ve iYD-MKHALA gruplarında 

anlamlı artıĢ görülürken; MKKH+3mM grubunda ise anlamlı azalma saptanmıĢtır. Benzer 

Ģekilde IL-6 ELĠSA analizlerinde de MKKH+iYD-MKH ve MKKH+iYD-MKHALA ko-

kültür gruplarında anlamlı artıĢ görülürken; MKKH+3mM grubunda ise anlamlı azalma 

saptanmıĢtır (Bak. Çizim 4.32). 3mM ALA eklentisinin, farklı vakaların MKKH‟lerinin 

hem ELĠSA hem de gen ekspresyonu analizlerinde IL-6 ifadesi üzerinde farklı etkiler 

gösterdiği gözlenmiĢtir. Bu sonucun vakalar arası varyasyondan kaynaklandığını 

düĢünmekteyiz. 
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 Kaspaz-3 ve kaspaz-7 apoptoz sürecinde, sitoplazmik proteinler ve nüklear 

DNA‟nın yıkımınından sorumlu hücre içi sistein proteazlardır. Vaka 1 kaspaz-3, kaspaz-7 

gen ifadelerinde anlamlı bir değiĢim saptanmamıĢtır. Vaka 2‟de MKKH+20µM ALA, 

MKKH+iYD-MKHALA, MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-MKHALA Ekso deney 

gruplarının kaspaz-3 ekspresyonu düzeylerinde anlamlı azalma görülmüĢtür. Vaka 2, 

kaspaz-7 gen ifadesi analizlerinde ise; MKKH+20µM ALA, MKKH+iYD-MKH, 

MKKH+iYD-MKH Ekso ve MKKH+iYD-MKHALA Ekso gruplarında anlamlı azalma 

görülmüĢtür (Bak. Çizim 4.26). Apoptotik belirteçlerdeki bu azalmanın, MKH‟lerin anti-

apoptotik özelliğinden kaynaklı olabileceğini öngörmekteyiz. Kaspaz-3 ve kaspaz-7 gen 

ekspresyonu sonuçlarını yorumladığımızda; ALA ile zenginleĢtirilmiĢ olmasına 

bakılmaksızın tüm MKH ko-kültür ve eksozom gruplarının her iki vakada da gen 

düzeyinde MKKH‟lerde kaspaz 3 ve 7 için beklenen apoptotik bir etki görülmemiĢtir. 

Ancak Annexin V-PI analizlerinde özellikle 3mM için apoptotik etki nettir.  

BCL-2 ve BAX, apoptozun düzenlenmesinde rol oynayan bir gen ailesinin 

antagonist olarak çalıĢan iki ayrı üyesidir. BCL-2; lenfoma, meme, kolon, akciğer ve deri 

gibi çeĢitli kanser türlerinde aĢırı ifade olan bir onkogendir (McDonnell ve diğ. 1996). 

BAX geni, P53 proteinin aktivasyonunu sağlayan Bax proteinini kodlayan, pro-apoptotik 

ve tümör baskılayıcı bir gendir. Hücrelerdeki BAX/BCL-2 oranı apoptoz süreci için 

belirleyicidir (Periman ve diğ. 1999). BCL-2 ve Bax genlerinin ifadelerinde Vaka 1 ve 

Vaka 2 arasında varyasyonlar bulunmaktadır. BCL-2 gen ekspresyonu analizleri Vaka 

1‟de; MKKH+20µM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA ve MKKH+iYD-

MKH Ekso gruplarında anlamlı azalma görülmesine karĢın, Vaka 2 gruplarındaki azalma 

anlamlı görülmemiĢtir. Her iki vakanın da MKKH+iYD-MKHALA deney grubunda BCL-2 

onkogen ekspresyonunda anlamlı azalma saptanmıĢtır. Ġlginç olarak yine her iki vakada da; 

MKKH+3mM ALA grubunda anti veya pro-apoptik özelliğine bakmaksızın hem BCL-2 

hem BAX gen ifadesindeki artıĢlar anlamlıdır. BAX gen ekspresyonu analizleri Vaka 1‟de; 

MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA ve MKKH+iYD-MKH Ekso deney 

gruplarında anlamlı azalma saptanırken, her iki vakanın da MKKH+3mM ALA grubunda 

anlamlı artıĢ bulunmuĢtur. BAX gen ekpresyonu sonuçlarına göre 3mM ALA‟nın, 

MKKH‟leri apoptoza sürüklediği açıkça görülmektedir. Ayrıca Vaka 2‟nin MKKH+20µM 

ALA ve MKKH+iYD-MKHALA deney gruplarında da BAX expresyonunda anlamlı artıĢ 

saptanmıĢtır (Bak. Çizim 4.26). 
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Yapılan Anneksin V/PI apoptoz analizinde her iki vakada da; MKKH+20µM ALA, 

MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA, MKKH+iYD-MKH Ekso, MKKH+iYD-

MKHALA Ekso gruplarında MKKH kontrol grubuna göre anlamlı bir değiĢim görülmezken; 

MKKH+3mM ALA grubunun apoptoz düzeyinde ileri derecede anlamlı artıĢ saptanmıĢtır. 

Annexin V/PI bulgularımız 3mM ALA'nın Ģüphe götürmez bir Ģekilde kanser kök 

hücrelerini apoptoza götürdüğünü destekler niteliktedir. Ayrıca 3mM ALA'nın Vaka 1'de 

~%91‟lerde olan canlılık oranını ~%16‟lara indirirken, Vaka 2‟de ~%84‟lerde olan 

canlılığı ~%65‟lere indirdiği gözlenmiĢtir (Bak. Çizim 4.30). Bu bulgu 3mM ALA‟nın; 

daha agresif olan V1-MKKH üzerinde canlılığı azaltıcı etkisinin, V2-MKKH‟ye göre daha 

fazla (~4 kat) olduğunu göstermektedir.  

WST-1 canlılık ve proliferasyon deneyi de Anneksin V/PI apoptoz analizini 

destekler Ģekilde; her iki vakada MKKH+3mM ALA grubunun canlılığında anlamlı azalma 

saptanmıĢtır. Ayrıca yine her iki vakada da iYD-MKHALA deney grubunun canlılığında,  

kontrol iYD-MKH grubuna oranla anlamlı artıĢ görülmüĢtür. Ayrıca Vaka 2 

MKKH+20µM ALA, MKKH+iYD-MKH, MKKH+iYD-MKHALA, MKKH+iYD-MKH 

Ekso ve MKKH+iYD-MKHALA Ekso gruplarındaki hücre canlılığında, kontrol gubu 

MKKH‟e göre anlamlı artıĢ bulunmuĢtur. WST-1 deneyinde 3 mM ALA‟nın MKKH‟lerin 

canlılık ve proliferasyonunu azalttığı, 20µM ALA‟nın ise MKH‟lerin canlılık ve 

proliferasyonunda arttırıcı etki gösterdiği saptanmıĢtır (Bak. Çizim 4.27 ve çizim 4.28). 

 Migrasyon deneyinde ilk olarak vakalar arası yaptığımız değerlendirmede Vaka 1 

MKKH‟lerin migrasyon yeteneği, nispeten Vaka 2 MKKH‟lerden daha geliĢmiĢ olarak 

gözlenmiĢtir. Kültürdeki 20µM ALA eklentisi, hem Vaka 1 hem Vaka 2 grubu için; 

MKKH‟lerde migrasyonu azaltıcı etki göstermiĢ olmasına karĢın, iYD-MKH‟lerde 

migrasyonu arttırıcı etki göstedi. Bu bulgu ile ALA‟nın, MKKH ve iYD-MKH üzerine 

farklı etkiler gösterdiği gerçeği bir kez daha kanıtlanmıĢtır. Vaka 1‟de; MKKH‟lerin, iYD-

MKH ve iYD-MKHALA ile ortak kültürü migrasyonu azaltıcı etki gösterken; Vaka 2‟de 

anlamlı bir fark görülmedi. Her iki vakada da; iYD-MKH eksozomları MKKH migrasyonu 

üzerine azaltıcı etki gösterirken, iYD-MKHALA eksozomlarının belirgin bir etkisi 

görülmedi (Bak. Çizim 4.36 ve Çizim 4.37). Migrasyon deneyi bulgularımız, MMP-

2/MMP-9 IF boyama sonuçlarını da destekler nitelikte bulunmuĢtur. 

 Deney gruplarında, WST-1 canlılık deneyi, Anneksin V/PI apoptoz, IF boyama, 

migrasyon deneyleri arasında korelasyon bulunmaktadır ve analiz sonuçları birbirini 
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destekler niteliktedir. Ancak gen ekspresyonu ve ELĠSA analizlerinde deney gruplarındaki 

farklılıkların örnek sayısının arttırılması durumunda istatistiksel olarak daha anlamlı 

bulunabileceğini öngörmekteyiz. 

 Yaptığımız analizlerle elde ettiğimiz bulgulara dayanarak ALA'nın meme kanseri 

kök hücrelerinin çoğalmasını engellediği ve apoptoza yönlendirdiğini saptadık. ALA'nın 

güçlü bir anti-kanser ajan olduğunu ve meme kanseri vakalarında hem çoğalmayı hem 

metastazı önlemek için ALA'nın kullanılabileceğini öngörmekteyiz. SNAIL ve TWIST gen 

ekspresyonu analizlerinde ve MMP-2 ELĠSA sonuçlarında iYD-MKHALA ko-kültürünün 

ve iYD-MKH eksozomlarının MKKH‟ler üzerindeki EMT baskılayıcı etkisi dikkat 

çekicidir. MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonları için, MKKH+iYD-MKH gruplarında 

MKKH kontrole göre anlamlı artıĢın saptanması, MKH‟lerin parakrin etkisinden kaynaklı 

olduğunu; MKKH‟leri ile birlikteyken iYD-MKH‟lerin MMP-2/ MMP-9 proteaz 

aktivitesini arttırmıĢ olabileceğini öngörmekteyiz. Gen ekspresyonu analizlerinde MKH 

deney gruplarında da, MKKH gruplarına göre MMP-2/ MMP-9 proteaz ifadesinin daha 

fazla olduğu görülmektedir. MKKH‟lerin normal koĢullarda iYD-MKH‟leri metastatik 

ihtiyacı doğrultusunda uyarabilirken, 20µM ALA varlığında MKH‟lerden bu desteği 

sağlayamamaktadır. Ek olarak; eksozom deney gruplarında da hücrelerin birbirlerine olan 

etkisi değil; kültür sonrası salgılanan eksozomların direk etkisi görülmektedir. Sonuç 

olarak; eksozom deney gruplarında; ko-kültür gruplarına göre MMP-2/ MMP-9 

ekspresyonlarında anlamlı azalma olduğu görülmektedir. Kokültür gruplarında 

MKH‟lerden salgılanan önemli sitokinlerden IL-6‟nın qRT-PCR ve ELĠSA sonuçları 

eksozomların etkisini destekler niteliktedir. MKKH‟ler iYD-MKH ile kokültürlerinde hem 

gen hem protein düzeyinde IL-6 anlamlı derecede fazlayken; eksozom gruplarında EMT‟yi 

destekleyen bu sitokinin anlamlı derecede az olduğu görülmüĢtür.  

 Sonuç olarak; çalıĢmadaki bulgulara dayanarak ALA'nın meme kanseri kök 

hücrelerinin migrasyonunu, çoğalmasını engellediği ve apoptoza yönlendirdiği 

saptanmıĢtır. ALA'nın güçlü bir anti-kanser ajan olduğunu ve meme kanseri vakalarında 

hem çoğalmayı hem metastazı önlemek için ALA'nın kullanılabileceğini öngörmekteyiz. 

Ek olarak iYD-MKH eksozomlarının, ortak kültürlerin tersine anti-metastatik etkisinin 

olduğu saptanmıĢtır. ÇalıĢmamızda vakalar arası varyasyonlar görülmektedir. Bulgularımız 

hücresel tedavilerde de kiĢi bazlı tedavi protokolleri geliĢtirilmesi gerektiğini, kanser 

derecelendirilmesinin bu sonuçlar üzerinde etkili olabileceğini göstermektedir. 
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5.1. Sınırlılıklar 

ÇalıĢmanın daha fazla vaka ile yapılması vakalar arasındaki varyasyonları 

azaltacaktır. Bu Ģekilde elde edilen sonuçların toplumun geneline uyarlanması daha sağlıklı 

bir Ģekilde gerçekleĢecektir. 

Eksozom karakterizasyonunda, akım sitometri analizine ilaveten elektron 

mikroskopisi ile eksozom boyut analizinin yapılması izolasyonumuzun validasyonunu 

destekleyen bir analiz olacaktır. qRT-PCR ile gen düzeyinde gerçekleĢtirdiğimiz analizleri, 

protein düzeyinde ELĠSA ve IF yöntemleri ile karĢılaĢtırdık ve sonuçlarımızın ek olarak 

western blot ile desteklenmesi çalıĢmamızın etki faktörünü arttıracaktır. YapmıĢ 

olduğumuz in-vitro deneylere ek olarak, in-vivo deneylerin yapılması elde edilen sonuçları 

daha ileri bir noktaya taĢıyacaktır. 

6. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

MKKH ve iYD-MKH izolasyonları, karakterizasyon deneyleriyle de desteklenerek 

baĢarıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Ancak hücrelerin yüzey belirteçlerine göre özgün seçilim 

yapılarak ayrıĢtırılma tekniklerinin kullanılması daha saf hücre soylarının elde edilmesini 

sağlayacaktır. 

KurulmuĢ 3 günlük deney sürecince amaçlandığı gibi; ALA, MKH ve eksozomların 

MKKH‟ler üzerine olan etkileri incelendi. Ancak çalıĢma daha uzun süreli (5 gün, 7 gün 

vs.) deneyleri de içeren gruplarla desteklenerek daha uzun vadeli olarak incelenebilir. 

ÇalıĢmada kurulan 1:2 oranda MKKH: iYD-MKH ko-kültür deney grupları 1:1, 1:3 gibi 

farklı oranlardaki çalıĢma gruplarıyla desteklenebilir.  

Elde edilen bulgularda ALA ile zenginleĢtirilmiĢ eksozomların kanser hücreleri 

üzerinde belli bir etkisi olduğu gösterilmiĢtir. Ancak bu çalıĢmada ALA‟nın etki 

mekanizmasının ayrıntılı incelenmesine yer verilememiĢtir. Tersine mühendislik 

yaklaĢımları ile ya da ileri analizleri de içeren (Proteomiks vs.) multidisipliner çalıĢmalarla 

desteklenebilir. 
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Destek Grubu, ARDEB, 216S467 

b) Uluslararası Bilimsel Etkinliklerde Bildiriler 

Zehra Seda HALBUTOĞULLARI, Gizem USLU, Gülçin GACAR, Ahmet 

ÖZTÜRK, Gökhan DURUKSU, Yusufhan YAZIR. EGF and Hypoxic 

Conditions in Human Adipose Deriveted Mesenchymal Stem Cells Improve 

Survival and Protects From Aging, Sözlü Sunum (Tam metin bildiri), 

International Hippocrates Congress on Medical and Health Sciences, 1-3 Mart 

2019, 122 - 135. 

c) Ulusal Bilimsel Etkinliklerde Bildiriler 

Gizem USLU, Zehra Seda HALBUTOĞULLARI, Gülçin GACAR, N. Zafer 

UTKAN, Yusufhan YAZIR. Breast Cancer Stem Cell Isolation From Primary 

Tumor and Performing Characterization With Suitable Mammosphere and 

ALDH assay, Sözlü Sunum, 7. Multidisipliner Kanser AraĢtırma & 1. Temel 

Onkoloji Kongresi, 11-14 Ekim 2018, 72. 

d) Projeler 

1. EGF ve Hipoksik KoĢulların Ġnsan Yağ Doku Kaynaklı Mezenkimal Kök 

Hücrelerin etkilerinin Incelenmesi, Yürütülen KuruluĢ: Kök hücre ve Gen 

Tedavileri AraĢtırma ve Uygulama Merkezi (KÖGEM), Destekleyen Kurum: 

Kocaeli Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Koordinasyon Birimi. 

2. Yağ Dokusu Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre Eksozomları ve Alfa Lipoik 

Asitin in-vitro KoĢullarda Meme Kanseri Kök Hücreleri Üzerine Etkilerinin 

Ġncelenmesi, Yürütülen KuruluĢ: Kök hücre ve Gen Tedavileri AraĢtırma ve 

Uygulama Merkezi (KÖGEM), Destekleyen Kurum: Kocaeli Üniversitesi 

Bilimsel AraĢtırma Projeleri Koordinasyon Birimi. 
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e) Bilimsel Toplantılardaki Görevler 

1. XXI. Kök Hücre ve Doku Mühendisliği Kursu: Temel Teknikler ve Moleküler 

Biyoloji Uygulamaları. Düzenleme kurulu üyesi. 17-21 Ekim 2016, Kocaeli. 

2. XXII. Kök Hücre ve Doku Mühendisliği Kursu: Temel Teknikler ve Moleküler 

Biyoloji Uygulamaları. Düzenleme kurulu üyesi. 3-7 Temmuz 2017, Kocaeli. 

3. XXIII. Kök Hücre ve Doku Mühendisliği Kursu: Temel Teknikler ve Moleküler 

Biyoloji Uygulamaları. Düzenleme kurulu üyesi. 2-6 Ekim 2017, Kocaeli. 

4. XXIV. Kök Hücre ve Doku Mühendisliği Kursu: Temel Teknikler ve 

Moleküler Biyoloji Uygulamaları. Düzenleme kurulu üyesi. 19-23 ġubat 2018, 

Kocaeli. 

5. XXV. Kök Hücre ve Doku Mühendisliği Kursu: Temel Teknikler ve Moleküler 

Biyoloji Uygulamaları. Düzenleme kurulu üyesi. 2-6 Nisan 2018, Kocaeli. 

6. XXVI. Kök Hücre ve Doku Mühendisliği Kursu: Temel Teknikler ve 

Moleküler Biyoloji Uygulamaları. Düzenleme kurulu üyesi. 10-14 Haziran 

2019, Kocaeli.  
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EKLER 

Ek 1. Etik Kurul Onay Formu 
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Ek 1. Etik Kurul Onay Formu (Devam) 
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Tez Denetleme Listesi 

 Kapak ve iç kapak sayfalarında BĠLĠM UZMANLIĞI ya da DOKTORA Ģeklinde elde 

edilen unvanlar yazıldı (Kapak sayfasına danıĢman adı yazılmamalıdır). 

 Kapak sayfasına mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalının değil) adı yazıldı. 

 Tez kapağı sırt kısmına kılavuzda belirtilen çizimde (yazının yönüne dikkat!) ad, 

program,yıl yazıldı. 

 Onay sayfası uygun çizimde hazırlandı (kazanılan unvanlar BĠLĠM UZMANLIĞI ya 

da DOKTORA olmalıdır) imzalatıldı (Enstitü Müdürü‟nün imzası da gereklidir, imzaların 

aynı renk kalemle atılmasına dikkat edilmelidir). 

 Dizinler kılavuzda belirtildiği gibi sıralandı. 

 Ön sayfalara i, ii, iii Ģeklinde Roma rakamları konuldu. 

 Sayfa numaraları kılavuzda belirtildiği Ģekilde konuldu. 

 Sayfa düzeni kılavuzda belirtildiği Ģekilde yapıldı. 

 Ana metin yazı boyutu 12 olacak biçimde basıldı. 

 Dipnot yazı boyutu 10 olacak Ģekilde basıldı. 

 Ana metin satır aralığı 1.5 olacak Ģekilde yazıldı. 

 Kaynaklar abecesel sıralamaya göre yazıldı. 

 Kaynak gösterme ilkelerine ve yazım kurallarına uyuldu. 

 Ekler kılavuzda belirtildiği gibi verildi. 

… / … / 2019 

DanıĢman: Dr. Öğr. Üyesi Zehra Seda HALBUTOĞULLARI  

 

Ġmza 


