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OZET

Abatay Sel F. Mezenkimal K&k Hiicrelerin In Vitro Kolon Kanser Hiicre Hatlarindaki
Etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Doktora
Tezi. Istanbul. 2022.

Mezenkimal kok hiicre (MKH) kendini yenileme, plastik adherent ve multipotent 6zellikleri
sebebiyle 6zel bir grup kok hiicredir. MKH’ler birgok dokudan elde edilirler ve ozellikle
kordon kaynakli dokulardan elde edilen MKH’ler, invazif olmayislarindan dolay1
avantajlidirlar. MKH’ler baslica rejeneratif tip alaninda ve ayrica kanser terapilerinde
kullanim1 konusunda birgok arastirma mevcuttur. Diinyada sikligi bakimindan iigiincii
sirada yer alan kolorektal kanser (KRK) tedavisi hem hasta hem de sorumlu olan hekimler
icin olduk¢a zorludur. Calismamizda MKH’lerin KRK hiicreleri (KRKh) iizerindeki
terapdtik etkisinin incelenmesi amaglanmaktadir.

Calismamizin amaci, KRK hiicre hatt1 olarak HT-29 ve HCT-116 hiicrelerinde, kordon kani
kaynakli (KK-MKH) ve kordon dokusu olan Wharton jeli kaynakli MKH (WJ-MKH)’lerin
apoptotik etkisini incelemekti. 1/5 ve 1/10 (MKH:Kanser) hiicre oranlar1 ile 24 ve 72 saatlik
inkiibasyonlarda in vitro kiltir olarak MKH’nin KRKh iizerindeki apoptotik etkisi
arastirildi. Ayni kosullarda saglikli periferal kan mononiiklear hiicreler kontrol grubu deneyi
olarak olusturuldu. Inkiibasyon siireleri bittikten sonra Annexin/PI-FITC apoptoz metodu
ile flow sitometrik analiz yapildi. Hem WJ-MKH hem KK- MKH’lerde her iki KRKh’de,
her iki oranda ve inkiibasyon siirelerinde anlamli (p<0.05) apoptotik etki gézlemlendi.
Ayrica ELISA yontemi ile kaspaz-3 ve HTRA2/Omi protein degisimlerine bakildi. Her iki
hiicre hattinda 24 saat 1/5 oraninin WJ-MKH terapisinin anlamh (p<0.05) olarak daha
yiiksek oldugu tespit edildi. Bu veriler hem WJ-MKH’nin hem de KK-MKH’nin kolorektal
kanserler i¢in olas1 bir hiicre tedavisi olabilecegini gostermistir. Ayrica ELISA ile yapilan
caligmalar hem mitotik hem de sitoplazmadaki apoptotik protein degisimlerini gostererek
apoptozun indiiklendigi yolaklar hakkinda bilgi vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicreler, Kordon Kani, Wharton Jeli, Kolon
Kanseri, Apoptoz

Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi ve YOK 100/2000 Doktora
Bursu Programi tarafindan desteklenmistir. IU BAP Proje No: TDK-2020-37059
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ABSTRACT

Abatay Sel F. The Effect of Mesenchymal Stem Cells In Vitro Colon Cancer Cell Lines.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Medical Biology.
Doctoral Thesis. Istanbul. 2022.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are special group of stem cells due to their self-
renewal, plastic adherent and multipotency. MSCs are obtained from many tissues, and
MSCs obtained from cord-derived tissues have the advantage of being non-invasive.
There are lots of researches on the use of MSCs mainly in the field of regenerative
medicine and also in cancer therapies. The treatment of colorectal cancer (CRC), which
is the third in the world, is quite challenging for both the patient and the physicians. In
our study, it is aimed to examine the therapeutic effect of MSCs on CRC cells (CRCc).

The aim of our study was to examine the apoptotic effect of cord blood (CC-MSC) and
cord tissue Wharton’s jelly-derived-MSCs (WJ-MSCs) in HT-29 and HCT-116 cells.
The apoptotic effect of MSC on CRCc was investigated as in vitro during 24 and 72
hour with 1/5 and 1/10 (MSC:Cancer) ratios. Peripheral blood mononuclear cells were
used as a control group. After incubations, Annexin/P1-FITC-based flow cytometry was
performed. In both CRCc for all rates, incubations, and MSC sources were found
significant (p<0.05). Additionally, caspase-3 and HTRA2/Omi changes were analyzed
by ELISA. In both cell lines, the ratio of 1/5, for 24 hours was found to be significantly
(p<0.05) higher than the WJ-MSC therapy. These data indicated that both WJ-MSC and
CC-MSC could be a possible cell therapy for CRC. In addition, studies with ELISA
provide information about the pathways in which apoptosis is induced by showing
apoptotic protein changes in both mitotic and cytoplasm.

Key Words: Mesenchymal Stem Cells, Cord Blood, Wharton’s Jelly, Colon Cancer,
Apoptosis
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1. GIRIS VE AMAC

Kok hiicreler kendini yenileyebilme ve 0Ozellesmis bircok hiicre tipine
doniisebilme kapasitesine sahip 6zel hiicreler olarak bilinmektedir. Asimetrik olarak
mitoz bdliinme ile ikiye boliinerek bir yandan kendi 6zelliklerini ve potansiyelini devam
ettirirken, diger yandan koken aldiklart dokularin  Gzellesmis  hiicrelerine
farklilasabilmektedirler (1). Kok hiicreler, farklilasma potansiyelleri ve embriyonel
kokenlerine goére siniflandirilmaktadir. Son yillarda birgok kok hiicre gesidi sahip
olduklar1 potansiyelleri sebebiyle rejeneratif tip alaninda hiicresel tedavi yontemi olarak

kullanilmaktadir.

Her {i¢ embriyonel germ tabakasindan kaynaklanmis olan dokulara doniisebilen
mezenkimal kok hiicre (MKH) kendini yenileyebilme 6zelligine sahip, plastik adherent
ve multipotent 6zellikleri ile diger kok hiicrelerden ayrilmaktadir. Bu 6zellikleri disinda,
hiicre ylizeylerinde oldukga yiiksek oranda (%95 ve tistiinde) “CD73, CD90 ve CD105”
ifade ederken “CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a ve HLA-DR” belirteglerini
ise diisiik oranda (%2 ve altinda) ifade etmektedirler (2). MKH’ler kemik iligi, adipoz,
deri, kordon kan1 ve Wharton jeli gibi bir¢ok dokudan elde edilebilmektedirler. Kordon
kant ve Wharton jeli MKH kaynagi agisindan oldukg¢a zengin, non-invaziv ve eldesi
kolay kok hiicre kaynaklaridir. MKH’ler rejeneratif tip alaninda son zamanlarda birgok
calismada kullanilmis olup 6zellikle kanser ¢alismalarinda kanser hiicrelerini apoptoza

yonlendirmesi sebebiyle 6nem kazanmustir (3-6).

Kolon ya da diger adiyla kolorektal kanser diinyada hem erkek hem de kadinda
iciincii siklikta goriilen kanser tiiriidiir ve gastrointestinal sistemin en sik rastlanan
timoriidir (7, 8). 4 evreden olusmakta olup 4. evresi en malign evredir. Ayrica
cevredeki kan damarlart ve lenf nodlart aracihigiyla diger organlara metastaz

yapabilmesi sebebiyle oldukga agresif bir kanser tiirii olarak kabul edilmektedir.

Giinimiizde kanserler genel olarak standardize edilmis olan kemoterapi,
radyoterapi, cerrahi islemler, immiinoterapi uygulanarak tedavi edilmeye
calisilmaktadir. Geleneksel olarak kabul edilen bu tedavilerin her birinin c¢esitli
kisitlamalar1 mevcuttur. Kanser tedavilerindeki son gelismeler, insan kok hiicrelerinin
anti-kanser Ozelliklerini arastirma yoniindedir. Kok hiicrelerin tiimor hiicreleri ile

interaksiyonunun, kok hiicrelerin salgiladiklart anti-inflamatuar molekdllerin, anti-



kanser mekanizmalar1 i¢in kullandiklar1 yolaklarin daha ayrintili calisilmasi ve

kesfedilmesi gerekmektedir.

Tim bu bilgiler 1s1ginda projemizde, kordon kani1 ve Wharton jelinden izole
edilen MKH’lerin karakterizasyonu ardindan, farkli iki kolorektal hiicre hatlariyla
(HCT-116 ve HT-29) farkli iki kaynaktan elde edilen MKH’ nin trans-well sistemi ile
ko-kiiltiir edilerek MKH kaynaklarinin kolon kanserleri tizerindeki apoptotik etkileri
karsilastirilmistir. Bu amag dogrultusunda kanser hiicreleri ve MKH oram1 1/5 ve 1/10
olacak sekilde testler tasarlanmis, 24. ve 72. saatlerdeki kiiltiir 6rnekleri flow sitometri
yontemi ile apoptoz tayinleri analiz edilmistir. Deney grubu disinda ¢alismamizda iki
kontrol grubu olusturulmustur. Birinci grup, ayni oranlar ve inkiibasyon siiresinde MKH
eklenmemis, yalnizca kanser hiicrelerinin kiiltiirii ile olusturulmustur. ikinci grupta ise
MKH’nin saglikli hiicrelerdeki apoptotik etkisini gozlemleyebilmek i¢in periferal kan
mononiiklear hiicreler ile MKH, deney gruplari ile ayn1 kosullarda kiiltiirleri yapilarak
calismaya dahil edilmistir. Tim deney ve kontrol gruplarinin flow sitometri
sonuglarindan sonra, saklanmis olan siipernatantlar kullanarak ELISA yontemi ile
Kaspaz-3 enzim ve HtrA2/Omi protein degisimleriyle hem mitotik hem de sitoplazmik
diizeydeki apoptoz degerleri tespit edilmistir. Calismamiz, hiicre canliligina bakilarak
MKH’nin terapétik etkisinin degerlendirmesinin hedeflendigi MKH kaynagi ve kanser
hiicre hatlar1 ¢esitliligi agisindan 6nem arz etmektedir. Calismanin sonunda elde edilen
sonuglar ile kolorektal kanser tedavisinin verimliligini arttirmak igin toksik olmayan,
kolay elde edilebilir, deneyleri tekrarlanabilir ve ucuz yeni hiicresel tedavilerin ortaya

konmasinin ilk basamaginin asilmasi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOK HUCRELER

Kok hiicreler mitoz boliinme sirasinda simetrik ve/veya asimetrik boliinebilme
yetenegine ve sahip olduklar1 farklilasma potansiyelleri sebebiyle 21. yiizyilin yeni
saglik alan1 olan rejeneratif tipta yerini alan essiz bir hiicre grubudur (1, 9). Asimetrik
boliinme ile bir yandan kendi 6zelliklerini ve organizmadaki miktarlarini sabit tutmaya
calisirken kendilerini yenileyerek, diger yandan doku hasar1 varliginda doku onarimina
katkida bulunmak i¢in doku kokeninden gelen hiicrelere farklilasarak rejeneratif 6zellik

gosterebilmektedirler.

1960’larin baglarinda hematopoetik stromal mikrogevre arastirmalari sirasinda
kesfedilmistir ve bu 6zel hiicre grubunun gelisebilmesi igin stromal mikrogevre yani
nise ihtiyact oldugu bulunmustur (10). Bu kesif, birgok hematolog, onkolog ve
immunologun ilgisini ¢ekmis ve o zamandan beri kok hiicre biyolojisi, hiicresel
tedaviler alaninda dikkat ¢eker hale gelmistir. Giintimiize geldigimizde ise kok hiicrenin
olusumu, cogalmasi, pluripotent Ozellikleri ve farklilasmasina dair kok hiicreye ait

Ozelliklerin bir¢ogu giin yliziine ¢ikarilmistir (11-13).

2.1.1. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi
Kok hiicreler, orijin aldiklar1 kokene ve farklilasma potansiyellerine (plastisite)
gore siiflandirilmaktadirlar. Sekil 2-1°de kok hiicrelerin siniflandirilmast gosterilmistir

(14).

Kok Hiicrelerin Siruflandirilmeas:
| Kokenine Gore | Plastisitesine Gore |
Embriyonik Yetigkin Totipokeni Pluripokent Mulipotent Unipoteni

Sekil 2-1: Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

“Kolios G, Moodley Y. Introduction to stem cells and regenerative medicine. Respiration. 2013;85(1):3
10.’dan derlenerek (14)”



Kokenine gore kok hiicreler, embriyonik ve yetiskin kok hiicreler olmak {tizere

ikiye ayrilmaktadirlar. Embriyonik kok hiicreler, yumurta ve spermin fertilizasyonu

ardindan olusan zigotun 5-7 giinliik blastokist evresine kadar siiregteki plastisiteleri en

gliclii olan hiicrelerdir (15). Bu kok hiicre yapist tiim organ ve dokulart olusturabilme

potansiyeline sahiptir. Zigottan sonraki yapida bulunan tiim kok hiicreler ise embriyonik

olmayan yani yetiskin kok hiicreler grubuna girmektedir.

Kok hiicreler, plastisite 6zelliklerine gore farklilasma kapasitesi en giiglii olandan

en diisiik olana;

1.

2.

3.

4.

Totipotent
Pluripotent
Multipotent

Unipotent kok hiicreler seklinde siralanmaktadirlar (14, 16). Sekil 2-2’de

plastisitesine gore kok hiicreler gosterilmektedir (17).
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Sekil 2-2: Plastisitelerine Gore Kok Hiicre Simiflandirmasi

“Arrighi N, editor. Stem Cells. London, UK: Elsevier Press; 2018

Kok hiicrelerin totipotent 6zellikli olandan, 6zellesmis hiicrelere dogru farklilagmasi gosterilmektedir.

Totipotent kok hiicreler, embriyo ve embriyo sonrasi olusan her tiir doku ve 200

kadar hiicreye farklilagabilen ve izole edilebildiginde bir bireyi olusturabilecek



potansiyele sahip ¢ok 6zel bir hiicre grubudur (18). Bu kadar giiglii bir potansiyeli
olmasina ragmen ¢esitli etik, dini, ekonomik tartismalar sebebiyle totipotent 6zellikli bu

embriyonik kokenli hiicrelerin kullanim1 yasaklanmistir (19).

Yumurta ve sperm hiicresinin birlesmesi ve art arda mitoz ge¢irmesi ardindan
olusturdugu embriyonun en primitif hali olan sekiz hiicreli yapiya blastokist ad1 verilir.
Fertilizasyon sonrasi 5.-6. giinlerde olustugu bilinmektedir (20). Blastokist evresindeki
hiicreler, pluripotent 6zelliktedir. Pluripotent kok hiicreler her {i¢ embriyonik germ hatti
olan ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalardan kdken aldigi i¢in ¢oklu anlamina

gelen “pluri-” 6n ekini almaktadir (Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Embriyonik Germ Hatlarindan Olusabilen Dokular

Germ Hatlar1  Olusabilen Dokular

Endoderm Akciger, karaciger, pankreas, gastrointestinal sistem
Mezoderm Kan, damar, kas, kalp, kemik, kikirdak
Ektoderm Epitel dokular, tirnak, sag, dis, goz, beyin

Multipotent kok hiicreler ise tek bir germ hattindan kdken alan, kordon kant,
fetal dokular ve spesifik 6zellesmis eriskin dokularda bulunabilmektedir. Tek tip hiicre
olusturabilen ve oldukg¢a Ozellesmis olan kok hiicrelere unipotent kok hiicreler adi
verilmektedir. Unipotent kok hiicreler, artik yalnizca bir kokenden gelen dokular
olusturabilme potansiyeline sahip olup plastisitesi en diisiik olan kdk hiicre grubudur.
2012 yilina kadar plastisitesi daha diisiik olandan daha yiiksek olana bir kok hiicrenin
olusmasi kabul edilmiyorken Takahashi ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma ile bu
hiyerarsik durum degismistir (21). Nobel 06diiliine layik olduklari c¢alismayla
“Yamanaka kokteyli” adi verilen “Oct3/4, Sox2, KIf4 ve c-myc” dort transkripsiyon
faktoriinii gen aktarim metoduyla yetiskin fare fibroblast deri hiicrelerine aktararak, deri
hiicrelerini pluripotent hale doniistiirmeyi basarmislardir (21). Bu g¢alismanin hemen

akabinde ise aymi islem insan deri hiicrelerinde basariyla galisilmis ve Yyeniden



programlama metodu ile plastisitesi gii¢lendirilmis hiicre grubuna “indiiklenebilir

pluripotent kok hiicreler” adi verilmistir (22).

2.2. MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Mezenkimal kok hiicreler plastik adherent, kendini yenileyebilen ve eriskin
tipte olan 6zel bir kok hiicre grubudur (23, 24). Bu essiz 6zelliklerinin yaninda, her ii¢
embriyonik germ hattindan koken alan hiicrelere farklilagsabilme yetenegine sahip
multipotent hiicrelerdir (25). MKH’lerin bir diger ayirdedici 6zelligi ise sahip olduklari
yiizey belirtegleridir. Hiicre yiizeylerinde oldukga yiiksek bir oranda (% 95 ve iistiinde)
“CD73, CD90 ve CD105” ifade ederken “CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79%a
ve HLA-DR” belirteglerini oldukg¢a diisiik oranda (% 2 ve altinda) ifade etmektedirler
(23, 24).

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, kas, adipoz doku, dental pulpa, kordon
kan1 ve kordon dokusu olan Wharton jelinden elde edilirler. Bu eriskin doku ve
organlardan elde edilen MKH’ler osteosit, kondrosit, epitel ve noronal hiicrelere
doniisebilme kapasitesine sahiptirler (24, 26-28). Kemik iligi, kas, adipoz doku gibi
insandan alinan dokulardan MKH eldesi invaziv bir islem gerektirirken, kordon kani ve
kordon dokusu dogum sirasinda dogal yollarla elde edilmektedir. Agrili bir islem
olmamasi, anne ve bebege zarar vermemesi ve infeksiyon riski tasimamasi sebebiyle,
diger MKH kaynaklarina gore, insan kordon kani ve dokusundan elde edilen MKH’yi
daha avantajli kilmaktadir (29, 30).

2.2.1. Kordon Kaynakh Dokularin Histolojik Ozellikleri

Plasentanin bebegin gelisimi sirasinda bebegi dis etkenlere karsi korumasi
yaninda besin, enzim, oksijen ve birgok maddenin temininde hayati rolii vardir. Fetiisiin
plasenta ile baglantisin1 gobek kordonu saglamaktadir ve maddelerin tasinmasimda
gorevlidir. Kordon dokusu amniyon ve Wharton jeli kisimlarindan olusur. Wharton jeli
kisminda iki adet arter ile bir adet ven damarlar1 bulunur. Damarlarin ¢evresi adventita

denen bag ile dokusu gevrilidir. Sekil 2-3’te gobek kordonu kisimlart gosterilmistir (31).
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Sekil 2-3: Gobek Kordonunun Kisimlari

“Kim DW, Staples M, Shinozuka K, Pantcheva P, Kang SD, Borlongan CV. Wharton jelly-derived
mesenchymal stem cells: phenotypic characterization and optimizing their therapeutic potential for clinical
applications. Int J Mol Sci 2013;14(6):11692-11712”

2.2.2. insan Kordon Kam Kékenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Insan kordon kani, sezaryen ya da normal dogum ile elde edilen MKH
kaynagidir ve senelerce atik bir {iriin oldugu diigiiniilmiis ancak zaman igerisinde kordon
kanindan kok hiicre elde edilmesiyle transplantasyon, cesitli hemoglobinopatiler,
immun yetersizlikler ve konjenital hastaliklarda basarili bir sekilde kullanmasiyla

kordon kaninin 6nemi artmstir (31, 32).

Kordonun perivaskiiler alaninda, bir ven ile iki arter damar bulunmaktadir ve her
tic damar adventitia denen bag dokusu ile ¢evrilidir (31). Ven damarindan alinan kordon
kani kaynakli MKH (KK-MKH), arter damarindan elde edilen MKH’den daha bol
oldugu bilinmektedir ve Fikol paque dansite gradiyentine bagli santrifiigasyon metodu
ile izole edilmektedir (33).

2.2.3. Wharton Jeli Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Kordonun amniyon tabakasinin altindaki jel benzeri, mukozal doku Wharton jeli
olarak bilinmektedir (Sekil 2-3). Esasen hyaluronan agisindan bol miktarda bulunan
Wharton jeli, ayrica kollajen lifleri ve daginik sekilde bulunan fibroblastlardan olusan
mukoid jelatinimsi yap1 ozelligi gosterir (34). Wharton jelinin gorevi glikoprotein,
glikozaminoglikanlar, —mukopolisakkarit ve ckstraseliiler —matriks proteinleri

salgilamasinin yani sira, bu jelatinimsi yapinin i¢inde bulunan ven ve arter damarlarini



korurken diger yandan da bu damarlarin digiimlenmesini engellemek olduguna
inanilmaktadir (31, 35). Wharton jeli kok hiicre bakimindan olduk¢a zengindir ve bu
bolgede bol miktarda kok hiicre bulunmasina dair iki teori ortaya atilmustir. Bunlardan
ilkine gore, embriyonun erken gelisim zamaninda olusan MKH’lerin bu bolgeye gocii
sirasinda, jelatinimsi yapidaki Wharton jeline yakalanip buraya yerlesmeleriyle
aciklanirken ikinci teoriye gore ise kordon dokusu igerisinde embriyonel gelisimin
baglangicindan beri varolan “primitif mezenkimal kok hiicreler” oldugu seklindedir (31,

36).

Wharton jeli kaynakli MKH (WJ-MKH), enzimatik sindirim veya eksplant
kiiltir yontemi ile elde edilmektedir (23, 33). WJ-MKH’ler, KK-MKH’lere gore daha
proliferatif ve daha gili¢lii multipotent 6zellikli oldugu 6ne siiriilmektedir (37, 38).

2.3. KOLOREKTAL KANSER

Kanser, diinya ¢apinda yilda 10 milyondan fazla 6liimiin nedenlerinden biridir.
Bir hiicrenin kontrolsiiz biiyiimeye baglaylp baska doku ve organlara yayilmasi
(metastazi) seklinde tanimlanmaktadir (39). Metastaz, kanserin malignitesini etkileyen
baslica faktdrlerden biridir ve ilk defa Ingiliz cerrah Stephen Paget tarafindan metastaz,
“tohum ve toprak™ teorisi fenomeni ile agiklanmistir (40, 41). Bu teoriye gore metastaza
sebep olacak kanser hiicresi ortam kosullari ideal hale geldiginde, kanser prolifere olup
metastaza neden olmaktadir. Burda bahsedilen kanser hiicresi tohum olurken, kanser
hiicresinin bulundugu ortam da tiimoér mikrogevresine benzetilmektedir. Kanser
olusumunda metastaz ve tiimor mikrogevresini, sinirsiz anjiyogenez olusumu, timor
slipresor genlerinin inhibisyonu, kanser baslatict olan onkogenlerin aktivasyonu,
programli hiicre 6liimi olarak bilinen apoptozun baskilanmasi ve dolayisiyla sinirsiz

biiyiime gibi mekanizmalar etkilemektedir (42).

Kolorektal kanserler (KRK) diinya ¢apinda sikligi igilincti sirada olan ve
sindirim sisteminin son kismi olan gastrointestinalin en sik rastlanan kanser tiirtidiir (8,
43). Gastrointestinal sistemin kolon ve rektum epitellerinde birgok mutasyonun
birikmesi ve preneoplastik hiicrelerin adenomlara donilismesiyle basladigina
inanilmaktadir (44, 45). Ayrica sigara ve alkol kullanimi, sagliksiz beslenme ve spordan
uzak bir yasam gibi cevresel faktorlerin de genetik faktorleri etkileyerek KRK
epidemiyolojisinde rol aldig: diistiniilmektedir (46).



Ailesel, kalitsal ve sporadik olmak iizere {i¢ farkl tiirii vardir (47, 48). Her bir
tirinde kolorektal kanser igin koruyucu bir gen olan “Adenomatozis Poliposis Coli”
(APC)’nin mutasyonunun birikimi ortaktir (49). Tam1 genel olarak kolonoskopi,
sigmoidoskopi ve bilgisayarli tomografi yontemleri ile konmaktadir (50). Tan1 koyma
zamani KRK’lerde olduk¢a hayati 6neme sahiptir. Dort evreden olusan bir kanser tiirii

olup dordiincii evre en malign ve en metastatik evresidir (49).

Tan ardindan tedavide genellikle “5-Florourasil, oksaliplatin, irinotekan ve
kapesitabin” gibi kemoterapdtik ilaglarla, radyoterapi ve ¢ogu zaman ise neoplastik
bolgeye cerrahi operasyon gibi segenekler kullanilmaktadir (51, 52). Bu geleneksel
tedavi yontemleri hem hasta hem hekim i¢in zahmetli uygulamalar olup kanserli
hiicreler yaninda saglikli hiicrelerin de oliimiine sebep olmaktadir. Ayrica oldukca
karisik bir mekanizmasi olan bu kanser tiiriine uygulanan geleneksel tedavi yontemleri,
timor mikrogevresinde tedaviye direng kazandirip kanserin niiksiine neden
olabilmektedir (51). Bundan dolay1 KRK i¢in hiicresel kaynakli alternatif terapi

seceneklerinin gelecekte iimit vaad edici olacagi ongoriilmektedir (53).

2.4. HUCRESEL TEDAViI KAYNAGI OLARAK MEZENKIMAL KOK
HUCRENIN KANSER TERAPISINDEKI YERI

Siklikla doku rejenerasyonunda kullanilmakta olan MKH’ler sahip olduklari
anti-timorijenik 6zellikleri sebebiyle kanser tedavileri i¢in olduk¢a 6nemli bir hiicresel
tedavi potansiyeline sahiptir. Ozellikle birincil ve metastatik tiimor bolgelerine gbcerek
timori  hedefleyen ve timdr mikrogevresine anti-timorijenik ajanlar salgilayan
MKH’ler ¢esitli kanser tedavileri igin umut verici olmaktadir (54). Timor bolgelerinde
gosterdikleri anti-timorijenik etkiyi, anti-inflamatuvar ve parakrin etkileri ile birlikte
anti onkogenik miRNA, sitokin ve kemokinlerin sekresyonlarini arttirarak

gostermektedir (54-56).

Mezenkimal kok hiicrelerin anti-tlimorijenik etkisi iizerinde, MKH kaynag,
tiimorlerin bulundugu evre, timdr mikrogevresinin tiimore kazandirmis oldugu sertlik
ve yine tiimor mikrogevresinin ekstraseliiler matriks ile olusturmus oldugu etkilesim
sebepleriyle agiklanabilen tartismali durumlar mevcuttur (57, 58). MKH’ler timor
bolgesine hedeflenirken naif, ilag yiiklii veya genetik olarak modifiye edilip
kullanilabilmektedir. Sekil 2-4’te MKH’lerin kanser tedavisinde tiimor hedefli kullanim



10

secenekleri gosterilmektedir (59). Kanser terapisinde hiicresel kaynakli MKH’lerin

secilmesindeki amag pro-apoptotik etkilerinden faydalanmaktir.
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Sekil 2-4: Kanser terapisinde MKH'nin kullamim stratejileri

“de la Torre P, Perez-Lorenzo MJ, Alcazar-Garrido A, Flores Al Cell-based nanoparticles delivery systems

for targeted cancer therapy: Lessons from anti-angiogenesis treatments. Molecules 2020;25(3):715”

2.5. HUCRE OLUMU
Hiicre oliimii embriyogenez doneminden itibaren homeostazin saglanmasi,
morfogenezde hasarli olan hiicrelerin yok edilmesinde rol oynayan bir hiicresel yanittir

(60). Entoz, otofaji ve apoptoz gibi farkl: hiicre 6liim tiirleri bulunmaktadir (61).

2.5.1. Apoptoz

[k olarak 1972 yilinda Kerr ve arkadaslari tarafindan “agactan diisen yaprak”
anlamina gelen apoptoz, “kontrollii ya da programli hiicre 6liimii” olarak bilinmektedir
(62). Apoptoz piknotik goriiniimlii kromatin yogunlagsmasi, hiicrenin biiziismesi ve
apoptotik cisimciklerin olusmast gibi bir dizi olay ile karakterizedir. Sekil 2-5’te

apoptozda olusan hiicresel degisiklikler gosterilmektedir (63).
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Hiicre

Normal Hiicre biiziismesi

Mitokondri
Kromatin
yogunlagmasi

& .
ve DNA
% @ fragmantasyonu
] Mitokondri
Fagositoz gecirgenligi

\ ® - Membran
®® ® tomurcuklanmast1
6 Nukleus

fragmantasyonu
(Piknotik nukleus)

Apoptotik c1sunc1kle1

Sekil 2-5: Hiicrede apoptoz sirasinda olusan degisiklikler

“Guerin MB, McKernan DP, O'Brien CJ, Cotter TG. Retinal ganglion cells: dying to survive. Int J Dev Biol
2006;50(8):665-674”

Memelilerde apoptoz sirasinda gergeklesen hiicresel degisiklikler, apoptoz
mekanizmasinda yer alan bir dizi regiilator protein olan kaspazlar, Bcl-2 ailesi ve
apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1) tarafindan yonetilir (64). Apoptozun
intrinsik ve esktrinsik olmak tizere iki ana apoptoz yolagi ve bir de alternatif

perforin/granzim yolagi vardir (65).

2.5.1.1. Apoptozun Ekstrinsik Yolagi

Ekstrinsik yolak, bir dizi kaspaz ailesi mediatér proteinlerinin dahil oldugu ve
hiicre membran yiizeyinde bulunan reseptore, 6lim reseptor ligandinin baglanmasi ile
aktiflesen yolaktir. Oliim reseptorii olan tiimér nekroz faktdr reseptédrii-1 (TNFR-1)’e
TNF- o baglanarak, Fas reseptoriine Fas ligand baglanarak ya da DR4/5 reseptoriine
TNPF-iliskili apoptoz indiikleyeci ligandin (TRAIL) baglanmasi ile sinyal yolag agilir.
Bu baglantiya Fas-iligkili 6lim domaini (FADD) aracilik etmektedir. FADD, icerdigi
olim efektor domainleri (DED) ile prokaspaz-8’lerle etkilesime gegerek Olim
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indiikleyici  sinyal kompleksi (DISC) denen yapiyr olusturur (66). Bu kompleks
olustugunda toplanmig olan prokaspaz-8’ler otokatalitik aktiveleriyle aktif kaspaz-8
yolunu aktiflestirerek kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 aktivasyonuna sebep olurlar (67).
Bu yolak oldukga giiglii olup kaspaz-8 aktivasyonu, apoptozun baglamasi i¢in yeterlidir.
Sekil 2-6’da ekstrinsik yolak gosterilmektedir.

EKSTRINSIK APOPTOZ YOLAGI

.. 0 00 o Apoptoz
]
. Prokaspaz-8
___________________ Kaspaz-8 Kaspaz-3
Kaspaz-6
DISC kompleksi Kaszﬂ

Sekil 2-6: Apoptozun ekstrinsik yolag:

2.5.1.2. Apoptozun Intrinsik Yolag

Reseptor bagimsiz intrinsik yolak UV, gama i1smlar1 ve hipoksi gibi DNA
hasarina sebep olan faktorlerle aktive olmaktadir (68, 69). Intrinsik yolak kaspaz-8’in
Bid’i, kesilmis-Bid (tBid)’e doniistiirmesi sayesinde ekstrinsik yolak ile baglanti
kurmaktadir. Bcl-2 aile iiyesi olan Bax/Bak mitokondri dis zarinda oligamer yapi
olusturup intrinsik yolagin en o6nemli basamaklarindan biri olan mitokondri dig
membraninin  gegirgenligini arttirirlar  (70). Membran gegirgenliginin agilmasinin
ardindan sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF), endoniikleaz G, Smac/DIABLO
ve HTRA2/Omi gibi molekiillerin mitokondriyal i¢ zardan geg¢ip mitokondriyal
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depolarizasyona, ATP harcanmasina ve bir takim zincirleme reaksiyon sonucu en
nihayetinde kaspaz-bagimsiz apoptoza neden olmaktadir. Diger yandan kaspaz-bagimli
intrinsik yolakta, mitokondriden  salinan sitokrom ¢, APAF-1 ile apoptozom
kompleksini olustururlar. Ardindan bu komplekse, proteolitik par¢alanmanin
gerceklesmesi igin  kaspaz-9 baglanir ve kaspaz-9’un aktivasyonu kaspaz-3’iin
pargalanmasini tetikleyerek apoptozun aktivasyonu saglanir. Sekil 2-7°de intrinsik yolak
gosterilmektedir (71).

UV. radyoterapi, kemoterapi Cefn il :
e DINA Fasoni gibi sties laynakin Tt Ekstrinsik Yolak

S o

Intrinsik Yolak l e

HTRA2/Omi. Reseptori,
o Smac/DIABLO FADD
&
X '
4 9 .g ®9
° K. -8
Sitokrom ¢} Bcl-2/Bax ’ aspaz
IAP'lar

APAF-1 =% APOPTOZOM

e ‘
Prokaspaz-9 — Kaspaz-9 —» Kaspaz-3 Kaspaz-7

\i .

Sekil 2-7: Apoptozun intrinsik yolag:
“Zhu S, Li ZF. Proteases and Cancer Development. In Dhalla NS and Chakraborti S, editor. Role of

proteases in cellular dysfunction, advances in biochemistry in health and disease. Springer
Science+Business Media; New York; 2014. Pp. 129-145”

2.5.1.3. Apoptozda Kaspaz-3 ve HTRA2/Omi Proteinleri

Kaspaz-3, hem ekstrinsik hem de intrinsik yolaga dahil olan 12 ile 17 kDa
biiytikligiinde iki kiigiik alt birimden olusan bir proteindir ve apoptozdaki en dnemli
rolii apoptoza giden hiicreleri par¢alamak igin ekstrinsik yolda kaspaz-6 ile kaspaz-7’yi,
intrinsik yolda kaspaz-9’u pargalayip apoptozun aktivasyonunu saglamaktir (72).
Kaspaz-6, kaspaz-7 ve kaspaz-9’un aktivasyonunu sagladiktan sonra kaspaz-3
parcalanir. Bu pargalanma siralar1 ve aktivasyonlar1 apoptozun baglamasi ve devami igin

oldukga onemlidir (65).

Apoptozun intrinsik yolaginda yer alan mitokondri membranlar1 arasinda
bulunan HTRA2/Omi, bir serin proteazdir. Mitokondriyal membran iizerinde membran
gecirgenligini regiile ederek mitokondriyal homeostazin ve hiicrenin hayatta kalmasinda

onemli rol oynamaktadir. Apoptotik inhibitor proteinleri (IAP)’ni inhibe ederek pro-
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apoptotik etki gostermektedir (73). HTRA2/Omi ve IAP etkilesimi, IAP’larin

degredasyonuna ve kaspaz-3 bagimli apoptoza yol agmaktadir (74).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TEMINI

Bu calisma, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
27/05/2020-62261 tarih ve sayili izni ile onaylandi. Caligmada kullanilacak insan
kaynakli kordon kanlar1 ve kordon dokusu, T.C. Saglik Bakanligi Istanbul Bakirkdy
Dr.Sadi Konuk Egitim Arastirma Hastanesi Kadin Dogum Poliklinigi merkezinden
saglik agisindan sorunsuz bir hamilelik gegiren ve herhangi bir kronik hastaligi olmayan
anne adaymin bilgilendirilmis goniillii olur formunu okuyup, onaylamasindan sonra
resmi izinle elde edildi. 24 Eyliil 2020 i.U. BAP onay: ardindan Aralik 2020 tarihinde
laboratuvarda kullanilacak olan tiim malzemelerin teslim edilmesi ile birlikte kordon
kan ve dokularinin toplanmasma baslandi ve Haziran 2021 tarihine kadar MKH
kaynaklarmin toplanmasima devam edildi. Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda kullanilacak
olan kolon kanseri hiicre hatlar1 (HCT-116 ve HT-29) Amerikan Tip Kiiltir
Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin edildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarimin tiimii Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Esnaf Hastanesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 Hiicre
Kiiltiiric Arastirma Laboratuvari’nda Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Fatma Savran Oguz'un izniyle gergeklestirildi. Hiicre kiiltiiri sonrasinda yapilmis olan
Flow Sitometri ve ELISA deneyleri, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi T1bbi
Biyoloji Anabilim Dali Bagskan1 Prof. Dr. Fatma Savran Oguz'un izniyle Flow Sitometri

Laboratuvari’nda yapildi.

3.2. ARASTIRMA GEREKCESI VE PLANI
Bu tez arastirmasinda kordon kani ve kordon dokusu olan Wharton jelinden elde
edilen ve hiicre kiiltiirii ile gogaltilan MKH’lerin HCT-116 ve HT-29 kolorektal kanser

hiicre hatlarindaki terapdtik etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir.
Bu amagla projemizde;

1. Insan kordon kan1 ve Wharton jelinden izole edilen MKH’ler calismaya dahil
edildi.

2. Insan kordon kanindan ve Wharton jelinden izole edilen MKH’ler flow sitometri

yontemi ile karakterize edildi.
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3. HCT-116 ve HT-29 hiicre hattindan kiiltiir ile elde elde edilen kolon

adenokarsinoma hiicreleri ¢alismaya dahil edildi.

4. Kolon kanseri hiicre hatlari ile kordon kanindan ve kordon dokusundan izole
edilen MKH’ler transwell sistemde 1/5 ve 1/10 (Kanser:MKH) oraninda kiiltiir
edildi.

5. 1/5 ve 1/10 oranlarinda olusturulan deney gruplar1 24 ve 72 saat boyunca etiivde
inkiibe edildi.

6. Her iki inkiibasyon sonrasi kolon adenokarsinom hiicreleri Annexin V-FITC/PI

yontemiyle flow sitometri cihazinda apoptoz deneyleri ve analizleri yapildi.

7. Aragtirmanin kontrol grubu i¢in tam kandan Fikol paque density gradient

metodu ile periferal kan mononiiklear hiicreler (PKMH) ayrilarak calismaya

dahil edildi.

8. PKMH’ler, deney grubuyla ayni kosullarda, 1/5 ve 1/10 (PKMH:MKH) ile 24
ve 72 saat MKH’lerle birlikte inkiibe edildi.

9. Her iki inkiibasyon sonrast PKMH’ler Annexin V-FITC/PI yontemiyle flow

sitometri cihazinda apoptoz deneyleri ve analizleri yapildi.

10. Hem deney hem de kontrol grubundaki testlerin 24 ve 72. saatleri sonunda
medyumlarindan 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 6rnek alinarak -20°C’de

saklanarak ¢aligsmaya dahil edildi.

11. Tiim flow sitometri deneyleri bittikten sonra saklanmis olan siipernatant ELISA

yonteminde Kaspaz-3 protein degisimi deneyleri ve analizi yapildi.

12. Tim flow sitometri deneyleri bittikten sonra saklanmis olan siipernatantlardan

ELISA yonteminde HTRA2/Omi protein degisimi deneyleri ve analizi yapildi.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan dnce ve sonra laboratuvarin ve laminar kabinin
UV 15181 acilip dezenfektan ile laboratuvarin sterilizasyonu saglandi. Hiicre kiiltiiri
calismalarinda tek kullanimlik kapali ambalajlarda gelen hiicre kiltirii malzemeleri

kullanildi. Hiicre kiiltiirii asamalar1 laminar kabinde ve steril kosullarda yapildi.



3.3. KULLANILAN LABORATUVAR EKiPMANLARI

Steril pudrasiz eldiven

15 mililitre (ml) falkon tiip

50 ml falkon tiip

2 ml dondurma tiipii

1,5 ml mikrosantrifiij tiipii

10-100 mikrolitrelik (ul) otomatik pipet (Nichipet EX)
10-100 pl’lik otomatik pipet ucu

1000 ul’lik otomatik pipet (Nichipet EX)
1000 ul’lik otomatik pipet ucu

3 ml'lik plastik pastor pipeti

10 mI’lik cam pastor pipeti

Puar

Steril pensler ve bistiiri uglari

Doku pargalama makasi

Doku tasima kab1

Heparinli kan alma tiipii (Yesil kapakli)
25cm?’ lik hiicre kiiltiir flasklar1 (Sarstedt)
75cm?’ lik hiicre kiiltiir flasklar1 (Sarstedt)
24 kuyucuklu plaklar (Sarstedt)

Steril transwell (Sarstedt)

Thoma lam1 (Neubauer)

Lamel (22x22mm)

Isik mikroskobu (Olympus, CX22)

Invert mikroskop (Motic, AE21)

Santrifiij (Heraeus-Labofuge-400R)
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+4 Buzdolab1 (Regal)

-20 derece derin dondurucu (Regal)

Vorteks (Velp Scientifica)

CO: inkiibatorii (New Brunswick, Galaxy 170R)
CO: tiipii

Laminar kabin (Fagus)

Flow sitometri cihazi (Beckman Coulter, Navios)
Flow sitometri test tlipleri

Shaker (Orbital Shaker)

ELISA plak okuyucu (Allsheng, FlexA-200)

UV 151k

3.4. KULLANILAN KIMYASALLAR, SOLUSYONLAR VE KITLERIN
ICERIKLERI

3.4.1. Kimyasal ve Soliisyonlar
Dezenfektan

Steril distile su

% 0,5 tripan mavisi sollisyonu

RPMI-1640 (HyClone, AF29498412)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (BIOSERA-MS00FG100E)
Fotal Bovin Serum (FBS) (HyClone-RE00000006)

Penisilin-Streptomisin (HyClone)

Amphotericin B (Sigma A2942)

Fikol paque (Biosera-MSO0ET100J, Lymphocyte Separation Media)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (HyClone-AE29431651)
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) (Hyclone)
Trypsin 0.25% / EDTA (HyClone)
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3.4.2. Kullanilan Kitler

3.4.2.1. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu I¢in Kullamlan Kitinin Icerigi

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu i¢in Human MSC Analysis Kiti (BD
Stemflow, AB2869404) kullanild:.

v

v

Kitin icerigi:
MKH Pozitif Kokteyl: CD73 APC, CD90 FITC, CD105 PerCP-Cy5.5

MKH Pozitif izotip Kontrol Kokteyli: IgG1 FITC, IgG1 PerCP-Cy5.5,
lgG1 APC

MKH Negatif Kokteyl: CD11b PE, CD19 PE, CD34 PE, CD45 PE,
HLA-DR PE

MKH Negatif Kokteyl Kontrol: 1gG1 PE, IgGla

Kompanzasyon ayari icin kullamlan boncuklarin 6zellikleri:
FITC Mouse Anti-human CD90

PE Mouse Anti-human CD44

PerCP-Cy5.5 Mouse Anti-human CD105

APC Mouse Anti-human CD73

izotip kompanzasyon kontrolii i¢in kullanilan boncugun ézelligi:

PE Mouse IgG2p3

3.4.2.2. Flow Sitometrik Apoptoz Degerlendirmesi i¢in Kullamlan Kitin Icerigi

Flow sitometrik apoptoz degerlendirmesi i¢cin ApoFlowEx FITC kiti (Exbio,
ED7044) kullanildu.

v

v

v

Kitin icerigi:
15 mM sodyum azotiir igeren PBS’te stabilize edilmis Annexin V-FITC
0,1 mg/ml deiyonize suda kullanima hazir Propidyum Iyodiir

10X konsantrede bulunan Annexin V Binding Buffer soliisyonu (0,1 M
HEPES/NaOH, pH 7.4, 1,4 M NaCl, 25 mM CacCly)
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3.4.2.3. ELISA Kaspaz-3 Degerlendirmesi I¢in Kullanilan Kitin icerigi
ELISA Kaspaz-3 degerlendirmesi i¢gin Human Caspase-3 (Casp3) ELISA Kiti
(AbbKine, KT62614) kullanildi.

v

v

Kitin Icerigi:

Human Casp3 mikroplate

Human Casp3 standard
HRP-Konjugate Human Casp3 antikoru
Standard diluent

Sample diluent

Kromojen A soliisyonu

Kromojen B soliisyonu

Stop soliisyonu

Yikama buffer

Plate kapaticisi

3.4.2.4. ELISA HTRA2/Omi Degerlendirmesi i¢cin Kullanilan Kitin Icerigi
ELISA HTRA2/Omi degerlendirmesi i¢in Human HTRA2 (OMI) ELISA Kkiti
(Thermo Fisher Scientific-Invitrogen, EHHTRA2) kullanildi.

v

Kitin Icerigi:

Human HTRA2 antikor kapl plate
Human HTRAZ2 biyotin konjugat
Human HTRA2 standart

Yikama buffer (20X)

D diliienti (5X)

B diliienti (5X)

Streptavidin-HRP

TMB substrati
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v" Stop soliisyonu

v" Plate kapatici

3.5. YONTEMLER
3.5.1. KULLANILAN BiYOMATERYALLERIN ELDESI

3.5.1.1. insan Kordon Kami Toplanmasi
Mezenkimal kdk hiicre kaynagi olarak insan kordon kanlar1 antikoagiilan igeren
heparinli tiiplere alind1 ve yaklasik 3 saat i¢inde hiicre kiiltiiri laboratuvarinda Fikol

paque density gradient yontemi ile mononiiklear hiicreler izole edildi.

3.5.1.2. insan Kordon Kam izolasyonu

Insan kordon kanmindan mononiiklear hiicreler Fikol-paque ydntemi ile izole
edildi (75). Goniillii onam formu anne tarafindan okunup imzalandi. Dogum sonrasinda
ortalama 50-60 cc kadar (8-10 adet 8cc’lik tiip) kordon kani dogumhaneden sorumlu
hekim tarafindan toplandi. En kisa siire icerisinde hiicre Kkiiltiirii laboratuvarina
ulagtirilan ornekler steril kabin igerisinde isleme alindi. Bu yontemde sirasiyla

yapilanlar;

1. 50 mP’lik steril falkonlara aktarilan kan 6rnegi 1:1 oraninda HBBS solusyonuyla

karistirild.
2. 15ml’lik steril falkonlara Scc fikol paque solusyonu konuldu.
3. HBSS ve kordon kan1 karigim1 dikkatli ve yavasca fikol iizerine yiiklendi.
4. Santrifiyj freni kapali olarak 2600 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

5. Santriflij sonras1 fikoliin {istiine toplanan buffy coat (mononiiklear hiicrelerin

toplandigi alan) alindi ve 15 ml falkon tiipe aktarildi.

6. 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi
dokdildii.

7. Peletin tizerine 5-6 ml HBSS konuldu ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

8. Santrifilyj ardindan siipernatant dokiildii ardindan kiiltiir islemine gegildi.
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3.5.1.3. insan Kordon Kam Kiiltiirii

Fikol paque yontemi ile edilen mononiiklear hiicreler 75cm? flasklara ekilerek
daha onceden hazirlanmisg %10 FBS, %1 penisilint+streptomisin igerikli antibiyotikli L-
glutaminden zengin DMEM besiyeri eklenerek, 37° C'de %5 CO: inkiibatdrde
cogaltilmaya birakildi ve gerektiginde medyumu tazelendi (76).

Kordon kanindan elde edilen mononiiklear hiicrelerin flaska ekimi ardindan 10-
12 saat sonra diger monositik hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in medyum tazelendi.
Hiicrelerin ortalama 7 giinde fibroblastik hale doniislip yapistigi gozlendi. Ortalama 20
giinde %80-90 konfluent olan hiicreler tripsinizasyonla kaldirilarak karakterizasyon
icin hazirlandi. Deneyde kullanilmak tiizere alinan her ornek icin aymi islemler
uygulandi ve ayn1 zamanda her karakterizasyon sonrasi hiicreler Pasaj 3’e¢ kadar
beklendikten sonra deneye konuldu. Sekil 3-1’de 7. ve 21.giindeki MKH’ler

gosterilmektedir.

4

7. Giin KK-MKH 20. Giin KK-MKH

Sekil 3-1: 7. ve 20. giin KK-MKH gériintiileri

3.5.1.4. insan Kordon Dokusu Toplanmasi
Mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak insan kordon dokusu steril bir kap
igerisine alinip yaklagik 3 saat iginde hiicre kiiltiirii laboratuvarinda mekanik doku

pargalama (eksplant) yontemi ile dokunun Wharton jeli kisimlar1 izole edildi.

3.5.1.5. Kordon Dokusu Izolasyonu

Insan kordon dokusundan Wharton jeli dokusu mekanik pargalama yontemi ile
izole edildi (77). Sezaryen dogum sonrasinda insan kordonundan 20 ¢cm uzunlugunda
kesilen kordon dokusu yetkili klinisyen tarafindan steril kaba aktarildi. En kisa siire
icerisinde hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirilen ornekler steril kabin igerisinde isleme

alindi. Bu yontemde sirastyla yapilanlar;
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1. Steril laminar flow igerisine alinan yaklasik 10 cm’lik parcalara ayrildi.

2. Doku parcalari 4 adet 50 lik falkona 6nceden hazirlanmis 15 ml antibiyotik ve
antifungal karisimi (Streptomisin, Penisilin, Anfoterisin B) falkonlarin igerisine

aktarma ve g¢alkalama islemiyle yikanarak falkon 1 saat 37°°C etiivde inkiibe
edildi.

3. Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda laminar kabin igerisinde, en iyi pargasi bir petriye

konuldu.
4. Pargalama esnasinda steril bisturi, makas ve pens kullanildi.

5. Wharton jelini saf bir sekilde elde etmek igin dikkatlice dokunun igerisindeki 2

arter ve 1 ven damari1 dokudan ¢ikarilarak uzaklastirildi (Sekil 3-2).

6. Saf doku miimkiin oldugunca kii¢iik parcalar olacak sekilde bistiiri yardimiyla
kesildi.

7. Doku pargalari cimbiz yardimiyla 6 Kkuyucuklu plate’e diizenli araliklarla

yerlestirildi.

8. Steril kosullarda plate’in kapagi kapatiimadan dokunun etrafindaki sivinin

kurumasi beklendi.

9. Kuruyan doku pargalarimin {izerine cam lamel kapatilip kurutmaya devam edildi.

Sekil 3-2:Kordon dokusundan Wharton Jeli eldesi

3.5.1.6. Kordon Dokusu Kiiltiirii

Lamel ile {izerileri kapali olan Wharton jeli dokusunun iizerine %10 FBS igeren
4 ml DMEM eklenip 37°C'de % 5 CO: inkiibatérde g¢ogalmaya birakildi (76).
Inkiibasyonun 12. giiniinde proliferasyon olmasi beklenmekte olup eger olmazsa 15.,

20., 25. ve 30. giinlerde kontrol edildi ve maksimum 40 giine kadar bekletildi.
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Calismamizda MKH’ler ortalama 20 giinde flaskin yiizeyine yapismisti ve
ortalama inkiibasyonun 7.-10. giinde doku parcalarinin iizerine kapatilan lameller
kaldirildi ve medyumlar1 degistirildi. Hiicrelerin prolifere olup olmadiklar mikroskopta
gdzlemlendi. Yeterince prolifere olan hiicreler 75cm?’lik flaska pasajlandi. Hiicreler
%70-80 konfluent olduklarinda tripsinizasyonla kaldirildi ve karakterizasyon igin
hazirlandi. Deneyde kullanilmak iizere alinan her 6rnek i¢in ayni islemler uygulandi ve
ayni zamanda her karakterizasyon sonrasi hiicreler Pasaj 3’e kadar beklendikten sonra
deneye konuldu. Sekil 3-3’de 12. ve 21.giindeki MKH’ler gosterilmektedir.

Sekil 3-3: 12. ve 21. giin WJ-MKH goriintiileri

3.5.1.7. Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinin Acilmasi ve Kiiltiirii
Deneylerde kullanilacak olan HT-29 ve HCT-116 kolon adenokarsinoma hiicre
hatlart ATCC’den elde edildi.

1) 15 ml’lik falkona 5 ml DMEM ve mikrosantriiij tiipiinde ¢6zdiiriilmiis
olan hiicreler 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

2) Santrifiijden ¢ikan falkonun ftzerindeki siipernatant atildi ve tiizerine

1000 pul DMEM konuldu ve hiicre sayim1 yapildi.

3) Falkon icerisindeki DMEM-hiicre karisimi pipetaj yapilarak 75cm?’lik
flaska aktarildu.

4) Flasktaki hiicrelerin lizerine 9 cc’ye kadar DMEM eklenerek 37°C'de %
5 CO; inkiibatorde ¢ogalmaya birakildi (78). Sekil 3-4’de HT-29 ve

HCT-116 hiicre kiiltiirleri sonrasi hiicre morfolojileri gosterilmektedir.
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Sekil 3-4: HCT-116 ve HT-29'un hiicre kiiltiirii sonrasi goriintiisii

3.5.1.8. PKMH Eldesi

Kontrol deneyleri i¢in saglikli bir kisiden yaklasik 20-30 cc kadar heparinli

tiiplere alinan periferik kandan steril kabin igerisinde Fikol-paque density gradient
metoduyla PKMH elde edildi (75).

1.

8.

9.

50 mP’lik steril falkonlara aktarilan kan 6rnegi 1:1 oraninda PBS solusyonuyla

karistirildi.

15ml’lik steril falkonlara 5cc fikol paque solusyonu konuldu.

PBS ve perifik kan karisimi dikkatli ve yavasga fikol {izerine yiiklendi.
Santrifiij freni kapali olarak 2600 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast fikoliin iistiine toplanan buffy coat (mononiiklear hiicrelerin

toplandig1 alan) kismi toplandi ve 15 ml falkon tiipe aktarildi.

1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi
dokdildii.

Peletin tizerine 12 ml PBS konuldu.
Hiicreler mikroskopta incelenerek yaklasik 15 milyon hiicre sayildi.

Sayim sonrasinda tiip 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

10. Santrifiij ardindan siipernatant dokiildii, pelet tiiplin dibinde kaldi.
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11. Dipte kalan peletin {izerine 1 ml PBS eklenerek hiicre sayim1 yapildi.

3.5.2. DENEY HAZIRLIKLARI iCIN KULLANILAN YONTEMLER

3.5.2.1. Tripan Mavisi ile Hiicre Canliliginin Tayini ve Hiicre Sayim

Siispanse hiicreler (PKMH) 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant bir
sekilde uzaklastirildi. Ardindan yapisan hiicreler (KK-MKH, WJ-MKH, HCT-116 ve
HT-29 hiicreleri) ise tripsin ile kaldirildiktan sonra santrifiij edilip slipernatantlar1 hassas

bir sekilde uzaklastirildi.

1. Hiicre canliliginin ve miktarinin belirlenmesinde Tripan mavisi ile boyama
yontemi uygulandi (79).

2. Santrifiij sonrasinda dibe ¢oken hiicreler medyum ile sulandirilarak Tripan
mavisi boyast ile (1 hacim boya + 1 hacim hiicre) boyandi.

3. Mikroskopta Toma laminda hiicreler sayildi. Boyay: alan hiicreler mavi renkte
ve Olii olarak degerlendirilip, boya almayan canli hiicreler mikroskopta sayildi.

4. Hiicre canlilig1 asagidaki denkleme gore hesapland: (Sekil 3-5).

Toplam hiicre= Sayilan hiicre x Diliisyon faktorii x Toplam hacim x 10.000 (lam

faktorii).

4
JRRRIINAY INRNAARN ARy 4
of 4
of 4

100 um.
o of 1
of 4
4

Sekil 3-5: Toma lami ve lamdaki sayim alanlari

3.5.2.2. Adherent Hiicrelerin Tripsin Uygulamasi ile Hiicre Kaldirmasi
Steril laminar kabinde, plastik adherent olan KK-MKH, WJ-MKH, HCT-116 ve
HT-29 tripsinizasyon islemi ile deneylerde kullanilmak i¢in flasktan kaldirildi (80).
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1- 75cm?lik flasklardaki 9cc kadar medyum 15°lik falkona aktarildu.
2- Tim medyumu bosaltilmis olan flaska 3 ml tripsin eklendi.
3- 1-2 dakika kadar etiivde 37°C’de inkiibe edildi.

4- Invert mikroskop altinda hiicrelerin kalkmis oldugu gozlemlendikten sonra
kullanilan tripsinin 3 kati kadar medyum flaska eklenerek tripsin

aktivasyonu durduruldu.

5- Ardindan flasktaki medyum+tripsin+hiicre karisimi 15°lik falkona aktarilip
2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

6- Santrifiij sonrasi siipernatant dokiiliip hiicrelerin iizerine DMEM eklenerek

hiicre sayimina ve ardindan deneylere gegildi.

3.5.3. MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN KARAKTERIZASYONU

Hem kordon kani hem de Wharton jelinden elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin proliferasyonlari sonrasi flask yiizeyi kaplama orani yeterli seviyeye gelince
hiicre sayimlart  gergeklestirilip  karakterizasyonu flow sitometri cihazinda

gerceklestirildi ve NaviosEX software sayesinde analizleri yapildi (24).

1) Tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler PBS ile 1 kere yikanarak 2000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi.

2) Yikanan hiicrelerin tizerine 1 ml PBS eklenerek sayildi. 1ml’de yaklasik 5

milyon hiicre olacak sekilde ayarlandi.

3) Flow tiipleri asagidaki siraya gore hazirlanip etiketlendi ve gerekli tiiplere

hiicre ve antikorlar1 eklendi.
a) Boyasiz negatif tiipe: 100 pl hiicre
b) Negatif kontrol isotip tiipe: 100 pl hiicre +20 pl antikor
) Negatif kokteyl tiipe: 100 pl hiicre +20 ul antikor
d) Pozitif kontrol isotip tiipe: 100 pl hiicre +20 pl antikor
e) Pozitif kokteyl isotip tiipe: 100 ul hiicre +20 ul antikor
f) IgG PE isotip tiipe: 100 ul hiicre +5 pul antikor

g) CD44 PE tiipe: 100 pl hiicre +5 pl antikor
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4) Hiicre ve antikor 30 dakika karanlikta ve +4’te inkiibe edildi.

5) PBS ile 2 defa yikandi, her yikama sonrast 1900 rpm’de 5 dakika santrifiij

edildi.

6) 500 ul PBS eklendi uygun protokolde, en az 30.000 hiicre flow sitometri

cihazinda okutulup analiz edildi.

3.5.4. DENEY GRUBUNUN KO-KULTURLERI

3.5.4.1. KK-MKH ile Kolorektal Kanser Hiicrelerinin Kiiltiirleri
Kolorektal kanser hiicrelerinin ve KK-MKH’lerin her ikisi de plastik adherent

ozellikte oldugu icin transwell sistem kullanarak deney kiiltiirleri yapildi (81).

1.

Her iki kolorektal kanseri hiicre hatt1 da KK-MKH’de deney 6ncesinde
tripsin ile flasktan kaldirildi.

. Tripsinizasyon islemi sonrasinda hiicrelerin canlilik tayini ve sayimlari

Tripan mavisi ile yapildi.

Her doz orami i¢in 1ml’de olacak sekilde hiicreler asagidaki gibi

hazirlandi.
a. 1/51i¢in 50.000 Kolorektal Kanser Hiicresi: 250.000 KK-MKH

b. 1/10 igin 50.000 Kolorektal Kanser Hiicresi: 500.000 KK-MKH

ayarlandu.

Kontrol grubu olarak 24 kuyulu plate’in 12’sine 750 pl kanser hiicresi ve
250 ul DMEM eklendi.

Diger 12 kuyuya 750 pl kanser hiicresi ekildi. Ardindan iizerine steril
transwell insert konulup 1/5 orani olan grup igin 250.000 KK-MKH,
1/10 oran1 olan grup i¢in 500.000 KK-MKH olacak sekilde 250 ul KK-
MKH, transwell’lere eklendi.

Hiicre kiiltiirii plate’lerinin kapaklar1 atesten gecirilip deney gruplarina
gore 24 saat ve 72 saat inkiibasyon igin 37°C'de % 5 CO: etiivde

inkiibasyona birakildi.
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3.5.4.2. WJ-MKH ile Kolorektal Kanser Hiicrelerinin Kiiltiirleri
WJ-MKH ve kolorektal kanser hiicrelerinin her ikisi de plastik adherent
ozellikte oldugu icin transwell sistem kullanarak deney kiiltiirleri yapild1 (81).

1. Her iki kolorektal kanseri hiicre hattt da WJ-MKH’de deney 6ncesinde tripsin ile
flasktan kaldirildz.

2. Tripsinizasyon islemi sonrasinda hiicrelerin canlilik tayini ve sayimlari Tripan

mavisi ile yapildi.
3. Her doz orani i¢in 1ml’de olacak sekilde hiicreler asagidaki gibi hazirlandi.
c. 1/51i¢in 50.000 Kolorektal Kanser Hiicresi: 250.000 WJ-MKH

d. 1/10 i¢in 50.000 Kolorektal Kanser Hiicresi: 500.000 WJ-MKH

ayarlandi.

4. Kontrol grubu olarak 24 kuyulu plate’in 12’sine 750 pl kanser hiicresi ve 250 pl
DMEM eklendi.

5. Diger 12 kuyuya 750 pl kanser hiicresi ekildi. Ardindan iizerine steril transwell
insert konulup 1/5 orani olan grup i¢in 250.000 WJ-MKH, 1/10 orani olan grup
i¢cin 500.000 WJ-MKH olacak sekilde 250 ul WJ-MKH, transwell’lere eklendi.

6. Hiicre kiiltiirii plate’lerinin kapaklar1 atesten gegirilip deney gruplarina gore 24
saat ve 72 saat inkiibasyon i¢in 37°C’de % 5 CO; etiivde inkiibasyona birakildi.
3.5.5. KONTROL GRUBUNUN KO-KULTURU

3.5.5.1. KK-MKH ile PKMH’lerin Kiiltiirii
KK-MKH’ler tripsinizasyonla kaldirildiktan sonra PKMH’lerle ko-kiiltiir

sistemiyle kiiltiirleri yapildi (82).
1. PKMH’ler fikol paque density gradient metodu ile izole edildi.
2. PKMH ve KK-MKH’lerin canlilik tayini ve sayimlari Tripan mavisi ile yapildi.
3. Her doz orani i¢in 1ml’de olacak sekilde hiicreler asagidaki gibi hazirlandi.
e. 1/5igin 50.000 PKMH: 250.000 KK-MKH

f.  1/10i¢in 50.000 PKMH: 500.000 KK-MKH ayarlandi.
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Kontrol grubu olarak 24 kuyulu plate’in 12’sine 1000 ul PKMH ve 1000 nl
DMEM eklendi.

Diger 12 kuyuya once 1000 ul KK-MKH ekildi. Ardindan iizerine 1000 ul
PKMH eklendi.

Hiicre kiiltiirii plate’lerinin kapaklar atesten gegirilip deney gruplarina gore 24

saat ve 72 saat inkiibasyon i¢in 37°C’de % 5 COz etiivde inkiibasyona birakildi.

3.5.5.2. WIJ-MKH ile PKMH’lerin Kiiltiiri

WJ-MKH’ler tripsinizasyonla kaldirildiktan sonra PKMH’lerle ko-kiiltiir

sistemiyle kiiltiirleri yapild1 (82).

1.

2.

PKMH’ler fikol paque density gradient metodu ile izole edildi.
PKMH ve WJ-MKH’lerin canlilik tayini ve sayimlar1 Tripan mavisi ile yapildi.
Her doz orani i¢in 1 ml’de olacak sekilde hiicreler asagidaki gibi hazirlandi.

g. 1/5igin 50.000 PKMH: 250.000 WJ-MKH

h. 1/10 i¢in 50.000 PKMH: 500.000 WJ-MKH ayarlandi.

Kontrol grubu olarak 24 kuyulu plate’in 12’sine 1000 ul PKMH ve 1000 nl
DMEM eklendi.

Diger 12 kuyuya once 1000 ul WJ-MKH ekildi. Ardindan tizerine 1000 pl
PKMH eklendi.

Hiicre kiiltiirii plate’lerinin kapaklar1 atesten gecirilip deney gruplarina gore 24

saat ve 72 saat inkiibasyon igin 37°C’de % 5 CO; etiivde inkiibasyona birakildi.

3.5.6. DENEY ve KONTROL GRUPLARININ APOPTOZ TESTLERI

3.5.6.1. Annexin V/PI FITC Metoduyla Flow Sitometrik Testler

Deney inkiibasyon siireleri sonunda deney grubunda bulunan 24 kuyucuga

yapisan kolon kanser hiicreleri tripsinizasyon ile kaldirildi.

Kit igerisinde bulunan 10X’lik olan binding buffer, deneyde kullanilacak miktar

kadar 1X’lik hale getirilip stok yapildi (83).

1. Hicrelerin iizerine 1000 pl PBS konarak 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

2. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi.



31

3. Hiicre peleti iizerine 200 pl Annexin V binding buffer eklendi.

4. Flow sitometri tiiplerine etiketleme yapildi ve her bir 6rnek icin boyali ve

boyasiz deney tiipli hazirlandi.

5. Boyali deney tiipiine 5 pl Annexin V ve 5 ul Pl antikorlar1 konup tizerine 100 pl

binding buffer’la sulandirilmis hiicrelerden eklendi.
6. Boyasiz olan deney tiipiine yalnizca 100 pul Annexin V binding buffer eklendi.

7. Boyal1 ve boyasiz deney tiipleri 15 dakika, karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe
edildi.

8. Inkiibasyon sonras1 500 ul Annexin V binding buffer eklenip cihazda okutuldu

ve analizleri yapildi.

3.5.6.2. ELISA ile Kaspaz-3 Protein Degerlendirmesi Testleri

Her deney Oncesi ve sonrasi toplanip saklanmis olan hiicre kiltiiri
siipernatantlar1 ELISA yénteminde kullanildi (84). Ornekler teste ge¢gmeden dnce 20
dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Testte kullanilacak olan tiim reaktifler deney oncesi
oda sicakligina getirildi. Testlere baglamadan 6nce tiim soliisyon ve reaktiflerin uygun

diliisyonlar1 hazirlandi.

1. Standart buffer1 olusturmak icin 5 tiipin her birine 150 ul standart diliient
eklendi ve iizerine 1:1 oraninda stok soliisyonu ile ilk tiipe eklenip pipetaj
yapildi. Pipetaj sonrasi bir sonraki tiipe 150 ul karisimdan alinarak iglem son
tiipe kadar tekrar edildi (Sekil 3-6).

150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL

N _ 0N Y

Standard — —
] N

160 pmol/L 80 pmol/L 40 pmol/L 20 pmol/L 10 pmol/lL 5 pmol/L

Sekil 3-6: ELISA Kaspaz-3 testleri icin standart buffer diliisyon hazirlama



10.

11.

12.

1.
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Standart, blank ve test kuyucuklar1 belirlendi. Standart kuyularin her birine 50 pl

hazirlanmis olan standartlar eklendi.

Test kuyularina 40 ul sample diliient, 10 pl 6rneklerden eklendi.
Blank kuyusuna yalnizca 50 ul sample diliient eklendi.

Plate kapaticist ile plate kapatilip 45 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 her kuyu aspire edilerek 250 ul yikama buffer kullanilarak

yikandi ve bu islem 4 defa tekrarlanarak 5 yikama tamamlanda.

Blank kuyusu harig tiim kuyulara HRP-konjugatindan 50 pul eklendi.

Plate kapaticisi ile plate kapatilip 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Bu basamakta 6. basamaktaki yikama islemleri ayn1 sekilde gergeklestirildi.

Yikama iglemleri sonrasinda her kuyuya 50 pl Kromojen A ve ardindan 50 pl
Kromojen B eklenip pipetajla karistirildi. 15 dakika 37°C’de 1siktan koruyarak
karanlikta inkiibe edildi.

Inkiibasyon bitiminde 50 pl stop soliisyonu eklenerek kuyulardaki rengin

maviden sartya donmesi gézlemlendi.

Renk degisimi sonrasinda 15 dakika igerisinde 450 nm’de Allsheng FlexA-200
cihazinda okutuldu.

3.5.6.3. ELISA ile HTRA2/Omi Protein Degerlendirmesi Testleri

Her deney Oncesi ve sonrast toplanip saklanmis olan hiicre kiiltiiri

siipernatantlar1 ELISA yonteminde kullanildi (85). Ornekler teste ge¢meden &nce 20
dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Testte kullanilacak olan tiim reaktifler deney 6ncesi
oda sicakligina getirildi. Testlere baglamadan 6nce tiim soliisyon ve reaktiflerin uygun

diliisyonlar1 hazirlandi.

Standart buffer1 olusturmak igin 7 tiipiin her birine 300 pl diliient D eklendi ve
tizerine 1:1 oraninda stok soliisyonu ile ilk tiipe eklenip pipetaj yapildi. Pipetaj
sonrasi bir sonraki tiipe 300 pl karisimdan alinarak islem son tiipe kadar tekrar

edildi. Son tiipe aktarma yapilmayip blank tiip olarak etiketlendi (Sekil 3-7).
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200 il 200 pl 200 i 200 ul 200 pl 200 i
— — _— — — Pe— Pr—
—
1 L
Reconstituted ]
Standard =t
Diluent
Volome 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
Std1 sStd2 sStd3 sStd4 sStd5 Stdé sStd7 Blank

50 ng/mi 20 ng/ml 8 ng/mi 3.2 ng/mi 1.28 ng/ml  0.612 ng/ml  0.206 ng/ml 0 ng/mi

Sekil 3-7: ELISA HTRA2/Omi testleri i¢in standart buffer dilusyon hazirlama

10.

11.

12.

13.

Standart, blank ve test kuyucuklar belirlendi. Standart kuyularin her birine 100

ul hazirlanmis olan standartlar eklendi.

Diliient D ile 6nceden 1:1 oraninda seyreltilmis 6rneklerden, 6rnek kuyularina

100 pl eklendi.

Kuyular plate kapatici ile kapatilip 2,5 saat oda sicakliginda ¢alkanarak inkiibe
edildi.

Siire dolduktan sonra siipernatant atildi ve 1X hazirlanmis yikama buffer ile 4
kez yikama gerceklestirildi. Her yikamada tiim kuyucuklara 300 ul yikama

buffer: kullanildi ve yitkama sonrasinda iyice aspire edildi.

Yikama isleminin ardindan her kuyucuga daha onceden hazirlanmig 100 pl

Biyotin konjugat eklendi.
Oda sicakliginda, calkalanarak 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra 5. adimdaki yikama islemleri tekrarlandi.

Her kuyucuga 100 pl TMB substratindan eklendi ve kuyucuklarin diplerinde

mavi renk olusumlart gozlemlendi.

Oda sicakliginda, karanlikta ¢alkalanarak 30 dakika inkiibe edildi.
Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi.
Kuyucuklardaki mavi rengin sartya dondiigii gézlemlendi.

Renk degisimi sonrasinda 30 dakika igerisinde 450 nm’de Allsheng FlexA-200
cthazinda okutuldu.
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3.5.7. ISTATISTIK DEGERLENDIRMELER

Verilerin tamimlayict istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan
degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilim1 Kolmogorov Simirnov test ile 6l¢iildii.
Nicel bagimsiz verilerin analizinde Mann-Whitney U test, bagimli nicel verilerin
analizinde Wilcoxon testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Analizlerde SPSS 28.0 programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN KARAKTERIZASYONU

Hem kordon kani hem de Wharton jelinden elde edilen MKH’lerin, kiiltiir
flaskindaki plastik adherent ve mikroskop altindaki fibroblastik goriintiisiiniin ardindan
uygun konfluent goriintiiye gelince hiicre sayimlari gergeklestirildi. Sekil 4-1’de
mikroskop altindaki konfluent fibroblastik yapis1 gosterilmistir. Hiicre sayimi ardindan
MKH karakterizasyonu, Boliim 3.5.3°te bahsedildigi sekilde flow sitometri cihazinda

gerceklestirildi.

KK-MKH WI-MKH

Sekil 4-1: MKH'lerin mikroskop altindaki konfluent goriintiileri

Pasaj 3 WJ-MKH ve KK-MKH o6rneklerinin her biri CD45, CD73, CD90 ve
CD105 (= %95) antijenleri pozitifken, CD11b, CD19, CD34, CD45 ve HLA-DR
antijenleri diisiik (< %2) eksprese etmislerdi. MKH karakterizasyonuna ait verilerin

analizi, NaviosEX software sayesinde yapildi.

4.2. FLOW SITOMETRIiK APOPTOZ ANALIZLERI

4.2.1. WJ-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ile PKMH’ler Uzerindeki
Apoptoz Analizleri

Flow sitometri sonuglar1 {izerinden WJ-MKH’lerin KRK hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkileri karsilastirildiginda, WJ-MKH (+) eklenmis HCT116 /24-1-5, /24-1-
10, [/72-1-5, [/72-1-10 ve toplam olgiimlerinde, WJ-MKH (-) eklenmemis
olgtimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti.

Diger kolorektal kanser hiicre hatti olan HT-29 iizerine apoptotik etkilerinin

flow sitometrik sonuglar1 analiz edildiginde ise WJ-MKH (+) HT29 /24-1-5, /24-1-10,
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[72-1-5, [72-1-10 ve toplam olgiimlerinde WJ-MKH (-) olgiimlerinden anlamli (p
<0.05) olarak daha yiiksekti.

Flow sitometrik olarak WJ-MKH’nin saglikli bir hiicre grubu olan PKMH’ler
tizerindeki apoptotik etkileri analiz edildiginde PKMH WJ-MKH (+) /24-1-5, /72-1-10
ve toplam olgiimlerinde WJ-MKH (-) 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
yiksekti. PKMH WJ-MKH (+) /24-1-10, /72-1-5 olgtimleri, WJ-MKH (-) dlgiimlerine
gore anlamlilik (p >0.05) saptanamad: (Tablo 4-1).

Tablo 4-1:WJ-MKH'lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve Saghkli PKMH Uzerine
Flow Sitometrik Apoptotik Etkisi

Apoptoz
WJ-MKH (+) WJ-MKH (-)
Ort.tss Medyan Ort.+ss Medyan
[24-1-5 6243 + 0,30 62,40 0,23 + 0,05 0,20 0,007
‘5 [24-1-10 66,47 + 1,99 66,40 0,13 £ 0,05 0,10 0,007
— [/72-1-5 64,93 + 8,63 60,80 327 + 0,36 3,40 0,007
(i) /72-1-10 56,23 + 10,46 61,00 2,30 £ 0,09 2,30 0,007
Toplam 62,52 + 7,66 62,60 1,48 + 138 1,25 0,000
[24-1-5 29,43 + 3,26 29,80 487 + 043 5,10 0,007
o [24-1-10 28,17 + 2,13 26,80 393 £ 0,71 4,30 0,007
E [72-1-5 81,93 + 1,35 82,40 483 + 0,28 4,70 0,007
T 72-110 8567 + 1,35 85,20 4,13 + 0,05 4,10 0,007
Toplam 56,30 + 28,00 56,60 444 + 059 4,40 0,000
[24-1-5 3,23 + 0,89 3,50 193 + 0,66 1,60 0,007
T~ [24-1-10 1,57 + 0,13 1,60 2,03 £ 0,80 1,60 0,857
E [72-1-5 2,37 + 0,78 2,30 1,80 + 0,52 1,80 0,857
Q- /72-1-10 1,60 + 0,38 2,40 2,40 + 0,26 1,80 0,024
Toplam 2,19 £ 0,91 1,95 2,04 £ 061 1,85 0,000

Her iki kanser hiicre gruplarina WJ-MKH’nin apoptoz 6l¢timleri
karsilastirildiginda, HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10 ol¢iimleri HT-29 WJ-
MKH (+) grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti. HCT-116 WJ-MKH (+)
[72-1-5, /72-1-10 deney grubunda apoptoz 6lgiimleri, HT-29 WJ-MKH (+) grubundan
anlamh (p <0.05) olarak daha diisiiktii. Toplam gruplarindaki karsilastirmada bir
anlamlilik bulunmadi. Diger yandan her iki kanser hiicresi grubuna MKH kaynagi
eklenmeden olusturulan kontrol grubundaki degerler karsilagtirildiginda, HCT-116 WJ-
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MKH (-) /24-1-5, /24-1-10,/72-1-5, /72-1-10 ve toplam o&lgiimleri HT-29 grubundan
anlaml: (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Sekil 4-2).

90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 - B HT-29
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Sekil 4-2:WJ-MKH'nin HT-29 ve HCT-116 kanser hiicreleri iizerine apoptotik etkisi

4.2.2. KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve PKMH’ler Uzerindeki
Apoptoz Analizleri

Flow sitometri sonuclar1 iizerinden KK-MKH’lerin KRK hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkileri karsilastirildiginda, HCT116 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5,
[72-1-10, toplam 6l¢iimlerinde, KK-MKH (-) 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak
daha yiiksekti.

Diger kolorektal kanser hiicre hatti olan HT-29 iizerine apoptotik etkilerinin
flow sitometrik sonuglari analiz edildiginde ise HT29 KKMSC (+) /24-1-5, /24-1-10,
[72-1-5, [72-1-10, toplam o6l¢iimlerinde, KK-MKH (-) élgiimlerinden anlamli (p <0.05)
olarak daha yiiksekti.

Flow sitometrik olarak KK-MKH’nin saglikli bir hiicre grubu olan PKMH’ler
tizerindeki apoptotik etkileri analiz edildiginde PKMH KKMSC (+) /24-1-5, /24-1-10 ,
[72-1-5, [72-1-10, toplam o6l¢iimlerinde, KK-MKH (-) élgiimlerinden anlamli (p <0.05)
olarak daha yiiksekti (Tablo 4-2).
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Tablo 4-2:KK-MKH'lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve Saghkh PKMH Uzerine
Flow Sitometrik Apototik EtKisi

Apoptoz
KK-MKH (+) KK-MKH (-) p
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
[24-1-5 71,43 + 2,88 73,20 1,20 + 0,17 1,20 0,007
g [24-1-10 73,77 + 2,00 75,00 093 + 0,13 0,90 0,007
~ /72-1-5 2510 + 148 24,90 2,07 + 1,07 2,40 0,007
% [72-1-10 28,13 + 3,09 27,70 1,67 + 0,88 2,20 0,007
Toplam 49,61 + 23,48 49,75 1,47 + 0,80 1,15 0,000
[24-1-5 7447 + 6,30 72,90 293 + 1,78 2,40 0,007
o  [24-1-10 6127 + 9,50 67,40 233 + 155 1,90 0,007
f.'“ [72-1-5 66,30 + 7,37 64,40 353 + 0,82 3,20 0,007
T /72110 63,17 + 9,28 69,00 310 + 0,77 280 0,007
Toplam 66,30 + 9,38 67,95 298 + 1,32 2,80 0,000
[24-1-5 1,10 + 0,23 1,20 0,30 + 0,09 0,30 0,006
T /24-1-10 140 + 069 1,40 0,13 + 0,05 0,10 0,007
E [72-1-5 1,90 + 0,53 2,20 0,17 + 0,05 0,20 0,006
Q  /72-1-10 2,17 + 1,06 1,90 0,17 + 0,10 0,10 0,002
Toplam 164 + 0,79 1,35 0,19 + 0,10 0,20 0,000

Kordon kani kaynakli MKH’lerin kanser hatlar1 iizerine apoptotik etkileri
karsilastirildiginda ise HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-10 dl¢timleri HT-29 KK-MKH (+)
grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti. HCT-116 KK-MKH (+) /72-1-5,
[72-1-10 deney gruplarinda apoptoz olgiimleri HT-29 grubundan anlamli (p <0.05)
olarak daha diisiiktii. HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5 ve toplam grubunda ol¢iimleri
HT-29 grubundan anlamlilik (p >0.05) saptanamadi. Diger yandan her iki kanser
hiicresi grubuna MKH kaynagi eklenmeden olusturulan kontrol grubundaki degerler
karsilagtirildiginda, HCT-116 KK-MKH (-) /24-1-5, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam deney
gruplarinin 6l¢iimleri HT-29 grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii. HCT-
116 KK-MKH (-) /24-1-10 o6l¢imleri HT-29 grubuna gore anlamlilik (p >0.05)
saptanamadi (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3:KK-MKH'nin HT-29 ve HCT-116 kanser hiicreleri iizerine apoptotik etkisi

4.2.3. WJ-MKH ve KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser ve PKMH’ler Uzerindeki
Apoptoz Analizleri

Farkli MKH kaynaklarinin, HCT-116 KRK hiicrelerinin deney analizi
yapildiginda, KK-MKH (+) grubunda HCT-116 /24-1-5, /24-1-10 deney grubu WJ-
MKH (+) deney grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti. KK-MKH (+)
grubunda HCT-116 /72-1-5, /72-1-10 ve toplam WJ-MKH (+) grubundan anlaml: (p
<0.05) olarak daha diisiiktii.

Diger KRK hattt HT-29 igin, KK-MKH (+) HT29 /24-1-5, /24-1-10 ve toplam
gruplarinda WJ-MKH (+) grubundan anlaml: (p <0.05) olarak daha yiiksekti. KK-MKH
(+) grubunda HT-29 /72-1-5, /72-1-10 WJ-MKH (+) grubundan anlamli (p <0.05)
olarak daha diisiiktii.

Saglikli hiicre hatt1 olarak PKMH kontrol grubunun deneylerinin analizi
yapildiginda, KK-MKH (+) grubunda PKMH /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5, /72-1-10 ve
toplam WJIMSC (+) grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-3).
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Tablo 4-3:WJ-MKH ve KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicreleri ve Saghkh PKMH
Uzerindeki Flow Sitometrik Apoptotik Etkisi

Apoptoz
WJI-MKH (+) KK-MKH (+) p
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
[24-1-5 62,43 + 0,30 62,40 71,43 + 2,88 73,20 0,000
“:|.° [24-1-10 66,47 + 1,99 66,40 73,77 + 2,00 75,00 0,000
= [72-1-5 64,93 + 8,63 60,80 25,10 + 1,48 2490 0,000
(I) [72-1-10 56,23 + 10,46 61,00 28,13 £ 3,09 27,70 0,000
Toplam 62,52 + 7,66 62,60 49,61 + 2348 49,75 0,000
[24-1-5 29,43 + 3,26 29,80 74,47 + 6,30 72,90 0,000
o [24-1-10 28,17 + 2,13 26,80 61,27 £ 9,50 67,40 0,000
}NL [72-1-5 81,93 + 1,35 82,40 66,30 + 7,37 64,40 0,000
. [72-1-10 85,67 + 1,35 85,20 63,17 + 9,28 69,00 0,000
Toplam 56,30 + 28,00 56,60 66,30 + 9,38 67,95 0,000
[24-1-5 3,23 + 0,89 3,50 0,30 + 0,09 0,30 0,000
T~ /24-1-10 157 + 0,13 1,60 0,13 + 0,05 0,10 0,000
S /7215 237 + 078 230 017 + 0,05 0,20 0,000
& /72-1-10 160 + 0,38 1,80 0,17 £ 0,0 0,10 0,000
Toplam 2,19 + 0,91 1,85 0,19 + 0,10 0,20 0,000
4.2.4. WJ-MKH ile KK-MKH’nin HCT-116 Kanser Hiicreleri ve  Saghkh

PKMH’ler Uzerindeki Apoptoz Analizleri

Farkli iki MKH kaynagimin HCT-116 kanser hiicreleri ve saglikli PKMH

hiicrelerinin apoptotik degerlerinin analizi kiyaslandiginda, WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-

1-10, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam gruplarinda 6lgiimleri PKMH kontrol grubundan

anlaml: (p <0.05) olarak daha ytiksekti.

Diger yandan, KK-MKH (+) HCT-116 /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5, /72-1-10 ve
toplam gruplarinda 6lgtimlerin apoptoz sonuglar1 PKMH grubundan anlamli (p <0.05)
olarak daha yiiksekti (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: WJ-MKH ve KK-MKH'lerin HCT-116 deney grubu ile PKMH kontrol grubu
iizerindeki apoptotik etkilerinin karsilastirilmasi

4.2.5. WJ-MKH ile KK-MKH’nin HT-29 Kanser Hiicreleri ve Saghkh PKMH’ler
Uzerindeki Apoptoz Analizleri

Farkli iki MKH kaynaginin HT-29 kanser hiicreleri ve saghikli PKMH
hiicrelerinin apoptotik degerlerinin analizi kiyaslandiginda, WJ-MKH (+) HT-29 /24-1-
5, /24-1-10, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam gruplarmin olgtimleri PKMH grubundan
anlaml: (p <0.05) olarak daha yiiksekti. Diger yandan, HT-29 grubunda KK-MKH (+)
[24-1-5, /24-1-10, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam gruplarindaki 6lgiimleri PKMH kontrol
grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5:WJ-MKH ve KK-MKH'lerin HT-29 deney grubu ile PKMH kontrol grubu
iizerindeki apoptotik etkilerinin karsilagtirilmasi
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4.3. ELISA KASPAZ-3 PROTEIN DEGiSIMLERININ ANALIiZI

4.3.1. WJ-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ile PKMH’ler Uzerindeki
Kaspaz-3 Analizleri

Kaspaz bagimli apoptotik yolaklarin degerlendirmesinde ELISA kaspaz-3
protein degisimi iizerinden analizler yapildi. WJ-MKH’lerin KRK hiicreleri ve saglikli
PKMH iizerindeki kaspaz-3 protein degisimi karsilastirildiginda, HCT-116 WJ-MKH
(+) /24-1-5, /24-1-10, [72-1-5, [72-1-10 ve toplam deney gruplar1 kaspaz-3 degisimi
WJ-MKH (-) élgtimlerinden anlaml: (p <0.05) olarak daha yiiksekti. Diger kolorektal
kanser hiicrelerinden elde edilen deney grubunda ise HT-29 WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-
1-10, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam deney gruplarmin 6lgiimlerinde kaspaz-3 degisimi,
WJ-MKH (-) gruplar1 6lgtimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol
grubu olan PKMH’nin kaspaz-3’lin protein degisim analizleri degerlendirildiginde,
PKMH WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam grubu
ol¢iimlerinde kaspaz-3 degisimi, WJ-MKH (-) 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak
daha yiiksekti (Tablo 4-4).

Tablo 4-4:WJ-MKH'lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve Saghkh PKMH Uzerindeki
ELISA Kaspaz-3 Degisimleri

Kaspaz-3 Degisimi

WJI-MKH (+) WJ-MKH (-) P
Ort.+ss Medyan Ort.%ss Medyan
/2415 08l + 001 081 021 + 00l 021 0,006
Q24110 1,00 + 001 1,00 021 + 001 021 0,007
T /7215 1,03 + 060 1,33 036 + 005 036 0,048
Q /72110 1,55 + 008 1,60 035 + 005 034 0,007
Toplam 1,10 = 040 1,01 028 + 008 026 0,000
/2415 1,04 + 023 105 034 + 013 028 0,007
o /24110 124 + 010 1,25 019 + 008 021 0,007
27215 128 + 006 1,32 042 + 006 046 0,006
T 72110 1,63 + 005 165 032 + 002 033 0,007
Toplam 1,30 = 025 1,31 032 + 012 031 0,000
/24-15 024 + 001 0,24 013 + 000 013 0,007
L /24110 018 £ 005 021 008 + 005 011 0,007
2 7215 030 + 001 030 013 + 000 013 0,007
D 72110 031 + 004 031 012 + 000 012 0,024
Toplam 0,26 + 0,06 0,26 012 + 003 012 0,000
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Yalnizca deney gruplari olan KRK hiicre hatlar ile MKH kaynaklarinin kaspaz-
3 degisimleri degerlendirildiginde, HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-10, /72-1-10 ve
toplam gruplarinda kaspaz-3 degisimi 6l¢iimleri, HT29 grubundan anlamli (p <0.05)
olarak daha distikti. HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-5, /72-1-5 gruplarinda kaspaz-3
olgtimleri, HT-29 grubuna goére anlamhlik (p >0.05) saptanamadi. Diger yandan MKH
eklenmeyen kontrol gruplar1 degerlendirildiginde ise HCT-116 WJ-MKH (-) /24-1-5,
[72-1-5 ve [72-1-10 kaspaz-3 olgiimleri, HT-29 grubundan anlamli (p<0.05) olarak
daha distikti. HCT-116 WJ-MKH (-) /24-1-10 ve toplam grubu degerleri, HT-29
grubuna gore anlamlilik (p >0.05) saptanamadi (Sekil 4-6).

Sekil 4-6:WJ-MKH'nin HT-29 ve HCT-116 kanser hiicreleri iizerine kaspaz-3 degisimi

4.3.2. KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve PKMH’ler Uzerindeki
Kaspaz-3 Degisimi Analizleri

Kaspaz-3’iin KK-MKH ile yapilmis deney ve kontrol grubularinin bulgularinin
analizi yapildiginda ise HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5 ol¢timlerinde kaspaz-3
degisimi, KK-MKH (-) dlgtimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii. HCT-116
KK-MKH (+) /24-1-10 , /72-1-5, /72-1-10 ve toplam &l¢iimlerinde kaspaz-3 degisimi,
KK-MKH (-) élgtimlerinden anlaml: (p <0.05) olarak daha yiiksekti. Diger kanser hatti
degerlendirildiginde HT-29 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10 , /72-1-5, /72-1-10 ve
toplam o&lgtimlerinde kaspaz-3 degisimi, KK-MKH (-) élgiimlerinden anlamli (p <0.05)
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olarak daha yiiksekti. PKMH KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10 , /72-1-5, [72-1-10 ve
toplam kontrol gruplarinin 6lgtimlerinde ELISA kaspaz-3 degisimi, KK-MKH (-)
ol¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-5).

Tablo 4-5:KK-MKH'lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve Saghikh PKMH Uzerindeki
ELISA Kaspaz-3 Degisimi

Kaspaz-3 Degisimi

KK-MKH (+) KK-MKH (-) p
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
2415 041 + 001 041 049 = 007 051 0,048
S 124-1-10 083 + 009 082 0,20 = 0,00 020 0,007
C 7215 119 + 041 1,23 1,07 = 013 1,0 0,007
€ 72110 180 + 011 1,81 0,67 = 013 071 0,007
Toplam 1,06 = 053 0,99 061 = 034 053 0,000
/2415 0,50 = 0,00 0,50 034 + 001 034 0007
o /24110 128 + 001 1,28 021 = 0,00 021 0,007
Po7215 128 + 013 1,30 040 = 017 041 0,007
T 7241410 151 + 022 1,60 037 = 011 035 0,007
Toplam 1,14 = 041 1,28 033 = 0,12 033 0,000
/24-15 022 + 003 021 012 = 000 012 0,007
L 24110 022 + 001 0,21 011 = 0,00 011 0,007
S /1215 031+ 007 029 0,10 = 005 013 0,007
D 72110 029 = 0,05 027 0,09 = 0,05 012 0,002
Toplam 0,26 = 0,06 023 011 = 0,04 012 0,000

Kaspaz-3 degisiminin KRK hiicreleri tizerindeki KK-MKH’nin etkileri
degerlendirildi. HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, toplam gruplarinda kaspaz-
3 ol¢iimleri, HT-29 grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diistiktii ve HCT-116 KK-
MKH (+) /72-1-10 grubunda HT-29 grubuna gore anlamli (p<0.05) olarak yiiksek
saptandi. HCT-116 KK-MKH (+) /72-1-5 kaspaz-3 ol¢iimleri HT-29 grubuna gore
anlamhilik (p>0.05) saptanamadi. Ayn1 kosullarda MKH eklenmeyen kontrol gruplari
degerlendirildiginde ise HCT-116 KK-MKH (-) /24-1-5, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam
kaspaz-3 degisim ol¢iimleri HT-29 grubundan anlaml: (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
HCT-116 KK-MKH (-) /24-1-10 grubunda ELISA kaspaz-3 ol¢tiimleri ise HT-29
grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha diistiktii (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7:KK-MKH'nin HT-29 ve HCT-116 kanser hiicreleri iizerine kaspaz-3 degisimi

4.3.3. WJ-MKH ve KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser ve PKMH’ler Uzerindeki
Kaspaz-3 Degisimi Analizleri

Farkl1 iki MKH’nin, her iki kanser hiicresinde ve saglikli PKMH’ler {izerindeki
kaspaz-3 degisimlerinin bulgular1 da analiz edildi. HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5 ve
[24-1-10 kaspaz-3 ol¢iimii, WJ-MKH (+) grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha
diistiktii. HCT-116 KK-MKH (+) /72-1-10 kaspaz-3 degisimi, WJ-MKH (+) grubundan
anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. HCT-116 KK-MKH (+) /72-1-5 ve toplam
grubundan kaspaz-3 6lgtimii, WJ-MKH (+) grubundan anlamlilik (p>0.05) saptanmadi.

Diger yandan HT-29 KK-MKH (+) /24-1-5 o6l¢iimlerinde kaspaz-3 olgtimleri,
WJ-MKH (+) grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diisiikti. HT-29 KK-MKH (+)
[24-1-10, /72-1-5, [/72-1-10 ve toplam gruplar1 6l¢iimlerinde kaspaz-3 degisimi, WJ-
MKH (+) grubuna gére anlamlilik (p>0.05) saptanamadi.

Kontrol grubu olan PKMH KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10 , /72-1-5, /72-1-10

ve toplam gruplarinin 6l¢iimlerinde kaspaz-3 degisimi, WJ-MKH (+) grubuna gore
anlamlilik (p >0.05) saptanamadi (Tablo 4-6).
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Tablo 4-6:WJ-MKH ve KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicreleri ve Saghkh PKMH
Uzerindeki ELISA Kaspaz-3 Degisimleri

Kaspaz-3 Degisimi

WJI-MKH (+) KK-MKH (+) b
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
[24-1-5 0,81 + 0,01 0,81 0,41 + 0,01 0,41 0,000
© /24-1-10 1,00 + 0,01 1,00 0,83 + 0,09 0,82 0,000
r_.' [72-1-5 1,03 + 0,60 1,33 1,19 + 0,11 1,23 0,227
LI) /72-1-10 1,55 + 0,08 1,60 1,80 + 0,11 1,81 0,000
Toplam 1,10 + 0,40 1,01 1,06 £ 0,53 0,99 0,761
[24-1-5 1,04 + 0,23 1,05 0,50 + 0,00 0,50 0,000
o /24-1-10 1,24 + 0,10 1,25 1,28 + 0,01 1,28 0,227
E [72-1-5 1,28 + 0,06 1,32 1,28 + 0,13 1,30 0,687
= /72-1-10 1,63 + 0,05 1,65 151 + 0,22 1,60 0,687
Toplam 1,30 + 0,25 1,31 1,14 + 0,41 1,28 0,128
[24-1-5 0,24 + 0,01 0,24 0,22 + 0,03 0,21 0,227
/24-1-10 0,18 + 0,05 0,21 0,22 + 0,01 0,21 0,102
% [72-1-5 0,30 + 0,01 0,30 0,31 + 0,07 0,29 0,414
E /72-1-10 0,31 + 0,04 0,31 0,29 + 0,05 0,27 0,414
Toplam 0,26 + 0,06 0,26 0,26 + 0,06 0,23 0,335

43.4.WJ-MKH ile KK-MKH’nin HCT-116 Kanser Hiicreleri ve  Saghkh
PKMH’ler Uzerindeki Kaspaz-3 Degisimi Analizleri

Deney gruplarindan HCT-116 ile ayn1 kosullarda olusturulmus PKMH kontrol
gruplarinin verileri de karsilagtirildi. HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5,
/72-1-10 ve toplam gruplarindaki kaspaz-3 degisimleri ise PKMH grubundan anlaml
(p<0.05) olarak daha yiiksekti. HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5, /72-
1-10 ve toplam gruplarinda kaspaz-3 ol¢iimleri, PKMH grubundan anlamli (p<0.05)
olarak daha yiiksekti (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8:WJ-MKH ve KK-MKH'lerin HCT-116 deney grubu ile PKMH kontrol grubu
iizerindeki kaspaz-3 degisimlerinin karsilastirilmasi

4.3.5. WJ-MKH ile KK-MKH’nin HT-29 Kanser Hiicreleri ve Saghkhh PKMH’ler
Uzerindeki Kaspaz-3 Degisimi Analizleri

Deney gruplarindan HT-29 ile aymi kosullarda olusturulmus PKMH kontrol
gruplarinin verileri de karsilastirildi. HT-29 WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5,
[72-1-10 ve toplam gruplarinin kaspaz-3 degisimi 6l¢iimleri, PKMH grubundan anlamh
(p<0.05) olarak daha yiiksekti. HT-29 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5, /72-1-
10 ve toplam gruplarinin kaspaz-3 olgtimleri, PKMH grubundan anlamli (p <0.05)
olarak daha yiiksekti (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9:WJ-MKH ve KK-MKH'lerin HT-29 deney grubu ile PKMH kontrol grubu
iizerindeki kaspaz-3 degisimlerinin karsilastirilmasi

4.4, ELISA HTRA2/Omi PROTEIN DEGIiSIMLERININ ANALIZi

4.4.1. WJ-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ile PKMH’ler Uzerindeki
HTRA2/Omi Degisim Analizleri

Kolorektal kanser hiicre hatlar1 ile saghkli PKMH’lerle yapilan deney
gruplarinda  WJ-MKH’nin HTRA2/Omi protein  degisimlerinin  analizi de
gergeklestirildi. HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10 , /72-1-10 ve toplam
gruplarinin HTRA2/Omi o6lgiimlerinde, WJ-MKH (-) 6l¢iimlerinden anlaml: (p<0.05)
olarak daha yiiksekti. HCT-116 WJ-MKH (+) /72-1-5 HTRA2/Omi degisimi, WJ-MKH
(-) 6l¢timlerine gore anlamlilik (p>0.05) saptanamadi. HT-29 WJ-MKH (+) /72-1-5,
[72-1-10 ve toplam olgiimlerinde HTRA2/Omi, WJ-MKH (-) 6l¢iimlerinden anlaml
(p<0.05) olarak daha yiiksekti. HT-29 WJ-MKH (+) /24-1-5 ve /24-1-10 olgiimlerinde
HTRA2/0Omi degisimi, WJ-MKH (-) 6l¢iimlerine gore anlamlilik (p>0.05) saptanamadi.
Saglikhh PKMH WJ-MKH (+) /24-1-10 , /72-1-5, /72-1-10 ve toplam oSl¢iimlerinde
HTRA2/Omi degisimi, WJ-MKH (-) ol¢iimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
yiksekti. PKMH WJ-MKH (+) /24-1-5 6l¢iimlerinde HTRA2/Omi degisimi, WJ-MKH
(-) 6lgiimlerine gore anlamlilik (p>0.05) saptanamadi (Tablo 4-7).
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Tablo 4-7:WJ-MKH'lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve Saghkh PKMH Uzerine
ELISA HTRA2/Omi Degisimi Etkisi

HTRA2/Omi Degisimi p
WJ-MKH (+) WJ-MKH (-)
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
[24-1-5 0,054 + 0,005 0,051 0,043 + 0,003 0,043 0,007
“:” /24-1-10 0,055 + 0,005 0,056 0,044 + 0,003 0,045 0,007
~ /72-1-5 0,114 + 0,019 0,121 0,093 + 0,028 0,097 0,141
(:Ig [72-1-10 0,124 + 0,023 0,135 0,069 + 0,009 0,067 0,007
Toplam 0,087 + 0,036 0,075 0,062 + 0,025 0,053 0,000
[24-1-5 0,050 + 0,008 0,048 0,045 + 0,005 0,045 0,369
o [24-1-10 0,054 + 0,004 0,054 0,158 + 0,182 0,043 0,857
|(_\'J /72-1-5 0,093 + 0,005 0,094 0,062 + 0,010 0,066 0,007
. /72-1-10 0,100 + 0,001 0,101 0,056 + 0,007 0,060 0,007
Toplam 0,074 + 0,023 0,074 0,080 + 0,098 0,050 0,000
[24-1-5 0,059 + 0,001 0,060 0,059 + 0,002 0,060 0,335
T /24-1-10 0,203 + 0,223 0,060 0,052 + 0,002 0,052 0,048
E [72-1-5 0,073 + 0,005 0,070 0,067 + 0,002 0,067 0,024
O /72-1-10 0,064 + 0,002 0,064 0,056 + 0,005 0,058 0,024
Toplam 0,100 + 0,123 0,063 0,059 + 0,006 0,059 0,000

Yalnizca deney gruplart olan KRK hiicre hatlar1 ile WJ-MKH kaynaginin
HTRA2/Omi degisimleri degerlendirildiginde, HCT-116 WJ-MKH (+) /72-1-5, /72-1-
10 HTRA2/Omi olgiimleri, HT-29 grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10 HTRA2/Omi degisimi 6l¢iimleri, HT-29
grubuna gore anlamhlik (p>0.05) saptanamadi. HCT-116 WJ-MKH (-) /72-1-5
HTRA2/Omi degisimi olgtimleri, HT-29 grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha
yiksekti. HCT-116 WJ-MKH (-) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-10 ve toplam HTRA2/Omi
degisimi 6l¢timleri, HT-29 grubuna goére anlamhilik (p>0.05) saptanamadi (Sekil 4-10).



50

B HCT-116
EHT-29

Sekil 4-10:WJ-MKH'nin HT-29 ve HCT-116 kanser hiicreleri iizerine HTRA2/Omi
degisimi etkisi

4.4.2. KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ile PKMH’ler Uzerindeki
HTRA2/Omi Degisim Analizleri

Caligmada KRK hiicre hatlar ile saglikli PKMH’lerle yapilan deney gruplarinda
KK-MKH’nin HTRA2/Omi protein degisimlerinin analizi de gergeklestirildi. HCT-116
KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-10 ve toplam ol¢iimlerinde, HTRA2/Omi
degisimi KK-MKH (-) 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti. HCT-116
KK-MKH (+) /72-1-5 6lgiimlerinde HTRA2/Omi degisimi, KK-MKH (-) dlgtimleriyle
karsilagtirildiginda anlamlilik (p >0.05) saptanamadi. HT-29 KK-MKH (+) /24-1-10,
/72-1-10 ve toplam &lgiimlerinde HTRA2/Omi degisimi, KK-MKH (-) dlgiimlerinden
anlamh (p <0.05) olarak daha yiiksekti. HT-29 KK-MKH (+) /72-1-5 6lgiimlerinde
HTRA2/Omi degisimi, KK-MKH (-) olgtimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
diisiiktii. HT-29 KK-MKH (+) /24-1-5 6lgiimlerinde HTRA2/Omi degisimi, KK-MKH
(-) olgimlerine gore anlamhlik (p>0.05) saptanamadi. PKMH KK-MKH (+) /24-1-5,
[24-1-10 , /72-1-5, /72-1-10, toplam o6l¢iimlerinde HTRA2/Omi degisimi, KK-MKH (-)
olgtimlerinden anlaml (p<0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-8).
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Tablo 4-8:KK-MKH'lerin Kolorektal Kanser Hiicre Hatlar1 ve Saghkh PKMH Uzerine
ELISA HTRA2/Omi Degisimi Etkileri

HTRA2/Omi Degisimi
KK-MKH (+) KK-MKH (-) p
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
[24-1-5 0,057 + 0,003 0,055 0,051 + 0,002 0,050 0,006
g /24-1-10 0,057 + 0,012 0,058 0,046 + 0,003 0,046 0,048
— [/72-1-5 0,072 + 0,010 0,075 0,084 + 0,013 0,090 0,141
(i) /72-1-10 0,091 + 0,003 0,092 0,079 + 0,014 0,087 0,048
Toplam 0,069 + 0,016 0,066 0,065 + 0,019 0,057 0,000
[24-1-5 0,054 + 0,001 0,054 0,056 + 0,004 0,057 0,369
o [24-1-10 0,061 + 0,002 0,061 0,050 + 0,001 0,050 0,007
c,lj /72-1-5 0,064 + 0,003 0,064 0,067 + 0,007 0,065 0,024
T 72-110 0,076 + 0,008 0,077 0,060 + 0,008 0,063 0,007
Toplam 0,064 + 0,009 0,062 0,058 + 0,008 0,059 0,004
/24-1-5 0,086 + 0,007 0,084 0,063 + 0,005 0,060 0,007
-~ /24-1-10 0,081 + 0,008 0,083 0,057 + 0,006 0,057 0,007
E /72-1-5 0,083 + 0,001 0,083 0,068 + 0,004 0,068 0,007
O /72-1-10 0,314 + 0,357 0,080 0,057 + 0,005 0,059 0,002
Toplam 0,141 + 0,199 0,083 0,061 + 0,007 0,061 0,000

Yalnizca deney gruplart olan KRK hiicre hatlar1 ile KK-MKH kaynaginin
HTRA2/Omi degisimleri degerlendirildiginde, HCT-116 KK-MKH (+) /72-1-5, /72-1-
10 HTRA2/0Omi degisimi 6l¢timleri, HT-29 grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha
yiiksekti. HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10 ve toplam HTRA2/Omi degisimi
olgiimleri, HT-29 grubuna gore anlamlilik (p>0.05) saptanamadi. HCT-116 KK-MKH
(-) /24-1-5 ve [24-1-10 HTRA2/Omi degisimi ol¢imleri, HT-29 grubundan anlaml
(p<0.05) olarak daha disiiktii. HCT-116 KK-MKH (-) /72-1-5 ve /72-1-10 HTRA2/Omi
degisimi olgtimleri, HT-29 grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. HCT-116
KK-MKH (-) toplam HTRA2/Omi degisimi, HT-29 grubundan anlamli (p<0.05) olarak
daha diisiiktii (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11:KK-MKH'nin HT-29 ve HCT-116 kanser hiicreleri iizerine HTRA2/Omi
degisimi etkisi

Ondeki agik gri siitunlar HCT-116, arkadaki koyu gri siitunlar HT-29’lar1 gostermektedir.

4.4.3. WJ-MKH ve KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser ve PKMH’ler Uzerindeki
HTRA2/Omi Degisim Analizleri

Farkli iki MKH’nin, her iki kanser hiicresinde ve saglikli PKMH’ler iizerindeki
HTRA2/Omi degisimlerinin bulgular1 da analiz edildi. HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5
HTRA2/0Omi degisimi, WJ-MKH (+) grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
HCT-116 KK-MKH (+) /72-1-5, /72-1-10 HTRA2/Omi degisimi, WJ-MKH (+)
grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diisiikti. HCT-116 KK-MKH (+) grubunda
[24-1-10 ve toplam HTRA2/Omi degisimi, WJ-MKH (+) grubundan anlamlilik
(p>0.05) saptanmadi. HT-29 KK-MKH (+) /24-1-10 olgiimlerinde HTRA2/Omi
degisimi WJ-MKH(+) grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. HT-29 KK-
MKH (+) /72-1-5, /72-1-10 ve toplam o6lgiimlerinde HTRA2/Omi degisimi, WJ-MKH
(+) grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha disiikti. HT-29 KK-MKH (+) /24-1-5
olgiimlerinde HTRA2/0Omi degisimi, WJ-MKH (+) grubuna goére anlamlilik (p>0.05)
saptanamadi. PKMH KK-MKH (+) /24-1-5, /72-1-5, /72-1-10 ve toplam o&lgtimlerinde
HTRA2/Omi degisimi, WJ-MKH (+) grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha
yiksekti. PKMH KK-MKH (+) /24-1-10 dlgimlerinde HTRA2/Omi degisimi, WJ-
MKH (+) grubundan anlamhilik (p>0.05) saptanmadi (Tablo 4-9).
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Tablo 4-9:WJ-MKH ve KK-MKH’lerin Kolorektal Kanser Hiicreleri ve Saghkh PKMH
Uzerindeki ELISA HTRA2/Omi Degisimleri

HTRA2/Omi Degisimi
WJ-MKH (+) KK-MKH (+) p
Ort.+ss Medyan Ort.tss Medyan
/24-1-5 0,054 + 0,005 0,051 0,057 + 0,003 0,055 0,044
“:|.° /24-1-10 0,055 + 0,005 0,056 0,057 + 0,012 0,058 0,687
— /72-1-5 0,114 + 0,019 0,121 0,072 + 0,010 0,075 0,000
% /72-1-10 0,124 + 0,023 0,135 0,091 + 0,003 0,092 0,001
Toplam 0,087 + 0,036 0,075 0,069 + 0,016 0,066 0,171
/24-1-5 0,050 + 0,008 0,048 0,054 + 0,001 0,054 0,227
o [24-1-10 0,054 + 0,004 0,054 0,061 + 0,002 0,061 0,005
,c_\'J [72-1-5 0,093 + 0,005 0,094 0,064 + 0,003 0,064 0,000
T 72-110 0,100 + 0,001 0,101 0,076 + 0,008 0,077 0,000
Toplam 0,074 + 0,023 0,074 0,064 + 0,009 0,062 0,000
/24-1-5 0,059 + 0,001 0,060 0,086 + 0,007 0,084 0,000
T~ /24-1-10 0,203 + 0,223 0,060 0,081 + 0,008 0,083 0,227
E [72-1-5 0,073 + 0,005 0,070 0,083 + 0,001 0,083 0,000
Q- /72-1-10 0,064 + 0,002 0,064 0,314 + 0,357 0,080 0,000
Toplam 0,100 + 0,123 0,063 0,141 + 0,199 0,083 0,000

4.44.WJ-MKH ile KK-MKH’lerin HCT-116 Kanser Hiicreleri ve Saghkh
PKMH’ler Uzerindeki HTRA2/Omi Degisim Analizleri

Deney gruplarindan HCT-116 ile ayn1 kosullarda olusturulmus PKMH kontrol
gruplarinin verileri de karsilastirtldi. HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-5 HTRA2/Omi
degisimi ol¢iimleri PKMH grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diistikti. HCT-116
WJ-MKH (+) /72-1-5 ve [72-1-10 HTRA2/Omi degisimi 6l¢iimleri PKMH grubundan
anlaml: (p<0.05) olarak daha yiiksekti. HCT-116 WJ-MKH (+) /24-1-10 ve toplam
HTRA2/Omi degisimi ol¢iimleri PKMH grubuna gore anlamlilik (p>0.05) saptanamadi.
HCT-116 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5 ve toplam HTRA2/Omi degisimi
olgiimleri, PKMH grubundan anlaml: (p<0.05) olarak daha diisiiktii. HCT-116 KK-
MKH (+) /72-1-10 HTRA2/Omi degisimi dl¢iimleri, PKMH grubuna gore anlamlilik
(p>0.05) saptanamadi (Sekil 4-12).
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Sekil 4-12:WJ-MKH ve KK-MKH'lerin HCT-116 deney grubu ile PKMH kontrol grubu
iizerindeki HTRA2/Omi degisimlerinin karsilastirilmasi

4.4.5. WJ-MKH ile KK-MKH’lerin HT-29 Kanser Hiicreleri ve Saghkli PKMH’ler
Uzerindeki HTRA2/Omi Degisim Analizleri

Deney gruplarindan HT-29 ile aymi kosullarda olusturulmus konulan PKMH
kontrol gruplarinin verileri de karsilastirildi. HT-29 WJ-MKH (+) /24-1-5 HTRA2/Omi
degisimi o6l¢iimleri, PKMH grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha disiiktii. HT-29
WJ-MKH (+) /72-1-5 ve /72-1-10 HTRA2/Omi degisimi 6lg¢iimleri, PKMH grubundan
anlaml (p<0.05) olarak daha yiiksekti. HT-29 WJ-MKH (+) /24-1-10 ve toplam
HTRA2/Omi degisimi o&lgtimleri, PKMH grubuna gore anlamhilik (p>0.05)
saptanamadi. HT-29 KK-MKH (+) /24-1-5, /24-1-10, /72-1-5 ve toplam HTRA2/Omi
degisimi 6l¢iimleri, PKMH grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diisiikti. HT-29
KK-MKH (+) /72-1-10 HTRA2/Omi degisimi ol¢iimleri, PKMH grubuna gore
anlamhilik (p>0.05) saptanamadi (Sekil 4-13).
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Sekil 4-13:WJ-MKH ve KK-MKH'lerin HT-29 deney grubu ile PKMH kontrol grubu
iizerindeki HTRA2/Omi degisimlerinin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Kok hiicreler sahip olduklar1 birgok 6zellik ve potansiyeller sebebiyle kullanim
alanlar1 giin gectikce artmaktadir. Ozellikle asimetrik boliinme yetenekleri rejeneratif
tip icin onlar1, smirsiz bir kaynak haline getirmektedir (1). Ozellikleri arasinda bulunan
kendini yenileme, bir¢cok hiicre tipine doniisebilme ve implante edildigi dokunun
hiicreleri mikrogevresi ile iletisime girip ihtiyag duyulan tedavi dogrultusunda yanit
olusturmasi sebebiyle kok hiicreler, bulundugumuz yiizyilin saglik ve biyoloji biliminin

odak konusu haline gelmistir.

Embriyonik germ tabakasinin her i¢iiniin olusturdugu dokulara doniisebilen,
diger kok hiicrelerden farkli hiicre yiizey belirtegleri olan, plastik adherent ve
multipotent erigkin tipteki MKH’ler son zamanlarin dikkat ¢eken kok hiicre grubudur.
Bircok eriskin dokudan izole elde edilebilirken 6zellikle kordon kan1 ve kordon dokusu
dogum sirasinda kolay ulasilabilir ve 6zel bir invaziv islem gerektirmemesi sebebiyle bu
iki kaynak, diger MKH kaynaklarindan kullanim agisindan avantajli olmaktadir. Bu
essiz Ozelliklerinin yani sira g¢esitli kanser ¢aligmalarinda kanser hiicrelerini apoptoza
yonlendirmesi ve kiiltiirii sonrasinda bol miktarda elde edilmesi sebebiyle kullanimi

onem kazanmuistir (3-6).

Diinyada siklig1 {cilinci sirada yer alan kolorektal kanserler karigik
mekanizmasi, kullanilan kemoterapilere kazandigi tolerans, tiimor c¢evresinde olusan
neoanjiyogenez ve lenf nodlar1 araciligiyla yiikksek metastazla agresif-progresif bir
kanser tiiri olmasi sebebiyle bir¢ok biliminsani tarafindan bu karmasik mekanizmalari
ve olusumu gibi sorularin yanitlar1 halen karsilik bulamamistir. Su ana kadar KRK
timorleri ile ilgili sahip oldugumuz bilgiler kisitlidir. Gastrointestinal sistemin kolon ve
rektum epitellerinde bir¢ok mutasyonun birikmesi sonucu bu dokularin, adenomlara
doniismesiyle basladigr diistiniilmektedir (44, 45). KRK tiimorleri 4 evreden olusup 4.
evrenin en malign tiiri oldugu ve erken tarama testlerinin bu baglamda olduk¢a dnemli
oldugu bilinmektedir (49, 50, 86). Ayrica genetik, ailesel ve kalitsal olmak {izere ii¢
farkli tiirii vardir (47, 48). Birgcok kanser tiiriinde oldugu gibi KRK tedavisinde
kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi operasyonlar siklikla kullanilan yontemler
arasindadir. Ancak bu yontemler, tedaviyi uygulayan hekim ve tedaviyi alan hasta i¢in

olduk¢a zahmetli iglemlerdir.



57

Giiniimiizde standardize edilmis olan mevcut kanser tedavileri kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi operasyonlardir. Geleneksel olarak kabul edilen bu tedavilerin
her birinin ¢esitli kisitlamalart mevcuttur. Kanser tedavilerindeki son gelismeler, insan
kok hiicrelerinin anti-kanser Ozelliklerini arastirma yoniindedir (87). Kok hiicrelerin
timor hiicreleri ile interaksiyonunun, kok hiicrelerin salgiladiklart anti-inflamatuar
molekiillerin, anti-kanser mekanizmalar1 i¢in kullandiklar1 yolaklarin daha ayrintili
calisiimas1 ve kesfedilmesi kok hiicrelerin anti-kanser tedavisinde kullanilmasi,

kesfedilmesi ve arastirilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Tiim bu bilgiler 1s18inda tez ¢alismamizda, kordon kani ve Wharton jelinden
MKH’ler izole edilerek hiicre kiiltiirii ile ¢ogaltilmistir. Her iki MKH eldesi, ti¢iincii
pasajindan sonra flow sitometri ile karakterizasyonu yapilmistir. Karakterizasyonda
MKH belirtegleri olarak CD45, CD73, CD90, CD105, CD11b, CD19, CD34, CD45 ve
HLA-DR kullanilmigtir. KRK hiicre hatti1 olarak HCT-116 ve HT-29 hiicreleri uygun
medyum kullanarak hiicre kiiltiiriinde gogaltilmigtir. Ardindan KRK:MKH oranlar1 1/5
ve 1/10 olacak sekilde ile 24 ve 72 saatlik inkiibasyonlarla trans-well sistemde ko-
kiiltir edilerek MKH kaynaklarinin kolon kanserleri iizerindeki apoptotik etkileri
karsilastirilmistir. Ayrica saglikli bir kisiden alinan PKMH’lerle deneyler gruplar ile
ayni sartlar altinda kontrol gruplari olusturulmus ve MKH’lerin saglikli hiicrelerdeki
apoptotik etkisi de deney gruplariyla karsilastirilmistir. Apoptoz degerlendirmek igin
flow sitometri ile Annexin V/PI-FITC yontemi 24 ve 72 saatlik inkiibasyonlar
degerlendirilmistir. Ayrica her inkiibasyon siiresi sonunda hem deney gruplarinin hem
de kontrol gruplarimin siipernatantlar1 saklanip ELISA ile apoptoz belirtecleri olan
HTRA2/Omi ve Kaspaz-3 proteinlerinin degisimleri degerlendirilmistir. Nicel bagimsiz
verilerin analizinde Mann-Whitney U test, bagimli nicel verilerin analizinde Wilcoxon
testi kullamlmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Calismamiz,
hiicre canliligmma bakilarak MKH’nin terapotik etkisinin  degerlendirmesinin
hedeflendigi MKH kaynagi ve kolon kanser hiicre hatlar ¢esitliligi agisindan 6nem arz
etmektedir.

Calismamizda hem WJ-MKH hem de KK-MKH ile HCT-116 ve HT-29 KRK
hiicre hatlarinin trans-well kiiltiirlerinden olusturulan tim deney gruplart (1/5, 1/10

oranlar1 ile 24 ve 72 saatlik kiiltiir inkiibasyonlar1) ve MKH konulmadan olusturulan
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kontrol gruplariyla apoptotik degerlerin karsilastirilmasi yapildiginda, deney grubunda
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir apoptotik belirteclerinde artis oldugu
bulunmustur. Konumuz ile ilgili yapmis oldugumuz literatiir taramalarinda simdiye
kadar kolon kanserlerinin hiicresel in vitro tedavilerinde WJ-MKH ve KK-MKH’lerin
kullanildig bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. De Boeck ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada HCT-116 ve HT-29 iizerinde kemik iligi kaynakli MKH’lerin tiimor
olusumuna katki sagladigi gosterilmistir (88). Diger yandan baska bir ¢alismada ise
adipoz kaynaklit MKH’nin KRK hiicrelerinin proliferasyonunu ve metastazini arttirdig
bulunmustur (89). Farkli kaynaklardan elde edilen MKH’ler ile yapilan in vitro
caligmalarda, yapmis oldugumuz c¢alismadan farkli sonuglar oldugu seklinde
raporlanmistir. Her ne kadar farkli MKH kaynaklarindan ¢alismamizdan farkli sonuglar
raporlanmis olsa da, sonuglarimizi destekleyen ¢alismalar da mevcuttur. Francois ve
arkadaslarinin yapmis oldugu in vivo kemik iligi kaynakli MKH tedavisi ¢alismasinda
ise, mevcut tez ¢alismamizi destekler nitelikte olup kemik iligi kaynaklit MKH nin KRK
timor mikrogevresini diizenleyip kanser biiylimesini durdurdugunu gostermislerdir
(90). Bu ¢alismay1 destekler nitelikte WJ-MKH’nin hem in vitro hem de in vivo’da
mesanede ve in vitro olarak da osteosarkoma, meme ve ovaryum kanserlerinde timor
biiyiimesini zayiflattigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (91, 92). Bir diger yandan Jing
ve arkadaglar1 ise KK-MKH’ nin farelerde pankreas tiimorii ¢evresine ¢ekilip anti-timor
etki gostererek potansiyel bir tedavi olabilecegine dikkat ¢cekmektedir (93).

Kaspaz-3 apoptoz sirasinda proteolitik degredasyonda olduk¢a 6nemli olup
apoptozda aktifleserek 6nemli bir rol oynamaktadir. Mevcut ¢alismamizda deney
gruplart ve MKH eklenmeden olusturulan kontrol gruplari incelendiginde, HCT-
116:WJ-MKH deney grubu i¢in /24-1-5, /24-1-10, /72-1-10 ve toplam gruplarinda
kaspaz-3 protein seviyesinin anlamli (p<0.05) sekilde arttig1 gosterilmistir. Bu bulgu, Fu
ve arkadaslarinin HCT-116 hiicre hatlarinda anti-kanser etkili oldugu ileri siiriilen
ekstrati kullanmalari sonucu anlamli kaspaz-3 seviyesinin artis tespiti bilgisi ile
uyusmaktadir (94).

Apoptoz, intrinsik ve ekstrinsik yolak olmak tiizere birbirine baglh iki yolak
tarafindan tetiklenebilmektedir ve intrinsik yolak mitokondriyal apoptotik proteinlerin
salmimi ile indiiklenir. Bu apoptotik proteinlerden biri olan HTRA2/Omi, AIP’leri
inaktive ederek apoptozun indiiklenmesine sebep olmaktadir. HTRA2/Omi protein

degisimi, kaspaz-3 proteinleri ile benzer sekilde, ayn1 gruplarda, protein seviyesinin
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anlaml: bir sekilde arttig: tespit edilmistir. Bu veriler WJ-MKH’nin HCT-116 lizerinde
hem flow sitometrik apoptoz sonuglart hem de ELISA kaspaz-3 ve HTRA2/Omi protein
degisimleriyle apoptozun varligini géstermekle birlikte apoptozun hem intrinsik hem de
ekstrinsik yolaktan calistigini gostermektedir. /72-1-5 deney grubunda, kontrole gore
kaspaz-3 protein degisimi anlamli (p<0.05) derecede yiiksek iken HTRA2/Omi
verilerinde anlamlilik bulunamamistir. Bu veri HCT-116:WJ-MKH 72 saatlik 1/5 oranli
deney grubu icin gerceklesen apoptozun, efektdor kaspaz-3 etkilesimi ile
gerceklesebildigini gostermektedir. Tim HCT-116:WJ-MKH deneyleri
degerlendirildiginde en etkili kolorektal kanser tedavisinin 72 saat 1/10 oraninda
oldugunu tespit ettik. Sonug¢larimizla benzer sekilde Abbasi ve arkadaslarinin yapmis
oldugu insan WJ-MKH kullanildiklar1 in vitro gastrik kanser caligmasinda, WJ-
MKH’lerin gastrik kanser hiicrelerinin apoptozunu indiiklendigini gostermislerdir (95).

Caligmamiza dahil ettigimiz bir diger KRK hiicre hattt HT-29 i¢in HT-29:WJ-
MKH /72-1-5, [72-1-10 ve toplam deney gruplarinda WJ-MKH eklenmeden olusan
kontrol gruplart karsilastirildiginda deney gruplarinda anlamli derecede hem kaspaz-3
hem de HTRA2/Omi seviyelerinin arttigi gézlemlenmistir. Diger yandan /24-1-5 ve /24-
1-10 gruplarinda kaspaz-3 seviyesi kontrol grubuna goére onemli derecede anlaml
(p<0.05) artig varken HTRA2/Omi degisiminde bu gruplarda anlamlilik bulunmamustir.
Bu veri bize, HT-29:WJ-MKH deneylerinde ozellikle 24 saatlik kiiltiirlerin her iki
oranindaki apoptozun kaspaz bagimli apoptoz yolagindan gergeklesebilecegini
gostermistir. Deneylerimize gore etkin tedavinin HCT-116:WJ-MKH deney gruplarinda
oldugu gibi 72 saat 1/10 oldugunu saptadik. Ayrica bu deney grubuyla daha once
apoptotik etkisi gosterilmis olan solid tiimorlerden meme ve mesane tiimorlerindeki gibi
kolorektal kanserlerde de WJ-MKH’nin apoptotik etkisinin benzer oldugunu gostermis
olduk (92, 96).

Ikinci KRK hattimiz olan HT-29:KK-MKH deney grubu sonuglar1 ile MKH
eklenmeden olusturulan kontrol gruplarimiz karsilastirildiginda, /24-1-10 ve /72-1-10
gruplarinda hem kaspaz-3 hem de HTRA2/Omi protein seviyelerinin anlamli olarak
artigin1 tespit ettik. Diger yandan /72-1-5 grubunda kaspaz-3 seviyesinin arttidi,
HTRA2/Omi’nin ise azaldigin1 bulduk. Ayrica tiim deney gruplarinda kaspaz-3 seviyesi
anlaml olarak artmig oldugunu gozlemledik. Boylece HT-29:KK-MKH tedavisi igin
tim deney gruplarinda kaspaz bagimli yolaktan apoptozun gergeklestigini tespit ettik.
HT-29:KK-MKH sonuglari i¢in, HCT-116 deney gruplarindaki bulguyla benzer olarak,
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72 saat 1/10 oraninin ideal oldugunu tespit ettik. Boylece her iki KRK hiicre hattinda
KK-MKH’ nin anti-tiimorijenik etkisi oldugunu saptadik. Akimoto ve arkadaslari, KK-
MKH’nin ciddi progresif bir beyin timorii olan glioblastomalarda da aymi etkiyi
gosterdigini, KK-MKH’nin salgiladigi ¢esitli kemokinlerin salinmasi ile TRAIL
yolagimin aktive edilip ekstrinsik yolak {izerinden kaspaz-3 aktivasyonunuyla apoptozu
indiikledigini ileri siirmiislerdir (97). Bu bilgi, bizim bulgumuzu destekler niteliktedir.

Ayrica mevcut deney gruplariyla ayni kosullarda olusturdugumuz saglikli
PKMH:MKH kontrol gruplariyla deney gruplarinin tiimiinii karsilastirdigimizda ise her
iki KRK hiicre hatt1 ve her iki MKH kaynaklartyla olusturdugumuz deney gruplarindaki
apoptoz belirteg seviyesinin, sagliklt kontrol grubumuza gore ciddi anlamda (p<0.05)
yiiksek oldugunu tespit ettik. Boylece KK-MKH’nin de WJ-MKH’nin de saglikli
hiicreler lizerinde anlamli bir apoptotik etkisinin olmadigini géstermis olduk. Calisma
amaclarimizdan biri dogrultusunda bu bulgu, kemoterapi, radyoterapi gibi kanser
tedavilerinde kullanilan, hasta agisindan oldukc¢a zahmetli siirecler yasanmasina
sebebiyet veren ve tiimor ¢evresi disinda ¢evre dokunun da tahribatina sebep olan
geleneksel tedavilerin aksine saglikli hiicrelerde apoptoza sebebiyet vermeyen MKH
kaynakl1 hiicresel tedavilerin gelecek i¢in umut vaadeden potansiyel bir yontem oldugu
gortistinii destekler niteliktedir.

Lukomska ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde, MKH’nin elde edilecegi kaynak se¢imi ve yapilan deneylerin tekrar
edilebilir olusu gibi kriterlerin 6nemini vurgulamiglardir (98). Biz de c¢alismamizi
kaynak se¢imi agisindan degerlendirdigimizde, HCT-116 24 saatlik KK-MKH tedaviler,
WJ-MKH tedavilere gore anlamli derecede yiiksek apoptoz degerleri gosterirken, 72
saatlik inkiibasyon sonuglarinda bu durum tam tersine oldugu goézlenmistir. ELISA
sonuglarina degerlendirdigimizde bu farkliligi gosterebilecek anlamli bir kaspaz-3
degeri olmamasina karsin HTRA2/Omi artisinin 72 saatte anlaml: (p<0.05) derecede
WJ-MKH’de etkili oldugunu gordiik. Ayni sekilde HT-29 tedavisi icin MKH kaynaklar1
degerlendirildiginde, HCT-116 tedavisi ile benzer sekilde, 24 saatlik KK-MKH
tedavisinde anlamli derecede apoptozun arttigini, buna karsilik 72 saatlik inkiibasyon
sonucunda ise WJ-MKH’nin HT-29 hiicreleri iizerinde daha yiiksek apoptotik deger
artisinin oldugunu saptadik. 72 saatlik WJ-MKH tedavileri sonucunda, HCT-116
sonuglarinda oldugu gibi, anlamli (p<0.05) derecede artis gostermis HTRA2/Omi

protein seviyesini gozlemledik. Bu sonuglarla 6zellikle, bu tez ¢alismasina benzer in
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vitro ve in vivo arastirmalarda MKH hiicre tedavisi ve KRK gibi solid tiimérler igin
farkl inkiibasyon siiresi ve farkli oranlarda hazirlanacak gelecekte yapilacak anti-kanser
terapi caligmalari i¢in goz 6niinde bulundurulmalidir.

Sporadik tip KRK’larin bir dizi mutasyon ve delesyonun birikimi sonucu
olugmasi sebebiyle oldukca karmasik bir olusum mekanizmast oldugu bildirilmigtir
(99). Calismamizda se¢mis oldugumuz HT-29 sporadik ve kalitsal kokenli KRK
cesididir. HT-29 flow sonucuna gore her ne kadar apoptoz orani yiiksek olsa da, ELISA
ile elde edilen sonuglar da HTRA2/Omi protein seviyesinin HCT-116 hiicre hattina gore
gorece diisiik ¢ikmasi bu 6zelliginin bir sonucu olabilir. Gelecekte yapilacak olan
calismalarda, KRK tedavisinin verimliligi disiiniiliiyorsa, verilerimize gére MKH
kaynakli in vitro hiicre tedavileri her ne kadar basarili gériinse de, KRK ¢esidi ve evresi
ile MKH kaynagimin eldesi sirasindaki tiim asamalarin uygun standartlarda olmasinin
onemli oldugu g6z oniinde bulundurulmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Hogan ve arkadaslarinin kemik iligi kaynakli MKH kullandiklar1 bir ¢aligmada
HCT-116 tiim konsantrasyonlarda diigiikk proliferasyon gosterirken, HT-29 ise artis
gostermistir (100). Bu sonug¢ kismen calismamizla uyumlu olup bizim g¢alismamizda
hem HCT-116’nin hem de HT-29’un MKH kaynaklari tarafindan apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Diger yandan kemik iligi kaynaklit MKH’lerin KRK’larin progresyonunu
durdugunu gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (90, 101, 102). Bu sonuglardaki farkliligin
se¢ilmis olan MKH kaynaginin farkliligindan dolayi olabilecegini ileri siirmekteyiz.

Mezenkimal kok hiicrelerin  farkliliklar1 izole edildikleri doku ¢esitliligi
haricinde, disaridan gelen etkilerle de degisebilmektedir. Yani naif olan MKH in vitro
ortamda farkli dzellikler elde edebilir. Oregin, MKH izolasyonunda kullanilan yontem
degisiklikleri, kiiltiirde kullanilan medyumun igerigi ve hatta kiiltiir ortaminin farkl pH,
hipoksi, pasaj sayis1 gibi durumlar1 dahi MKH’nin etkisini degistirebilmektedir (103,
104). Ayrica tiimor mikrogevresiyle kurmus oldugu adaptif iliskiler sonucu naif olan
MKH’ler karsinoma iligkili  fibroblastlara  doniisiip timor formasyonuna
katilabilmektedirler (105). Bu sebeplerden dolayt MKH’nin ozellikle kanser
tedavilerindeki tartismali sonuglarin sebebi olabilecegi goriisiine katilmakta olup bu
konuda daha net ve kesin sonuglarin elde edilmesi i¢in daha genis kapsamli ¢alismalarin
yapilmasi gerektigini dngormekteyiz.

Caligmamizda hem WJ-MKH’nin hem de KK-MKH’nin her iki KRK hiicre

hatt1, doz ve inkiibasyonda elde edilen terapétik etkisi diistiniildiigiinde tekrar edilebilir
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yeni bir hiicre terapisi gelistirilmesi bakimindan timit vaat edicidir. Bu ¢alisma ile daha
once kolorektal kanserler i¢in kullanilmamis iki ayr1 mezenkimal kok hiicre kaynagi
hiicre terapisi olarak kullanilmis ve bunlarin kolorektal kanser hiicre hatlari {izerindeki
terapOtik etkisi in vitro incelenmis ve ileriye yonelik in vivo veya gelistirilmis in vitro
aragtirmalar i¢in kaynak olusturabilecek bilgiler elde edilmistir. Calismamizdan elde
edilen sonuglarimizla kolorektal kanserde toksik olmayan, kolay elde edilebilir ve ucuz
yeni hiicresel tedavilere yeni bir bakis acis1 kazandirmasi acisindan bir adim olacagini

ve gelecekte yapilacak klinik ¢alismalara 1s1k tutabilecegini 6ngérmekteyiz.
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