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Kanser, insan hastaliklari arasinda iskemik kalp hastaligindan sonra dunya
¢apinda ikinci 6lum nedenidir. Karsinogenez, saglikli hucrelerin kotu huylu hicre
tipine donmesi seklinde tanimlanir. Karsinogenez, genetik/epigenetik ve tumor
mikro cevresinin karsilikli etkilesimi ile kanser olusmaktadir. Ucli meme kanseri
ve (glioblastoma agresif ilerleyen ve vyaygin kanser turleri arasindadir.
Mezenkimal kok hicreler (MKH) rejeneratif tedavi ve hiicresel tedaviye yonelik
yapilan arastirmalarin temelini olusturan en dnemli hicresel kaynaklar olarak
dikkat cekmektedir. MKH’lerin, tumor mikro cevresi (TMC) ile etkilesimi tam
olarak acgikliga kavusmamistir ve bu etkilesimin mekanizmalari oldukga karmasik

ayni zamanda degiskendir.

Bu tez galismasi kapsaminda ug¢li meme kanseri ve glioblastoma kanseri ile
insan kemik iligi MKH’lerin ko-kulturi sonrasinda hucrelerin canlilik analizi
yapiimistir. Hicre canliligina ek olarak donUstlrici buyime faktori beta (TGF-
B) ve kemokin bagimh ligand 12 (CXCL12) sinyal yolaklarindaki molekuillerin



ifadesindeki degisim hem kanser hucreleri hem de MHK’ler agisindan

incelenmesi hedeflenmistir.

Deneysel calismalarda insan kemik iligi kokenli MKH’ler ile kanser hucreleri
(T98G ve MDA-MB-231) transwell sistemleri kullanilarak ko-kultare edilmistir. Ko-
kUltur sonrasi 24., 48. ve 72. saatler; 4., 7. ve 10. gunlerde hucre canhligi MTT
yontemi ile analiz edilmigtir. TGF—-f sinyal yolagindaki degdisimin
degerlendiriimesi i¢cin pTGFBRI ve pSMAD3 molekulleri; CXCL12 sinyal yolagi
icin ise pCXCR4 ve pERK1/2 molekulleri segilmistir. pTGFBRI molekulinin
ifadesi immonofloresans, pCXCR4 molekulinin ifadesi immunohistokimyasal
olarak incelenmistir. pPSMAD3 ve pERK1/2 ifadesi ELISA yéntemi kullanilarak

analiz edilmigtir.

Tez calismasinda gergeklestirilen analizler sonucunda, ko-kultur sonrasi kanser
hicreleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda kanser hucrelerinin canlihginda
azalma oldugu goérulmustur. Kanser hicreleri/MKH ko-kulttiri sonrasi MKH hiicre
canlihginin kontrol MKH hucrelerinin canlligina oranla azaldigi gorulmuagtur.
TGF-B sinyal yolagi incelendiginde, kanser hicrelerinde ve MKH’lerde, pTGFBRI
molekulinin ifadesi kontrol gruplariyla kiyaslandiginda c¢ok fazla degismedigi
gOrulmustir. Hicre ici sinyal molekuli olan pSMAD3 molekiline bakildiginda
pSMAD3 ifadesinin ko-kultlr sonrasi gruplarda kontrol gruplarina kiyasla azaldigi
gorulmustir. CXCL12 sinyal yolagi incelendiginde, kanser huicresi-MKH ko-
kaltart sonrasi iki grupta da pCXCR4 ifadesinin zayif ve orta dlzeyde arttidi
g6zlenmistir. Kanser hicrelerindeki bu pCXCR4 ifadesindeki artis hicre ici sinyal
molekull pERK1/2 molekulinun aktivitesini arttinrken MKH’lerdeki pCXCR4

ifadesinin artmasi hucre i¢ci pERK1/2 ifadesini etkilemedigi goraimustar.

Tez calismasi sonucunda elde edilen veriler kanser hlicreleri ile ko-kulttre edilen
MKH’lerin kanser hicrelerinin canliigini her iki kanser tipi igin de baskiladigini
gostermigtir. MKH’lerde ise canliigin ko-kultir sonrasi azaldigi gorulmustar.
TGF-B sinyal yolaginin ko-kultlir sonrasi reseptor aktivitesinin artmasi sinyal
yolaginin MKH’lerle etkilesim sonucu arttigini ancak pSMAD3 ifadesinin
azalmasi MKH’lerden salgilanan aktif molekullerin bu sinyal yolagini
baskiladigini gostermektedir. CXCL12 sinyal yolagi reseptor aktivitesinin
zayif/orta duzeyde artmasi, pERK1/2 ifadesinin de artmasi ile sonuglanmistir. Bu



durum kanser hucreleri canhliginin  MKH’ler tarafindan baskilanmasini
engellememektedir. Aksine CXCL sinyal yolu aktivitesinin MKH’lerin kanserli
bolgede kalmasina ve MKH’lerden salgilanan biyoaktif molekuller araciligi ile

kanser hucreleri canlihginin baskilanmasina katki sagladigi dusunilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hicreler, kanser hicreleri, timor mikro
cevresi, TGF—3, CXCL12
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Cancer is the second leading cause of death worldwide, following ischemic heart
disease, among human diseases. During carcinogenesis, healthy cells exhibit
similar protective characteristics to malignant cell types. Cancer develops as a
result of intricate interactions between genetics/epigenetics and the tumor
microenvironment. Breast cancer and glioblastoma are well-known as aggressive
and prevalent types of cancer. Mesenchymal stem cells (MSCs) play a critical
role in regenerative therapy and are considered a significant cell therapy
candidate for cancer research. A variety of studies have been conducted on the
interaction between MSCs and the tumor microenvironment, revealing a highly

complex and variable relationship.

This thesis focuses on the analysis of cell viability after co-culturing triple-negative

breast cancer, glioblastoma cancer, and human bone marrow MSCs.
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Additionally, the study aims to investigate changes in the expression changes for
the Transforming Growth Factor Beta (TGF-) and Chemokine-dependent Ligand
12 (CXCL12) signaling pathways in both cancer cells and MSCs.

The experimental setup consist of co-culturing human bone marrow-derived
MSCs with cancer cells (T98G and MDA-MB-231) using transwell systems. Cell
viability was analyzed at the 24th, 48th, and 72nd hours and the 4th, 7th, and
10th days after co-culture using the MTT method. Expression changes for the
TGF-B signaling pathway, pTGFBRI, and pSMAD3 molecules were selected,
while for the CXCL12 signaling pathway, pCXCR4 and pERK1/2 molecules were
chosen. The expression of pTGFBRI was measured through
immunofluorescence, while the expression of pCXCR4 was observed
immunohistochemically. The ELISA method was used to analyze the expression
of pPSMADS3 and pERK1/2.

The results showed that the viability of cancer cells decreased when compared
with the control group after co-culture. After cancer cellssMSC co-culture, MSC
cell viability was found to be decreased compared to control MSC cells. The
expression of pTGFBRI in cancer cells and MSCs did not change significantly
compared to the control groups. However, the intracellular signaling molecule
pSMAD3 showed a more pronounced expression than in the control group. In the
CXCL12 signaling pathway, the expression of pPCXCR4 was observed to be weak
to moderate in both cancer cells and MSCs. The expression of pPCXCR4 in cancer
cells and the activity of the intracellular molecule pERK1/2 increased. It was
observed that increased pCXCR4 expression in MSCs did not affect intracellular
PERK1/2 expression.

This thesis study determined that MSCs can suppress the viability of cancer cells
for both cancer types when co-cultured with MSCs. Additionally, the viability of
MSCs was maintained after co-culture. The increase in the receptor activity of the
TGF-B signaling pathway after co-culture indicates that the signaling pathway
increases as a result of interaction with MSCs, but the decrease in pPSMAD3
expression indicates that active molecules secreted from MSCs suppress this
signaling pathway. Weak and to moderate levels of CXCL12 signaling pathway
receptors activity resulted in increased expression of pERK1/2. This does not
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prevent cancer cell viability from being suppressed by MSCs. On the contrary, it
is thought that CXCL signaling pathway activity contributes to the retention of
MSCs in the cancerous region and suppression of cancer cell viability through

bioactive molecules secreted from MSCs.

Keywords: Mesenchymal stem cell. cancer cells, tumor microenvironment,

TGF-B, CXCL12
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1. GIRIS

Kanser, Dunya’da onde gelen 6lum nedenlerinden birini olugturmaktadir ve her

yil yuzbinlerce insan bu hastaliktan yasamini yitirmektedir.

Hucre, bolinebilme ve farklilasabilme kapasitesine sahip, canlihgin en kiguk
yap! birimidir. Bu sayede hicreler, dokulari, organlari, sistemleri ve organizmalari
olusturmaktadir. Bu bolunebilme ve farkhlasma yetene@i hucreden hicreye
farklihk gostermektedir. Hucrelerin bu 6zellikleri genetik kodlar ile kontrol
edilmektedir. Ancak bolinme ve farkhlasmanin kontrolsiiz bir sekilde meydana
gelmesi sonucunda hucreler oOlumsltzlesmeye baslamaktadir. Bu olay

“karsinogenez” olarak tanimlanmaktadir.

Karsinogenez, hucrelerin surekli bolinme egilimi gdstermesidir. Ayrica bu
hidcreler go¢ edebilme, bagisiklik hucrelerinden kagabilme yetenegine de
sahiptirler. Kanser, karsinogenezi dizenleyen genetik/epigenetik faktorler ve
TMGC’deki hucrelerin birbiriyle etkilesimi sonucunda hucrelerin kotu huylu ozellik
kazanmasiyla meydana gelmektedir. TMC; kanser hucresi, MKH, endotel
hlcreler, perisit hucreleri, bagisiklik elemanlari, ektraseluler matriks elemanlari,
kemokinler, sitokinler ve blyume faktorleri icermektedir. MKH’ler “multipotent”
hdcrelerdir yani belirli hicre tiplerine farkhlasabilme yetenegine sahiptirler ve
cesitli dokularda bulunmaktadirlar. TMC’deki, kanser hucreleri ile MKH’lerin
karsilikli etkilesimi sonucu, kanser hucreleri induklenebilmekte ya da
baskilanabilmektedir. Bu etkilesim, hiucre-hucre etkilesim ya da birtakim salgi
faktorleri  (sitokin, kemokin, eksozom, blyume faktort) araciligi ile

gerceklesmektedir.

Doénasturictu buyume faktora-p (TGF-B) sinyal yolagi, evrimsel olarak buyuk
oranda korunmus ve bircok fizyolojik slrecte (hlcre ¢ogalmasi, o6lima,
farklilagmasi gibi) goérev almaktadir. Hucre icinde “SMAD bagimhi” ve “SMAD

badimsiz” yolaklar Uzerinden gen ifadesini dizenlemektedir.

Ayni sekilde CXCL12 sinyal yoladi da embriyogenez, hematopoez, anjiyogenez
ve enflamasyon dahil olmak tzere gesitli fizyolojik ve patolojik sureglerde énemli
rol oynamaktadir. CXCL12 ligandinin CXCR4’e baglanmasi ile birlikte PISK/AKT,



ERK1/2, MAPK, Rho, cAMP sinyal yolaklarinin asagr regulasyonunu

indUkleyerek gen ifadesini dizenlemektedir.

Her iki sinyal yolagi, kanserin olusumuna, kanserli hicrelerin hayatta kalmasina,
ilerlemesine ve go¢ etmesine etki edebilmektedir. Bu etki kanserin olustugu
dokuya, bulundugu evreye gore degismektedir. Bu nedenle, kanser surecinde
aktif rol alan TGF- ve CXCL12 sinyal yolaklarinin hem kanser hicreleri hem de
MKH'ler acisindan daha fazla incelenmesi gerekmektedir. Boylece daha etkin

tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesinin mumkuin olacagi dastunulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

2.1.1. Epidemiyoloji

Kanser, insan hastaliklari arasinda en buyuk yuzdelik dilimi olugturmaktadir.
Dinya Saglik Orguti (DSO) ve Amerikan Kanser Dernegi verilerine gore
mortalite (6lum orani) olarak kanser, iskemik kalp hastaligindan sonra dinya
¢apinda ikinci 6lim nedenidir. 2018 yilinda 18,1 milyon yeni vaka ve 9,5 milyon
kansere bagh 6lim meydana gelmistir. DSO, 2016’dan 2060’a kadar 6nde gelen
bes olum nedeninin epidemiyolojik egdilimini tahmin etmigtir. Bu tahminler
dogrultusunda 6numuzdeki kirk yilda, kanser nedeniyle hayatini kaybedecek Kisi

sayisinin 2,08 kat artmasi beklenmektedir [1].
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Sekil 2.1. DSO, 2016'dan 2060’a dnde gelen 6lim nedenlerinin epidemiyolojik
egilimi [1]

2.1.2. Kanser Nedir?

Vucudumuzdaki hucrelerin doku rejenerasyonu ve/veya yara iyilesmesi gibi
durumlarda kendilerini yenileyebildikleri ve farklilagabildikleri bilinmektedir [2].
Ancak bu farkllasmanin sirekli ve kontrolsiz bir gsekilde devam etmesi
sonucunda hucrelerin 6lumsuzlegsmesi ile “karsinogenez” meydana gelmektedir.

Karsinogenez, saglkh hucrelerin kotd huylu hucre tipine donmesi olarak



tanimlanmaktadir. Kanser, karsinogenezi duzenleyen genetik/epigenetik ve
tumor mikro gevresinin karigik etkilesimi ile ortaya g¢ikan biyolojik bir hastaliktir
[3]. Kanser hucreleri, bir dizi gen degisikligi kazanarak, onkogenleri aktive olan,
tumor baskilayici genleri inaktive olan ve diger genlerdeki mutasyonlarini
arttirabilme 6zelligine sahip, stabil genleri inaktive olmus hicrelerdir [4]. Normal
hicrelerde, 6zellikle de kdk hucrelerde bulunan OCT4, SOX2, KLF4, MYC ve
WNT gibi genlerin ifadesi artmaktadir. Bu genlerdeki ifadenin artmasi sonucunda
normal hdcreler birtakim oOzellikler kazanmaktadir. Bunlar; i) normal bluyume
sinyallerinden badimsiz hale gelme; ii) buyimeyi inhibe eden sinyallerden ve
programlanmigs hicre dliminden (apoptoz) kagma ve iii) kontrolsiiz ¢ogalma

yetenekleri kazanma seklindedir [5, 6].

2.1.2.1. Tumor Mikro Cevresi

Tumor mikro gevresi (TMC), timorlerin veya kanser kok hucrelerinin bulunduklari
ortami ifade etmektedir [7]. TMC, timor htcreleri, mezenkimal kdk hucreleri
(MKH), kanser iligkili fibroblast, endotel ve perisit hlicreleri dahil olmak UGzere
stromal hucreleri; T ve B lenfosit, dogal oldurticu hucreler, dentritik hucreler,
makrofajlar ve notrofiller dahil olmak Uzere immun hicreleri; ekstraseltler matriks
elemanlari; buyume faktorleri, sitokinleri, kemokinleri ve hicre digi vezikuller gibi
salgilanan molekdlleri icermektedir [8, 9]. TMC, kanserin evresine ve meydana
geldigi organa gore tumor destekleyici veya tumor baskilayici hicreler
olabilmektedir [8]. TMC’de bulunan hucreler salgiladiklari birtakim molekuller
(sitokin, buyume faktorli, kemokin vs.,) ile timér olusum slrecine yon
vermektedir. Ornegin; timoér olusumu sirasinda kanser hiicreleri ve stromal
hdcreler besin ve oksijen agisindan yetersiz ortama sahip olabilmektedir. Bu da
hacreler tarafindan hipoksi ile induklenebilir faktor (HIF) salinmasina yol
agmaktadir. HIF1 guglu bir anjiogenik olan vaskuler endotelyal buylume
faktorinin (VEGF) aktivasyonunu saglayarak kanser hucrelerinin yayllmasina
yardimci olan neovaskularizasyonu tesvik etmektedir [10]. TUmor hicrelerinden
salinan bazi kemokinler (CXC12, CCL2/MCP-1) makrofajlarin TMC'’ye
alinmasina ve bu hucrelerin aktif timor iligkili makrofajlara dénismesine tesvik
etmektedir. Sonrasinda tumor iligkili makrofajlardan salinan kemokin/sitokinlerin
(TGF, IL6, IL10, CCL8) kanser olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir [9].



Literaturde ise ileri pankreatik duktal adenokarsinoma asamalarinda TGF-$’nin
epitelyal-mezenkimal gecisi indUkleyerek kanserin ilerlemesini tesvik ettigi
bulunmustur [11]. MKH'lerin tUmor destekleyici yonde Ozellikler gostermesine
ragmen TMC’de bulunan hucrelerin yeniden programlayarak kanser tedavisinde

kullanmak umut verici strateji saglamaktadir [8, 9].

2.1.2.2. Metastaz

Metastaz, kanser hucrelerinin olustugu birincil bolgeden go¢ ederek ikincil bir
noktada tUmoér olusturmasidir [12]. Metastaz, kanser oOlumlerinin ve kanser
tedavisindeki zorluklarin en temel nedenlerinden biridir [12, 13]. Metastaz bes
asamadan olugsmaktadir. Bunlar; invazyon, intravazasyon, dolagsim,
ekstravazasyon ve kolonizasyondur [12] . Kanser hucreleri tek tek ya da kolektif
olarak metastaz yapabilmektedir. Tek hucreli invazyon; hicre-matriks ve mikro
cevre sinyallerini igerirken, hudcre-hlcre etkilesiminden yoksundur. Kolektif
invazyon; hucre-hucre etkilesimini ve hucre-matriks etkilegimlerini igermektedir.
Ancak her iki invazyon icin de ortak olan seyler mevcuttur. Bunlar, timor-stroma
hicreleri arasindaki karsilikli etkilesim ve ortamdaki salgr molekulleri ile
sinyallesmedir [14]. Bir kemokin olan CXCL12 (ayrica SDF1 olarak bilinir) hem
stromal hicreler ve hem de kanser hlcreleri tarafindan Uretilmektedir. Bernat-
Peguera ve ark. yaptidi bir calismada, CXCL12’nin hlicre ylzeyinde bulunan ve
CXCL12'nin reseptoru olan CXCR4 ve CXCR7’nin hucre yuzeyinde ifadesini
arttirdigi ve bu sinyal yolagi Uzerinden kanser hlcrelerinin hayatta kalmasinin ve

metastazinin arttigini goéstermistir [15].

2.1.2.3. Apoptoz

Evrimsel olarak korunmus, yaslanan ya da hasar géormus hucrelerin genetik
olarak belirlenmis eliminasyonuna “apaptoz/programlanmis hicre olumd”
denmektedir. Apoptoz, embriyonik suregte ve yetiskin doku homeostazi gibi
normal fizyolojik sureglerde dnemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte bir timor
baskilayici mekanizma olarak da olduk¢a dnemlidir [16, 17]. Apoptoz, intrinsik ve

ekstrinsik yollardan gelen hiicre disi ve igi sinyallerle diizenlenmektedir. intrinsik



yolakta sinyal mitokondriden baslarken, ekstrinsik yolakta hlcre ylzeyi 6lum

reseptorleri aracilik etmektedir [18].

Ekstrinsik yolak, membran 6lum reseptorleri; tUmor nekroz faktori (TNF) ve
tumor nekroz faktor reseptort 1 (TNF-R1/DR1), Fas (DR2/CD95), 6lum reseptoru
4 (DR4) ve 6lum reseptora 5 (DR5)’i icermektedir. Bu reseptorler TNF, FasL ve
TNF- ilgili apoptoz indiileyici ligand (TRAIL) gibi 6zel sinyal molekiilleri tarafindan
aktive edilmektedir. Aktivasyon sonucunda 6lume neden olan sinyal kompleksi

olusmakta ve kaspaz aktivasyonu ile hiicre 0lumu gerceklesmektedir [18].

intrinsik yolak, mitokondriden sitokrom C salinmasi, apoptotik peptidaz aktive
edici faktor 1 (APAF1) ve baslatici kaspaz 9 ile apoptozom olusumunu ve
ardindan kaspaz 3’Un aktivasyonu ile mitokondriyal dis membran gecirgenligini
(MOMP) igermektedir. Mitokondriden sitokrom C salinimi BAX, BAK, BIM, BID,
PUMA gibi proapoptotik BCL-2 aile Uyeleri tarafindan pozitif; BCL-2, BCL-XL,
BCL-W, Al ve MCL1 gibi anti-apoptotik BCL-2 aile Uyeleri tarafindan negatif

olarak duzenlenmektedir [18].

Apoptoz, TMC’'nin ortak bir 6zelligidir. TMC’nin kanser hucresi ile etkilesimi
sonucu kanser hucrelerinde, Bcl-2 /Bcl-XL inaktive olabilmekte ve Bax/Bak
genlerinin aktivasyonu gerceklesebilmektedir. Bu etkilesim sonucunda kanser
hdcrelerinin hayatta kalmasi artmakta ve apoptoz direnci meydana gelmektedir
[18]. Kanser hucrelerinin apoptoz direnci kazanmasi onlarin tUmaor evrimini ve
buyumesini desteklemesinin yaninda tedavide basarisizliginin da artmasina
sebebiyet vermektedir [16, 18].

2.1.3. Meme Kanseri

Meme kanseri, yuzeyinde bulundurdugu ostrojen (ERa) veya progesteron (PR)
reseptorleri ve insan epidermal buyume faktort 2 (ERBB2; eski adiyla HER2)'ye
gbre U¢ ana alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; HR+ (ERa ve PR reseptorleri
bulunan) /ERBB2 negatif (hastalarin %70’i), ERBB2 pozitif (hastalarin %15-20’)
ve U¢li negatif meme kanseridir (U¢ ana molekuller belirtegcten yoksun timor;
hastalarin %15'i). Uclii negatif meme kanseri diger iki alt tiire gdre daha agresiftir
ve metastaz 6zelligi daha fazladir. Hayatta kalma orani diger iki alt grupta 5 yil
iken Ugll negatif meme kanserinde 1 yildir [19].



Kanser arastirmalarinda in vitro hdcre kulturd modellerinde hlcre hatlari ¢cok
yaygin olarak kullaniimaktadir. Meme kanseri ile yapilan ¢alismalarda farkl tipte
meme kanseri hucre hatti kullanilmasina karsin bu tez kapsaminda kullaniimak
uzere MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti segilmistir. MDA-MB-231, 6strojen
reseptori (ER) ve progesteron reseptdrt (PR) ekspresyonunun yani sira insan
epidermal baylime faktért 2 (ERBB2) amplifikasyonundan yoksun oldugu igin
oldukga agresif, ve ileri derecede farklilagmis Gcli negatif meme kanseri hicre
dizisidir [20].

2.1.4. Glioblastoma

Glioblastoma en yaygin beyin timor tipinden birini olusturmaktadir ve tedavisi
oldukca zorlayicidir. Glioblastomalar, bilinen bir klinik dncusu olmayan birincil ve
zaman icinde daha dusik dereceli bir gliomanin ilerlemesi/donustirilimesi
sonucu olusan ikincil glioblastoma ile karakterize edilmektedir. Birincil
glioblastomanin 6zellikleri sunlardir; i) tipik olarak telomeraz ters transkriptaz
promotorunda mutasyon; ii) fosfataz ve tensin homolog timor baskilayici gende
mutasyon; iii) siklin bagimli kinaz inhibitor 2A/B’de mutasyonlar ve proto-onkogen
epidermal buyume faktorl reseptor geninde amplifikasyon ve iv) kromozom 7
kazanimi, kromozom 10 kaybi. ikincil glioblastomalarin 6zellikleri ise; i) izositrat
dehidrojenaz 1 ve 2’de (IDH1/2) mutasyonu; ii) timor proteini P53’de mutasyon
ve iii) X'e bagh a talasemi/mental retardasyon sendromundaki mutasyonlardir
[21].

Calismamizda ikincil bir glioblastoma hiicre hatti olan ve diger glioblastoma hiicre
hatlarina gore oldukga agresif, invazif ve istilaci T98G hticre hatti kullaniimigtir.
[22] .

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Koék hcreler, kendilerini yenileme ve farklilagabilme yeteneklerine sahip
hicrelerdir. Kok hucreler farklilagabilme kapasitelerine gére 3 alt sinifa
ayrilmaktadir. Bunlar, ekstra-embriyonik dokulara ve vucuttaki tim hicre tiplerine

farkhlasabilme kapasitesine sahip “totipotent”, vicuttaki tium hcre tiplerine



farklilasabilme kapasitesine sahip “pluripotent”, vicutta belli hlcre tiplerine
farkhlasabilme yetenegine sahip “multipotent” hiicrelerdir. Bunun diginda somatik
dokudan elde edilen hucrelerin birtakim ajanlar (c-Myc, Kif4, Oct3/4, Sox2)
kullanilarak pluripotent hucre 6zelligi kazandiriimasiyla “indiklenmis pluripotent
kok hicre” elde edilmektedir [23]. Bu tez kapsaminda multipotent hlicre 6zelligine

sahip MKH’ler kullanilmigtir.

MKH'’ler, ilk olarak kemik iliginden kesfedilen ve yaklagik 52 yil 6nce Friedenstein
ve ark. tarafindan rapor edilen kemik iliginden izole edilmig, hematopoietik
karakterde olmayan, fibroblast benzeri hiicrelerdir [24]. MKH’ler, yad doku, kemik
iligi, dis dokusu, deri, umbilikal kord dahil bircok yetiskin dokudan izole
edilebilmektedir. 2006 yilindan Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi MKH’lerin
belirlenmesinde birtakim belirtecler ve hiucre 6zelligi dnermistir. Bu ozellikler; i)
plastik bir ylzeye tutunabilme, ii) osteojenik, kondrojenik ve adipojenik
farkhlasma potansiyeli ve iii) CD73, CD90 ve CD105 ylzey belirteclerini ifade
ederken, CD14, CD34, CD45 ve HLA-DR yuzey belirteclerini ifade etmemesidir
[25].

MKH’ler, MHC-II ylzey antijenini ifade etmemektedir. MHC-I'i ¢ok duslk ya da
hi¢ ifade etmemektedir. Ayrica bu hicreler hasarli alana gé¢ edebilmektedir.
MHK’ler bu sayede benzersiz immunofenotipik kapasiteye, doku onarim
kapasitesine ve immun duzenleyici kapasiteye sahiptir. Etik kaygilar olmadan,
guvenli ve etkili kok hucre bazli kaynaklar olarak c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
de kullaniimaktadirlar. MKH’ler, terapétik etkilerini hiicre-hlcre etkilesimi, hiicre-
ekstraselller matriks etkilesimi ya da salgiladiklar birtakim faktorler (bayume
faktorleri, sitokinler, kemokinler ve mRNA, peptitler/proteinler, mikroRNA'lar gibi
cok cesitli molekulleri iceren esktraselller vezikuller) aracihdi ile saglamaktadir
[26, 27].

2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Pro- ve Anti-tiimor Ozellikleri

MKH’ler, salgiladiklari biyoaktif faktorler araciligi ile doku yenilenmesinde-
onariminda, immudn hudcrelerin regulasyonunda rol oynamaktadir. Ayrica yarall
dokulara da gé¢ edebilmektedir. Bununla birlikte TMC’de timor baskilayici ya da
destekleyici rol oynayabilmektedir. Ancak MKH’lerin, TMC ile etkilesimi tam



olarak acgikhga kavusmamigtir ve bu etkilesimin mekanizmalari olduk¢a karmasik
ayni zamanda degiskendir [28]. Waterman ve ark. 2012’de yaptiklari bir
calismada MKH’lerin tumor igerisindeki pro- ve anti-timorejenik etkisini kismen
acgiklamiglardir. Calismalarinda MKH'’nin iki farkli fenotipini ortaya c¢ikaran
arastirmacilar MKH1 fenotipinin timdér buydmesini zayiflatirken, MKH2’nin
fenotipinin timor baylmesini ve metastazini destekledigini gostermislerdir [29].
MKH’lerin pro- ve anti-timorojenik etkilerini anlamak igin in vivo ve in vitro birgok

calisma yapilmaktadir [28, 30] .

Mevcut literatir calismalarinda MKH’lerin pro-timorojenik aktiviteye katki
sagladigi sonucuna varilmistir. Farkli kaynaklardan izole edilen MKH’lerin,
kanser hucrelerinin biyumesini, ilerlemesini, istila ve metastazini tegvik ettigi
g6sterilmistir. Ornegin; 2013’'de Huang W.H. ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
MKH’ler in vitro ve in vivo olarak kanser ortamina enjekte edilmistir. Bunun
sonucunda MKH’lerden salinan anjiyopoietin-1 (Ang-1) ve IL6’nin kanser endotel
hicrelerinde ERK ve AKT yolaklarinin aktivasyonuna neden olarak tumorin
buyumesini ve damarlanmasini tesvik ettigi gosterilmistir [31]. Ayrica literatlrdeki
ZEB1 (Zinc finger E-box binding homeobox 1)in, ¢esitli kanser tiplerinde epitel-
mezenkimal gecisini ve kanser ilerlemesini destekledigi goOsterilmistir [32].
Karvonen H. ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Wnt5a-ROR1 sinyal yolunun
aktivasyonu sonucunda BMI-1, Hippo-YAP/TAZ araciligiyla kanser hucrelerinde
ilag direncin olustugu ve metastaz aktivitesinin arttigi gosterilmistir [33]. Ayrica
literatirde MKH’lerin anti-timorojenik 6zellikler gosterdigine dair de arastirmalar
mevcuttur. Ornegin; mezenkimal énci hiicrelerin jelatin matriks iginde in vivo ve
in vitro da tumor buyumesini baskiladigr bulunmustur [34]. Du ve ark. tarafindan
yapilan in vitro c¢alismada IFN-y ile uyarimis insan MKH’lerin, kanser
hicrelerinde TRAIL yolakl apoptozu indukledigi gosterilmistir [35]. Cousin B. ve
ark. tarafindan yapilan calismada adipoz kokenli MKH’leri ve adipoz kdkenli
MKH-kosullandiriimis besiyerini ¢esitli pankreas hicre hatlarina (capan-1,
capan-2, BxxPC3, Miapaca-2) ve c¢esitli hicre hatlarina (HuH7, HepG2, CaCo-2,
PC3, MCF7, HelLa) uyguladiklarinda timor hicrelerinin gogalmasini inhibe ettigi
ve tumor hdcrelerinin 6lumunu tesvik ettigi gosterilmistir [36]. 2014’de Ryu ve ark.
tarafindan yapilan galismada ylksek yogunlukta kulture edilen adipoz kokenli

MKH’lerin, MCF-7 meme kanseri hucrelerinde IFN-f salgilamasina bagli olarak



STAT1 aktivasyon yolu ile timér hicrelerinin baylimesini baskilayan Tip |

interferonlar ifade ettigini géstermistir [37].

Literatlrdeki bu ¢calismalar ile MKH’lerin kanserde pro- veya anti-tumaorojenik olup
olmadigina karar vermek olduk¢a zordur. Bununla birlikte, MKH'lerin timor
uzerine olan etkisi elde edildigi kaynaga, tumorun evresine, caligilan kanser
modellerine goére degistigi goriimektedir. MKH’lerin kanser mikro ¢gevresindeki bu
davranisini anlamak igin daha fazla arastirmalar yapiimahdir ve altinda yatan

mekanizmalar aydinlatiimalidir.

2.3. Mezenkimal Kok Hiicre-Kanser Hiicresi Etkilesiminde Aktiflegsen Sinyal

Yolaklari

MKH ve kanser hlcrelerinin etkilesimi sonucunda TGF- 3, CXCL12, PI3K/AKT,
ERK, TRAIL, IFN, STAT gibi gesitli sinyal yolaklari etkinlesmektedir [31, 35, 38].
Bu sinyal yolaklarinin aktiflesmesi ile kanserin hangi evrede hangi dokuda
olduguna gore cevap degismektedir. Bu tez kapsaminda in vitro kosullarda TGF-

B ve CXCL12 sinyal yolaklari yolaklarinin incelenmesi hedeflenmistir.

2.3.1 TGF-B Sinyal Yolagi

TGF-B super ailesi hayvanlar aleminde ylUksek oranda korunmustur ve c¢ok
hicreli evrimin ilk glnlerinden itibaren ortaya ¢iktigi dastntlmektedir [39]. TGF-
B sUper ailesi pek ¢ok turde hiicresel farklilasma, ¢ogalma, hiicre 6lumu, hicre
adezyonu, hareketliligi, yetiskin doku homeostazi ve embriyogenezi kaplayan
genis bir hdcresel gorev agini kontrol eden gesitli buyume faktorlerini
icermektedir [39, 40].

Memelilerde, TGF-[ stper ailesinin ti¢ homologu (TGF- 1, TGF- 32 ve TGF- 3)
mevcuttur ve bunlar birim basina 112 amino asit iceren 25 kDa disulfit bagh
dimerik proteinlerdir [40, 41]. TGF-B ligandlari fizyolojik aktiviteleri duzenlemek
icin transmembran serin/treonin kinaz reseptorlu tip | (TRRI), tip Il reseptori
(TBRI) ve tip Il reseptort (TRRIII) ile birlesmektedir [41]. Biyolojik olarak aktif bir
reseptor kompleksi, bir dimerik ligand ve bir heterotetramerik reseptdr kompleksi
icermektedir [39]. TGF- B, ilk dnce yuksek afiniteli TBRII ile birlesmektedir ve bu
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baglanma sonucu TBRInin TBRI'e baglanmasini saglayacak konformasyonel
adaptasyon olusmaktadir. TBRII ve TBRI'in birlesmesi ve fosforile olmasi ile
reseptorler aktif hale gelmektedir [39, 41]. TBRIIl, ortak alici olarak gorev
gormektedir ve TGF- sinyal yolunda duzenleyici bir rolu vardir. Reseptorler
sitokinler tarafindan aktive edildikten sonra TGF- sinyali, SMAD bagimli veya

SMAD bagimsiz yollar ile gen ekspresyonunu dizenlemeye baslamaktadir [41].

2.3.1.1. SMAD Bagimli Sinyal Yolagi

TGF-B sinyalleri, SMAD ailesi olarak bilinen bir protein ailesi tarafindan
plazmadan g¢ekirdege iletiimektedir. Omurgalilarda, SMAD ailesi en az 8 lyeden
olusmaktadir. Bunlar U¢ grupta kategorize edilmektedir; (i) SMAD1, SMAD2,
SMAD3 ve SMADS igeren R-SMAD ( receptor tarafindan dizenlenen SMAD); (ii)
SMADA4’l iceren Ko-SMAD; ve (iii) SMAD6 ve SMAD7'yi iceren antagonist ya da
inhibitor SMAD [40]. TGF-B’ nin, TBRII'ye baglanmasi ile aktiflesen reseptér daha
sonra TRRI’i fosforile eder ve bu da asagi akis hedefi olan SMAD2/3’l fosforile
etmektedir. SMAD2/3, korunmus C-terminal SSXS (S, serin; X, herhangi bir
amino asit) motifinden fosforile edilmektedir. Bu fosforilasyon MH2 alaninda
konformasyonel bir degisiklige ve ardindan reseptor ayrismasina yol agmaktadir.
Fosforile edilmis SMAD2/3, SMAD4 ile heterodimerik kompleks olusturmaktadir.
Olusan kompleks dogrudan Smad-baglayicic DNA elemanina baglandigi
cekirdege girer ve hedef genleri igslemden gecirmek veya baskilamak igin

transkripsiyonel faktorleri tekrarlamaktadir [42].

2.3.1.2. SMAD Bagimsiz Sinyal Yolagi

TGF-B sinyalinin SMAD’den badimsiz bigimleri de mevcuttur. TBRII, siki
baglantilari ve hicre goégunu duzenleyen hicre polarite dizenleyici PARG’yI
dogrudan fosforile eder. Bu aktivasyondan sonra ERK1/2, mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK), Rho-benzeri GTPaz (RhoA), AKT/ fosfotidilinositol-3-kinaz
(PI3K) sinyal yolu kaskad Uyelerini aktive ederek ¢ekirdekteki gen ekspresyonunu
duzenlemektedir [40, 43, 44].
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Sekil 2.2. TGF-B sinyal yolagi [44] Smad bagimli-Smad bagimsiz sinyal yolagi

TGF-B kanserde hem bir timér baskilayici hem de timaor olusumunu destekleyici
olarak ikili bir rol oynamaktadir. Tumér buylimesinin erken evresinde, TGF-3
baskilayici olarak, hicre proliferasyonunu inhibe etmek igin sikline bagimli kinaz
baskilama faktorleri ekspresyonunu indukleyebilir, bu da hicre dongusunin
durmasina neden olmaktadir ve hiicre apoptozunu etkilemektedir. Ote yandan,
ilerlemis timorlerde, TMC'deki TGF-B sinyali, kot prognoz ile iliskilendirilmistir.
TMC'deki hicreler tarafindan salgilanan TGF-B, hticre proliferasyonu, apoptoz
ve epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) gibi kanserle ilgili birgok surece mudahale

ederek paradoksal olarak tumaor buylimesini desteklemektedir [41, 45].

2.3.2. CXCL12 Sinyal Yolagi

Kemokinler, hematopoietik progenitor ve kok hucrelerin, endotel hicrelerinin ve
cogu lokositin goégunu aktive ettigi ve/veya indukledigi igin embriyogenez,
hematopoez, anjiyogenez ve enflamasyon dahil olmak uUzere fizyolojik ve

patolojik surecglerde 6nemli bir rol oynamaktadir [46]. Kemotaktik sitokinler/
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kemokinler, molekuler adgirliklari 8-12 kD araliginda olan hedef hicre
populasyonlarinin gogunu ve yapismasini destekleyen kiguk protein grubudur
[47].
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Sekil 2.3. CXCL12 sinyal yolagi [52]

Kemokinler, N-terminaldeki sistein kalintilarinin konumuna ve sayisina bagl
olarak XC, CC, CXC ve CX3C (C, sistein ve X, baska bir amino asit; X3, ardisik
U¢ amino ait anlamina gelir) olmak Uzere doért alt sinifa ayrilmaktadir. Pek ¢ok
kemokin birden fazla reseptore baglanabilmektedir ve kemokin reseptorleri de
birden fazla kemokine baglanabilmektedir [48]. Kemokin reseptdrleri, G protein-
badli reseptor (GPCR) ailesine aittir ve iki alt gruba ayriimaktadir: Geleneksel
kemokin reseptorleri (XCR, CCR, CXCR) ve atipik kemokin reseptori (CXCR?7,
ACKR veya RDC1 olarak bilinir) [49]. Her ikisi de ligand baglanmasi uzerine G
proteinlerinin ayrismasina izin veren konformasyonel degisikliklere ugramaktadir
[50].

2.3.2.1. CXCL12/CXCR4/CXCR7 Ekseni

Stromal hucre tirevli faktor (SDF-1) olarak da bilinen CXCL12, ilk olarak 1993
yihinda cDNA klonlama calismalarinda tarif edilmis ve daha sonra yapisi

tanimlanmistir [51]. CXCL12, insanlarda kromozom 10q11 Uzerinden kodlanan
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ve alti farkli izoforma (CXCL12 a- ) sahip bir homeostatik CXC kemokindir [47].
Monomerik ve dimerik formlarda bulunabilmektedir [50]. CXCL12, kemokin
reseptor 4 (CXCR4) ve kemokin reseptor 7 (CXCR7)ye baglanmaktadir.
CXCL12, CXCRA4 icin tek kemokin ligandir [47].

CXCL12, CXC motifinden hemen o6nce ELR (Glu-Leu-Arg) motifinin olup
olmamasina gore alt sinifa ayrilan CXC kemokin ailesindendir. ELR-pozitif CXC
kemokinler proanjiyojenik bir isleve sahipken, cogu ELR-negatif CXC kemokinleri
anjiyogenezi engelleme (anjiyostatik) 06zelligine sahiptir. Bununla birlikte

CXCL12, ELR-negatif olmasina karsin proanjiyojeniktir [50].

Fusin olarak da bilinen CXCR4, plazma zarinda monomer, dimer, oligomer veya
nanokumduler olarak bulunabilen 352 amino asitlik bir GPCR aile Uyesidir [48].
CXCR4, meme, yumurtalik, glioma ve prostat dahil 23’ten fazla insan kanseri
arasinda en yaygin eksprese edilen kemokin reseptorudur. Buna kargin normal
dokulardaki ekspresyonu dusuktir veya yoktur. CXCL12 ligandinin CXCR4’e
baglanmasi ile birlikte PISBK/AKT, ERK1/2, MAPK, Rho, cAMP sinyal yolaklarinin
asagl regulasyonunu duzenleyerek kanser hucrelerinin hayatta kalmasinda,

gbgunde, cogalmasinda rol oynamaktadir [47, 48].

Bir diger CXCL12 reseptoéri CXCR7’de bir GPCR aile Uyesidir. CXCR?7,
DRYLAIV motifinde hafif bir modifikasyona sahiptir bu da G proteinin
aktivasyonunu ve hiicre i¢i Ca*? salinimini engellemektedir. CXCR7, hicre igi
sinyal iletimini B-arrestin molekuld aracihidi ile saglamaktadir. CXCR7, memeli
hicrelerde CXCL12’'nin hilcre igine alimi ve ortadan kaldiriimasinda gorev
almaktadir. Bu sayede normal hucrelerde CXCL12 seviyelerini duglurmeye
yardimci olmaktadir. CXCL12, ACKR3'e CXCR4'ten daha ylksek afinite
goOstermektedir, ancak CXCL12'nin ACKR3 ile hem birlesme hem de ayrisma
hizlari, CXCR4'e gére daha yavastir [48, 50].

CXCR4, CXCRY ile heterodimerler olusturabilmektedir. Heterodimer olusturan
reseptorler CXCL12 kaynakh sinyalizasyonu G-bagdimli protein aracihig ile
baslatmaktadir [52].

Yukarida verilen literatur bilgileri 1s1ginda bu tez ¢alismasinda kanser hucreleri
(MDA-MB-231, T98G) ile insan kemik iligi MKH’lerinin ko-kultiri sonrasinda
TGF- 3 ve CXCLA12 sinyal yolaklarindaki degisimin incelenmesi hedeflenmisgtir.
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Mevcut yayinlar arasinda MKH’ler ile kanser hicrelerinin ko-kulttiri sonrasi bu
hicrelerdeki TGF-B ve CXCL12 sinyal yolaklarindaki degisimlerin ayri ayri ele
alindig1 calismalar bulunmaktadir. Fakat MKH’ler ile kanser hucrelerinin ko-
kalturd sonrasi iki hdacrenin segili sinyal yolaklari bakimindan karsilagtirmal
olarak incelendigi bir galismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasi
kapsaminda TGF-f sinyal yolagindaki degisimin degerlendirilmesi igin aktif
TGF-B reseptor 1 (pTGFBRI) ve aktif SMAD3 (pSMAD3) molekulleri; CXCL12
sinyal yolagi icin ise aktif CXCR4 reseptor (pCXCR4) ve hicre igi molekdl olan
aktif ERK1/2 (pERK1/2) molekulleri hem kanser hlcreleri hem de MKH hicreleri
acgisindan incelenerek degisimlerin goézlenmesi hedeflenmigstir. Elde edilen
sonuglar, kanser tedavisi igin hucresel tedavi yaklagsimlarinda MKH'lerin
potansiyel bir tedavi ajani olarak kullaniimasina yonelik katki saglayabilecegini
dusundurmektedir. Ayrica, bu tez calismasi kanser hucresi-MKH etkilesiminde
farkh sinyal yolaklarinin incelenece@i gelecekteki arastirmalara da kaynak

saglayacaktir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. HUCRE KULTURU GALISMALARI

3.1.1. Hiicre Hatlarn ve Hiicre Kiiltiiriu

Bu tez kapsaminda insan kemik iligi MKH hatti, MDA-MB-231 meme kanseri
hiicre hatti, T98G Glioblastoma hiicre hatti kullaniimistir. insan kemik iligi MKH
hatti (Lonza, Pt-2501, Swiss) ticari olarak dusuk pasajlarda satin alinmistir. T98G
Glioblastoma kanser hucreleri, MDA-MB-231 meme kanseri hucreleri
laboratuvarimizdaki  hidcre bankasindan temin  edilmigtir (Hacettepe

Universitesi/Fizyoloji ABD/ Hiicre kiltirii laboratuvart).

insan kemik iligi MKHleri, T25 flaska en az 2x10° olacak sekilde
MSCGM™ SingleQuots Supplement Kit (Lonza, PT-4105, Swiss) ile desteklenen
MSCBM~ Basal Media (Lonza, PT-3238, Swiss) icerisinde 37°C, %95 hava ve
%5 CO:2 igeren ortamda kulture edilmistir. Besiyeri 3-4 gune bir degistiriimistir.
Hicre yogunlugu %70-80’e ulasinca hicrelerin bir kismi pasajlanmig bir kismi
ise erken pasajlarda stoklama amaci ile dondurulmustur. Ko-kultar

calismalarinda erken pasajlar kullanilimigtir [53].

T98G, MDA-MB-231 kanser hucreleri %10 FBS, 2 mM L-glutamine, %1 Penisilin-
Streptomisin ve %1 esansiyel olmayan amino asit iceren DMEM besiyeri
icerisinde, 37°C, %95 hava ve %5 CO2 nemli inkibatorde standart kosullarda

kaltare edilmigtir.

3.1.2. Ko-Kiiltiir Yontemi

TGFB ve CXCL12 sinyal yolaklarini kanser hucreleri ve insan kemik iligi
MKH’sinde karsilastirmali olarak incelemek i¢in transwell sistemleri kullanilarak
ko-kultur yapiimistir. Transwell alani ile kultir kabi ylzey alanin farkli olmasinin
hdcre canlihdini etkileyip etkilenmeyecegini degerlendirebilmek i¢in hicre ekimi
iki sekilde gercgeklestiriimistir (Sekil 3.1.). Ko-kultur igin 24 kuyulu kultar kaplari
ve 0,4 um gozenekli transwelller kullaniimistir. T98G/ MDA-MB 231 kanser
hiicreleri (1,25x10* hiicre/kuyucuk) ve insan kemik iligi MKH’leri (1,25x10%

hdcre/kuyucuk) 1:1 oraninda MKH besiyeri/Kanser hucresi besiyeri olacak

16



sekilde ekilmistir. 37°C, %95 hava ve %5 CO2 nemli inkibatérde standart
kosullarda kultire edilmistir [54]. Kontrol grubu olarak hucreler tek basina
standart kosullarda kdiltiire edilmistir. inkiibasyonun 4, 7 ve 10. giiniinde analizler
gerceklestiriimistir. Fosfo-ERK1/2, hem CXCL12 hem de TGF-f3 sinyal yolaginda
aktiflesebilen bir hlcre ici sinyal molekulidir. Bu nedenle Fosfo-ERK1/2’nin,
CXCLA12 sinyal yolaginin bir Griint oldugunu géstermek amaciyla TGF-B sinyal
yolagini inhibe etmek igin TGFBRII/I inhibitérd LY2109761 (Cayman, Cat. No.
15409) uygulanmigtir. Bu uygulama ko-kultir sirasinda yapilmigtir. Total
konsantrasyonu 1 uM /L olarak segilmistir [55, 56].

J —» Transwell — Transwell
s s ———» T98G/MDA-MB-231 ———p MKH
—> MKH e ——p T9BG/MDA-MB-231
1 2

Sekil 3.1. Transwell ko-kultir sistemi sematik gosterimi

3.1.3 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-YI)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) —
Canlilik Analizi

Ko-kulturde MKH ve kanser hucresi etkilesimini incelemek amaciyla oncelikle
canhlik analizi deneyleri yapilmigtir. Bu amagla MTT testi yapilmistir. MTT,
kolorimetrik olarak hicre canhli§i analiz etmek icin indirgeyici bir renklendirme
ajanina (tetrazolyum tuzu) ve mitokondriyal dehidrojenaz aktivitelerine
dayanmaktadir [57].

insan kemik iligi MKH’leri ve kanser hiicrelerinde 24, 4 ve 72 saatlerine ek olarak
4, 7 ve 10. gun de canlihk analizi yapilmigtir. Karar verilen inkubasyon sureleri
sonrasi MKH’ler ve kanser hucrelerin Uzerindeki besiyeri alinmistir ve hucrelerin
uzerine %10 MTT iceren (nihai konsantrasyon 0,5 mg/ml) 200 ul besiyeri
eklenerek karanllk ortamda 37°C’'de, 4 saat boyunca inkube edilmistir.
inkiibasyonun ardindan MTT-besiyeri ortamdan uzaklastiriimistir. 100 L

izopropil alkol ilavesiyle reaksiyon durdurulmustur. Hucre canlihigi
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spektrofotometrik olarak (ELISA plate reader, Biochrom, EZ Read 400,

Cambridge) 570 nm dalga boyunda okunma yapilmistir.

3.2. SINYAL YOLAKLARININ iFADESININ INCELENMESi

3.2.1 immiinofloresan Yontemi

Ko-kultar sonrasi hem insan kemik iligi MKH’lerde hem de kanser hucrelerindeki

TGF-B sinyal yolagindaki degisimi goruntulemek igin aktif TGFB reseptor 1

(pTGFBRI) molekilleri ve c¢ekirdedi goruntilemek igin DAPI isaretlemesi

yapiimigtir.

Immiinofloresan yéntemi asamalari asagidaki gibidir;

1.

Hucrelerin Uzerindeki besiyeri uzaklastirilmistir. Hicreler fosfat tamponlu
salin (PBS) ile bir kez yikanmistir.

Hucrelerin Uzerini kaplayacak sekilde -20°C’lik metanol eklenerek 15
dakika sureyle fiksasyon yapilmistir. Bu slrenin sonunda metanol
uzaklastirilmistir. Ardindan hicreler 3 kez soguk PBS ile yikanmistir.
Hucrelerin spesifik olmayan baglanmasini engellemek icin hcrelere,
icinde %10 blocking serum igeren PBS sollsyon ile muamele edilmistir ve
30 dakika inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda %10 blocking
serum igeren PBS solusyonu ortamdan uzaklastiriimistir. 3 kez PBS ile
yikama yapilimigtir.

Hucrelerin Uzerine yuzeyini kaplayacak sekilde, %1 BSA iceren PBS
icinde 1:100 oraninda hazirlanmig anti-TGFBRI birincil antikoru sollisyonu
(ST. Johns, Cat. No. STJ91351-100) eklenmistir ve hlcreler 1 saat oda
sicakliginda inkubasyona birakilmistir.

inkiibasyonun sonunda birincil antikor sollisyonu uzaklastirilmistir. Her
seferde 5’er dakika olmak Uzere 3 kez PBS ile yikama yapilmistir.
Hucrelerin Gzerine %1 BSA iceren PBS iginde 1ug/mL olacak sekilde
hazirlanmis ikincil antikor (TGF- ve CXC12 igin Goat Anti-RabbitlgG H&L
(AlexaFluor® 488) (ST. Johns, Cat. No. STJS000812) solusyonu

eklenmigtir. Karanlik bir ortamda oda sicakliginda 1 saat inkuibe edilmistir.

. Inkiibasyonun ardindan ikincil antikor uzaklastirilmistir. Hiicreler, her

seferde 5 dakika olmak Uzere 3 kez PBS ile yikanmistir.
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8.

Hucre cekirdeginin isaretlenmesi amaciyla i¢in 1 ug/mL olacak sekide
hazirlanan DAPI solusyonu hucre yuzeyini kaplayacak sekilde eklenmistir
ve 1 dakika inkube edilmistir. DAPI sollisyonu ortamdan uzaklastiriimigtir
ve hucreler 2-3 kez PBS ile yikanmigtir.

Son olarak hucrelerin yuzeylerini kaplayacak sekilde mounting medium

eklenmistir.

10.Boyanan hucreler floresans aydinlatma (Olympus, Japan) ile inverted

mikroskopta (OlympusIX70 490nm dalga boyunda Mikroskop, Japan)

goruntulenmistir.

11.Hucre sayimi ImageJ programi kullanilarak gergeklestirilmistir (EK 2).

3.2.2. immiinohistokimya Yéntemi

Ko-kultar sonrasi hem insan kemik iligi MKH’lerde hem de kanser hucrelerindeki

CXCR12 sinyal yolagindaki degisimi goruntulemek icin aktif CXCR4 reseptoru

(PCXCR4) ve cekirdedi goruntilemek icin hematoksilen-eozin yontemi

kullanilarak isaretleme yapilmistir. Histostain® Plus Broad Specturum (DAB) (TF.
Cat. No. 85-9643) kit kullanilmigtir.

Immiinohistokimya ydontemi asamalari agagidaki gibidir;

1.

Hucrelerin Gzerindeki besiyeri uzaklastirilmistir. Fosfat tamponlu salin-
Tween™ 20 (PBST) ile hicrelerin ylzeyi yikanmistir.

Hucrelerin Uzerine -20°C’lik metanol eklenmistir ve 5 dakika inkibe
edilmistir. Bu surenin sonunda metanol uzaklastiriimistir. PBST ile 2 kez
5’er dakika yilkama yapilmistir.

Hucrelerin ylzeyini kaplayacak sekilde %3’lUk hidrojen peroksidaz igeren
PBS uygulanmistir ve 5 dakika inkube edilmistir. PBST ile 3 kez Ser
dakika yikama yapilmigtir.

Protein Blocking serum eklenerek hucreler 10 dakika inkUibasyona
birakilmistir ardindan PBST ile 3 kez 5’er dakika yikama yapilmistir.
%71’lik BSA ile 1:200 sulandirilmis birincil pCXCR4 (ST. Johns, Cat. No.
STJ91077-100) antikoru hucrelerin  ylzeyini kaplayacak sekilde

eklenmigtir ve +4°C’de gece boyu inklubasyona birakilmigtir. Birincil
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antikor solisyonu uzaklastiriimis ve PBST ile 3 kez 5’er dakika yikama
yapiimigtir.

6. Hucrelerin Uzerine yuzeyi kaplayacak sekilde ikincil antikor eklenmigtir ve
30 dakika inkibe edilmistir. PBST ile 3 kez 5’er dakika yikama yapilmistir.

7. Hucrelere peroksidaz uygulamasi yapilmistir ve 30 dakika inkube
edilmistir. PBST ile bir kez yikama islemi yapilmistir.

8. Hucrelerin tzerine DAB eklenmistir ve 5 dakika inkiibe edilmigtir. Distile su
ile 2 kez 5’er dakika al-ver yapilarak yikama iglemi yapilmistir.

9. Hematoksilen-eozin ile 10 sn ¢ekirdek isaretlemesi yapilmigtir. Distile su
ile birkag kez yikama islemi yapiimigtir.

10.Boyanan hucreler floresans aydinlatma (Olympus, Japan) ile inverted
mikroskopta (OlympusIX70 Mikroskop, Japan) goruntilenmigtir.

11.Hucre sayimi ImageJ programi kullanilarak gergeklestirilmistir (EK 2).

3.2.3. ELISA

Ko-kultir sonrasinda insan kemik iligi MKH’leri ve kanser hicrelerinde TGF- ve
CXCL12 sinyal yolaklarindaki htcre igi aktif molekuller olan, pERK1/2 ve
pSMAD3 miktarini tayin etmek icin Phospho-Smad3 (Ser423/425) Sandwich
ELISA kit (Nepenthe, Cat. No. NE010722501) ve Human pERK1/2 ELISA Kit
(Nepenthe, Cat. No.NE010722601) kullanilmigtir.

Protein izolasyonu ve miktar tayini igin ko-kaltir sonrasi hicrelerin tGzerindeki
besiyeri uzaklastinimistir. Hucreler PBS ile 2 defa yikanmistir. Ardindan tripsin
EDTA solisyonu eklenmistir ve 37°C’de 3-4 dakika inkliibe edilerek hticrelerin
kalkmasi saglanmistir. Kalkan hicreler 1.5 ml’lik ependorflara alinmistir ve 800
rom’de 10 dakika santriflj edilmistir. Ardindan hicreler 1 kez de PBS ile santrifij
edilerek yikanmigtir. Santrifljden sonra supernatant uzaklastinimistir. Peletin
Uzerine 100 uL RIPA lizis tamponu eklenmistir. Liziz tamponu igerisindeki
hacreler buz igerinde 30 dakika bekletilmistir. Bekleme esnasinda her 10
dakikada bir hicreler 130W gucundeki sonikatorde 20kHz frekans ve %50
genlikte 1’er dakika olmak Uzere toplamda 3 kez sonike edilmistir. Sonrasinda
+4°C’de maksimum hizda 30 dakika santriflj edilmistir. Sivi faz steril, yeni
ependorflara aktariimistir. Bradford analizi ile protein miktari dl¢liimus ve ELISA

analizi agamasina gegcilmigtir.
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ELISA analiz asamalari asagidaki gibidir;

1. Kitigeriklerine uygun érnekler ile standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.

2. Kuyucuklara 50 uL standart solliisyonu ve 50 uL (40 ul 6rnek +10 ul antikor)
ornek eklenmisgtir.

3. Tum kuyucuklara 50 pL streptavidin-HPR solusyonu eklenmistir ve
ornekler 500 rpm’de galisan karistirici Uzerinde (Shaker PSU 2T plus,
Boeco, Germany) nazikge karistiriimistir. 37°C’de 1 saat inkibe edilmisgtir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga en az 350 pL 1X yikama
tampunu eklenmistir ve her yikamada 1 dakika beklenmistir. Bu iglem 5
kez tekrarlanmistir.

5. Yikama igleminden sonra her bir kuyucuga 50 uL substrat solusyonu A ve
ardindan substrat solisyon B eklenmistir. Karanlikta 37°C’de 10 dakika
inktbe edilmistir.

6. Inkiibasyonunun ardindan her bir kuyucuga 50 pL durma sollisyonu
eklenmistir ve birkag saniye hafifce karistiriimistir.

7. Ornekler 450 nm’ye ayarlanmis spektrofotometre (Biochrom, EZ Read

400, Cambridge) kullanilarak okuma yapilimistir.

3.3. istatiksel Analiz

Analizler Statistical GraphPad Prism 5 paket programi ile yapiimistir. Elde edilen
verilerin normal dagilimlari Shapiro—Wilk testi ile kontrol edilmistir. Ko-kalttr
sonrasi hucre canlihdl belirlenmesi i¢in yapilacak canlilik testleri sonucu alinan
verilerin normal dagilim gdsteren gruplari t-test kullanilarak incelenmistir. Gruplar
arasindaki farkhligin anlamli olup olmadidi incelenmistir. p degeri 0,05'ten

klgukse farklilik anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUGLAR

4.1. Kanser Hiicresi-insan Kemik iligi Mezenkimal Hiicrelerinin Ko-Kiiltiirii

Sonrasi MTT Sonuglari

Kanser hicreleri ve insan kemik iligi MKH’lerinin birbirleri ile etkilesimi sonucunda
hicre canliigindaki degisimi gézlemlemek igin hucreler 24, 48 ve 72 saat ko-
kUlture edilmistir. Tez kapsaminda tasarlanan 4, 7 ve 10. gunlerdeki hucre

canlihgindaki degisimlere de bakilmigtir.

24. saatte, kontrol T98G grubuna gore ko-kultar sonrasi T98G grubunda hicre
canhliginda bir azalma goértulmuastir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlilik
gOstermektedir (**; p< 0,01). Kontrol MDA-MB-231 grubu ile ko-kdltlire edilen
MDA-MB-231 hucreleri arasinda hucre canlihgl bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gézlenmemigtir. T98G ile ko-kulture edilen MKH’lerde, kontrol
MKH’ye gore hucre canhligi bakimindan bir azalma gdzlenmig ve bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gorulmastur (*; p< 0,05). Ayni sekilde MDA-MB-
231 ile ko-klltire edilen MKH’lerde, kontrol MKH’ye goére hicre canlihgi
bakimindan bir azalma gozlenmis ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
oldugu gorulmustar (**; p< 0,01) (Sekil 4.1.A).

48. saatte kontrol T98G’ye gore ko-kultur sonrasi T98G grubunda hucre
canhliginin azaldi§i gézlenmistir. Hicre canhligindaki bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (***; p< 0,001). Kontrol MDA-MB-231 ve ko-kultlir
sonrasi MDA-MB-231 grubu arasinda hudcre canhih@r bakimindan bir fark
g6zlenmemigtir. T98G ile ko-kulturt sonrasi MKH grubunda kontrole gore hicre
canhligi bakimindan bir azalma goézlenirken, MDA-MB-231 ile ko-kulttire edilen
MKH’lerde kontrole gore hucre canlihgr bakimindan artma gozlenmistir. Ancak

bu azalma ve artma istatistiksel olarak anlaml degildir (Sekil 4.1.B).

72. saatte kontrol T98G’ye gore ko-kultur sonrasi T98G grubunda hicre canhligi
azaldigi gdézlenmistir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamhdir (***; p< 0,001). Ko-
kultar sonrasi MDA-MB-231 grubunda hacre canhligi kontrole gore azalmistir ve
bu azalma istatistiksel olarak anlamhdir (***; p< 0,001). T98G ve MDA-MB-231
ile ko-kulture edilen MKH’lerin, kontrol MKH’ye goére hucre canlihdinda artig
gOzlenmigtir. Bu artigs sadece MDA-MB-231 ile ko-kultire edilen grupta
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*; p< 0,05) (Sekil 4.1.C).
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4.gunde kontrol T98G’ye gore ko-kulttr sonrasi T98G grubunda hlicre canlilidi
azalma gosterirken, bu azalma istatistiksel olarak anlami degildir. Ko-kultur
sonrasi MDA-MB-231 grubunda kontrol MDA-MB-231 grubunda hucre canliligi
bakimindan bir fark gézlenmemistir. T98G ile ko-kultire edilen MKH’lerin kontrol
MKH’ye gbére hlcre canlihdinda bir azalma gdézlenmistir ve bu azalama
istatistiksel olarak anlamhdir (*; p< 0,05). MDA-MB-231 ile ko-kultire edilen
MKH’lerde kontrol MKH’ye gore hucre canhginda bir fark gozlenmemistir (Sekil
4.1.D).

7.ginde ko-klltar sonrasi T98G grubunda kontrol T98G’ye oranla hicre
canlihginin arttigi ve artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir.
Kontrol MDA-MB-231 ile ko-kultir sonrasi MDA-MB-231 grubundan hicre
canlihgi bakimindan bir farkllik gézlenmemistir. T98G ve MDA-MB-231 ile ko-
kiltire edilen MKH’lerin kontrol MKH’ye goére hicre canhliginda azalma
g6zlenmistir. Bu azalmanin iki grupta da istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorulmastur (**; p< 0,01) (Sekil 4.1.E).

10. gunde MTT sonucunda ko-kualtar gruplarinda kontrol gruplarina oranla hicre
canhliginin arttigi géraimastir (Sekil 4.1.F). Bu artisin sebebi ko-kultlr sresinin
uzamasina bagl olarak kontrol grubu hticrelerinin asiri cogalmasi ve yeterli alan
kalmamasi sebebiyle 7. gunden itibaren dokulmeye baslamasi olarak

dusundimustar.

Devam eden analizlerde sinyal yolagdi ifadesinin incelenmesi igcin yapilacak
analizlerin ginuna belirlemek amaciyla, ko-kultir sonrasi gruplarin 3., 4. ve 7.
gunlerdeki verileri birbirleri ile kiyaslanarak istatistiksel agcidan degerlendirilmigtir.
Bu analizler sonucunda gunler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bu

nedenle protein analizlerinin 4.gunde yapilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.1. Ko-kultar sonrasi hucre canlihdr sonuglari A: T98G-MKH/MDA-MB-

231-MKH ko-kultlrd sonrasi 24. saat hiicre canliligi sonucu, B: T98G-

MKH/MDA-MB-231-MKH ko-kultard sonrasi 48. saat hucre canlihgi
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sonucu, C: T98G-MKH/MDA-MB-231-MKH ko-kulturd sonrasi 72. saat
hicre canhiligi sonucu, D: T98G-MKH/MDA-MB-231-MKH ko-kultird
sonras! 4.gun hucre canlihgr sonucu, E: T98G-MKH/MDA-MB-231-
MKH ko-kulturt sonrasi 7.gun hucre canhhdr sonucu, F: T98G-
MKH/MDA-MB-231-MKH ko-kultart sonrasi 10.gun hdcre canlihgi.
istatistiksel analizler t-test yéntemi kullanilarak gerceklesmistir (*; p<
0,05 **; p<0,01 *** P<0,001)

4.2. immiinofloresans Yéntem Analizi Sonucu: Ko-kiiltiir sonrasi kanser
hucrelerinde ve MKH’lerde Phospo-TGFBRI (p TGFBRI) ifadesi

Kanser hicresi-MKH ko-kultlri sonucunda hicrelerdeki pTGFBRI ifadesindeki
degisim incelenmigtir (Sekil 4.3.). Degerlendiriimesi yapilirken hcrelerin
pPpTGFBRI'i ifadesi yonunden “ifade eden” ve ‘ifade etmeyen” olarak
siniflandinima yapiimistir. Bu siniflandirma yapilirken sinyal yolaginin bu
hicrelerde normalde de var oldugu ve ifade edildigi g6z 6ndne alinarak
pTGFBRI’i zayif ifade eden hicreler “ifade etmeyen” kategoride sayilmistir. Hicre
sayimi ImageJ programi kullanilarak dort farkli alanda, n=100 olacak
gerceklestiriimistir. Hlcre sayimi ortalamalari Cizelge 4.1.’de verilmigtir. Ek
olarak sayim sonunda hucrelerdeki pTGFBRI ifadesinin ylzde (%) orani

hesaplanmigtir (Sekil 4.2.).

Yapilan analizler sonucunda T98G-MKH ko-kultliri sonrasi kanser hicrelerinde
ve MKH’lerde kontrol gruplarina gore pTGFBRI ifadesinde istatistiksel olarak

anlamli bir degisim olmadigdi gozlenmisgtir.

MDA-MB-231-MKH ko-kulturi sonrasi, MDA-MB-231 kanser hicrelerinde ko-
kaltar sonrasi pTGFBRI ifadesinin arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur (*; p< 0,05). MDA-MB-231-MKH ko-kultiri sonrasi,
MKH’lerde kontrol gruplarina gére pTGFBRI ifadesinin degismedigi gorulmastur
(Cizelge 4.1.).

25



TGFBRI ifade eden hiicre TGFBRI ifade etmeyen hiicre
sayisl sayisi
Kontrol T98G 12,75 87,25
Ko-kiiltiir sonrasi T98G 14,25 85,75
|Pdegein  Joae  Jose |
Kontrol MKH 2,75 97,25
Ko-kiiltiir sonrasi MKH (T98G) 4 96
|Pdegei  Joosa  Jopss |
Kontrol MDA-MB-231 11,25 88,75
Ko-kiiltiir sonrasi MDA-MB-231 16,25 83,75
P degeri *: p< 0,05 *: p<£ 0,05
Kontrol MKH 2,75 97,25
Ko-kiiltiir sonrasi MKH (MIDA-MB-231 | 3 97
P degeri 0.704 0.704]

Cizelge 4.1. Kanser hucresi-MKH ko-kulttrl sonrasi 4. gunde pTGFbR1 ifadesi

(Degerler hiicre sayisi olarak verilmistir, *; p< 0,05)

A KS T98G-TGFBRI iFADESI KS MKH-TGFBRI IFADESI
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Sekil 4.2.Kanser hucresi-MKH ko-kultiri sonrasi 4. ginde hucrelerdeki
pTGFBRI ifadesi; A ve B, T98G-MKH ko-kultlrt sonrasi hicrelerdeki
pTGFBRI ifadesi, C ve D, MDA-MB-231-MKH ko-kultird sonrasi



hicrelerdeki pTGFBRI ifadesi (KS: ko-kultir sonrasi) (Degerler %

olarak verilmigtir, *; p< 0,05)
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KONTROL KO-KULTUR SONRASI
pTGFRRI DAPI BIRLESTIRILMiS pTGFRRI DAPI BIRLESTIRILMIS

T98G
Y . . . . .
MDA-MB-231

&
MKH(MDA)

Sekil 4.3. Kanser htcresi-MKH ko-kulttiri sonrasi kanser hicreleri ve MKH'deki pTGFBRI’in ifadesin immunofloresans
goruntuleri (OlympusIX70 Mikroskop, 20X)




4.3. immiinositokimyasal Analiz Sonucu: Ko-kiiltiir sonrasi kanser hiicreleri
ve MKH’lerde Phospho-CXCR4 (pCXCR4) reseptoriiniin ifadesi

Calisma kapsaminda kullanilan kanser hicrelerinde ve MKH’de pCXCR4 protein
ifadesini degerlendirmek ve deney oOncesi antikor optimizasyonunu saglamak
amaciyla kontrol yluzey isaretlemeleri yapilmistir. Hlcreler birincil antikorlarla
negatif ve pozitif olarak isaretlenmistir. Optimizasyon deneyleri sonucunda
kanser hucrelerinde ve MKH’de farkl duzeylerde olmakla birlikte pCXCR4

reseptorinun bu hicrelerde ifade edildigi gosterilmistir (Sekil 4.4).

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol
"N 70
? % o™
T98G = ’/ '
A ™ 72

\l - ’. f "; oY L 0; “ . - !
P . " > . -
-MB- ¥ 2 ad T, o 3 @Y, .
MDA-MB-231 T .2 ‘: ‘ N Y I/"’_ =‘3VJ?'.'~
e 5 - 2 0 :
L e & 4 '
L <€ ’ R e
S . : L] s i s » ..
v s O ~a - 3 - |
rl - ® \. -
- ; w - -
MM} o . Y e T
» . - -
& 3 - bl ® . -
» B e o
® - b e e
" w | B P ™

Sekil 4.4. pCXCR4’Un kanser hucreleri ve MKH’deki ifadesi, A: T98G hucresi
negatif kontrol, B: T98G hucresi pozitif kontrol, C: MDA-MB-231 hucresi
negatif kontrol, D: MDA-MB-231 hcresi pozitif kontrol, E: MKH negatif
kontrol, F: MKH pozitif kontrol (MKH: Mezenkimal Kok Hiucre)
(OlympusIX70 Mikroskop, 20X)

Kanser hucresi-MKH ko-kultiri sonrasi hucrelerdeki pCXCR4 ifadesinin
degerlendiriimesi; ifade etmeyen (+), zayif (++), orta (+++) ve kuvvetli (++++)

olarak hucrelerdeki ifadenin yogunluguna goére derecelendirilmistir (Cizelge 4.2.)
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Toplamda n=100 ve dort tekrar olacak sekilde ImageJ programi kullanilarak
pCXCR’Un kontrol gruplari/ko-kultlr sonrasi kanser hiicreleri ve MKH’deki ifadesi
agisindan degerlendiriimesi gercgeklestirilmistir (Sekil 4.6). Ek olarak sayim
sonunda hiicrelerdeki pCXCR4 ifadesinin ylizde (%) orani hesaplanmigtir. ifade
duzeyindeki istatistiksel farkliliklar ko-kultlr sonrasi kanser hicrelerinin kontrol
gruplarindaki ifade duzeyleri ile karsilastirilmasi sonucu elde edilmigtir. (Sekil
4.5).

Bu degerlendirmeler sonucunda; T98G kanser hucre hattinda ko-kultur sonrasi,
pCXC4’l ifade eden hicrelerin arttigi ve bu artisin zayif dlizeyde ifadesinin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goérilmustir (***; p< 0,001).

T98G ile ko-kulturu sonrasi MKH’lerde, pCXCR4'U ifade eden hicre sayisinin
arttigr ve bu artisin pCXCR4’Un zayif duzeyde ifadesinin istatistiksel olarak

anlamli oldugu goéralmustar (***; p< 0,001).

MDA-MB-231 kanser hicre hattinda ko-kultlir sonrasinda pCXCR4'’l ifade eden
hicre sayisi artmistir. Arttan bu ifade, pCXCR4’G zayif ve kuvvetli ifade eden

hlcre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*; p< 0,05).

MDA-MB-231 ile ko-kulttirt sonucu MKH’deki, pCXCR4'’l ifade eden hlicre sayisi
artmistir ve pCXCR4’U zayif ve orta dizeyde ifade eden hlicre sayisi artis

istatistiksel olarak anlamlidir (***; p< 0,001).

CXCR4 ifadesi + + +HH it
Kontrol T98G 77,25 11 1,75 4,25
Ko-killtiir sonrasi T98G 30,75 43,5 21,5 4,75
P degeri *¥% p< 0,001 *¥%. p<0,001 0.108 0.842
Kontrol MKH 86,5 9,75 0 0
Ko-kiiltiir sonrasi MKH (T98G) 475 45,5 7,75 0,25
P degeri **.p< 0,01 #¥¥. p<0,001  0.548

Kontrol MDA-MB-231 71 14,5 9,5 3,25
Ko-kiiltiir sonrasi MDA-MB-231 40,75 27,5 21,5 10,75
P degeri *. p< 0,05 *. p< 0,05 0.091 *. p< 0,05
Kontrol MKH 86,5 9,75 0 0
Ko-kiiltiir sonrast MKH (MDA-MB-231 27,5 56,75 11,25 0

P degeri *¥%. n< 0,001 ¥¥%.5< 0,001 ***; p<0,001

Cizelge 4.2. Ko-kultur sonrasi 4. gundeki kanser hucreleri ve MKH’lerdeki

pPCXCR4 ifadesinin istatistiksel olarak incelenmesi (+; ifade
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etmeyen, ++; zayif, +++; orta, ++++; kuvvetli) (*; p< 0,05, **; p<0,01,
*** P<0,001)

: s KS MKH-pCXCR4 iFADESI
A KS T98G-pCXCR4 iFADESI B 1004 ™
100 #»= —
T M g ¥
2 oy o
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C KS MDA-MB-231-pCXCR4 iFADES D KS MKH-pCXCR4 iFADESI
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= 804 =
2 2
o ¥ (o]
o 401 e
S * S
T 204 — T
0-

Sekil 4.5. Kanser hucresi-MKH ko-kultiri sonrasi 4.glinde hucrelerdeki
pTGFBRI ifadesinin yluzde (%) degeri. A ve B, T98G-MKH ko-
kaltart sonrasi hucrelerdeki pCXCR4 ifadesinin yuzde degeri, C
ve D, MDA-MB-231-MKH ko-kultird sonrasi hucrelerdeki
pCXCRA4 ifadesinin yuzde degeri (K: kontrol, KS: ko-kltlr sonrasi)
(*; p< 0,05 **- p<0,01 *** P<0,001)
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Kontrol Ko-Kiiltir Sonrasi

T98G

MKH (T)

MDA-MB-231

MKH(M)

Sekil 4.6. CXCR4'’ln kontrol ve ko-kultlr sonrasi kanser hiicreleri ve MKH'deki
ifadesi (OlympuslIX70 Mikroskop, 20X) A: Kontrol T98G hucresi, B:
T98G/MKH ko-kulturt sonrasi T98G hucresi C: Kontrol MKH hucresi D:
T98G/MKH ko-kultiri sonrasi MKH hucresi, E: Kontrol MDA-MB-231
hicresi, F: MDA-MB-231/MKH ko-kulttrt sonrasit MDA-MB-231 hiicresi,
G: Kontrol MKH hucresi, H: MDA-MB-231/MKH ko-kultir sonrasi MKH
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hicresi, Kirmizi okla gdsterilen hlcreler pCXCR4 negatif, mavi okla

gosterilen hicreler pPCXCR4 pozitif

4.4. Ko-kiltur sonrasi pSMAD3’lin kanser hicreleri ve insan MKH’lerindeki

ifadesi

Kanser hucresi-MKH ko-kulturt sonrasi TGF-B sinyal yolundaki degisimi
incelemek icin pTGFBRI ifadesine yaninda hicre igi sinyal yolu molekillu olan
PSMAD3’Un ko-kultlr sonrasi hucrelerdeki ifadesi ELISA ydntemi kullanilarak
analiz edilmigtir (Sekil 4.7.).

T98G-MKH ko-kultlrt sonrasi T98G hucrelerinde kontrol hiicre gruplarina oranla
pSMADZ3 ifadesinin azaldigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamh oldugu
gorulmustar (**; p< 0,01). T98G-MKH ko-kulttiri sonrasi MKH’lerde pSMAD3

ifadesinin azaldigi ancak istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi gortimusgtur.

MDA-MB-231-MKH ko-kultirt sonrasi MDA-MB-231 hucrelerinde kontrol hicre
gruplarina oranla pSMAD3 ifadesinin azaldigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak
bir anlam ifade etmedigi gorulmustir. MDA-MB-231-MKH ko-kltiri sonrasi
MKH’lerde pSMAD3 ifadesinin azaldigi ancak bu azalmanin da istatistiksel olarak

bir anlam ifade etmedigi gorulmugtur.

Bu sonuclar ko-klltir sonrasi kanser hicreleri ve MKH’lerdeki pTGFBRI

ifadesindeki degisim ile de benzerlik géstermektedir (Cizelge 4.1.)

T98G-MKH pSMAD3 MDA-MB-231-MKH pSMAD3

0.3+ - 0.3
f=2] ke 3
= 0.2- = 0.2
c O — g
o >
a == g —=
S S od I/ -
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X 0.0 T T T

0.0 T T N N R Ny

) )
o o > > PN N
& & & N & & &
& &> ‘So ‘og\ o > OV' ‘XQV' ‘oo(\ {p(‘
& N & S ; o> PR

L +° L «© ° & &

S & & +°o o*o
& S «° &
o o
+© NQ W

Sekil 4.7. Kanser hicresi-MKH htcresi ko-kilturli sonrasi 4.gundeki kanser
hacreleri, MKH’ler ve kontrol gruplarindaki pPSMAD3 ifadesi
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4.5. Ko-kiiltur sonrasi pERK1/2’iin kanser hiicreleri ve insan MKH’lerindeki

ifadesi

Kanser hucresi-MKH ko-kultird sonrasi CXCL12 sinyal yolundaki degisimi
incelemek icin pCXCR4 ifadesine ek olarak hucre igi sinyal moleklli olan
pERK1/2 molekulin ko-kultlir sonrasi hucrelerdeki ifadesi ELISA yontemi

kullanilarak analiz edilmigtir (Sekil 4.8.).

T98G-MKH ko-kultirt sonrasi T98G hucrelerinde kontrol hiicre gruplarina oranla
pERK1/2 ifadesinin arttigi ve bu artmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorulmustir (*; p< 0,05). T98G-MKH ko-kultiri sonrasi MKH’lerde pERK1/2

ifadesinin azaldi§i ancak istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi goriimustir.

MDA-MB-231-MKH ko-kultirt sonrasi MDA-MB-231 hucrelerinde kontrol hicre
gruplarina oranla pERK1/2 ifadesinin arttigi ancak bu artigin istatistiksel olarak
bir anlam ifade etmedigi gorulmustir. MDA-MB-231-MKH ko-kultird sonrasi
MKH’lerde pERK1/2 ifadesinin azaldii ancak bu azalmanin istatistiksel olarak

bir anlam ifade etmedigi gértlmustur.

T98G-MKH pERK1/2 MDA-MB-231-MKH pERK1/2

T

e
g

0.3+

*

|

02 Ui

0.1

_l
_l

e
4

e
=)

pERK1/2 Konsantrasyonu (ng/L)
pERK1/2 Konsantrasyonu (ng/L)

Sekil 4.8. Kanser hicresi-MKH hicresi ko-kulttirl sonrasi 4.gun kanser hiicreleri,
MKH’ler ve kontrol gruplarindaki pERK1/2 ifadesi (ng/L)
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5. TARTISMA

Kanser dunyada onde gelen 6lum sebeplerinden biridir. Kanserin meydana
gelme sureci “karsinogenez” olarak tanimlanmaktadir. Bu slreg¢
genetik/epigenetik faktorler ve TMC’de hucrelerin birbiriyle etkilesimi sonucunda
hicrelerin kéti huylu 6zellik kazanmasiyla meydana gelmektedir [3]. TMC;
kanser hucresi, MKH, endotel hucreler, perisit hucreleri, bagisiklik elemanlari,
ektraselltuler matriks elemanlari, kemokinler, sitokinler ve buyume faktorlerini
icermektedir [7, 8]. Saglikh durumda MKH’ler, salgiladiklari biyoaktif faktorler
araciigi ile doku vyenilenmesinde, onariminda ve bagisiklik hicrelerinin
regulasyonunda rol oynamaktadir. Travma gibi durumlarda hasarli dokulara da
goc¢ edebilmektedir. Bununla birlikte TMC’de tumor baskilayici ya da destekleyici
rol oynayabilmektedir. MKH’lerin, TMC ile etkilesimi tam olarak agcikliga
kavugsmamistir ve bu etkilesimin mekanizmalari oldukga karmasik ayni zamanda
degiskendir [28]. Ayrica TGF- B, CXCL12, PI3K/AKT, ERK, TRAIL, IFN, STAT
gibi sinyal yolaklarinin bu etkilesimde etkin rol oynadigi bilinmektedir [31, 35, 38].

Kanser hicresi-MKH etkilesimi sonucu aktiflesen farkli mekanizmalarin olmasina
karsin bu tez kapsaminda TGF-B ve CXCL12 sinyal yolaklarindaki degisimin
analiz edilmesi hedeflenmistir. TGF- sinyal yolagindaki degisimin
degerlendiriimesi igin aktif TGFB reseptor 1 (pTGFBRI) ve aktif SMAD3
(pPSMAD3) molekulleri; CXCL12 sinyal yolagindaki degisimin degerlendiriimesi
icin aktif CXCR4 reseptor (pCXCR4) ve aktif ERK1/2 (pERK1/2) molekilleri
incelenmistir. Tez calismasi kapsaminda MKH’lerle etkilesimi incelenen iki tip
kanser turu bulunmaktadir. Birincisi; meme kanseri, yuksek olum ve hastalik
orani nedeniyle kadinlar arasinda 6nde gelen saglik sorunudur [58]. Meme
kanseri hucreleri, yizeyinde bulundurdugu 6strojen (ERa) veya progesteron (PR)
reseptorleri ve insan epidermal blyime faktérli 2 (ERBB2; eski adiyla HER2)'ye
gbre ¢ ana alt gruba ayrilmaktadir. Uglii negatif meme kanseri (MDA-MB-231)
diger iki alt tire gore daha siddetli ilerleyen ve metastaz 6zelligi daha fazladir
[19]. ikincisi: glioblastomadir. DSO tarafindan IV. derece merkezi sinir sistemi
tumoru olarak tanimlanmaktadir. Bu kanser turu de oldukga siddetli semptomlarla
ilerleyen Ozellik gostermektedir. Mevcut tedaviler arasinda, cerrahi igslem sonrasi
radyoterapi ve kemoterapi disinda etkin alternatif tedavi ydntemleri

bulunmamaktadir. Mevcut tedavilerde sag kalim orani 14 ay gibi bir suredir.
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Tedaviye yonelik alternatif yontemler denenmekte ve etkinligi incelenmektedir.
Bu yontemlerden biri de MKH’lerin glioblastomalar ile etkilesimi tGzerine yapilan
calismalardir [59]. Kanserde sinyal molekulleri ifadesindeki degisimin tUmor
destekleyici veya Dbaskilayici 6zellikte olabilecegi bilinmektedir [60].
Calismamizda MKH’lerin glioblastoma ve meme kanseri canliliyina ve hicresel
sinyal yolaklarina etkisini degerlendirmek ve tedaviye yonelik alternatif bir kaynak
saglamak amaciyla T98G/MDA-MB-231 ve MKH hucreleri ko-kultire edilmis ve

ko-kultur sonrasi TGF- B ve CXCL12 sinyal yolaklarinin degigimi incelenmistir.

Calismamizda kullanilan ko-kultlr sisteminde hucre-hicre etkilesiminde ortaya
cikan hucre canliigindaki degisiklikleri analiz etmek amaciyla kanser hicreleri ve
MKH’ler transwell sistemi kullanilarak ko-kaltar edilmistir. Transwell ve kultir kabi
alani farkli oldugu icin bu farkin hicre canhhigini etkileyip-etkilemedigini anlamak
amaciyla ko-kultar sistemi iki sekilde olusturulmustur (Sekil 3.1). Ko-kultir
sistemi ile hiicre canliliginda olusan degisikliklerin incelenmesi igin MTT yéntemi
kullanilmigtir. 24., 48., ve 72. saatte, 4., 7., ve 10. gunlerdeki hucre canliigindaki
degisim analiz edilmistir. Ko-kultir sisteminde, transwell ve kuiltir kabi alan
farkhligindan hicre canlihdinin etkilenmedigini gostermek amaciyla yapilan MTT
analizleri sonucunda her iki durum arasinda canhlik agisindan bir fark olmadigi
gOrulmustir. Bu nedenle Sekil 3.1.de gosterilen ko-kultur sistemlerinden birinci

sistem kullanilarak devam eden deneyler yapiimigtir.

Katharina M. ve ark. tarafindan yapilan calismada MDA-MB-231 kanser hiicresi-
MKH transwell ko-kultiri sonrasi MKH’lerin kanser hucrelerinin canhiliginin
artisini uyarmadigini ya da bu uyarinin ¢ok az oldugunu 6ne surualmustur [61].
Yang, C. ve ark. tarafindan gercgeklestiriien ¢alismada, insan kemik iligi kokenli
ve gobek kordonu kokenli MKH’lerden elde edilen sartlandiriimis ortamin insan
glioblastoma hucrelerinin  ¢ogalmasini  6nemli oOlgclide engelledigini ve
glioblastoma hucrelerinde apoptozunu indukledigi gosterilmigtir [62]. Bu tez
kapsaminda secilen ko-kultir sisteminde hucrelerin bulundugu yuzeydeki
farklihgin hicre canhligini etkilemedigi gérulmustur. Ardindan gunlere gore hucre
canhhgi kargilagtiriimasi yapilmistir. Kanser hucresi-MKH ko-kultari sonrasi
yapilan MTT analizi sonucunda MKH’lerin kanser hucrelerinin canhligini 24., 48.,
72. saatte ve 4. gunde anlamh o&l¢ude baskiladigi goérldimustir. 7.glnde

T98G/MKH ko-kulturt sonrasi T98G grubunda hucre canliliginin artmasina
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karsin MDA-MB-231 hucrelerinin MKH ile ko-kulttr sonrasi hlicre canlinin kontrol
grubu ile benzerlik gosterdigi bulunmustur. Buldugumuz sonuglar literatirdeki
benzer ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Canliliktaki bu azalma MKH’lerin,
kanser hucrelerinin gogalmasini etkileyen etkin faktorler salgilamakta oldugunu
gostermektedir. Khalil C. ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢calismada, MKH ve
MKH’lerden elde edilen sartlandirilmis ortam ile yumurtalik kanseri hicreleri
(OVCAR3, CAOV3, IGROV3 ve SKOV3) ko-kaltur edilmigtir. Ayni galismada ko-
kaltur sonrasi MKH’lerden salgilanan metalloproteinazin doku inhibitora (TIMP)
faktord aracilidi ile kanser hicrelerinde canhligin azaldigi ve apoptozun uyarildigi
gOsterilmistir [63]. 2021°de Basmaeil Y. ve ark. tarafindan yapilan benzer bir
calismada, MKH/ MKH'den elde edilmis sartlandiriimis ortam ile ko-kulttre edilen
MDAZ231 kanser hucrelerinde, hicre canliiginin azaldigi gosterilmistir [64]. Bu
tez kapsaminda ayrica literatirde yapilan ko-kultir calismalarinda bulunmayan/
az deginilen ko-kultur sonrasi MKH htcre canliliginda olusan degisimler de analiz
edilmistir. Ko-kultir sonrasit MKH hicre canlihginin kontrol MKH’ye gore 48. ve
72. saatte arttigi ancak 4. ve 7. gunde azalmaya basladigi gérulmuastur. Jotzu C.
ve ark. yaptiklari calismada, MKH-kanser hlicresi ko-kultlri sonrasi MKH’lerde
TGFBRII reseptorlerini ifade ettigini ve htcre i¢i sinyal molekili pSMAD
ifadesinin arttigini gostermistir. Ayni ¢alismada bu sinyal yolunun MKH’lerin
kansinoma iligkili fibroblastlara farklilagsmasini indukledigini ileri sirmusglerdir [65].
MTT analizi sonuglari incelendiginde 3., 4., ve 7. gundeki ko-kultur sonrasi hucre
canlihgr kargilagtirlmistir ve bu zamanlar agisindan hucre canhliginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi goridimustuar. Bu nedenle sinyal

yolu analizlerinin 4. ginde yapiimasina karar verilmigtir.

TGF-B sinyal yolagi evrimsel olarak korunmus hucresel farklilasma, ¢odalma,
hicre olumu, hicre adezyonu, hareketliligi, yetiskin doku homeostazi ve
embriyogenezi kaplayan genis bir hucresel gorev agini kontrol eden cesitli
blylume faktorlerini igermektedir [39] ve tez kapsaminda bu 6zellikleri nedeniyle
analiz edilmesi amacglanmigtir. TGF-B, hucre iginde SMAD bagimli ve SMAD
bagimsiz sinyal yolagini aktive edebilmektedir [42]. Calismamizda 6zellikle aktif
TGFBRI ve aktif SMAD3 molekdlleri Uzerinde durulmustur.

Wu ve ark. 2019’'da yaptiklari galismada insan yag doku kokenli MKH’leri meme
kanseri hucreleri (MCF-7) ile ko-kulttire etmis ve TGFBR/Smad-PI3K/Akt yolaklari
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ile capraz etkilesime girerek meme kanseri hucrelerinin invazivligini ve
migrasyonunu arttirdigini gostermistir. Ayrica ko-kultur sonrasi meme kanser
hicre hattinda pSMAD2/3 ifadesinin arttigini gostermislerdir [38]. Calismamiz
kapsaminda kullandigimiz meme kanser hucresi (MDA-MB-231)-MKH hucresi
ko-kultird sonrasi meme kanseri hicrelerinde TGFBRI'in ifadesinin artmasina
karsilk pSMAD3 ifadesinde bir artis olmadigi goézlemlenmistir. T98G
hicrelerinde ise TGFBRI'in ifadesinde bir artis gozlemlenmistir ancak pSMAD3
ifadesinde bir degisim olmamistir. T98G hucrelerinde TGFBRI'in ifadesinin
artmasina karsilik pSMAD3 ifadesinin degismemesinin sebebi TGF-f sinyal
yolaginda “smad bagimsiz” yolaklardan biri Gzerinden gen ifadesini dizenledigi
dusundlmektedir [42]. Calsmamizdan farkli olarak, Xu Z. ve ark.
gerceklestirdikleri c¢alismada MKH-kolorektal kanser hucrelerinin (SW620,
HCT116) ko-klltari sonucunda MKH’lerden salgilanan TGF-f’nin kanser
hicrelerinde SMAD2, SMAD3 ifadesinin arttigini gostermiglerdir [66]. Literattrde
glioblastoma (T98G)-MKH ko-kultlrd sonrasi incelenen pERK1/2, FAK, VEGF,
TRAIL gibi sinyal yolaklari bulunmakla birlikte [59] calismalar arasinda dogrudan
TGF-B sinyal yoladi Uzerine yapilan bir arastirma bulunmamaktadir. Bu

baglamda ¢alismamiz 6zgun deger tagimaktadir.

Kanser hucreleri ile ko-kultir sonrasi MKH’lerdeki TGFBRI ifadesi analiz
edildiginde, ko-kultur sonrasi MKH’lerde TGFBRI ifadesinde bir degisiklik
olmadidi ancak pSMAD3 ifadesinde ko-kultir sonrasi MKH’lerde azalma oldugu
gorulmustir. Calismamiza paralel olarak, Paino L. ve ark. tarafindan yapilan
calismada MCF7 ve SAOS2 kanser hucreleri ile ko-kultlrd sonrasinda MKH’lerde
pSMAD2/3 ifadesinin kontrol grubuna oranla azaldigini gosterilmistir [67].

CXCL12, bir kemokin molekulidur ve stromal hcreler, fibroblastlar, epitel
hicreler tarafindan c¢ok cesitli dokularda salgilanmaktadir. CXCL12'nin,
bagisiklik hicrelerinin doku igindeki inflamasyon alanina alimina aracilik ettigi
bilinmektedir [68]. Buna ek olarak hicrelerin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini,
gog¢und ve gen transkripsiyonunu dizenleyen PI3K/AKT, ERK1/2, MAPK, Rho,
cAMP gibi g¢esitli hucre i¢i sinyal yolaklarinin asagi regulasyonunu
dizenlemektedir [47, 69]. Literatirde CXCR4 reseptdrindn, hicre olimand

dizenleyen Bcl-2 aile uyelerini, PI3K/AKT/NF-KB gibi sinyal yolaklarini
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duzenleyerek kanser hucrelerinde apoptozu indikledigine dair calismalar
mevcuttur [70, 71]

Rhodes LV. ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada meme kanser hicresi (MCF-7)-
MKH ko-kultard sonrasi CXCL12/CXCR4 sinyal yolu Uuzerinden kanser
hlcrelerinin hayatta kalmasini ve migrasyon potansiyelini arttirdigi bulunmustur
[72]. Calismamiz kapsaminda inceledigimiz sinyal yolaklarinda pERK1/2" hem
CXCL12 hem de TGF-B sinyal yolaginda aktiflesebilen bir hicre igi sinyal
molekuludur [44, 48]. pERK1/2'nin CXCL12 sinyal yolaginin bir Grand oldugunu
gOstermek amaciyla ko-kiltir sirasinda TGFBRII/I inhibitéri LY2109761
kullaniimistir. Tez galismasi kapsaminda MDA-MB-231 meme kanseri-MKH ko-
kaltard sonucu pCXCR4’Un kanser hicrelerinde arttigi goralmustir ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Hucre i¢i sinyal molekulu
pERK1/2 ifadesinin de benzer sekilde meme kanser hilicre hattinda arttigi
gorulmustlr ancak artis istatistiksel olarak anlamlilik géstermemektedir. Ayrica
ko-kultirde MDA-MB-231 hucrelerinde canlilikta bir azalma s6z konusudur. Bu
durum reseptoru aktive olan CXCL12/CXCR4 sinyal yolunun hucre igi aktif
molekullerinin (ERK1/2) miktarindaki azalmasinin MKH’ler ile etkilesimi sonucu

oldugunu dusundurmektedir.

T98G-MKH ko-kultirt sonrasi CXCL12 sinyal yolagindaki aktif molekullerdeki
degisim incelendiginde, ko-kultlir sonrasi T98G grubunda kontrol grubuna kiyasla
pCXCR4 ifadesinin arttigi goértulmastir. pCXCR4’Un hicre ici sinyal molekulu
pERK1/2’nin  ko-kultir sonrasi T98G hicre hattindaki ifadesinin kontrol
grubundaki ifadesine oranla arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur. Pavon L.F. ve ark. tarafindan gercgeklestiriien ¢alismada,
glioblastoma hucrelerinde CXCL12 molekulinin arttidi ve bu molekdlin
MKH’lerin CD133* glioblastoma kok hucresine dodru hareketine aracilik ettigi

gosterilmigtir [73].

Kanser hucreleri ile ko-kultur sonrasi MKH’lerde CXCL12/CXCR4 sinyal
yolaginin aktivasyonu incelendiginde; MKH’lerde pCXCR4 zayif ve orta
duzeydeki ifadesinin 6nemli olgude arttigi gorulmustur. Buna karsin hucre igi
sinyal moleklili pERK1/2 ko-kultir sonrasi MKH’lerde kontrole gbre kiyasla
azalmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamhlik gdstermemektedir.

Literatlirdeki ¢alismalar MKH’lerdeki pCXCR4 ifadesinin artmasinin nedeni
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olarak TMC’de timor hicrelerinden kaynaklanan CXCL12’e vurgu yapmaktadir
[74]. Kanser hlcreleri ve MKH’lerde pCXCR4 ve asagi akis moleklli pERK1/2
artmasina karsilik hiacre canliligi analiz sonuglart MKH’lerin kanser hucrelerinin,
hicre canliigini baskiladigini gostermigtir. Lou F. ve ark. yaptiklarn g¢alismada
bizim ¢alismamizdan farkli olarak, MKH’lerin prostat kanseri hiicrelerinin CXCR4
aracili hucre canlihdini ve goégcunu arttirdidini gostermistir [75]. Bulgularimiz
sonucunda kanser hucrelerinde ve MKH’lerde pCXCR4 ifadesinin ve devaminda
PERK1/2 ifadesinin arttigi gozlenmigtir. MKH’lerdeki pCXCR4 artmasi sonucu,
tumorla bolgede kaldiklari ve salgiladiklari CXCL12 molekilleri araciligi ile
kanser hicrelerinde pCXCR4 ifadesini arttirdiklari goéralmustir. pCXCR4
aktivitesindeki bu artisin kanser hucrelerinde apoptozu indukledigi ve bunun
sonucunda kanser hdcrelerinin hayatta kalmasini baskiladigi dusunulmektedir
[70] [71]. CXCL12 sinyal yolagindaki protein ifadelerindeki degisimin hicre
canligini baskiladigi varsayimi MTT sonucundaki hucre canliigi verilerimiz ile

paralellik gostermektedir.

MKH’lerin, doku uygunlugu ve rejeneratif etkileri dusunuldiginde kanser
tedavisine yonelik gelistirilecek tedavi ydontemleri icin arasinda olduk¢a énemli bir
potansiyel tagsimaktadir. Chartouni A. ve ark. 2023’de yayinlandiklari ¢alismada,
kanser tedavisinde terapotik genlerin iletiminde tasiyici ajan olarak MKH'lerin
potansiyeline vurgu yapilmistir [76]. Park S.A. ve ark. yaptiklari ¢alismada
CXCL12/CXCR4 sinyal yolunun MKH’lerin glioma hucrelerine dogru gog¢iunde
onemli bir rol oynadigini géstermislerdir. MKH’lerde CXCR4’Un asiri ifade olmasi
tumore; intihar genleri, proapoptotik genler veya immun modulatorleri iletmek igin

guglu bir arag olabilme potansiyelini ortaya ¢ikartmaktadir [77].

Sonu¢ olarak, g¢alismamiz kapsaminda TMC’'de bulanan MKH’lerin kanser
hlcreleri ile olan etkilesimine transwell sistemi kullanilarak bakilmis ve CXCL12
ve TGF-B sinyal yolaklarindaki degisim incelenmigtir. Elde ettigimiz sonuglar
kanser hlcresi acisindan literaturdeki calismalar ile benzerlikler géstermektedir.
Literatlrde, kanser hucresi-MKH ko-kultlrd sonrasi kanser hucrelerinin hicre
canlihdina odaklaniimis ve MKH’lerin hicre canhligina deginiimemis/cok az
deginilmistir. Calismamizda MKH’nin kanser hicresi ile etkilesimi sonucu
MKH’lerdeki sinyal yolaklarindaki degisikliklere odaklaniimis olmasi ayrica 6nem

tagimaktadir. incelenen sinyal vyolaklarinin etkinliginin  daha detayl
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arastirilabilmesi icin farklh kultar sistemleri kullanilabilir. Literatlirde spheroid ve
organoid sistemlerin in vivo ortami taklit etme yoninden olduk¢a avantajli

olduguna dair calismalarda mevcuttur [78, 79].

TMC’de gesitli hucre tipleri ve ekstraseltler matrix elemanlari mevcuttur. TMC
merkezinde ayrica hipoksik bir ortam bulunmaktadir. Calismamizda transwell
sistemi kullanilarak yalnizca tek bir hdcrenin (MKH) kanser hacreleri ile
etkilesimine bakilmigmistir ancak TMC’nin yapisi ¢ok daha komplekstir. TMC
ortamini in vivo olarak taklit etmek ve ortamdaki hicrelerin etkilesimini ve bu
etkilesim sonucunda sinyal yolaklarindaki ifanenin incelenmesi igin spheroid,
organoid gibi 3D kultir sistemleri kullanilarak incelenmesi MKH-kanser hiicresi
etkilesiminin aydinlatimasinda fayda saglayacaktir. Ek olarak calismamiz
kapsaminda MKH-kanser hiicreleri 1:1 oraninda kullaniimistir. ilerde yapilacak
calismalarda MKH’lerin farkli oranda uygulanmasi durumundaki kanser
hicrelerinin yaniti ve hucrelerdeki farkli sinyal yolaklarindaki degisimlerinde
degerlendiriimesi MKH-kanser hicresi etkilesimin anlagilmasi bakimdan gelecek

arastirmalara 1sik tutacaktir.
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