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OZET

INSAN ADiPOZ DOKU KOK HUCRELERININ PC3 PROSTATKARSINOM
HUCRELERI UZERINDEKIETKILERININ IN VITRO OLARAK
ARASTIRILMASI

Ogiitlii O. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-
Embriyoloji (Tip) Programu, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Prostat karsinomlarinin biiyiik bir kismi1 glandular olusumlar ve luminal diferansiyasyon
belirtegleri olan olan androjen reseptorii (AR) ve prostat-spesifik antijen (PSA) igermesi
nedeniyle adenokarsinom karakteristigindedir. Karsinomlarin ¢ogu agrisiz ve androjene
bagimhidir. Hormonal terapi ilerlemis ve metastatik prostat adenokarsinomunda AR
sinyalini inhibe etmekte olup hastalarda semptomatik olarak rahatlama saglamaktadir. PC3
prostat karsinom hiicreleri AR ve PSA reseptorlerini igermediklerinden, proliferasyonlari
androjenden bagimsizdir. Prostat kanserinde esas klinik problem, endokrin tedavi
sonrasinda hormona duyarli kanserlerin, hormon tedavisine direngli hale déntismesidir.
Prostat kanseri hem molekiiler hem de klinik olarak incelendiginde heterojen bir hastalik
olma ozelligi gostermektedir. Cogu karsinomlarda oldugu gibi, farkli diferansiyon ve
proliferasyon kabiliyetleri olan ve ayn1 zamanda transplante edildiklerinde tiimor olusturma
kapasiteri farkli olan, birbirinden farkli hiicre tiplerinden olusmaktadir. Bu nedenle, timor
hiicrelerinin progenitor hiicreler olan kanser kok hiicrelerinden (CSCc)olustugu hipotezi
kabul edilmektedir. Kok hiicre tedavileri giintimiizde popiilerligini korumakta olup,
gelecekte kanserlerin tedavisinde ve metastaz olusturmasiin engellenmesinde yaygin
olarak kullanilmas1 beklenen tedavi yontemidir. Farkli dokulardan elde edilen kok
hiicrelerin, timér hiicrelerinde gosterdikleri etkiler farklidir. Insan adipoz dokudan elde
edilen kok hiicreler ¢ok kisithidir. Erkeklerde oliimlerde ikinci sirayr olusturan prostat
kanseri tedavisinde kok hiicre tedavisi ¢alismalari ¢ok yenidir. Insan adipoz doku
mezenkimal kok hiicrelerin (ADMSC) PC3 prostat karsinom hiicreleri tizerinde dejeneratif
etkileri oldugu diistiniilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, insan adipoz doku mezenkimal kok
hiicrelerinin PC3 prostat kanseri hiicreleri iizerine anti-timér ya da pro-anjiogenik

etkilerinin in vitro olarak arastirilmasidir.



Bu calismada insan adipoz doku mezenkimal kok hiicremedyumu ile miidehale edilmeyen
PC3 prostat karsinom hiicre medyumu kontrol grubu olarak kullanildi. Calismada PC3
prostat karsinom hiicreleri farkli siirelerde (5 giin ve 10 giin) inkiibe edilen ADMSC ile
tedavi edildi. ADMSC ile tedavi edilen hiicreler 24., 48. ve 72. saatlerde degerlendirildi.
ADMSC ile tedavi edilmeyen hiicreler ile kiyaslandiginda PC3 prostat karsinom
hiicrelerinde proliferasyon hizi 6nemli 6l¢iide azaldi ve hiicreler apoptoza ugradi (p<0,05).
ADMSC ortam medyumunun uygulanmasiyla hiicre canliliginin azaldigi ve 10 giinliik
inkiibasyon siiresi olan ADMSC ortam medyumunda 5 giinliik inkiibasyon siiresi olan
ADMSC ortam medyumuna gore 72. saatte en yiiksek degere ulastigi goriildii. Apoptoz
analizinde, ADMSC ortam medyumu ile apoptozun arttigi belirlendi. ADMSC ortam
medyumu igindeki faktorlerin, ozellikle 10 giinliik inkiibasyon siiresinde olanlarin, PC3
prostat karsinom hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve dejeneratif etki gosterdigi

saptandi.

Anahtar Kelimeler: Adipoz Doku, Anjiyogenez, PC3 Hiicre Hatti, Prostat Kanseri.
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ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF HUMAN ADIPOSE TISSUE
STEM CELLS ON PC3 PROSTATE CARCINOMA CELLS

Ogiitlii O. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences, Department
of Histology-Embryolgy (Medicine), Master Thesis, Aydin, 2019.

The majority of prostate carcinomas are characterized by adenocarcinoma due to glandular
formations and androgen receptor (AR) and prostate-specific antigen (PSA), which are
markers of luminal differentiation.Most carcinomas are painless and androgen-
dependent.Hormonal therapy inhibits AR signaling in advanced and metastatic prostate
adenocarcinoma and provides symptomatic relief in patients.Since PC3 prostate carcinoma
cells do not contain AR and PSA receptors, their proliferation is independent of
androgen.The main clinical problem in prostate cancer is that after endocrine treatment,
hormone-sensitive cancers become resistant to hormone therapy.Prostate cancer is a
heterogeneous disease when examined both molecularly and clinically.As in most
carcinomas, it is composed of different cell types with different differentiation and
proliferation capabilities, as well as different tumor-forming capacity when
transplanted. Therefore, the hypothesis that tumor cells consist of cancer stem cells (CSCc),
progenitor cells, is accepted. Stem cell therapies are still popular and are expected to be
widely used in the treatment of cancers and the prevention of metastasis in the future.The
effects of stem cells obtained from different tissues on tumor cells are different. Stem cells
obtained from human adipose tissue are very limited.Stem cell therapy studies in the
treatment of prostate cancer, which is the second most common cause of death in men, are
very recent.Human adipose tissue mesenchymal stem cells (ADMSC) are thought to have
degenerative effects on PC3 prostate carcinoma cells.The aim of this study was to
investigate the anti-tumor or pro-angiogenic effects of human adipose tissue mesenchymal
stem cells on PC3 prostate cancer cells in vitro.

In this study, PC3 prostate carcinoma cell medium which was not treated with human
adipose tissue mesenchymal stem cell medium was used as a control group.In this study,

PC3 prostate carcinoma cells were treated with ADMSC incubated at different times (5 days

Xii



and 10 days).Cells treated with ADMSC were evaluated at 24, 48 and 72 hours.The rate of
proliferation in PC3 prostate carcinoma cells was significantly reduced and the cells
underwent apoptosis compared to untreated ADMSC-treated cells (p <0.05).1t was observed
that the cell viability decreased with the application of ADMSC medium and reached the
highest value at 72 hours in ADMSC medium which has 10 days incubation period
compared to ADMSC medium which had 5 days incubation period.In apoptosis analysis, it
was determined that apoptosis increased with ADMSC medium.Factors in ADMSC
medium, especially in the 10-day incubation period, were found to inhibit the proliferation

of PC3 prostate carcinoma cells and show degenerative effect.

Key words: Adipose Tissue, Angiogenesis, PC3 Cell Lines, Prostate Cancer.
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1. GIRIS

Prostat kanseri batili iilkelerde daha ¢ok olmak tizere yaygin olarak teshis edilmekte
ve erkeklerde o6liimde ikinci sirayr olusturmaktadir. Prostat kanserinde asil Klinik problem,
endokrin tedavi sonrasinda hormona duyarli kanserin, hormana direngli hale déniismesidir
(Rolfo ve ark, 2014). Her ne kadar, erken donemde tanist konulan prostat kanseri
olgularinda radikal prostatektomi basarili sonug vermekte ise de, metastatik donemde tedavi
sans1 olamamaktadir (van der Hoogen ve ark, 2011). Diinyada biyomedikal topluluklar daha
etkili tedavi yontemleri iizerinde ¢alismaktadirlar. Insan mezenkimal kok hiicreleri (human
mesenchmal stem cells-MSCs) ¢ok farkli etkileri olan yetiskin kok hiicreler olup, insan
kemik iligi ve kasi, periyos (kemik dis1 zar) ve adipoz dokudan elde edilmektedirler. MSCs,
in vivo ve in vitro olarak inflamasyonu ve immunolojik yanitin inhibe edilmesinde
immiinomodiilator etkisi bulunan hiicrelerdir (Bartholomew ve ark, 2002; Ohnishi ve ark,
2007; Abdel ve ark, 2007).

Bununla beraber kemik iliginden elde edilen MSCs’lerin invaziv prosediirde, elde
edilen hiicre sayisinin az olmasi ve hiicrenin yasiyla birlikte farklilasma kapasitesinin
azalmas1 nedeniyle etkilerinin smirli oldugu bulunmustur (D’lppolito ve ark,1999;
Panepucci ve ark, 2004). MSCs’lerin insan malignitelerinde tiimor biiylimesinin ve
metastazin onlenmesinde kullanimi halen tartismalidir (Sutdenty ve ark, 2004; Ohlsson ve
ark, 2003).

Bazi ¢alismalarda MSCs’lerin  immiinomodiilatér ve pro-anjiogenik o6zellikleri
nedeniyle timor biiylimesini artirdigi gosterilmis olsa da, bazi g¢aligmalarda, timor
biiyiimesini inhibe ettigi ve hiicrelerin yasam siiresini uzattig1 rapor edilmistir (Karnoub ve
ark, 2007; Lu ve ark, 2008; Yu ve ark, 2008). MSCs’lerin tiimor hiicresinin biiylimesini in
vitro ve in vivo olarak inhibe ettigi ve kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi
gosterilmistir.  Yapilan caligmalarda MSCs’lerin  hepatoselliiler karsinomda metastaz
olusumunu ve meme kanserinde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Bundan
baska, MSCs’lerin yiiksek oranda inflamatuar 6zellikli anjiogenik bir tiimor olan Kaposi
sarkomunda anti tiimor etkileri oldugu da gosterilmistir (Khakoo ve ark, 2006; Qiao ve ark,
2008; Li ve ark, 2010).

Prostat kanseri hem molekiiler hem de klinik olarak incelendigine heterojen bir

hastalik olma 6zelligi gostermektedir. Cogu karsinomlarda oldugu gibi, farkli diferansiyon



ve proliferasyon kabiliyetleri olan ayn1 zamanda transplante edildiklerinde tiimor olusturma
kapasiteri farkli olan, birbirinden farkl hiicre tiplerinden olusmaktadir. Bu nedenle, timor
hiicrelerinin progenitor hiicreler olan kanser kok hiicrelerinden (cancer stem cells, CSCc)
olustugu hipotezi kabul edilmektedir (Collins ve ark, 2005; Live ark, 2008; Guzman-
Raminez ve ark, 2009). CSCc’ler insan tiimor hiicrelerinden elde edilmektedirler.
Yetiskinlerde kok hiicreleri fizyolojik olarak smirli sayida olup mikrogevre i¢in 6zellesmis
durumdadirlar ve boylece kok hiicre havuzunu korumakta ve siirdiirmekte 6nemli bir rol
oynamakta ve doku hemostazinin siirdiiriilmesi i¢in gereklidirler. Kanser kok hiicrelerinin
kontrol edilemeyen proliferasyon sonucunda progenitor hiicrelerin mutasyonu sonucu
olustuklar diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda, kanser kok progenitdr hiicrelerin normal kok
hiicrelerine benzer bir mikrogevreden kaynaklandigi fakat sinyal molekiiller sonucunda
dominant olarak biiyiidiigii 6ne siiriilmektedir (Sing ve ark, 2003; Clarke ve ark, 2006; Li ve
ark, 2006; Loukogeorgis ve ark, 2016 ).

Literatiir taramasi yapildiginda, mezenkimal kok hiicrelerin prostat kanseri hiicreleri
tizerine etkilerinin arastirildig az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu galismada, insan adipoz
dokudan elde edilen kok hiicrelerin insan PC3 prostat karsinom hiicreleri tizerindeki anti-
timor ya da pro-anjiogenik etkilerinin in vitro olarak arastirilmasi hedeflenmistir. Bu
nedenle, insan adipoz doku mezenkimal kok hiicre supernatantlarinin, PC3 hiicrelerinde
proliferasyonuna ve migrasyonuna etkisi arastirilmistir. Ayrica, PC3 hiicrelerinde insan

adipoz doku kok hiicre supernatantlarinin apoptoza etkisi saptanmuigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Bezi

Prostat bezi, erkek iireme sisteminde mesane ve liretra arasinda bulunan ekzokrin bir
bezdir ve erkek iiretrasinin baslangi¢ kismini olusturur. Biiyiime ve gelismesi igin androjen
varligina ihtiyag duyan prostat bezi, ergenlik donemiyle birlikte islevsellik kazanir ve 25-30
yaslarindaki yetigkin erkeklerde yaklasik 2 cm kalinliginda, 4 cm genisliginde ve 3 cm
yiiksekliginde olup iri bir kestane biiyiikliigiindedir. Yaklasik olarak 18-20 gr agirhigindadir.
Kabaca koni seklindedir ve tabani yukariya apeksi asagiya bakar. Yerlesim olarak kiigiik
pelvisin alt kisminda, ampullarecti’nin  6niinde, Symphysispubis’in  arkasinda,
diaphragmaurogenitale’nin {ist kisminda ve mesanenin altinda bulunur. Prostat bezi
kollagen, elastin ve diiz kas yapisindan olusmus kapsiil ile ¢evrilidir (Sekil.1)(Balbay, 2008;
Hammerich ve ark, 2009; Obakan, 2013; Kogak, 2017).

Mesane

Anls

Prostat

Skrotum

Tunika vajinalis

Sekil 1. Erkek genital sistemi (Obakan, 2013).



2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri (PKa), prostat bezinin ozellikle periferal bolgesinin glandiiler
dokusunun neden oldugu malign bir timor hastaligidir. Prostat bezini olusturan epitel
hiicrelerinin proliferasyonu ve hiicre 6limii arasindaki dengenin bozularak kontrolsiiz
cogalmasi ile olusur (Schulz ve ark, 2003; Eroglu, 2014; Kogak, 2017). PKa, genellikle 50
yas Ve tizeri erkeklerde goriilen bir hastalik olup, uzun siire belirti vermeden ilerlemektedir.
PKa, biiyiik ¢ogunlukla prostat bezinin periferik bolgesinden, yaklasik %5-15’i sentral
bolgeden, geri kalan1 ise transizyonel bolgeden koken alir (Yalmay Cirak, 2011; Ozdemir,
2015).

Prostat kanserinin farkli tiirleri vardir. Bunlar; skuamoz ve adenoskuamoz kanserler,
malign mezensimal tiimorler, adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma,
musindzadenokarsinoma, Sarkomatid karsinoma (karsinosarkom), saf kiigiik hiicreli
adenokarsinoma, transizyonel hiicreli kanserler, prostatikepitelyalneoplazi (PIN), atipik
kiigtik asinerproliferasyondur. Prostat bezinde gelisen tiimorlerin %9’ini adenokarsinomlar
olusturmaktadir (Schulz ve ark, 2003; Baltaci ve ark, 2007; Obakan, 2013).

Prostat kanser hiicreleri, 6zellikle kemikler ve lenf nodlarina metastaz yaparak
viicudun diger boliimlerine yayilirlar. PKa yayiliminda bolgesel lenf bezlerine lenfatik yolla
metastaz, hematojen yayilimdan once olmaktadir ve siklikla obturator lenf nodiilleri
tutulmaktadir. En sik goriilen hematojen yayilim ise kemik metastazlari seklindedir ve
cogunlukla pelvis, kaburgalar ve omurgaya metastaz gerceklesmektedir (inan, 2006;
Balbay, 2008).

Prostat kanseri hiicreleri yavas boliinen hiicrelerdir. Bu nedenle hastalik uzun siire
herhangi bir semptom vermeden gelisebilmekte ve bu siire zarfinda metastatik hale
gecebilmektedir. Olusan semptomlarin biiylik kismi metastaz kaynakli oldugundan, teshis
koyuldugunda hastalarin ¢ogunda ileri evre metastatik prostat kanseri gelismis olmaktadir
(Inan, 2006).

2.3. Prostat Kanseri Olusumunun Molekiiler Mekanizmalari

Prostat kanserinin olusumundan ve yayilimindan sorumlu mekanizmalar heniiz tam
olarak kesfedilmemistir. Ancak, hiicre biiylimesini, proliferasyonunu, anjiogenezisi ve

adhezyonu kontrol eden sinyal iletim yolundaki birgok farkli degisikliklerin, PKa
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gelisiminde rolii oldugu diistiniilmektedir (Abate-Shen ve ark, 2000; Kambhampati ve
ark,2005; Kogak,2017). Normal prostat epitel hiicrelerinin kanser hiicresine doniismesi;
proto-onkogen aktivitesi ve tiimor baskilayici genlerin baskilanmasi ile iligkilidir
(Kogak,2017).PKa gelisiminde 6nemli rol oynayan molekiiler sinyal yolaklari; fosfataz ve
tensin  homolog protein(Phosphatase and Tensin  Homologue Protein-PTEN),
fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K) yolu, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii
(VEGFR), androjen reseptorii (AR), ve insiilin biiytime faktorii 1 reseptorii (IGF1R)’dir.
Ozellikle, PIBK/AKT yolagi, PKa gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu yolak genellikle PKa hiicrelerinde tiimor baskilayici proteinin ve PTEN ekspresyonunun
azalmasi ile aktive olur (Feldman ve ark,2001;Schulz ve ark, 2003; Taplin ve ark, 2004;
Pienta ve ark, 2006; Kogak, 2017).

2.4. Kok Hiicre Nedir?

Hiyerarsik olarak gesitli hiicre tiplerine farklilasma ve boliinerek kendini yenileme
ve ¢ogalma potansiyeline sahip, ¢ok hiicreli canlilarin doku ve organlarini olusturan temel
hiicrelere kok hiicre denir (Kansu, 2002; Giines,2005; Erden,2014; Acar, 2015). Kok
hiicreleriniki ana tipi bulunmaktadir. Bunlar embriyonik ve postnatal (yetiskin) kok
hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler blastosistten olusurken, yetiskin kok hiicreler ise

dokularda bulunan kendini yenileyebilen multipotent hiicrelerdir (Nading, 2009).

2.4.1. Kok Hiicrelerin Genel Ozelikleri

Kok hiicrelerin iki temel onemli &zelligi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi”
kendilerini yenileyebilme ve cogalabilme 6zelligini farkli hiicre tiplerine farklilagsmadan
yapabilmeleri" iken, ikincisi" aldiklar1 sinyallere gore farkli hiicre tiplerine
dontigebilmeleri"dir. Bu ozellikler kok hiicreleri viicuttaki diger hiicrelerden ayiran en
onemli 6zelliklerdir. Kok hiicreler aldiklari sinyallerin 6zelligine gore farkli hiicre tiplerine
doniisebildikleri i¢in belirlenmis 6zel bir fonksiyonlar1 yoktur (Simsek, 2012; Karakaya,
2013). Viicutta herhangi bir hiicre grubunda hasar olustugunda ya da hiicreler 6ldiigiinde, 0
bolgede hangi hiicereye gereksinim varsa kok hiicreler 0 hiicreye doniisiirler (Sahin ve ark,
2005).



o Kok hiicreler 6zellesmemis hiicrelerdir.

e Kok hiicrelerin yavru hiicresi, 6zellesmis hiicrelerden kaynaklanmis olabilir.

e Kok hiicreler, hasar gérmiis kaynak dokuya aktarilirsa onu yeniden ¢ogaltabilir. Kok

hiicreler doku hasarimmin olmadigi durumlarda da in vivo ortamda farklilasmis

kusaklara katki saglarlar (Kara6z ve ark, 2004).

Tablo 1. Insan kok hiicrelerinin genel 6zellikleri (Gargett, 2007).

IEKH GKH FKH EKH
Fetal dokular (6zel)
fetal dolasim (HSC, Bircok doku Ve
Erkek, testis MSC) organ (yumurta
. ’ Plasenta (EPC, MSC) . s
Morulablastomerin ~ Kadin fetal . ; kemik iligi,
Kaynak o . .. Amniyon kesesi ve .
i¢ Kitle hiicresi over, eriskin . . .. endometrium,
o stvist ES hiicreleri gibi rostat. meme. cilt
(MSC,  HSC),Gdbek Earsak)’ » ot
kordon (HSC, MSC)
Pluripotentten
. : ; multipotente Unipotent, bipotent
Potansiyel Pluripotent Unipotent depisdiDF ve multipotent.
Fetal ve gobek kordonu
spontan, plasental e
dokular ise kiiltiirde in- ;(eir;zstlgt)}re ?ﬁtligi T
Farkhlasma  Spontan Spontan vivo ektodermal ve . PN€ 8
karsilikli farklilagma
endodermal Osterebilir
cogalabilir. & ’
Erkekte
yasam boyu
yiiksektir. - -
Cogalma Diside Amniyotik epitelde Degismekle - birlikte
- Sinirsiz yasam boyu
potansiyeli prenatal ve sinirhdir.
olanaklidir
postnatal
sinirhdir.
Karyoti Normal Normal, Normal Normal
yotip diploit.
Kopya
olarak Hayir Evet Evet Evet
iiretilebilme

2.4.2. Kok Hiicrelerin Tarihgesi

Carl Rudolph Wirchow (Alman bilim adami) 1800’14 yillarda “Omniscellula e

cellula” (Tim hiicreler baska hiicrelerden gelisir) yaklagiminda bulunmustur. Kok hiicre



kavrami 1868 yilinda Alman Biyolog Ernest Haeckel tarafindan ilk olarak literatiire
girmistir (Ramalho-Santos, 2007; Karakaya, 2013; Topgu Sarica, 2016). insan kaniyla
yapilan ¢alismalar ile kok hiicre ¢alismalar1 hizlanmistir. Franz Ernst Christian Neumann
(1834-1918)’1n kemik iligi ile ilgili ¢calismalarinda akyuvarlara benzer hiicrelerin varligini
belirlemis ve boylece kan hiicrelerini olusturan organin kemik iligi oldugunu ileri
stirmiistiir. Julius Friedrich Cohnheim (1839-1884) yaralari iyilesmesini saglayan hiicrelerin
kemik iliginden kaynaklandigini bildirmistir (Savneet Kaur ve ark, 2009; Karakaya, 2013).
Kemik iliginde kok hiicrelere benzer progenitor hiicrelerin varligi Arthur Pappenheim
(1870-1916) tarafindan tespit edilmistir (Ramalho-Santos, 2007). Hematopoetik kok
hiicreler 1909 yilinda  Alexander  Alexandrowitsch  Maximow  (1874-1928)
tarafindantanimlanmigtir. Maximov, bu hiicrelerin yaralanma sirasinda kandan yarali
dokuya tasindigini ve yarali bolgeye ulastiklarinda ihtiyag hissedilen hiicrelere
farklilagabildiklerini bildirmistir (Ramalho-Santos, 2007; Karakaya, 2013).

Tiirkiye’de ilk hiicre kiiltiirii ¢alismasi Ord. Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin
tarafindan 1971 yilinda yapilmistir (Sahin ve ark, 2005; Simsek, 2012; Karakaya, 2013;
Topgu Sarica, 2016). MKH tanimi ise 1999 yilinda Pittenger ve arkadaslari tarafindan
kemik iligi kaynakli osteoblastlara, adipositlere ve kondrositlere farklilasabilen fibroblastik
hiicreler seklinde yapilmustir (Pittenger ve ark, 1999).

2.4.3. Kok Hiicrelerin Simiflandirilmasi

Kok hiicreler farklilasabilme yeteneklerine gore ve koken aldigi doku dikkate

alinarak simiflandirilir.

2.4.3.1. Kok hiicrelerin farkhlasma yeteneklerine gore siniflandirilmasi

Farklilagsma yeteneklerine gore kok hiicreler totipotent, pluripotent ya da multipotent
olarak smiflandirilirlar (Kansu, 2005; Lensch ve ark, 2013; Topgu Sarica, 2016).

Totipotent kok hiicreler; smirsiz farklilasabilme ve farkli yonlere gidebilme
ozelligindedirler. Embriyo, embriyo-sonrast tiim doku ve organlar ve embriyo-dis
membranlarin ve organlarin kaynagini olustururlar (Kansu, 2005; Giin, 2013). Totipotent

kok hiicreler, canli bir hayvanin uterusuna implante edildiginde tam bir organizmayi
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olusturabilir (Sagsdz, 2008; Lensch ve ark, 2013; Ozdemir, 2014; Acar, 2015).

Pluripotent kok hiicreler; embriyonun blastosist evresinde, i¢ hiicre Kitlesini
olusturan embriyonik hiicrelerdir ve gelismis bir organizmanin her tabakasinda
(mezodermal, endodermal ve ektodermal) yer alip, organlar1 olusturmak igin ¢ogalir ve
farklilagirlar. Bu hiicreler viicuttaki tiim hiicrelere dontisebilirler fakat tek baslarina bir
organizmay1 olusturamazlar (Sekil 2.8) (Kansu, 2005; Holm, 2008; Karakaya, 2013).

Multipotent kok hiicreler; yetiskin kok hiicrelerdir ve sadece bulunduklart dokunun
onarimi Ve yenilenmesinde gorev alirlar.Organizmanin her dokusunda yer alan multipotent
kok hiicreler, daha diisiik doniisme potansiyeline sahiptirler.Bu hiicreler hasarli bolgeye
cagrildiginda kendilerini yenilerler, boliinmeye baslarlar ve bir progenitér hiicre olusur
(Moore ve ark, 1997; Kansu, 2005; Nading, 2009; Lodish ve ark, 2011; Karakaya, 2013;
Ozdemir, 2014).

Unipotent kok hiicreler; multipotensiyel kok hiicresi ve bu hiicrelerin boliinmesi ile

olusan hiicrelerdir. Tek bir yonde farklilasmak i¢in programlanmiglardir.

Stem Cell Puripotency

Ci
4 \

S OOes

Blood Stem Cells l Other Stem Celis 1

Muscle Nerve Bone Other Tissues

Sekil 2. Pluripotent kok hiicre hiyerarsisi (Ozdemir, 2014).

2.4.3.2. Kok hiicrelerin koken aldiklar: dokuya gore siniflandirilmasi

Koken aldiklar1 dokuya gore kok hiicreler embriyonik kdkhiicreler ve yetiskin kok
hiicreler olarak iki baglik altinda incelenir (Karakaya, 2013).



emik gl
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KH Kan KH
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Embriyonal Hematopoe
i ik KH -
No6ronal
K'Ok Adiposit
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Embriyonal Orgka;nlgarda
Qlmayan KH Fetus KH Kalp Kasi
Kadavra
KH

Sekil 3. Kok hiicre siniflandirmasi (Giin, 2013).

Embriyonik kok hiicreler; embriyoda erken evrede bulunan totipotent kok hiicreler
olup; blastosist asamasindan izole edilirler (Sekil 4). Blastosist asamasinda, dis kisimda
bulunan trofektoderm hiicreleri plasentayi olusturuken, i¢ kisimda bulunan hiicreler fotal
yapiy1 olusturmakta ve embriyonik kok hiicreler i¢ kisimdaki bu Thiicrelerden
ayristirilmaktadir (Kansu, 2002; Karakaya, 2013; Erden, 2014).

Normal Gelisim/ IVF 1

@ I Hocre Kodesi .L
O3 O @==

| EKH Dlzllcﬂnln Olusturulmas:

S

Pluripotent
Embriyonik kodk
hilcre dizileri

Sekil 4. Embriyonik kok hiicre dizilerinin elde edilmesi (Karakaya, 2013).



Erigkin kok hiicreler; dogumdan sonra organizmada farkli doku ve organlarda

yerlesik halde bulunan multipotent kok hiicrelerdir. Embriyonik hiicrelere oranla daha az

sayida hiicre tiirline farklanmalarina ragmen Yetigkin dokularda progenitér hiicrelere
farklilasabilirler (Karakaya A., 2013; Kansu E., 2002; Erden S., 2014; Giines AM., 2005;
Blau H.M. ve ark., 2001). Plastisite 6zelliklerine sahip olan bu hiicreler sadece ait olduklari

dokunun hiicre tipine degil, birgok farkli dokulara ait hiicre tiplerine diferansiye
olabilmektedir (Sekil 5).
a KaraciZer
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Sekil 5. Eriskin kok hiicrelerin farkli hiicrelere diferansiye olmasi (Karakaya, 2013)

Erigkin kok hiicrelerin elde edildigi dokular; gobek kordon kani, plasenta, kemik

iligi, bobrek, kalp, deri, beyin, géz, pankreas, karaciger, akciger, ovaryum, meme, prostat ve

testislerdir (Blau ve ark, 2001; Kansu, 2002; Giines, 2005; Simsek, 2012; Erden, 2014).
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2.5. Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)

1924 yilinda Aleksander Maximow tarafindan fark edilmistir. Maximow,
kandabulunan ve farklilasma yetenegi olan bu hiicrelere mezenkimal kok hiicreler
admivermistir. Ernest McCulloch ve James Till 1960’1 yillarda mezenkimal kok
hiicrearastirmalarini ilerleterek kiiltir ortaminda ¢ogaltmay1 basarmislardir (Nardi ve da
Silva, 2006; Acar, 2015). 1970 yillarinda Friedenstein ve arkadaslari, ¢alismalarinda kemik
iligi aspiratinifetal buzagi serumu igeren ortama yaymasiin ardindan morfolojik olarak
fibroblastlara benzeyen hiicrelerin var oldugunu gozlemlemislerdir. Bu hiicrelerin yiizeye
yapisabilme oOzelligi ile kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine farklilasabilme yetenegi
oldugunu gézlemlemislerdir (Friedenstein ve ark, 1976; Barry ve ark, 2004; Erden, 2014).
Daha sonraki ¢alismalarda bu hiicrelerin embriyonun ii¢ germ tabakasindan gelisen hiicre ve
dokulara farklilagabilen, hematopoetik olmayan, multipotent hiicreler oldugu belirlenmistir.
Mezodermal kokenli hiicrelere farklilagabildiklerinden dolay: bu hiicreler mezenkimal kok
hiicreler olarak adlandirilmislardir (Jiang ve ark, 2002; Topgu Sarica, 2016).

MKH’ler, multipotentstromal kok hiicrelerdir. Bu  hiicreler, kendilerini
yenileyebilme, mezenkimal ve mezenkimal olmayan yag dokusu, kas, kemik, kikirdak ve
sinir hiicreleri gibi olgun hiicre soylarina farklilasabilirler (Zuk ve ark, 2002; Neuss ve ark,
2004; Barry ve ark, 2004; Nardi ve da Silva, 2006). MKH’ler gorevleri bakimindan oldukg¢a
dikkat ¢ekicidir. MKH’ler ayn1 zamanda hematopoezisi destekler. Bu sayede bir¢ok organ
ve dokunun homeostatik dengesinin korunmasina yardim eder. Bulunduklari dokudan
ayrilip hasarli olan dokulara gegerek hasarli dokunun tamirini yaparlar (Nardi ve da Silva,
2006).

2.5.1. insan Mezenkimal Kok Hiicre Karakteristik Ozellikleri

Morfoloji: insan mezenkimal koék hiicreleri, morfolojik olarak fibroblastlara
benzerler ve kiiltiir ortaminda plastik yiizeye yapisabilirler. Morfolojik goriintiilerinde uzun
veince veya diiz yassilasmis fibroblast benzeri bir yap1 gosterebilirler (Nardi ve da Silva,
2006; Topegu Sarica, 2016). Hiicrelerin morfolojisi izole edildikleri doku ve organizmaya
gore farklilik gosterebilir. Hiicreler genellikle kromatin partikiilleriyle ¢evrelenmis bir
cekirdek igerir. Hiicrenin geri kalan kismi; golgi aygiti, endoplazmik retikulum, mitokondri
ve poliribozomlar ihtiva eder (Netter, 1987; Acar, 2015).
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Yiizey Belirtecleri: Mezenkimal kok hiicreler, bu hiicrelerin plastik yiizeylere
yapismasi, Stromal diizeyde yiizey antijenlerini eksprese etmeleri, multipotent
farklilagsabilmeleri ile Kkarakterizeedilir (Topgu Sarica, 2016).MSCs’lerin allo veya
ksenojenik lenfositlerin immunojenisitesinin yetersiz olmasi1 sebebiyle CD29, CD90 ve
CD59 i¢in pozitif ve CD80, CD86 ve insan-16kosit antijeni-l1 i¢in negatif olmalidir (Chai ve
ark, 2017). Mezenkimal kok hiicreler yiizeylerinde temel olarak CD105, CD73,
CD90,CD146, CD29 ekprese ederlerken; CD28, CD25, CD34, CD45, CD14 eksprese

etmezler (Dominici ve ark, 2006).

2.5.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanim

MKH?’lerin, sahip olduklari bir¢ok 6zellikleri sayesinde MKH’lerin gesitli hiicrelere
farklilasarak ya da ¢Oziiniir faktorler sentezleyerek hiicre yenilenmesine katkida
bulunmalari, in vitro’da kolaylikla ¢ogalabilmeleri, hasarli dokuya migrasyon yetenekleri,
immun baskilayic1 gibi o6zellikleri sayesinde bir¢ok klinik uygulamada kullanilmaktadir
(Erden, 2014). Son yillarda mezenkimal kok hiicrelerin akut ve kronik hastaliklarda
terapOtik ajanlar olarak kullanim potansiyeli dikkat ¢ekmektedir. Yapilan ¢alismalarda bu
hiicrelerin, T ve B hiicre, dogal 6ldiiriicii hiicre (NK) ve dentritik hiicre (DH) gibi dogal ve
edinsel bagigiklik hiicreleri iizerinde immiinmodulasyon etkilerinin oldugu gosterilmistir.
MKH?’ler araciligiyla olusan inhibisyon etkisinin altinda yatan mekanizmasi heniiz tamamen
anlagilamamistir. Hiicre-hiicre temasinin ve ¢oziinebilir faktorlerin birlikte etkili olduklar:
diistiniilmektedir (Kapoor ve ark, 2012).Tedavisi olanakli olmayan ve sadece kok
hiicreleriyle tedavisinden yanit beklenen hastalik ve bozukluklarda kok hiicrelerin
potansiyel kullanim alanlar1 arasinda; beyin hasari ve inmeler, bazi kanser tiirleri, omurilik
yaralanmalari, Kalp hastaliklari, hematopoezis, kellik, dis kayiplari, sagirlik, korlik ve
gorme kaybi, Amniyotrofik Lateral Skleroz, Graft versus host hastaligi, Crohn hastaligi,
dogumsal davranig ve motor néron bozukluklari, diyabet, ortopediyle ilgili baz1 hastaliklar,
yara iyilesmesi ve kisirlik bulunmaktadir (Beksag ve ark, 2004).

Kok hiicrelerin klinik amagli kullanimi siklikla tedavileri olanakliolmayan, kendini
yenileme ve onarim olanagi bulunmayan ve hiicre kaybinin yasandigi pek ¢ok hastaligin
tedavisinde diistiniilmektedir (Beksag ve ark, 2004). Tedavilerinde kok hiicrelerin
kullanilabildigi ve olumlu yanit alinan bazi hastaliklar lenfomalar, l6semiler, multiple

myeloma, meme/beyin/over kanseri gibi solid tiimoérler, anemiler, immiin yetersizlikler,
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Hurler Sendromu ve osteopetrosis gibi kalitsal metabolik bozukluklardir.

2.5.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin in Vitro Kanser Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

Giintimiizde kok hiicre tedavisi, tibbin bir¢ok alaninda uygulandigi gibi kanser
tedavisinde de yeni tedavi yontemleri arayisi igerisinde yerini almistir. Insan mezenkimal
kok hiicreleri (MSC’ler), in vitro vein vivo olarak inflamasyonu ve immiinolojik yanitlari
inhibe edebilen essiz immiinomodiilatér &zelliklere sahiptir (Rolfo ve ark, 2014).
Mezenkimal kok hiicrelerin kanser hiicrelerini baskilayarak ve gogalmalarini durdurarak
tedavi edici ve koruyucu etkisi bir¢ok deneysel ¢alismada gosterilmistir (Sahin, 2015).
Ancak son yillarda, kanser tedavisinde kullanilan kok hiicre galismalarinda, mezenkimal
kok hiicrelerin insan malignitelerini tetikledigi, Kitleyi biyiittiigii, yeni damarlarin
olusumuna ve metastatizasyona yardim ettigi gosterilmis ve bu durum kok hiicrelerin kanser
tedavisi tizerine etkilerini tartismali duruma getirmistir (Ohlsson ve ark, 2003; Studeny ve
ark, 2004; Fierro ve ark, 2004; Zhu ve ark, 2009). Baz1 c¢alismalar, potansiyel olarak
MSC’lerin immiinomodiilatér ve pro-anjiyojenik ozellikleri ile tiimor biiylimesinin ve
gelisiminin arttirilldigimi gostermistir, digerleri ise timdr bilylimesinin inhibisyonunu ve
uzun sagkalimi gostermistir (Karnoub ve ark, 2007; Lu ve ark, 2008; Yu ve ark, 2008).
Yapilan c¢aligmalarda MSC’lerin, kanser hiicrelerinin apoptozisini indiikleyerek, in vitro ve
in vivo olarak tiimor hiicresi biiylimesi iizerinde potansiyel inhibe edici etkileri oldugu tarif
edilmistir (Lu ve ark, 2008; Takahara ve ark, 2014; Rolfo ve ark, 2014). MSC’nin
hepatoseliiler karsinoma (HCC) (Li ve ark, 2010; Livraghi ve ark, 2005) metastazini ve
meme kanseri hiicre ¢ogalmasmi (Qiao ve ark, 2008) engelleyebildigi gosterilmistir.
MSC’ler, yiiksek derecede inflamatuar bir anjiyojenik timor olan Kaposi sarkomu
modelinde giiglii antitimor etkileri sergilemistir (Khakoo ve ark, 2006).

ADSC’lerin tiimor hiicresi proliferasyonu tizerindeki etkisi tartismalidir. Bazi
caligmalar, ADSC’lerin glioma hiicrelerinin (Yu ve ark, 2008) ve hem meme kanserinin
(Muehlberg ve ark, 2009) hem de prostat kanserinin (Prantl ve ark, 2010) c¢ogalmasi
tizerinde olumlu bir etkisi oldugunu bildirirken, bazi ¢alismalarda ADSC’lerle ortak
kiiltiirtin, pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonu tizerinde baskilayici bir etkisi oldugu
bildirilmistir (Cousin ve ark, 2009). Takahara ve ark (2014) yaptiklari ¢alismalarinda adipoz
doku mezenkimal kok hiicrelerin androjen bagimli olup olmamasina bakilmaksizin PC3

prostat kanseri hiicrelerinde proliferasyonu ve tiimor biiylimesini inhibe ettigini, apoptozu
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uyardigint bildirmislerdir. Rolfo ve ark (2014) c¢alismalarinda amniyon kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin PC3 prostat kanseri hiicrelerinin hiicre sikluslarini bozdugunu
ve boylece hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini bildirmislerdir.

Prostat kanseri, hem molekiiler hem de klinik agidan heterojen bir hastaliktir. Prostat
kanserinde temel Kklinik problem, hormona duyarli kanserlerin endokrin tedavisi ile
tedaviden sonra hormon duyarsiz bir hastaliga dontismesidir. Erken evrede saptanan prostat
kanseri radikal prostatektomi ve radyoterapi ile basarili bir sekilde yok edilebilse de,
metastatik evreye geldiginde tedavisi miimkiin degildir. Calismamizda ADMSC ortam
medyumunun PC3 prostat karsinom hiicreleri {izerindeki etkileri in vitro olarak
aragtirtlmistir. ADMSC ortam medyumunun PC3 hiicrelerinin canliligina, migrasyonuna ve

apoptozuna etkileri arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

PC3 hiicre hatlar1 ADU BILTEM’den temin edilmistir, hiicre hatlar1 ticari olarak

tiretilmis oldugu i¢in herhangi bir etik kurul onay1 gerekmemektedir.

Tablo 2. Calismada kullanilan malzemeler

Uriin Uriin Kodu Firma
MTT[(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)] M-5655 Merck
Bovin Serum Albumin (BSA),100 g A-3059 Sigma-Aldrich
Fetal Bovin Serum (FBS), 100 ml CP-16-1265 Capricorn
Tripsin-EDTA (%0,25), 1X, 100 mi T-4049 Sigma-Aldrich
Penisilin-Streptomisin, 100X, 20 ml P-4333 Sigma-Aldrich
L-Glutamine, 200 Mm, 100 ml G-7513 Sigma-Aldrich
Gentamicin, 50 mg/ml G-1397 Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS), 500 mi D-8537 Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 500 ml CP16-1273 Capricorn
NEAA (nonessential amino acids), 100ml K-0293 Sigma-Aldrich
MEM (Minimum Essential Medium EagleMedium) 56416C Sigma-Aldrich
PC3 Hiicre Dizisi - ADU-BILTEM
75’lik steril flask 431464U Corning
25’lik steril flask - Orange Scientific
1,5 ml’lik steril eppendorf - Axygen Quality
50 mI’lik steril falkon 31434 Sigma-Aldrich
15 ml’lik steril falkon - Orange Scientific
Pipet tek kullanmimlik steril, 10 ml 4488 Costar
Pipet tek kullanimlik steril, 5 ml 160510 Sigma-Aldrich
Steril 12 kuyucuklu mikroplate 3513 Costar
2 mP’lik steril hiicre dondurma tiibii TPP89020 Thermo scientific

3.2. Kullanilan Cihazlar

Biyogiivenlik Kabini (2.seviye), Heraeus

Inkiibator, Nuaire

Sogutmali Santrifiij (eppendorf i¢in), Eppendorf 5415R
Sogutmali Santrifiij (15 ml falkon igin), Hettich D78532
Invert Mikroskop, (Olympus CK40)

Mikroplate Yikayici, EKsper

Mikroplate Shaker (1sitmali), Eksper HT
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EVE™ QOtomatik Hiicre Sayim Cihazi, NanoEnTek

3.3. Deneyler

3.3.1. PC3 Prostat Karsinoma Hiicre Hatlarinin Temini ve Hiicre EKimi

Prostat karsinomlarinin biiyiik bir kismi glandular olusumlar ve luminal
diferansiyasyon belirtecleri olan olan androjen reseptorii (AR) ve prostat-spesifik antijen
(PSA) igermesi nedeniyle adenokarsinom karakteristigindedir. Karsinomlarin ¢ogu agrisiz
ve androjene bagimhidir. Hormonal terapi ilerlemis ve metastatik prostat
adenokarsinomunda AR sinyalini inhibe etmekte olup hastalarda semptomatik olarak
rahatlama saglamaktadir. PC3 prostat karsinom hiicreleri AR ve PSA reseptorlerini
icermediklerinden, proliferasyonlar1 androjenden bagimsizdir. Calismamizda Tip Fakiiltesi
Prof. Dr. Cigdem YENISEY’in hiicre stoklarindan elde edilen ve Adnan Menderes
Universitesi Bilim ve Teknoloji Merkezi (BILTEM) laboratuvarinda -196 °C sivi azotta
saklanan hiicreler kullanilmistir. Hiicreler, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) +
% 10 FBS (fetal bovine serum) + 2 mM glutamin + streptomisin (100 pg/ml) + penisilin
(100 U/ml) iginde biyttilmistir. Hicrelerin sikligi % 80-90’a eristiginde calismalar
yapilmistir (Resim 1).

Resim 1. PC3 prostat karsinom hiicresi invert mikroskopta x4’1ik biiyiitmede
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3.3.2. insan Adipoz-Doku Kok Hiicre Eldesi

Insan adipoz doku kok hiicre eldesinde Zhu ve ark, (2013) ile Francis ve ark, (2010)
yontemlerinden yararlanilarak izolasyon ve flow cytometry yontemi uygulanmistir. Adipoz
doku ameliyathane sartlarinda plastik cerrahi girigimi ilesteril PBS soliisyonuna alinmustir.
Alman dokuya kisa siire igerisinde izolasyon uygulanir. Biiyiikk olan adipoz doku
pargalaristromal dokudan cerrahi bir makas yoluyla yag damlacigi seklindeki daha kiigiik
yag dokusu pargaciklari, steril petri i¢ine ayiklanir. Steril edilmis bir spatiil yardimiyla
ayiklanan bu yag dokusu falkon tiip i¢ine alinir. Calisilan tiim cerrahi malzemeler steril

olmalidir (Resim 2).

Resim 2. insan abdominal bélgesinden plastik cerrahi girisimi ile alinan yag dokusunun

stromal hiicrelerden ayrilmasi

Literatiirde farkli miktarlarda dokular ile ¢alisilmasina ragmen, ¢alismamizda birkag
deneme sonrasinda 15 ml DPBS iginde ¢6ziilmiis ve 0.22 um filtreden gegirilmis % 0.1
konsantrasyonunda kollajenaz | enzimi ortalama 10 gr yag dokusu iizerine konuldu. Ayrilan
yaglar 50 ml’lik falkon tiip i¢ine alinarakigine kollajenaz enzimi eklendi ve 37 °C su
banyosuna konuldu. Her 5-10 dakikada bir falkon tiipler siddetli bir sekilde ¢alkaland1 ve

enzim ¢ozeltisi icinde yaglarin iyice erimesi saglandi (Resim 3).
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Resim 3. Kollajenaz | enzimi eklendikten ve 2 saat su banyosunda enkiibe

Hiicreler iki saat bekledikten sonra su banyosundan ¢ikarildi. Daha sonra 1000 pl’lik
pipet ucu yardimi ile 100 um gozenekleri olan hiicre siizgecinden (cell strainer) gegirildi ve

boylece ¢oziinmeyen hiicrelerden ayrildi (Resim 4).
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Resim 4. Kollejenazenziminde erimis hiicrelerin 100 um hiicre siizgecinden siiziilmesi

Hiicreler siizgegten gegirildikten sonra ekledigimiz miktarda biiyiime medyumu
eklenerek ve 12009 10 dk santrifiij edilerek kollejenaz enzimini inhibe edildi ve iistte erimis

olarak bulunan yag dokusu aspire edildi (Resim 5).

Resim 5. Coziinmiis yag dokusunun santrifiij edilmeden ve edildikten sonraki goriintiisii

Ustteki erimis olarak bulunan yag dokusu alindiktan sonra iistteki s1v1 yaklasik 5 ml
supernatant kalana kadar aspire edildi. En az 15 ml biiyime medyumu eklenip 1200 g’de 10
dk tekrar santrifiij edildi. Ardindan tiipiin {istiinde bulunan supernatant 1-2 ml kalacak
sekilde bosaltildi. 5-10 ml arasinda (dipteki hiicre yogunluguna gore) RBC-lizis tamponu,
tiptin dibinde biriken VSF (vaskiiler stromal fraksiyon) ve iginde bulunan kok hiicreler
tizerine konuldu. RBC-lizis tamponu; 8.26 g NH,CI, 1,19 g NaHCOj, iizerine 0.5 M 200 uL

EDTA konulmasini, steril bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanmasii, pH’1 7.3’e
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ayarlanmasin1 ve 0.22 um filtreden gegirilmesini igermektedir. 10X olarak hazirlanan
tampon, kullanilirken steril bidistile su ile 1x’e diliie edilmektedir. Daha sonra 10 dakika
oda sicakliginda bekletilerek eritrositler parcalanmasi saglandi. Bu siirenin sonunda
koydugumuz miktarda biiylime medyumu RBC tamponu iizerine eklendi ve 1200 g’de 10
dk tekrar santrifiij edildi. Bu islem dipteki hiicrelerin tiimiiyle eritrositlerden ayrilincaya

kadar yapilabilmektedir (Resim 6).

Resim 6. Eritrositlerinden ayrilan ¢6ziinmiis yag dokusu. Birinci resimde dipte yogun
eritrosit goriilmekte iken, ikinci sekilde fraksiyon yikandikga eritrositlerinden

ayrildig1 goriilmektedir.

Daha sonra siipernatant iyice dokiiliip dipte kalan hiicreler biiyiime medyumu ile 75
cm?lik flask igine ekildi. Medyum yaklasik 2 giin sonra, yapismayan hiicreler ve stromal
hiicreleri temizlemek igin tazesi ile degistirildi. Bu islem en az 3 kez tekrarlandiktan sonra

hiicreler pasajlandi (Resim 7).

20



Resim 7. insan adipoz doku kok hiicresi (2. pasaj) (x4)

3.3.3. Hiicrelerde yiizey antijenlerinin bakilmasi

Literatirde ADMSC kullannommin en fazla 5. pasaja kadar uygun oldugu
belirtilmekte olup, 2 ile 5 arasindaki pasajlamanin, en iyi kok hiicrelerin elde edilmesini
sagladigi ve kullanima uygunaralik oldugu bildirilmistir. Hiicrelerin besinci pasajdan sonra
kok hiicre 6zelliklerini yitirdikleri ve farklilastiklar: literatiirde rapor edilmistir (Zhu ve ark,
2013; Francis ve ark, 2010). Bizim ¢alismamizda ortam medyumu elde ettigimiz hiicreler
caligmamizda 2. ve 3. pasajda kullanilmistir. Hiicrelerin yiizey antijenlerini saptamak,
adipoz doku kok hiicre olup olmadigin1 veya yiizde ka¢ kok hiicre igerdigini tespit etmek
amaciyla flaska ekili olan hiicreler tripsin ile muamele edilmistir. Daha sonra tekrar
coktiiriiliip her bir tiipte 50.000/100 pL fiksasyon tamponu (cihazin kendi tampon ¢ozeltisi)
olacak sekilde tiiplere konulmustur. Her bir antijenden 5 pL eklendikten ve 30 dakika buz
iginde enkiibasyondan sonra cihaz tarafindan okundugunda; yiizey belirte¢lerinden CD29,
CD34 ve CD90 yiiksek titrede olmasi ve CD45’in ¢ok diisiik bulunmasi, adipoz doku

mezenkimal kok hiicre elde ettigimizi gostermistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Adipoz doku mezenkimal kok hiicre akim sitometri sonuglari.

3.3.4. insan Adipoz Doku Kok Hiicrelerinden Ortam Medyumunun Elde Edilmesi

25 cm?lik 4 ayn flaska PC3 hiicresi ayn1 zamanda ekilmis (3. pasaj) ve % 80-90
doluluga ulastiktan sonra hiicreler DPBS ile yikanmistir. Daha sonra hiicrelere 6 mL
DMEM +%1 BSA c¢ozeltisi eklenerek hiicreler 10 giin siiresince 37°C de %5 CO, de
enkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda flaskin i¢indeki medyumlar toplanaraksantrifiij
edilmis ve tekrar 0.22 um’lik filtreden gegirilip MTT, migrasyon ve apoptoz deneylerinde

kullanilmistir.

3.3.5. MTT Deneyi ile Hiicre Canhihgmin Saptanmasi

MTT c¢alismasi i¢in 96 kuyucuklu plak iginde her bir kuyucukta 10.000 PC3 prostat
karsinom hiicresi olacak sekilde 100 pl biiyiime medyumu olan DMEM iginde ekildi (Resim
8).
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Resim 8. MTT c¢alismasi igin PC3 prostat karsinom hiicrelerinin kuyucuklara 10.000 hiicre
olacak sekilde ekilmis hali

Hiicreler % 5 CO; iceren enkiibatorde 37 °C’de 24 saat bekletildikten sonra medyum
aspire edildi ve 100 ul DMEM + % 1 FBS i¢inde elde edilen adipoz-doku kok hiicre ortam
medyumlar1 (5. ve 10.giin) kuyucuklara eklendi (Resim 9).

TOoONMO O ®>

Resim 9. Hiicreler ekildikten ve 24 saatlik enkiibasyon siirecinden sonra kok hiicre ortam

medyumlarimin konulmasi
24., 48. ve 72. saatlerde kuyucuklardaki medyum aspire edildi. Kuyucuklara serum

icermeyen medyum iginde 0.5mg/ml olacak sekilde hazirlanmis MTT ¢ozeltisi 100 pl
olacak sekilde eklendi (Resim 10).
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Resim 10. Kuyucuklara MTT ¢ozeltisi konduktan hemen sonra

Plaklar enkiibatorde 37 °C’de % 5 CO; 2 saat bekledikten sonra formazan olusumu

kuyucuklarin dibinde gézle goriiliir hale geldi (Resim 11, 12, 13).

Kuyucuklarin dibinde mor
renkli ¢cokelti olustugu
gorilmektedir

Resim 11. Kuyucuklara MTT ¢ozeltisi konduktan 1 saat sonra kuyucuklarda formazan

olusu baslangici
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Resim 13. MTT cozeltisi ekledikten 2 saat sonra kuyucuklarda mor renkli formazan

olusumu

2 saatin sonunda kuyucuklardaki ¢ozelti dikkatli bir sekilde alind1. Uzerinde olusan
formazanin ¢oziilebilmesi igin 200 pl DMSO eklenerek (Resim 14) oda 1sisinda formazanin
¢oziilmesi ve homojen dagilim saglanmasi ig¢in 15 dakika mikroplak calkalayicida
calkalandi1 (Resim 14). Bu siirenin sonunda absorbans okumalari mikroplak okuyucuda 570
nm’de yapildi. Bu c¢aligmada kontrol olarak sadece biiyiime medyumu igeren
kuyucuklardaki PC3 ve ADMSC hiicrelerinin olusturdugu rengin absorbansi 6l¢iildii (Resim
15, 16, 17). Calisma 5 giinliik ve 10 giinlik ADMSC ortam medyumlarinin PC3 hiicreleri
ile etkilesimi sonras1 3 farkli giin (24., 48., ve 72. saatler) 8 6rnek ile tekrarlanarak her bir
maddenin hiicre canliligina olan etkisinin istatistiksel olarak gosterilebilmesi igin 24 veri
kullanildi. Kullanilan maddelerin PC3 prostat karsinom hiicrelerinde canliligina olan

etkisini hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanilda.
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Hiicre canlilign (%)= (Tedavi goren grubun absorbans degeri /Kontrol grubunun
absorbans degeri) X100

Resim 14. Kuyucuklara DMSO konulup formazan ¢oziildiikten sonraki goriintiisii

Resim 15. Otomatik hiicre sayiminin yapildigi cihaz ve hiicrelerin sayildigi thoma lami
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MTT ASSAY

(Cell Viability
Assay)

Canh olan hiicrelerin mitokondrisi boyay:
almakta olup, olusan bu renk
spektrofotometrede  olgiilmektedir.  Hiicre
canliligr azaldikga renk azalmaktadir.

Resim 16. MTT hiicre canlilig1 deneyi, sematik gosterim

Resim 17. MTT ve apoptoz denemelerinin plaklarinin okundugu mikroplak okuyucu

3.3.6. Hiicrelerde Apoptozun Saptanmasi

PC3 hiicrelerinde apoptoz"Biolocor Apo Percentage" ticari apoptoz Kiti ile saptandi
(Resim 18). Bu yontemde reaktifler i¢indeki boya apoptoza ugrayan hiicreler tarafindan
alinmakta ve hiicrelerde pembe-mor bir renk olusmaktadir. 96 kuyucuklugu plaga PC3
hiicreleri her kuyucukta 30.000 hiicre olacak sekilde 200 pl biiyiime medyumu (GM) iginde
ekildi. Hiicrelerin kuyucuklarda biiyiimesi i¢in (= 80-90) 37 °C, % 5 CO; enkiibatérde 24
saat bekletildi. Daha sonra enkiibasyon medyumu ¢ikartilarak hiicrelere birer damla DPBS
damlatildi. Daha sonra kuyucuklardaki DPBS aspire edildi ve kontrol olarak bir kisim
kuyucuklara GM diger kuyucuklara ise % 100 kok hiicre ortam medyumu kondu. Hiicreler
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72 saat boyunca enkiibe edildi. Her bir kuyucuk igin enkiibasyon sonunda 100 ul serum
icermeyen medyum iginde 5 pL apoptotik boya olacak sekilde boya eklendi. 30 dakika
enkiibasyondan sonra boya aspire edilerek kuyucuklar DPBS ile yikandi ve invert
mikroskopta en az 3 saha olmak tizere her bir kuyucuktan resim ¢ekildi (Resim 19). 3 kez
tekrarlanarak toplam 6 kuyucuk caligilmistir.

““.
APOPercentagqe ‘\\\

Apoptosis

biocolor

Apoptotik boya almis hiicreler

Resim 18. Apoptoz ve pembe-mor renk boya almis hiicreler

Normal Hucreler Apoptotik Hucreler

Resim 19. Normal canli ve apoptotik hiicrelerin goriintiisii
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3.3.7. Hiicrelerde Migrasyonun Saptanmasi

Hiicresel migrasyon deneyi, Liang ve ark (2007) tarafindan tanimlanan yonteme gore
yapildi. Migrasyon deneyindehiicreler ortalama 125.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
plak igine ekildi ve (= 80-90) 24 saat 37 °C, % 5 CO, enkiibatérde bekletildi. Daha sonra
enkiibasyon medyumu ¢ikartilarak hiicrelere birer damla DPBS damlatildi. Hiicreler 5
giinliik ve 10 giinliik ADMSC’ye maruz birakildi. Ortadan ikiye ¢izgi steril bir pipet ucu
yardimi ile ¢ekildi. Daha sonra CM ve %100 konsantrasyona sahip ADMSC ortam
medyumu ile inkiibasyon gergeklestirildi. Hiicrelerin migrasyonu yani birbirlerine

yaklasmasi resimlendirildi.

3.4. istatiksiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizleri IBM (International Business
Machines)SPSS(Statistical Package for the Social) istatistik paket (versiyon 25) programi
kullanilarak yapilmustir. Sayisal verilerin her bir gruptaki dagilimini degerlendirmek igin
Shapiro Wilk’s testi kullanilmigtir. Gruplarin homojenliginin dagilimlar1 Levene testi ile
degerlendirilmistir. Ayrica, F degerlerini (dagilimin homojenizasyonunun gostergesi) veya
Welch degerleri (dagilimin  homojen olmamasinin  gostergesi) ¢oklu gruplarin
karsilastirilmasi i¢in kullanilmistir. Welch-Test i¢in Dunnett T3 metodu kullanirken, ikili
gruplarin karsilastirilmasinda F-Testi i¢in Tukey HSD yontemi kullanilmigtir. Tiim testler

0=0.05 degerine gore degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlilig1 Sonuclari

4.1.1. Adipoz Doku Kok Hiicre Ortam Medyumu Uygulanan PC3 Prostat Karsinom

Hiicreleri Hiicre Canlihi@1 Sonuclar:

PC3 prostat karsinom hiicrelerinin farkli zamanlarda adipoz doku kok hiicre ortam
medyumu ile muamele edilmesinden sonra uygulanan MTT testi sonrasindaki gériiniimii

Resim 20’de verilmektedir.

Resim 20. PC3 prostat karsinom hiicrelerinin adipoz doku kok hiicre ortam medyumu ile
inkiibasyonundan sonraki MTT sonuglar1

PC3 prostat karsinom hiicrelerinin adipoz doku kok hiicre ortam medyumu ile
ekstiibasyonu sonrasindaki MTT sonuglart Resim 21’de verilmistir. Deney sonuglarindan
adipoz doku kok hiicre ortam medyumunun PC3 prostat karsinom hiicreleri lizerinde tedavi
edici etkiye sahip olduklar1 gozlenmistir. Kontrol grubunda yer alan ve biiyiime medyumu
ile muamele edilen (GM ve CM) hiicrelerin ¢ogunun canli kaldigi; MTT deneyi sonucunda

ortamda koyu renk olmasi ile de anlasilmaktadir.
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Resim 21. Hiicreler ekildikten 24 saat sonra GM, CM ve kdk hiicre CM’larmin koyulmus
hali

Tablo 3. MTT sonuglari (24. saat)

Gruplar 24, saat
(ortalama deger + SD)
GM 1,57063+0,286
CM 1,51500+0,310
5. Giin 0,66031+0,095°
10. Giin 0,56463+0,064°

GM: Growth Medyum

CM: Control Medyum

MTT: [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

SD: Standart Sapma

P?=0.000 GM, CM ile kiyaslandiginda

p°=0.000 GM, CM ile kiyaslandiginda

P?=0.015 b ile kiyaslandiginda

pP=0.015 a ile kiyaslandiginda

PM=0.995 CM ile kiyaslandiginda

Tablo 3’e gore PC3 prostat karsinom hiicrelerde kontrol olarak kullanilan GM ve
CM arasinda 24. saatte anlaml bir fark olmadig: (p=0,995; p>0,05) ve bu gruplarda hiicre
canliliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir. 24. saatte degerlendirilen 5 giin inkiibe edilen
adipoz doku kok hiicre medyumlar1 ile 10 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre
medyumlarinda PC3 prostat karsinom hiicre canliliklari agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur. 10 giin inkiibe edilen adipoz kok hiicre medyumlarindaki PC3 prostat

karsinom hiicre canliligi, 5 giin ekilen adipoz doku kok hiicre medyumlarindaki PC3 prostat
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karsinom hiicre canliligindan daha diisiik ve bu farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu
belirlenmistir (p=0,015; p<0.05).

Tablo 4. MTT sonuglari (48. saat)

Gruplar 48. saat
(ortalama deger + SD)
GM 1,90800=+0,161
CM 1,86044+0,370
5. Giin 0,76431+0,135°
10. Giin 0,26169+0,072°

GM: Growth Medyum

CM: Control Medyum

MTT: [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

SD: Standart Sapma

P%=0.000 GM, CM, b ile kiyaslandiginda

p"=0.000 GM, CM, a ile kiyaslandiginda

p®™=0.997 CM ile kiyaslandiginda

Tablo 4’e gore PC3 prostat karsinom hiicrelerde kontrol olarak kullanilan GM ve
CM arasinda 48. saatte anlamli bir fark olmadig: (p=0,997; p>0,05) ve bu gruplarda hiicre
canliliginin yiiksek oldugu goriilmiistiir. 48. saatte degerlendirilen 5 giin inkiibe edilen
adipoz doku kok hiicre medyumlart ile 10 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre
medyumlarinda PC3 prostat karsinom hiicre canliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur. 10 giin inkiibe edilen adipoz kok hiicre medyumlarindaki PC3 prostat
karsinom hiicre canliligi, 5 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre medyumlarindaki PC3
prostat karsinom hiicre canliligindan daha diisiik ve bu farkin istatistiksel a¢idan 6nemli
oldugu belirlenmistir (p=0,000; p<0.05).

Tablo 5. MTT sonuglari (72. saat)

Gruplar 72. saat
(ortalama deger + SD)
GM 1,89700+0,131
CM 1,82469+0,233
5. Giin 0,69175+0,103%
10. Giin 0,11325+0,021°

GM: Growth Medyum
CM: Control Medyum
MTT: [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
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SD: Standart Sapma

P%=0.000 GM, CM, b ile kiyaslandiginda

p"=0.000 GM, CM, a ile kiyaslandiginda

p®=0.855 CM ile kiyaslandiginda

Tablo 5’e gore PC3 prostat karsinom hiicrelerde kontrol olarak kullanilan GM ve
CM arasinda 72. saatte anlamli bir fark olmadig: ve bu gruplarda hiicre canliliginin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. 72. saatte degerlendirilen 5 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre
medyumlari ile 10 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre medyumlarinda PC3 prostat
karsinom hiicre canliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. 10 giin
inkiibe edilen adipoz kok hiicre medyumlarindaki PC3 prostat karsinom hiicre canliligi, 5
giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre medyumlarindaki PC3 prostat karsinom hiicre
canliigindan daha diisiik ve bu farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0.05).

Tablo 6. MTT sonuglar1 (24., 48., 72. saat)

Grup (n=16) 24 h 48 h 72h
GM 1.571 + 0.286° 1.908 + 0.161° 1.897 + 0.131'
CM 1.515 + 0.311° 1.86 + 0.37" 1.825 + 0.233
5. giin CM 0.66 + 0.095° 0.764 + 0.1349 0.691 + 0.103"
10. giin CM 0.564 + 0.064° 0.261 + 0.072" 0.113 +0.197'

#1<0.0001 c ve d ile karsilastirildiginda

bp<0.OOOl c ve d ile karsilastirildiginda

‘p< 0.05 d ile karsilastirildiginda

®p< 0.0001 g ve h ile karsilastirildiginda

fp< 0.0001 g ve hile karsilastirildiginda

99<0.0001 hile karsilastirildiginda

ip< 0.0001 k ve I ile karsilagtirildiginda

jp< 0.0001 k ve I ile karsilagtirildiginda

“p< 0.0001 h ile karsilastirildiginda

Tablo 6gore PC3 hiicrelerde kontrol olarak kullanilan GM ve CM hiicrelerinde 24.,
48. ve 72. saat degerlendirmesinde hiicrelerde anlamli bir fark olmadigi ve bu gruplarda
hiicre canliliklarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. 5 giin inkiibe edilen adipoz doku kok
hiicre medyumlarimin 24., 48. ve 72. saatlerdeki degerlendirmelerinde en diisiik PC3 prostat
karsinom hiicre canlilig1 oranlarinin 24. saatte oldugu; en yiiksek PC3 prostat karsinom

hiicre canlilig1 oranlarinin 48. saate oldugu, istatistiksel olarak 48 ile 72. saat arasinda
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anlamli bir farkliligin olmadigi, bununla birlikte 24 saat ile 48 ve 72. saatler arasinda
anlamli fark oldugu belirlendi (p<0.05). 10 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre
medyumlarinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki degerlendirmelerinde en diisiik PC3 prostat
karsinom hiicre canlilig1 ortalamalarinin 72. saatte oldugu; en yiiksek PC3 prostat karsinom
hiicre canlilig1 oranlarinin 24. saatte oldugu, istatistiksel olarak 24 saat ile 48 ve 72. saatler
arasinda anlamli fark oldugu belirlendi (p<0.0001; p<0.05) (Resim 22).

Zaman
2500
(saat)

e}
W4s
2000 1 el

1.500

Mean MTT

1.000

{ooa

GM CM 5. Gin 10. Giin

Grup

Sekil 7. MTT sonuglarinin 24., 48., 72. saatlerdeki grafiksel gosterimi

Sekil 7°de 5 giin ve 10 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre medyumlarinin 24.,
48., ve 72. saatlerdeki PC3 prostat karsinom hiicrelerinin MTT deneyi sonuglar1 ile hiicre
canliliklar1 oranlari gosterilmistir. En diisiik PC3 prostat karsinom hiicre canliligi
oranlarmin, 10 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre medyumlarinin PC3 prostat

karsinom hiicreleri ile muamelesi sonrasi 72. saatteki MTT testinde goriildiigi belirlendi.
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Resim 22. 72 saat sonra CM (kontrol medyumunda, DMEM + % 1 FBS) hiicrelerin

goruntiisu

4.2. Hiicrelerde Apoptoz Analizinin Sonuglari

PC3 prostat karsinom hiicrelerinde apoptozun saptanmasi igin Biocolor
ApoPercentage kit kullanilmigtir. Apoptoza ugrayan hiicreler bu metodda boyay: almakta ve
pembe-mor bir renk olusmaktadir. 5 ve 10 giinliik adipoz doku kok hiicreleri ile muamele

edilen PC3 hiicrelerinde apoptoza ugrayan hiicreler resim 23’te gériilmektedir.

Hiicrelerin membranlari pargalanmis
apoptoza ugramig goriintiisii

Resim 23. 5 ve 10 giinliik kok hiicre CM ile muamele edilen PC3 hiicresinin 72 saat sonraki

goriiniimii (x4) Hiicreler apoptoza ugramistir
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Hiicrelerin membranlari parcalanmis
apoptotik gortintiisti

Resim 24. 10 giinlik kok hiicre CM ile muamele edilen PC3 hiicresinin 72 saat sonraki

gortiniimii (x10) Hiicreler apoptoza ugramistir

(A (B)
Resim 25. (A) x10’luk biiylitmede invert mikroskopta; (B) x4’likk biiyiitmede apoptotik

hiicreler goriilmektedir
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Resim 26. x4’lik biyiitmede invert mikroskopta apoptoza ugramis hiicreler goriillmektedir
(72 h) (boya ¢ozeltisi eklendiginde)

N, o
10.glin kok hicre CM (24 h)

- *

5.gln kok hiicre CM (72 h) 10.giin kék hiicre CM (72 h)

Resim 27. 5 ve 10 giinliik kok hiicre CM ile muamele edilen PC3 hiicresinin 24 saat ve 72

saat sonraki gértintimleri

Hiicrelerde apoptoz analizinin sonuglarina gore apoptoza ugrayan hiicrelerin

gorlintiileri Resim 23, 24, 25, 26 ve 27°de gosterilmektedir. 5 giin ve 10 giin inkiibe edilen
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adipoz doku kok hiicre medyumlarinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki PC3 prostat karsinom
hiicrelerinin apoptoz analiz sonuglarina gore en yiiksek PC3 prostat karsinom hiicre apoptoz
oranlarinin, 10 giin inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre medyumlarinin PC3 prostat
karsinom hiicreleri ile muamelesi sonrasi 72. saatteki apoptoz analizinde gorildigi

belirlendi.

4.3. Hiicrelerde Migrasyon Analizinin Sonuclar:

Migrasyon calismalarinin amaci, herhangi bir inhibitér veya aktivatér varliginda
hiicrelerin go¢ etme diizeylerini izlemektir. Anjiogenezde hiicrelerin proliferasyonu,
migrasyonu (bazal membrani1 par¢alamasi), invazyonu ve tiip yapilarinin olugmasi olmak
tizere dort basamak olmaktadir.

Migrasyon analizi sonucu elde edilen goriintiiler insan adipoz doku kok hiicre
(ADMSC) ortam medyumunun PC3 prostat karsinom hiicreleri iizerinde hiicresel
migrasyonunu azaltma yetenegi oldugunu gostermistir. Resim 28’de kontrol GM hiicreleri
0. ve 24. saat karsilastirildiginda 24. saatte hiicresel migrasyonun azaldigi; 5 giin ve 10 giin
inkiibe edilen adipoz doku kok hiicre ortam medyumu ile muamelesi sonrasinda 24. saatte
PC3 prostat karsinom hiicrelerin migrasyona ugradigi ve ¢izigin 6nemli 6l¢iide agildigi

gosterilmistir.
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e T P

Kontrol (GM) sifirinci saat Kontrol (GM) 24. Saat

5. giin kok hiicre CM 24. Saat 10. giin kok hiicre CM 24. saat

Resim 28. Adipoz doku kok hiicre (ADMSC) ortam medyumunun PC3 hiicreleri lizerinde

hiicresel migrasyonu
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5. TARTISMA

Prostat kanseri, bat1 tilkelerinde en sik tan1 konulan koti huylu tiimérlerden birisidir
ve erkeklerde ikinci onde gelen 6liim nedenidir. Prostat kanserinde temel klinik problem,
hormona duyarli kanserlerin endokrin tedavisi ile tedaviden sonra hormon duyarsiz bir
hastaliga dontismesidir. Erken evrede saptanan prostat kanseri radikal prostatektomi ve
radyoterapi ile basarili bir sekilde yok edilebilse de, metastatik evreye geldiginde tedavisi
miimkiin degildir (Rolfo ve ark, 2014). Aslinda, daha etkili tedavilerin gelistirilmesi, diinya
capinda bir 6ncelik olarak goriilmektedir.

Kok hiicreler, farklilasmadan kendilerini uzun yillar yenileyebilmeleri ve fizyolojik
veya dogal sartlarda istenilen hiicreye farklilagabilmeleri ile diger hiicrelerden farklidirlar.
Kok hiicre galismalarinda iki tip hiicre kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi embriyolardan
izole edilen kok hiicrelerdir. Bu hiicreler igin in vitro fertilizasyon ¢alismalarina ihtiyag
duyulmamakta, sahipleri tarafindan bagislanmaktadir. Ikinci tip ise hem fotal hem de
yetiskin dokudan izole edilebilen mezenkimal kok hiicrelerdir. Bu iki kok hiicre disinda son
zamanlarda somatik hiicrelerden uyarilmis pluripotent kok hiicreler de hiicre ¢alismalarinda
kullanilmaya baslanmigtir (Al-Daccak ve Charron, 2015).

Mezenkimal kok hiicreler mezodermden koken alirlar ve yiiksek farklilasma
kabiliyetine sahip multipotent kok hiicrelerdir. MKH’ler ilk kez 1960’larda eriskin kemik
iliginden izole edilmis olup fibroblast benzeri hiicreler olarak tanimlanmislardir. 1991°de
Caplan tarafindan farklilasma oOzelliklerine dayanarak MKH olarak adlandirilmiglardir
(Caplan, 1991; Timaner, 2019). MKH’ler bazi kiiltiir kosullarinda in vitro endodermal
(epitel) ve ektodermal (noronal) hiicrelere farklisabilmekte olup, uygun kosullarda
osteoblastlar, kondroblastlar, miyositler ve adipositler gibi farkli hiicrelere dontisebilirler ve
bulunduklart dokunun onarimi ve yenilenmesinde gorev alirlar (Karakaya, 2013).
MKH’lerin ana kaynagi kemik iligi olup, kemik iliginde MKH’lerfarklilasmanin yanisira
hematopoetik kok hiicreleri destekleyerek hematopoezisi tesvik eder. MKH’ler rutin
liposuction prosediirlerini takiben yag dokusundan izole edilebilir. Bu MKH’ler adipoz
hiicrelere doniiserek bagigiklik sistemini desteklemektedir. Bu iki ana MKH kaynagina ek
olarak, dolagimdaki MKH’ler periferik kandan, gobek kordonundan, plasentadan,
akcigerlerden, kas ve kemiklerden etkin bir sekilde izole edilebilir. MKH’ler bu organlarin

her birinde ¢esitli olgunlasmis mezenkimal hiicre soylarina yol agarak inflamasyonu kontrol
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eden ve doku onarimini destekleyen roller oynar (Timaner, 2019). Boylece birgok organ ve
dokunun homeostatik dengesinin korunmasina yardim eder. Bulunduklar1 dokudan ayrilip
hasarl1 olan dokulara gegerek dokunun onarimini yaparlar (Nardi ve da Silva, 2006).
MKH’ler immiin baskilayc1 6zelliklerinden dolayr transplantasyon sonrasi
kullanilmakta olsa da en yaygin kullanildiklar: alan kalp damar hastaliklaridir. Miyokard
infaktiisti sonrast MKH’lerin hasarli bolgeye verilmesi, bélgede iyilesme ve hiicre
yenilenmesi oldugu goriilmiistiir (Parekkadan ve Milwid, 2010). Kanser tedavisinde de son
yillarda kullanilmaya baslayan MKH’ler o6zellikle kemoterapi sonrasi  dénemde
kullanildiginda kemoterapinin yan etkilerini azalttig1 gosterilmistir (Galderisi ve ark, 2010).
Mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif aktiviteleri ile bir¢ok ¢alismada koruyucu ve
tedavi edici Ozelligi gosterilmis olsa da insan malignitelerinin  biiyiimesi ve
metastatizasyonu tizerine etkileri tartismalidir (Ohlsson ve ark, 2003; Studeny ve ark, 2004;
Fierro ve ark, 2004; Zhu ve ark, 2009). MKH’lerin kanserli hiicreleri baskilayip
¢ogalmalarint durdurdugu bilinirken son yillardaki ¢aligmalarda kanser olusumunu
tetikledigi, Kitleyi biyiittiigii, yeni damarlarin olusumunu hizlandirdigi ve dolayisiyla
kanserin yayilimini tetikledigi gosterilmistir (Torsvik ve Bjerkvig, 2013; Trounson ve
McDonald, 2015). MKH’ler ile kanser hiicreleri arasinda MKH’lerden salinan sitokinler
araciligiyla iletisim saglandigi ve tiimor hiicrelerinin biiylime ve metastazlarini desteklemek
icin MKH’leri aldiklar1 diistiniilmektedir (Jotzu ve ark, 2010). Kaposi sarkomu, kolorektal
kanser, pankreas kanseri, glioma, meme ve melanom metastazlari, mide, cilt ve over
kanserleri gibi ¢esitli kanser tiplerinde yayilmis MKH’ler gosterilmistir (Timaner, 2019).
MKH’lerin tiimoérlere yerlesmesinin kesin mekanizmalari hala bilinmemekle birlikte yapilan
caligmalardan bazilari, potansiyel olarak MKH’lerin immiinomodiilatér ve pro-anjiogenik
ozellikleri ile tiimor biiylimesini ve gelisimini arttirdigini gosterirken, digerleri ise timor
biiylimesinin inhibisyonunu ve uzun sagkalimi gostermistir (Karnoub ve ark, 2007; Lu ve
ark, 2008; Yu ve ark, 2008). Ornegin, MKH’lerin, kanser hiicrelerinin apoptozisini
indiikleyerek, in vitro ve in vivo olarak tiimor hiicresi biiyiimesi {izerinde potansiyel inhibe
edici etkileri oldugu tarif edilmistir (Lu ve ark, 2008). MKH’nin hepatoseliiler karsinoma
(HCC) (Livraghi ve ark, 2005; Li ve ark, 2010) metastazin1 ve meme kanseri hiicre
cogalmasimi (Qiao ve ark, 2008) engelleyebildigi gosterilmistir. MKH’ler, yiiksek derecede
inflamatuar bir anjiyojenik timor olan Kaposi sarkomu (KS) modelinde giiglii antitiimor
etkileri sergilemistir (Khakoo ve ark, 2006). Prostat kanseri, hem molekiiler hem de klinik
acidan heterojen bir hastaliktir. Bu nedenle kanser hiicreleri ayn1 dokuda yer alsalar da farkli

cogalma yetenekleri ile farkli metastaz 6zelliklerine sahip olabilirler. Bunun yaninda farkli
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bireylerde farkli yayilim gosterip uygulanan tedaviye farkli yanitlar verebilirler (Erden,
2014).

Kok hiicre biyolojisi alanindaki son c¢alismalar, somatik kok hiicrelerin, yani kemik
iligi ve adipoz stromal progenitor hiicreleri gibi mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif tip
icin terapotik uygulamalara sahip olabilecegini gostermektedir. MKH’ler kiiltiirde ¢oklu
gecis potansiyeli ve cgesitli hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahip olduklarindan,
doku rejenerasyonu igin umut vaat etmektedirler. Uygun kiiltiir kosullarinda endotelyal,
myosit ve noral hiicrelere farklilasabilmektedirler. Yagdan tiiretilmis stromal hiicrelerin
(ADMSC’ler) kemik iligi MKH’leri ile bir takim ozellikleri paylasmasina ragmen,
ADMSC’ler ve kemik iligi MKH’leri arasindaki bazi farkliliklar malign hastaliklarla ilgili
olarak ozellikle bildirilmistir (Takahara ve ark, 2014). Bazi ¢alismalar, ADMSC’lerin
glioma hiicrelerinin (Yu ve ark, 2008) ve hem meme kanserinin (Muehlberg ve ark, 2009)
hem de prostat kanserinin (Prantl ve ark, 2010) ¢ogalmasi iizerinde olumlu bir etkisi
oldugunu bildirirken, bazi c¢alismalarda ADMSC’lerle ortak kiiltiirin, pankreas kanseri
hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde baskilayici etkisi oldugu bildirilmistir (Cousin ve ark,
2009). Bu nedenle, ADMSC’lerin tiimor hiicresi proliferasyonu iizerindeki etkisi hala
tartigmalidir. Calismamizda ADMSC ortam medyumunun PC3 prostat karsinom
hiicrelerinde proliferasyonuna ve migrasyonuna etkisi arastirilmistir. Ayrica, ADMSC ortam
medyumunun migrasyon ve apoptoz iizerine etkileri incelenmistir.

Yapilan caligmalarda, ¢ogalma ve farklilasma yetenegi igeren mezodermal kok
hiicrelerin en fazla insan plesantasindan elde edilen koryon kaynakli kok hiicreler oldugu
bildirilmistir (Kmiecik ve ark, 2013). Rolfo ve ark (2014), insan amniyotik tiirevli kok
hiicrelerin (hAMSC) insan prostat kanseri hiicrelerinin biiyiimesini engelleyen faktorler
icerip icermedigini tespit etmek amaciyla yaptiklart caligmalarinda; hAMSC kosullu
ortamin prostat kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe ederken, normal insan prostat hiicre
hatlarinda ¢ok az inhibe edici etkisi oldugunu gostermislerdir. ADMSC ortam medyumunun
PC3 prostat karsinom hiicreleri tizerinde etkisini inceledigimiz bizim ¢alismamizda adipoz
doku kaynakli kok hiicreler kullanilmig olup ADMSC’de kiiltiire edilen PC3 hiicrelerinin
hiicre canliliklarinin normal ortam medyumlar1 ile kiyaslandiginda 6nemli 6lgiide azaldigi
bulunmustur.

Rolfo ve ark (2014), yaptiklar1 ¢alismalarinda hAMSC tarafindan iretilen ¢oziiniir
sinyallerin kanser hiicresi proliferasyonunu etkiledigini gostermislerdir. hAMSC hiicreleri
hem LNCaP hem de PC3 prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonunu 24-72. saatlerdeki

DMEM ve RPMI medyumlar: ile karsilastirildiginda inhibe ettigini bildirmislerdir. Hem
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MTT hem de dogrudan hiicre saymmi teknikleri ile elde ettikleri sonuglara gore 6zellikle
hAMSC’lerin 3. giiniinde 24. saate gore belirgin bir sekilde proliferasyonu inhibe ettigini
gozlemislerdir. Bizim ¢alismamizda da en gii¢lii proliferasyon inhibasyonu etkisinin 72.
saatte oldugu belirlenmistir.

Rolfo ve ark (2014) ¢alismalarinda ayn1 zamanda hAMSC CM’nin LNCaP ve PC3
hiicre dongiisii siireci lizerindeki etkisini de test etmislerdir. hAMSC ile muamele edilen
hiicreler ve kosulsuz DMEM hiicreleri FACS analizi i¢in Pl ile boyanmistir. PI, DNA’ya
baglanmakta ve hiicre dongiisiiniin her fazindaki hiicrelerin yiizdesini tespit etmektedir.
Calismalarinin sonucunda PC3 hiicre sayilarinin S fazinda azaldigini gézlemlemislerdir.
Bizim ¢alismamizda hiicre dongii siiregleri incelenmemistir.

ADMSC’lerin parakrin fonksiyonlar1 sayesinde birgok hastaligin tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir (Kim ve ark, 2009). Yag dokusundan elde edilen ADMSC’ler parakrin
etkisi ile patolojik durumlar iyilestirmekte ve proliferasyonu inhibe edip apoptoza neden
olmaktadir. Noroblastoma tiimér hiicrelerine karst ADMSC’lerin apoptoz etkinliginin
arastirlldigi bir ¢alismada, tiimor hiicrelerinden salgilanan bir takim aract molekiiller
araciligiyla kok hiicrelerin tiimor hiicrelerine yonlendigi ve MKH’lerin bir takim genlerle
timor hiicresini dldiiriicti etkide bulundugu bildirilmistir. Calismada, Tiim6r Nekroz Faktor
Miskili Apoptoz indiikleyici Ligand’in hiicre membraninda bulunan reseptdriine baglanmasi
ile hiicrenin apoptoza gitmesininin sagladigi ve bu etkiyi sadece kanser hiicrerleri tizerinde
gostermesiyle tedavide umut verici oldugu bildirilmistir (Cingéz, 2013). Calismamizda
saptanan ADMSC ortam medyumunun PC3 prostat karsinom hiicreleri {izerinde apoptozu
arttirmasiyla prostat kanseri tedavisinde etkili olabilecegini desteklemektedir.

MKH’lerin tiimor hiicresi  proliferasyonu tizerindeki etkisi, proinflamatuar ve
antiinflamatuar ozellikleri arasindaki hassas dengeye baghidir (Rhee ve ark, 2015).
Waterman ve ark. (2012) ¢alismalarinda tiimorlerin i¢inde MKH’lerin bir antitiimérijenik
MKH-I durumundan protiimérijenik  bir MKH-II' durumuna islevsel bir degisime
ugradiklarim1 6ne siirmiislerdir. Proinflamatuar durumda, MKH’ler kanser hiicrelerine
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu tesvik ederek tiimor biiylimesini inhibe etmekte, boylece
kanser onleyici bagisikliga neden olmaktadir (Ohlsson ve ark, 2003). Ek olarak, timor
hiicresinin boliinmesine ve ¢ogalmasina katkida bulunan temel molekiiler sinyal yollarinin
parakrin inhibisyonu ile kanser hiicresi proliferasyonunu hafifletmektedir. Ayrica,
proenflamatuar MKH’ler kanser hiicresi apoptozunu indiikleyerek timor anjiyogenezisini
inhibe etmektedirler (Lu ve ark, 2008; Otsu ve ark, 2009; Timaner ve ark, 2019). Buna

karsilik, antiinflamatuar MKH’ler ¢oklu tiimor destekleyici aktivitelere dahil olmalari ile
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karakterize edilmektedirler. MKH’ler kendiliginden biiyiiyen tiimorlere, tiimoriin
bozulmasma yanit olarak gelistirilmis bir etkiye sahiptir. Bu etki ile antitim6r immiin
tepkisini baskilayabilmekte, metastaza yol agan bir epitelyal mezenkimal gecisi
indiikleyebilmekte, tiimor anjiogenezisini uyarabilmekte ve tiimor hiicresi direncini tedaviye
tesvik edebilmektedir (Ridge ve ark, 2017; Zhang ve ark, 2013). Tiim bu siireglere ek olarak
MKH’lerin metabolik durumlarini degistirerek de timdr biiylimesini  destekledigi
gosterilmistir  (Timaner ve ark, 2019). Calismalar MKH’lerin hem anti hem de
protiimdrijenik rollerini  gostermis olsa da genel olarak MKH’lerin  6nde gelen
mekanizmasinin antitiimorijenikten daha fazla protimdrijenik olma egiliminde oldugunu
gostermistir (Melzer ve ark, 2016; Norozi ve ark, 2016; Ridge ve ark, 2017; Timaner ve ark,
2019).

Takahara ve ark (2014) yaptiklart caligmalarinda adipoz doku kok hiicrelerin
(ADMSC) prostat kanseri hiicreleri tizerindeki, anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkilerini
in-vitro olarak incelemisler ve ADMSC’lerin androjen bagimliligi goézetilmeksizin
(androjene duyarl ve androjene cevap vermeyen) prostat kanseri hiicrelerinin biiyiimelerini
apoptoz yoluyla inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayrica, ADMSC’lerin prostat kanseri hiicresi
tizerindeki inhibitor etkisinin, sadece hiicreden hiicreye temas kosullart altinda degil, ayni
zamanda hiicreler ayri ayr1 olarak kiiltirlendiginde de goézlendigini bildirmislerdir. Bu
durumun, ADMSC’lerin prostat kanseri hiicre proliferasyonunu/apoptozisini hem dogrudan
hem de uzaktan diizenledigini ileri stirmuslerdir.

Tahakara ve ark (2014) ¢alismalarinda ADMSC’lerin PC3 hiicreleri tizerindeki uzak
/ parakrin etkisi ile ilgili olarak, ADMSC’lere karst cDNA mikrodizisi ile NHDF’lere kars1
elde edilen veriler ile ekspresyonu 3 kattan daha fazla diizenlenmis genleri segmelerine
olanak saglamistir. Bunlar, salgilanan sitokinler / ligandlar1 ve proliferasyon / apoptozun
diizenlenmesinde rol oynayan aday molekiiller olarak transkripsiyon faktorlerini
igcermektedir. Onlar ¢alismalarinda ADMSC’lerde diizenlenmis olan genler arasinda, kilit
sekretuar bir faktor olarak TGF-bl’e odaklanmislardir. TGF-b ailesinin iyeleri, yara
iyilesmesi ve patofizyolojik tepkiler gibi fizyolojik tepkileri diizenler ve ayrica hiicre gogii,
hayatta kalma, proliferasyon ve farklilasmanin diizenlenmesinde onemli rol oynarlar
(Massague, 2008; Takahara ve ark, 2014). Bu fonksiyonlarin yani sira, TGF-b1’in epitelyal,
endotelyal, hematopoetik ve mezenkimal hiicreler de dahil olmak tiizere cesitli hiicre
tiplerinde giiclii bir hiicre dongiisii progresyon inhibitorii oldugu bilinmektedir. Bununla
birlikte, TGF-b1’in kanser biyolojisindeki herhangi bir kesin rolii oldukga tartigmalidir.
Ornegin, TGF-b ailesinin ¢esitli iiyelerinin PC3 ilerlemesinde &nemli bir rol oynadig
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bulunmustur (Adler ve ark, 1999). Gergekten de, klinik aragtirmalar, PC3 dokularinda TGF-
b1’in yukar regiilasyonunun ve TGF-b1’in yiiksek idrar / serum seviyelerinin, artmis timor
anjiyojenezi ve timor metastazi ile iliskili oldugunu, bunun da zayif bir klinik sonugla
sonuglandigin1 gostermistir (Weissert ve ark, 1997). TGF-b1’in PC3 ilerlemesi {izerinde
dogrudan bir promosyon etkisi yoktur. Buna karsin, ¢ok yeni bir ¢alisma TGF-b1’in Smad?2
/ 3 sinyalinin aktivasyonuyla androjene duyarli (LNCaP) ve kastrasyona direngli (C4-2)
hiicre biiyiimesini bastirdigin1 gostermektedir. ADMSC’lerin PC3 hiicreleri / tiimorleri
tizerindeki etkisi ile ilgili gozlenen bu tutarsizliklarin, endojen TGF-b1 iiretiminde endojen
TGF-b1 iiretiminde ve TGF-b1 sinyallesmesinde, tiimoriin ¢evresindeki stromadaki dolayli
etkilerinde muhtemelen muhtemel oldugu varsayilmaktadir. Takahara ve ark. ADMSC’lerin
bir TGF-bl donoérii olarak kullanilabilecegini ve ADMSC transplantasyonunun, apoptoz
yoluyla PC3 tiimor biiyiimesini azaltmak igin yeterli kapasiteye sahip olacagini
onermektedir.

ADMSC’lerin tiimor biiytimesi {izerindeki dolayli baskilayici etkisi i¢in bir bagka
olas1 mekanizma, T lenfositlerin in vivo sitotoksik bir fenotipe doniistiiriilmesine aracilik
etmesi olabilir. Takahara ve ark. ¢alismalarinda CDNA mikroarray verileri; TNF siiper
ailesinin tyeleri, CD70 (TNFSF7) ve CD137’nin (TNFSF9) iiyelerinin, ADMSC’lerde
NHDF’lerden (sirasiyla 5.5 kat ve 4.6 kat) daha fazla regiile edildigini gosterdigini
bildirmislerdir. Boylece insan T hiicre klonlarinda sitotoksisite ve sitokin iiretimi
uyarilmaktadir. Ligand CD137 ve reseptorii (4-1BB), antijen sunum isleminde ve sitotoksik
T hiicrelerinin olusumunda rol oynar (Gullo ve ark. 2010). Bu nedenle, nakledilen ADMSC
tirevli CD70 veya CD137 ile aktive edilen sitotoksik T hiicreleri, PC3 hiicrelerinin apoptoz
yoluyla ilerlemesini engelleyebilir.

ADMSC’lerin PC3 hiicre ¢ogalmasi tizerindeki inhibe edici etkisi i¢in bir baska olasi
mekanizma, belki de PC3 hiicreleri ile temas: takiben hiicre dongiisiiniin
durmasini/apoptozunu uyarabilen ATF5 ve GADDA45G gibi transkripsiyon faktorlerinin
transferini igeren hiicre temas1 olabilir. Yapilan baz1 ¢aligmalar, ADMSC’lerin
mitokondrilerinin kardiyomiyositlere transfer edilebildigini, bunun da hiicresel yeniden
programlanmaya yol ac¢tigin1 gostermistir (Acquistapace ve ark, 2011).

Invazyon ve metastaz kanser hiicresinin baslica dzelliklerindendir. Birgok ¢alisma,
sekonder metastatik lezyonlarin olusumunda MKH’lerin kanser hiicrelerine gogii ile iliskili
olabilecegini gostermistir. Bu etkiler MKH’ler tarafindan salgilanan ¢ok g¢esitli biiylime
faktorleri, sitokinler ve kemokinler ile saglanmaktadir (Hill ve ark, 2017; Timaner ve ark,

2019)./n vivo ve in vitro olarak yapilan prostat, kolorektal ve meme kanseri calismalarinda
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MKH’lerin tiimor mikrogevresine alinmasinda timor ve inflamatuar hiicreler tarafindan
salgilanan maddeler ile migrasyona tesvik edildigi bildirilmistir. MKH’ler kanser hiicreleri
tarafindan alindiktan sonra tiimor biiylimesini inhibe etmektedir (Christodoulou ve ark,
2018).

Cogu karsinomda oldugu gibi, cogalma ve farklilasma yeteneklerinde belirgin
farkliliklar1 olan gesitli hiicre popiilasyonlarin1 ve ayrica transplantasyon sonrasi timorii
yeniden olusturmak i¢in farkli kapasiteler igerir. Bu gézlemler, tiimor hiicrelerinin, kanser
kok hiicreleri (CSC) adli bir varsayimsal progenitor alt kiimesinden kaynaklanabilecegi
hipotezine yol agmaktadir (Guzman-Ramirez ve ark, 2009). CSC zaten izole edilmis ve
farkli insan malignitelerinden karakterize edilmistir. Yetiskinlerde kok hiicreler, sabit bir
kok hiicre havuzunun korunmasinda ve bdylece doku homeostazisinin saglanmasinda
onemli bir rol oynayan fizyolojik olarak siirli ve 6zellestirilmis bir mikro-¢evrede bulunur
(Rolfo ve ark, 2014). Kanser kdk hiicrelerinin kontrolsiiz proliferasyona ugrayan progenitor
hiicrelerdeki mutasyonlardan kaynaklanmasi miimkiindiir (Li ve Naaves, 2006). Kanser kok
progenitorlerinin normal kok hiicrelere benzer bir mikro ortamdan kaynaklanmasinin yani
sira dominant biiytimeyi tesvik edici sinyallere dogru kaydigi da 6ne siiriilmiistiir. Rolfo ve
ark (2014) calismalarinda, kok hiicrelerin, doku hiperplazisi ve / veya tiimor olusumunu
kontrol etmek i¢in parakrin / otokrin yolunda etki eden gizli faktorleri oldugunu
diistindiiklerini ve kanser kok hiicresinin bu molekiilleri kaybetmis olabilecegini
bildirmislerdir.

Sonug olarak, ADMSC’ler herhangi bir etik kaygi duymadan kok hiicre kaynagi
olarak kolayca elde edilebildiginden ve kiiltiirde istenen hacme hizla genisletilebildiginden,
otolog ADMSC transplantasyonu PCa igin yeni bir terapotik strateji olarak vaat ediyor gibi

goriinmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde edilen sonuglar;

1. Calismamizda PC3 hiicrelerde kontrol olarak kullanilan GM ve CM hiicrelerinde
24., 48. ve 72. saat degerlendirmesinde hiicrelerin canliliklarinda anlamli bir fark olmadig:
ve bu gruplarda hiicre canliliklarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

2.5 giin inkiibe edilen ADMSC ortam medyumlarinin PC3 prostat kanseri hiicresi
ile muamelesi sonrasi 24., 48. ve 72. saatlerdeki degerlendirmelerinde en diisiik PC3 hiicre
canlilig1 oranlarinin 24. saatte oldugu; en yiiksek PC3 hiicre canlilig1 oranlarinin 48. saate
oldugu, istatistiksel olarak 48 ile 72. saat arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi, bununla
birlikte 24 saat ile 48 ve 72. saatler arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir (p<0.05).

3. 10 giin inkiibe edilen ADMSC ortam medyumlarinin PC3 prostat kanseri hiicresi
ile muamelesi sonras1 24., 48. ve 72. saatlerdeki degerlendirmelerinde en diisiik PC3 hiicre
canlilig1 oranlarinin 72. saatte oldugu; en yiiksek PC3 hiicre canlilig1 oranlarinin 24. saatte
oldugu, istatistiksel olarak 24 saat ile 48 ve 72. saatler arasinda anlamli fark oldugu
belirlenmistir (p<0.0001; p<0.05).

4. Apoptoz analizinde en yiiksek PC3 prostat karsinom hiicre apoptoz oranlarinin 10
giin inkiibe edilen ADMSC ortam medyumlarinin PC3 hiicreleri ile temas1 sonrasi1 72. saatte
gerceklestigi gorilmiistiir.

5. ADMSC ortam medyumu igindeki faktorlerin, 6zellikle PC3 prostat karsinom

hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptoza neden oldugu saptanmustir.
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