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OZET

Gunumuzde kdk hucre tedavileri, tibbin bircok alaninda deneysel veya
bazi alanlarinda da klinik olarak kullanilan énemli tedavi yéntemlerindendir.
Farkli tedavi yontemleri kullanilmasina ragmen henlz kanseri eradike
edebilecek bir tedavi mevcut degildir. Akciger kanseri en sik goriilen kanser
tirleri arasindadir. Birgok deneysel calismada tedavi edici ve koruyucu 6zelligi
gosterilen MKH’nin kanser modellerinde kanserli hcreleri baskiladigi ve
cogalmalarini durdurdugu bildirilmistir. Ancak son yillarda kanser tedavisi igin
kok hicrelerin kullanildigi calismalarda; koék hcrelerin kanser olusumunu
tetikledigi, kitleyi blyGttigld, yeni damarlarin olusumuna ve kanserin
invazyonuna yardimci oldudu gosterilmistir. MKH’ler ile kanser hicreleri
arasindaki iletisimin MKH’lerden salinan sitokinler yardimiyla saglandidi
bilinmektedir. MKH'nin salgiladigi bu sitokinlerin varligi ve kanserli hiicreler
Gzerindeki etkisi MKH'lerin tedavi glvenilirligini azaltmaktadir. Resveratrolln
inflamasyon, oksidatif stres, kanser olusmasi ve ilerlemesi, platelet
agregasyonu, aterosklerozis ve yaslanma gibi bircok biyolojik aktivitede
olumlu goérev aldigi gosterilmistir. Bu calismanin amaci, MKH’ler ile A549
akciger kanser hicrelerini in-vitro olarak ayni ortamda tutarak, MKH'lerin
kanserli hicreleri desteklerken kullandigi sitokinleri, faydali ve anti
kanserojenik 06zelligiyle bilinen resveratrol ile baskilayarak, kanserin
tedavisinde c¢ok o&nemli yeri olan MKH’lerin kullanimini ve tedavinin
guvenilirligini arastirmaktir.

Bu calismada htlcre kdaltard seviyesinde 6 ayn grup olusturularak
calisiimistir. MKH'lerden salinan sitokinler (IL 6, CCL5, VEGF, SDF-1) ve
resveratrolin bu sitokinler Gzerindeki etkileri toplanan medyumlarda ELISA,
western blot ve gercek zamanli PCR (rt-PCR) ydntemleriyle arastiniimistir.
Deneyimizde in-vitro sitotoksisite testleri yapilmistir. Fluoresan boyama ile
morfolojik inceleme (DAPI boyama) yapilmistir.

Yaptigimiz sitotoksisite deneyleri sonucunda A549 kanser hiicrelerinde
ve MKH’de glvenli doz 1pM olarak bulunmustur. DAPI floresan boyamasi
sonucunda resveratrolin ve MKH'nin A549 kanser hicresi Uzerinde apoptotik
etkisi gorilmemistir. ELISA ve western blot deneyi ile gruplar arasi sitokin
miktar dedisimine baktigimizda IL-6 ve VEGF sitokinlerinin ifade oldugu, SDF-
1 ve CCI-5 saliniminin olmadigi tespit edilmistir. Rt-PCR deneyleri ile VEGF
MRNA ekspresyonuna bakilmig, ELISA ve western blot deneyleri ile paralellik
gosterdigi bulunmustur. Gruplar arasi sitokin salinimina baktigimizda en
ylksek IL-6 ve VEGF saliniminin A549+MKH grubunda oldugu resveratrolin
anlamli bir sekilde bu salinimi azalttigi bulundu.

Sonug olarak IL-6 ve VEGF salinimi A549 kanser hucreleri ve MKH'leri bir
arada bulundugunda artmaktadir. Resveratrol bu artisi anlamh bir sekilde
disdrmektedir. Tum gruplarda SDF-1 ve CCL-5 salinimi gézlenmedi.

Anahtar kelimeler: Mezensimal kdk hlicre, A549 kanser hlcresi, IL-6, VEGF,
SDF-1, CCL-5, Resveratrol.



SUMMARY

Stem cell therapies are very important treatment methods that are used
in many areas of experimental medicine or clinical part. Despite the use of
different treatment methods, there has been no definitive treatment for cancer
treatment yet. Of all cancer types, lung cancer is the most common one. MSCs
therapeutic and protective features have been demonstrated in various
experimental studies. In cancer models, MSCs suppressed and stopped the
growth of cancer cells in recent studies. However, recently the stem cells used
in cancer treatment studies trigger the formation of cancer, make larger its
mass, help the formation of new vessels and lead to cancer invasion. The
communication between cancer cells and MSCs are known to be done with
MSC's released cytokines. The presence of these cytokines that secreted by
MSC's and effects on cancer cells reduces the reliability of MSC treatment.
Resveratrol has been shown to have positive role in many biological activities
such as atherosclerosis, aging, inflammation, oxidative stress, cancer
development and progression, platelet aggregation. Within this scope the aim
of this study is to co-cultured the MSCs with the A549 cancer cells, to suppress
the releasing of cytokines that released from MSCs for supporting the cancer
cells and increased the usage of stem cell therapies and therapy reliability with
resveratrol known for its beneficial and anti-carcinogenic properties.
Experimental studies in the thesis investigated at the cell culture level. Six
separate groups were formed. MSCs secreted cytokines (IL-6, CCL5, VEGF,
SDF-1) and effect of resveratrol on these cytokines analyzed by ELISA,
western blot and rt-PCR at conditioned medium. The in-vitro cytotoxicity
assays were performed. Morphological investigation was performed with DAPI
staining. 1 pM resveratrol was found safety dose for A549 cancer cells and
MSCs with in-vitro cytotoxicity assays. As a result of DAPI fluorescence
staining apoptotic effects of resveratrol and MSCs not observed on A549
cancer cells. If we look cytokine levels among groups with ELISA and western
blot methods; IL-6 and VEGF cytokines has been detected but SDF-1 and CCL-
5 releasing has not been detected. VEGF mRNA levels were analyzed by rt-
PCR and found paralleled results with ELISA and western blot assays. We
observed the highest release of IL-6 and VEGF from the co-cultured A549 cells
and MSCs, and resveratrol was found to significantly decrease the release of
these cytokines.

Consequently, IL-6 and VEGF secretion was increased in co-culture of
A549 cancer cells and MSCs. Resveratrol reduces this increase significantly.
SDF-1 and CCL-5 secretion was not observed among groups.

Key words: Mesenchymal stem cells, cancer cells, A549, IL-6, VEGF and
Resveratrol.
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1. GIRIS VE AMAC

Kok hicreler farkh bir hlcreye farklilasma kapasitesi ylksek olan hem
embriyonik hem de eriskin dénemde bulunan hucre turtdur. Erigskin dénemde
yillarca suskun kalabilen ama yaralanma veya onarim durumlarinda aktif hale
gelebilen hucrelerdir. Kbk hlicreler baslica embriyonik kék hlicreler ve yetiskin
tip kék htcreler olmak Uzere iki ana grupta incelenebilirler. Mezensimal kék
hicreler (Razmkhah et al.) yetiskin kék hicre tipidir. MKH’ler farklilasmamis
ve genel olarak her dokuda bulunabilen stromal hiicrelerdir. Basta kemik iligi
olmak Uzere birgok dokudan izole edilebilir. K&k hilicre izolasyon kaynaklarina
baktigimizda yag doku kolay ve fazla hicrenin izole edilebildigi kaynaklar
arasindadir (Yao et al., 2015).

Kanser, gorilme sikligi son yillarda artan bir hastaliktir. Farkli tedavi
yontemleri kullanilmasina ragmen henlz kanseri tamamen ortadan
kaldirabilecek bir tedavi mevcut dedildir. Kanser, bu ylzyilin baslarinda 6lime
neden olan hastaliklar arasinda 7.-8. siralarda yer alirken bugtin bircok Ulkede
kardiyovaskller hastaliklardan sonra ikinci siraya yerlesmistir. Erkeklerde en
sik gorilen kanser tlrleri akciger, prostat ve kolorektal iken kadinlarda meme,
kolorektal ve akcigerdir. Kanser tedavisinde 6limi azaltmak ve sag kalimi
arttirmak icin farkli tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Cerrahi yéntemler,
radyoterapi, kemoterapi, hormon tedavisi, immunoterapi, sinyal ileti sistemi
inhibitorleri, gen tedavisi ve anjiyojenez inhibitoérleri kanser tedavisinde
kullanilan tedavi yéntemleridir. Kanser tedavisi icin son yillarda bircok ilag ve
yeni tedavi ydntemleri gelistirilmis olsa da giUnumuzde ilerlemis kanser
hastalarinda tam olarak tedavi segenekleri yok gibidir. Bu durum, kanser
gelisim slirecinin karmasikligi ve aydinlatiimasi gereken ¢ok sayida noktanin
olmasi ile kismen aciklanabilir (Aktas, 2010; Houghton, Morozov, Smirnova, &
Wang, 2007).

Akciger kanserinin orani gelisen (Ulkelerde cevre faktorlerinin insan
hayatini daha fazla etkilemesinden dolayl gin gectikge orani artmaktadir.
Gunumuzde tim dunyada gozlenen kanserler arasinda erkeklerde en sik
gorilen kanser turidddr. Kadinlarda ise en sik gorilen 3. kanserdir. Dinyada
kansere bagli 6limler arasinda akciger kanseri birinci siradadir. Tium akciger
kanserli hastalarin sadece %15,9'u tanidan sonra 5 yil veya daha fazla
yasamaktadir. Akciger kanserinde en 6nemli etiyolojik faktor sigaradir ve
sigara icenlerde akciger kanseri riski icmeyenlerden 30 kat daha fazladir. Pasif



sigara iciminde de akciger kanseri riski 3,5 kat artmaktadir. ClinkU etrafa
yayillan sigara dumaninda da tum zararh bilesenler aynen bulunur ve sigara
filtresinden de gegmediginden cok daha tehlikelidir. Yas, cinsiyet, irk, mesleki
ve cevresel karsinojenler, diyet, sosyoekonomik durum, gegirilmis akciger
hastaliklar ve genetik faktorler diger 6nemli etiyolojik faktorlerdir (Dey et al.,
2015; Nguyen et al., 2004).

MKH’ler hucresel tedavilerde gerek Kklinik calismalarda gerekse de
deneysel calismalarda en ¢ok kullanilan htcre turiaddr. Klinik denemelerden
hayvan modeli galismalarina MKH'ler birgok hastaligin tedavisinde umut verici
olmustur. MKH’ler ile ilgili yapilan klinik galismalar her gegen gin artmaktadir.
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi'nin énerileri dogrultusunda hiicresel tedavilerde
kullanilacak bir hlicrenin; kolay elde edilebilir, immuin yanit olusturmayan,
karsinojenik olmayan, hizli bélinen, gittigi dokuda hticrelere farklanabilen ve
kan yoluyla verildiginde yarali alana g6¢ edebilen bir hlicre olmasi
gerekmektedir. MKH'ler tim bu 6zellikleri tagimaktadir (Bang, 2015; Wei et
al., 2013). 1995 yilindan beri MKH'ler bircok klinik galismada kullaniimistir.
MKH'nin kullanildigi klinik calismalara baktigimizda kanser, diyabet, Chron
hastaligi, kalp hastaliklar, karaciger hastaliklari, multiple skleroz, graft versus
host hastaligi, kemik ve kikirdak hasarlari, omurilik zedelenmeleri ve beyin
hasarlanmalarn yer almaktadir (S. Wang, Qu, & Zhao, 2012).

Ilk yapllan MKH-Kanser hiicresi calismalarinda; MKH’lerin anti-
kanserojenik, proliferasyonu durdurucu ve apoptotik etkisi gésterilmistir, daha
sonra yapilan calismalarda MKH'lerin kanser olusumunu tetikledigi, kitleyi
bayittigld, yeni damarlarin olusumuna ve kanserin invazyonuna yardimci
oldugu gosterilmistir. MKH'lerin kanserli hiicreler tizerindeki bu etkileri MKH'nin
tedavi yontemi olarak kullanimini sinirlamistir (Torsvik & Bjerkvig, 2013).

Hastaliklarin tedavisinde ve kanser tedavilerinde MKH’ler damar yoluyla
verilmektedir. Damar yoluyla verilen kék hicrelerin damarlarda dolastiktan
sonra yangili bélgeye veya kanser bdlgesine gectikleri bilinmektedir. Kok
hicrelerle kanser hicreleri arasindaki iletisimin parakrin olarak etki gosteren
sitokinlerin salinimiyla gercgeklestigi kanitlanmistir (S. Liu et al., 2011).

MKH’den salinan ve kanser hicrelerini olumsuz ydnde etkileyen bircok
sitokin tespit edilmistir. Bu sitokinlerden bazilarn IL-6, SDF-1, CCI-5, TGFB1,
EGF, FGF, VEGF ve CXCL7'dir (Torsvik & Bjerkvig, 2013).



Resveratrol siyah Gzim kabudu, yerfistigi ve dut gibi bircok bitkide
bulunan polifenol grubu bir bilesiktir. Resveratroliin inflamasyon, oksidatif
stres, kanser olusmasi ve ilerlemesi, platelet agregasyonu, aterosklerozis ve
yaslanma gibi bircok biyolojik aktivitede olumlu goérev aldigi gosterilmistir.
Resveratrol hiicre iginde bircok genin ifadesini ve gen Urldnunin etkinligin
degistirebilmektedir. Yapilan calismalar resveratroliin bu faydal etkilerini
genelde sitokinlerin salinimi (zerinden gercgeklestirdigini gostermislerdir.
Biyolojik etkiye goére resveratrol baz sitokinlerin salinimini durdururken
bazilarinin salinimini arttirmaktadir. Salinimini baskiladigi sitokinlerden bazilari
IL-6, IL-12, IL-2, IFN-y ve TNF-a‘dir (Tao et al., 2015; Tung et al., 2015).

Kanser, dinya capinda yaygin ve tedavisi hasta acisindan oldukga adir,
agrili ve tlke ekonomisi acgisindan da oldukga masrafli bir hastaliktir. Bu ylzden
dinya genelinde alternatif tedavi yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir (Ferlay
et al., 2015). MKH'lerin kanserli organizmaya sistemik olarak verildiginde
dolasimdan kanserli dokunun bulundudu alana gectigi ve bu dokuya karsi
cesitli savunma yontemleri gelistirdigi deneysel olarak gosterilmistir (Heldring,
Mager, Wood, Le Blanc, & Andaloussi, 2015). MKH'lerin bu kanserli dokuya gé¢
etme hareketi hlicreye dayali kanser tedavisinin gelecegini olusturmaktadir.
Ancak son yillarda yapilan galismalar MKH’lerin kanserli hicrelerin buylmesini,
bélinmesini ve metastazini arttirabilecedini gostermektedir (Torsvik &
Bjerkvig, 2013).

Bu kapsamda calismanin amaci, MKH’ler ile A549 akciger kanser
hicrelerini in-vitro olarak ayni ortamda tutarak, MKH'lerin kanserli hlcreleri
uyarirken kullandidi sitokinleri, faydali ve anti kanserojenik 6zelligiyle bilinen
resveratrol ile baskilayarak, kanserin tedavisinde cok o6nemli yeri olan
MKH’lerin kullanimini ve tedavinin glvenilirligini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre ve Temel Ozellikleri

Insan dokusu icindeki hiicreler siirekli bir dedisim ve yenilenme
durumundadirlar. Olgun farklilasmis hlcreler 6lir ve yerine yenileri gelir.
Dokulardaki bu yenilenme o dokuda bulunan bazi hilicrelerin bélinmesine ve
farklilasmasina baglidir. Dokularda s6z edilen bu yenilenme daha uzun émurlQ
ve farklilasabilen kék hicre adi verilen hiicrelere baghdir. Tarihsel olarak kok
hicre bir ata/progenitér hicreyi tanimlamada kullanilmistir. Koék hicre
kelimesi gunuimize kadar anlamini korumustur. GUnumulzde, gelisimsel
biyolojide canli bir organizmayi veya olgunlasmis bir organizmada doku ve
organlari olusturan, tamir eden ve devamliligini saglayan hlicreyi tanimlamada
kullanilmaktadir (Rajasekhar, 2014).

Her vyeni bilgi koék hicre taniminda ve 06zelliklerinde farkliliklar
olusturmaya baslasa da bugln kabul edilen bir kag temel dlgit koék hicreleri
tanimlamamizda bizlere yardimc olmaktadir. Kék hicre 6zellikleri su sekilde
siralanabilir:

e Kendini yenileme,
e Farkli hicrelere farklilasma yetkinligi (potensi),
e Klon olusturma yetenegi (klonalite).

Kendini yenileme: Kok hicreler dokularda devamhligini saglamak adina
bolundrler ve bolinmeleri yeni kék hicrelerin olusmasiyla sonuglanir. Bu olaya
kdk hicrenin kendini yenilemesi denir. Bu bdlinmelerde kdk hicre asimetrik
ve simetrik bolinmeler gecirir. Sonucgta olusan iki hlcreden biri anne kdk
hicreyle ayni Ozellikteyken digeri boélinmelerine devam ederek farklilasir.
Farklilasmadan kalan kok hicre dokudaki kdk hicrelerin devamliidini saglar.
Kendini yenileme mekanizmasindaki bir bozukluk organizmada gelisimsel
gerilie ve kansere neden olabilir. Kék hcrelerdeki kendini yenileme
mekanizmasinin ¢déziulmesi gelisim, kanser ve yaslanma olaylarinin nedenlerini
aciklayabilir (Alp, 2013; F. Ren et al., 2015; Shenghui, Nakada, & Morrison,
2009).



Pluripotensi (¢oklu yetkin olma) veya farklilasma zenginligi kok hiicrenin
O0zellesmis  bir hlicreye farklilasabilme kapasitesini tanimlamada
kullaniimaktadir. Kék hlicre denecek hiicre diger iki 6zellik gibi bu 6zelligi de
gosterebilmelidir. Bu 6zellik kok hicreleri diger hiicrelerden ayiran en 6nemli
Ozelliktir. Kok hlcreler potensi 6zelliklerine gére bir hiyerarsi olustururlar. Kék
hicrelerden bir kismi sadece bir hlcreye farklilasabilirken, bazilar tim
organizmay! olusturabilir (Bianco, Robey, & Simmons, 2008).

Klon olusturma ozelligi kok hucrelerin diger bir 6zelligidir. Klon kelime
olarak birbirine benzer hicrelerin olusturdugu birliktelik olarak disunulebilir.
Bir kdk hlcre bdlinerek kendi klonunu olusturur. Hucreler olusturduklari

klonlarla birbirinden sekilsel ve fizyolojik farklihk gdsterir (Glauche, Bystrykh,
Eaves, & Roeder, 2013).

2.2. Kok Hiicre Tirleri

Kok hicreleri elde edildikleri kaynaklara goére veya farklilasabilme
yetkinligine gore siniflandirabiliriz.

Farklilasabilme yetkinligine gore,
e Totipotent
e Pluripotent
e Multipotent
Elde edilebildikleri kaynaklara gore,
e Embriyonik kdk hlcreler
e Yetiskin kdk hicreleri
e Kanser kok hucreleri

e Uyariimis pluripotent kdk hicreler olarak siniflandirabiliriz (Fortier,
2005) .



Totipotent, hiicre fizyolojisinde tim organizmayi olusturabilecek hicreleri
tanimlamada kullanilir. Totipotent kék hicre tim organizmayr meydana
getirebilecek DNA miktarina ve 0zelligine sahiptir. Totipotent hiicre insandaki
tim hicreleri, ekstra embriyonik membranlari ve plasentay! olusturabilecek
kapasiteye sahiptir. Insan gelisimine baktiimizda totipotent hiicre zigot ve
bundan sonraki 4-5 bdlinme sonucunda olusan blastomerleri kapsar.
Bélinmeler sonucunda olusan her bir blastomer uygun sartlarda kdiltire
edilirse her birinden yeni bir organizma gelisebilir (Ma, 2012).

Pluripotent kdk hlcre insanda bulunan 200 farkli hlcreye farklanabilir.
Ancak insan gelisiminde embriyo disinda kalan vyapilan ve dokulan
olusturamamaktadir. Morula asamasindaki embriyoda uterus salgilarinin
morulanin i¢ taraflarina sizmasiyla gerekse de i¢ tarafta bulunan hicrelerin
hlicreler arasi alana salgilariyla embriyonun i¢ kisminda blastosdl denilen bir
bosluk olusur. Bu dénemde embriyoya blastosist adi verilir. Bu asamada
blastosistin bir kutbunda yerlesmis olan i¢ hlicre kitlesi embriyoblast, dis
tarafta kalan htcreler de trofoblast olarak adlandirilir. Blastosistin i¢ hicre
kitlesini olusturan hucreler pluripotent 6zellikte olan kdk hicrelerdir. Bu
hlicreler organizmada bulunan tim htcrelere farklilasabilirler. Embriyonun ic
hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent kék hicrelere embriyonik kaynakli
kdk htcreler de denir (Hui, Hu, Zhao, & Tang, 2011).

Multipotent kok hucreler pluripotent hicrelere gére daha sinirli bir
farklilasma kapasitesine sahip hlcrelerdir. Bu hicreler 6zellesmis hicrelere
farklanabilirler. Bulunduklarn dokunun hicrelerine farklanmayla birlikte in-vitro
olarak uygun uyaranlar saglandiginda farkl tipte hlicrelere de farklilasabilirler.
Ornedin beyinde bulunan multipotent bir kék hiicre néronlari ve néroglia
hicrelerini olusturabilir. MKH'ler multipotent kék hicrelerdir (A. I. Li, Hokugo,
Jarrahy, & Zuk, 2014)

Fertilizasyondan 5-6 gln sonra insan embriyosu 50-150 hicreye erisir bu
asamadaki embriyoya blastosist asamasindaki embriyo denir. Embriyonik kdk
hicreler i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler. Bu hiicreler (i germ yapragini ve
bu tabakalardan meydana gelen doku ve organlar olusturabilirler. Embriyonik
kdk hicreler ilk olarak fare embriyolarindan izole edilmistir. Bu izolasyonu
takiben insan embriyonik kdk hiicreleri de izole edilebilmistir. izolasyon
basamaklarini 6zetleyecek olursak; ilk olarak blastosist asamasindaki
embriyonun trofoblastlari uzaklastinhir. Ic hiicre kitlesi birka¢g yikama



isleminden sonra daha 6nceden bdélinmeleri durdurulmus fibroblastlar Gzerine
ekilir. 10-15 gin sonra ilk pasajlama yapilir (Karasahin, 2012). Embriyonik kdk
hicrelerin kiltlire edilmesinde fibroblastlarin kullanim amaci kdék hicrelerin
farklilasmadan bolinmelerini saglamaktir (Ozel, Ozan, & Dabak, 2008).

Yetiskin kok hicreler daha sinirli bir farklilasma kapasitesine sahiptirler.
Yetiskin kok hucreler ihtiyac dogrultusunda kendini yenileyebilirler. Erigkin
dokularda bulunan 6ncul ve 6zellesmis hicrelere farkhlasabilirler. Yetiskin kok
hicreleri potensi o6zellikleri agisindan multipotent koék hucrelerdir. Bu
hicrelerin embriyonik kok hicreler gibi in-vitro ortamlarda uzun slre
ozelliklerini koruyarak cogalma yetenekleri yoktur. Teratom olusturmazlar.
Uzerinde en ¢ok calisilan yetiskin kék hiicreleri hematopoetik kék hicreler ve
mezensimal kdk hucrelerdir (Ural, 2006).

Kanser kok hucreleri bazi arastirmacilara gére kanser 6énculd hicrelerdir.
Kanser kdk hicreleri kanserin baslangicindan blylimesine ve cevre dokulara
yayllmasina kadar kanser surecinin her asamasinda goérulebilmektedir. Yapilan
calismalar kanser kdk hicrelerinin hem kanser tedavisinde hedef olabilecegini,
hem de kanser koék hlcrelerinin kanserli hlicrelerin kanser tedavisine karsi
direng kazanmalarini sagladigini géstermistir (Z. Yu, Pestell, Lisanti, & Pestell,
2012).

Kanser kok hicrelerinin kaynagina bakildiginda bazi calismalarda bu
hiicrelerin aslinda doku kaynakli multipotent kdék hicreler oldugu, kanserli
dokuya gog ettikten sonra o cevreye uyum sagladiklar gosterilmisken, bazi
calismalarda da bunlann dis ve i¢ uyaranlar sonucunda genetik farklanma
gostermis, ama kok hlicre 6zelligini koruyan kok hiicreler oldugu gosterilmistir.
Kanser kok hicreleri genel olarak normal kdk hicrelerle ayni o6zellikleri
goOsterirler. Kanser kék hicrelerinin kanserli bir dokunun iginde yaklasik %0,3-
2 oraninda bulundugu goésterilmistir. Kanser kdk hiicreleri de uygun cevre
kosullari saglandiginda farkli hiicrelere farklanabilir, kendini yenileyebilir ve
kanser dokusu olusturabilir (Jordan, Guzman, & Noble, 2006).

Uyarimis pluripotent kék hicreler (UPKH) normalde pluripotent olmayan
bir hlcrenin disardan verilen uyaranlar ile DNA’sinda bazi genlerin aktive
edilmesiyle hicrenin geriye farklandirilmasi sonucu olusan hicrelerdir.
UPKH'ler bircok ydnidyle normal bir pluripotent kék hicreye benzer. UPKH’leri
yetiskin bir organizmada bulunan somatik hicreye retroviral transfeksiyon ile



Oct 3/4, SOX-2, c-MYC ve KLF-4 genlerinin aktarilmasi sonucu
olusturulmaktadir (Takahashi & Yamanaka, 2006).

2.3. Yag Doku Kaynakli Mezensimal Kok Hiicreler

Kok hucreler kendini yenileyebilen, uzun édmurlid ve coklu farklanma
goOsterebilen hicrelerdir. Coklu farklanma o6zelligi kdk hicrenin bulundugu
farklanma seviyesine baglidir. En ylksek farklanma kapasitesine embriyonik
kdk hicreler sahiptir, ancak embriyonik kdk hicrelerin deneysel ve klinik
acidan kullanimi etik nedenlerden dolayi sinirlidir. Dolayisiyla kemik iliginden
ilk defa elde edilmis olan multipotent 6zellikte olan kemik iligi kaynakl
mezensimal kdk hicre, bilimsel galismalara alternatif bir kdk hicre ve kaynak
kazandirmistir (Zuk et al., 2002).

Kemik iliginden MKH izolasyonunun hasta acisindan oldukca agrili ve
masrafli olmasi arastirmacilar farkl kaynaklara yoneltmistir. Ayrica kemik iligi
aspiratindan c¢ok fazla MKH cgikmamaktadir. Yagd dokusu da kemik iligi gibi
mezensimal kaynakhdir. Ortak kaynaktan kdoken almalan yag dokuda MKH
arastirmalarini hizlandirmistir. Yag doku kaynadi olarak genelde lipoaspirat
kullanilmaktadir. Lipoaspirat elde edilisi acisindan kemik iligi aspiratina gore
daha agrisiz ve masrafsizdir. Yapilan primer hticre kiltiirasyonu sonucunda
lipoaspiratlardan yag, kemik ve kikirdak dokuya farklanabilen bir mezensimal
kok hticre izole edilebilmistir. Yag dokunun kemik iligine kiyasla daha fazla kdk
hiicre icerdigi gosterilmistir (A. I. Li et al., 2014).

Kendini yenileme, potensi ve klonalite gibi kdk hticre 6zelliklerini gosteren
bircok kok hiicre yetiskin dokulardan (kemik iligi, kan, sinovyal sivi, gobek
kordonu, dis, iskelet kasi, kordon kani ve deri gibi) izole edilebilmistir. Bu kék
hicrelerin hepsi multipotent kdk hicrelerdir. Genel olarak da bu multipotent
kdk hlcreler damar cgevresine yerlesmektedirler. Tim MKH kaynaklan
karsilastinldiginda en fazla kok hicrenin yag dokudan izole edilebildigi
gosterilmistir (Hass, Kasper, Bohm, & Jacobs, 2011). ilk defa 2001 yilinda Zuk
ve arkadaslari yag dokudan kék hicre izolasyonunu yapmistir. izolasyon
basamaklarina baktigimizda ilk etapta cerrah tarafindan steril kosullarda yag
doku aspirat halinde bir tiipte toplanir. Izolasyonda yikama, kimyasal
parcalama, santrifigasyon, yikama ve kan hiuicrelerinden arindirma
basamaklar takip edilir. Tipe toplanan yag doku aspirati 1 saat sliresince
kollejenaz enzimi ile inklibe edilir. Kimyasal parcalanma sonucunda tlpte yag
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tabakasi ve stromal hicrelerin olusturdugu tabakalar santrifiigasyon islemiyle
birbirinden aynrlir. Altta toplanan stromal hucreler yikandiktan sonra kan
hicresi liziz tamponuyla muamele edilir ve stroma hicrelerinden kan
hlcrelerinin ayrilmasi saglanir. Hicreler flasklara ekilmeden 6nce 100-150
um’lik filtrelerden gegirilir. Izole edilen kék hucreler belli bir yodunluga
ulastiginda kemik, kikirdak ve yag dokuya farklandinlirlar (Baptista, Pedrosa,
Silva, & Borojevic, 2011).

2.4. Mezensimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimi

Son on yilda in-vitro ve in-vivo preklinik galismalarda hlicresel tedavi
yontemlerini konu alan cgalismalarn sayisi oldukca artmistir. Birgok hastalik
modelinde hem embriyonik kdk hlcreler hem de yetiskin kdk hlicreler hiicresel
tedavi araci olarak kullaniimistir. Mezensimal kdk hulcrelerin embriyonik kok
hicrelere gbére daha kararli ve sinirh bir farklanma 06zelliginin olmasi bu
hicrenin kullanimini arttirmistir (Bobis, Jarocha, & Majka, 2007; Giordano,
Galderisi, & Marino, 2007).

MKH ilk defa 1968 yilinda Friedenstein tarafindan kemik iliginden elde
edilen kok hicrelerin plastige yapismasindan dolayr bulunmustur. Artan
calismalar sonucunda MKH'lerin izolasyonu ve fenotiplendiriimesi daha kolay
hale gelmistir. Ik klinik calisma 1995 yilinda yapilmis ve bundan sonra giderek
artmistir. 2015 Nisan ayi itibariyle http://clinicaltrials.gov adresine girilmis
cesitli faz basamaklarinda (Faz I, Faz II ve Faz III) MKH’lerle ilgili 490 calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar goénullli insanlar UGzerinde yapilmaktadir (Bobis
et al., 2007).

MKH ile ilgili klinik deneyim literatlirde en fazla ve belki de en basarili
sonugclar graft versus host hastaliginin tedavisinde olmustur. Bu hastalik kemik
iligi transplantasyonu sonucu gelisen bir yan etkidir. MKH'nin diger yaygin
olarak kullanildigi alanlar; meniskis hasari, kikirdak ve kemik defektleri,
osteoporoz, omurilik yaralanmalari, motor néron hastaligi, Hurler sendromu,
metakromatik l|6kodistrofi, siroz, multipl skleroz, SLE hastaligi, Chron
hastaligidir.  MKH’lerin  immin baskilayica  6zelliginden dolayr doku
transplantasyonlarinda kullaniimaktadir. MKH birgok hastaligin tedavisinde
insanlar Gizerinde denenmis ve olumlu sonuglar alinmistir (Garcia-Olmo et al.,
2005; Kassem, Kristiansen, & Abdallah, 2004; Parekkadan & Milwid, 2010).



Mezensimal kok hlcrelerin yangili veya hasarl alana gé¢ etmesi onun gen
terapilerinde vektdr olarak kullanimini baglatmistir. Gen terapisi calismalarinda
kullanilacak gen, tasiyici hicrenin kromozomlarina aktarilir, modifiye hicreler
kan yoluyla verilir ve onlarin hedef dokudaki etkinligi incelenir. Yeni bir konu
olmasina karsin modifiye kdk htcrelerin klinik kullanim denemeleri her gegen
gun artmaktadir (Gokce et al., 2015).

2.5. Mezensimal Kok Hiicrelerin Kanser Tedavisinde
Kullanimi

Mezensimal kok hitcrelerin deney hayvani calismalarinda ve in-vitro
deneylerde anti-timorojenik etkinlige sahip oldugu gosterilmistir. Bu anti
kanserojenik etkinligini kanser hiicrelerine (gliyom, melanom, akciger kanseri,
hepatoma, meme kanseri) karsi salgiladigi sitokinler vasitasiyla yaptid
gortlmuistar. MKH'ler ayni zamanda genetik olarak modifiye edilerek vektor
olarak da kanser hicrelerine karsi kullanilmistir (Shah, 2012). In-vitro ve
hayvan calismalarinda MKH’lerin salgiladigl bazi sitokinlerle kanser hiicrelerini
uyarmasi, kanser hicrelerinin bliylimesini ve metastatik 6zelligini arttirmasi
onun tedavi araci olarak kullanimini sinilamistir (Torsvik & Bjerkvig, 2013).

Asparajinaz, akut lenfoblastik l6semi tedavisinde kullanilan bir ilactir.
MKH'nin salgiladi§i asparajinaz sentetaz enzimi ile bu ilacin bloke edildigi
goOsterilmistir. MKH'nin, salgiladigi enzimler vasitasiyla kanser tedavisini
etkisizlestirdigi arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Iwamoto, Mihara,
Downing, Pui, & Campana, 2007).

MKH’lerin hedgehog sinyali ile plazma htcresi ve B lenfosit kanserlerini
destekledigi ve yasam sirelerini arttirdigi gésterilmistir. Deney hayvani kanser
modellerinde ve in-vitro calismalarda MKH’lerin kanserli dokuyu buyuttigd ve
kanser hiicrelerine metastatik 6zellik kazandirdigi bildirilmistir (Djouad et al.,
2003).

Djouad ve arkadaslan in-vitro olarak Urettikleri kanser hucrelerini
bagisiklik sistemi baskilanmis farelere vererek lokal bir timoér dokusu
olusturmuslardir. Bu hayvanlara intravenoz olarak kdk hicreler verildiginde
MKH’lerin kanserli bodlgeye goc¢ ettikleri ve farelerde belli bir stre sonra
isaretlenmis kanser kitlesi icerisinde bulunan kanser hicrelerinin akciger
dokusuna metastaz yaptiklan gdsterilmistir. Bu calismada arastirmacilar
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gruplar arasinda kanserli dokulan karsilastirdiklarinda MKH verilen gruptaki
kanser hicrelerinin metastatik 06zelliklerinin arttigi gosterilmistir. MKH'nin
kanserli dokuyu buyGttigd vicudun immin sistemine karsi korudugu
metastatik 6zellik kazandirdigini gésteren bircok hayvan ve in-vitro galisma
bulunmaktadir (Djouad et al., 2006).

Bircok arastirmaci damar yoluyla verildiginde kdk hiicrenin kanserli veya
hastalikli bolgeye hareket ettigini, bolgenin cevresinde yer alarak salgiladigi
sitokinler vasitasiyla bélgede tedavi ve hemostazi sagladigini gostermistir.
MKHnin kanserli bélgeye gdcgu arastirmacilarda MKH'yi vektér olarak kullanma
fikrini dogurmustur. Antikanserojenik 0zelligi bilinen genler MKH’lere
aktariimis ve damar yoluyla verildiginde deney hayvanlarinda MKH'nin kanserli
dokunun cevresine vyerlestigi ve apoptozu baslattigi, kitleyi kogllttigu
go6sterilmistir. MKH'nin bu gbéc¢ hareketi onun ilag ve gen tasiyicisi olarak
kullanimini saglamaktadir (Galderisi, Giordano, & Paggi, 2010).

Beyin timoérlerinin tedavisi kan beyin bariyerinin bulunmasindan dolayi
oldukca zordur. ClnkU kan yoluyla verilen kemoterapdétik ajanlar kan beyin
bariyerini gecemez ve tedavi saglanamaz. Studeny ve arkadaslari MKH'yi
floresan olarak isaretlemis ve IFN-beta genini de bu hlicrelere transfer ederek
farelere damar yoluyla vermistir. Isaretli ve IFN-beta genini tasiyan hiicrelerin
kan beyin bariyerini gecerek kitle etrafinda toplandigi ve IFN-beta sitokin
salgilanyla timor kitlesini kicgulttigu gosterilmistir (Studeny et al., 2002).

Son vyillarda arastirmacilar kanserli dokudan da kdk hlcre izolasyonu
yapabilmislerdir. Yapilan bir calismada mide kanseri bulunan dokudan ve
normal mide dokusunda MKH izolasyonu yapilmis ve bu iki hicrenin gastrik
kanser hicreleri Uzerindeki etkileri incelenmistir. Sonug olarak, kanserli
dokudan izole edilen kdk hlcrenin gastrik kanser hicreleri Gzerinde buyttucl
ve kanserli hiicreleri metastatik yonde uyaricl etkide bulundugu gésterilmistir.
Normal dokudan izole edilen kdk hlicrenin de ayni yénde uyardigi ancak
etkinliginin kanserli dokudan izole edilen kdk hiicreye oranla daha az oldugu
gbsterilmistir. Bu calismada kok hucreler ile kanser hlcreleri arasindaki
iletisimin sitokinlerle saglandigi ve IL-8 sitokininin 6n plana ciktigi bulunmustur
(W. Li et al., 2015).

miRNA'lar kisa kodlanmamis RNA'lardir. Bu RNA’lar mRNA’'larin
komplementer sekanslarina hibride olarak gen ifadesinin dizenlenmesinde
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gorev alirlar. miRNA’larin mRNA’lara baglanmasi bazen protein olusumunu
engeller ve bazen de mRNA'nin kesilmesini (RNA interferansa benzer bir
sliregle) kolaylastirir.  MKH’lerin  meme kanseri hicrelerini  etkiledigi
bilinmektedir. Yapilan calismalarin cogu MKH-Kanser hiicresi arasinda gorev
alan sitokinler Gzerinedir. Ancak Cuiffo ve arkadaslan tarafindan yapilan bir
calismada MKH’lerin kanser hucreleri ile temas kurdugu bu temasin kanser
hicreleri igerisinde bazi yolaklari aktif hale getirdigi gosterilmistir. MKH'nin
meme kanseri hlcrelerine temas etmesinin kanser hulcrelerinde miRNA’lan
aktif hale getirdigi, miRNA’larinda FOXP2 genini susturdugu ve duradan haldeki
kanser hicrelerinin kék hiicre temasiyla bliylylp metastatik 6zellik kazandigi
bulunmustur (Cuiffo et al., 2014).

2.6. Akciger Kanseri

Dinyada her yil 14 milyon kisiye kanser tanisi konulmakta ve bu
hastalardan her yil yaklasik 8,2 milyonu kanser nedeniyle &lmektedir.
Onimuizdeki 20 vyl boyunca bu oranin %70 oraninda artacadi
disinltlmektedir. 2012 yilindan 2015 yilina kadar dinyada erkeklerde en gok
gorilen kanser tirleri akciger, prostat, kolerektum, mide ve karaciger
kanserleridir. Kadinlarda ise siralama meme, kolerektum, akciger, serviks ve
mide seklindedir. Akciger kanseri erkeklerde birinci, kadinlarda da 3. sirada
yer almaktadir. Tim diinyada kanserden 6lim oranlarina baktigimizda akciger
kanseri her yil 1.59 milyon kisi ile birinci, 745 bin kisi ile karaciger ikinci, 723
bin kisi ile mide kanseri Gglncl sirada yer almaktadir (Wild, 2015).

Ulkemize baktigimizda ise akciger kanseri erkeklerde en sik, kadinlarda
da 6. sirada olan bir kanser tirtdir. Akciger kanserinde en 6nemli tani yontemi
goérintileme ve biyopsi ydntemidir. Gértuntlileme ve biyopsi ile kanserin tanisi,
evresi ve tedavi yolu secilir (Halk Saghdi Kurumu, 2015).

Akciger kanseri nedenlerine bakildiginda gok sayida faktérin rol oynadigi
gorilmektedir. Sigara kullanimi akciger kanseri nedenleri arasinda birinci
siradadir. Sigara icenlerde icmeyenlere gore akciger kanseri gelisme riski 30-
40 kat daha fazladir. Hava kirliligi, mesleki karsinojenler, beslenme aliskanhgi,
enfeksiyonlar, gecirilmis akciger hastaliklari, genetik ve immunolojik faktorler
akciger kanserinde yer alan diger etiyolojik faktorlerdir. Akciger kanseri
hastalari genelde doktora yakinmalari sonucunda basvururlar. Bu yakinma
belirtileri; dkslrik, nefes darlidi, gogus agrisi, kilo kaybi, kemik agrisi, comak
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parmak, ates ve kas gigstzligudir. Bu belirtilerin yaninda akciger kanseri
farkli belirtiler de verebilir (Kéktlrk, 2004)

Akciger kanserlerine bakildiginda en c¢ok karsinomlarin goérildagi
saptanmistir. Karsinomlar %90-95 oranindadir. Akciger kanserleri 2004 yilinda
Dinya Saghk Orgitiu tarafindan histolojik yapilarina gére Tablo 2.1'de
gosterildigi sekilde siniflandinimistir (Burg, 2010):
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Tablo 2.1: Akciger kanserinin histolojik yapisina gore siniflandirilmasi (Burg,

2010).

Skuamoz hiicreli
karsinom

Kiiciik hiicreli
karsinom

Adenokarsinom

Papiller
Berrak hucreli
Kiguk hticreli
Bazaloid

Kombine kligik hicreli
karsinom

Adenokarsinom,

mikst subtip

Asiner adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Bronkoalveoler karsinom
MUsin6z

Nonmisin6z

Mikst

Musin salgilayan solid
adenokarsinom

Fetal

Kolloid

Misin6z kist adenokarsinom
Tasl yuzik adenokarsinom
Berrak hicreli adenokarsinom

Bilyiik hiicreli (BH)
karsinom

Adenoskuamoz
karsinom

Adenoskuamoz karsinom

BH No6roendokrin
karsinom

BH Kombine
néroendokrin karsinom
Bazaloid karsinom
Lenfoepitelyoma benzeri
karsinom

Berrak hucreli karsinom
Rabdoid fenotipinde BH
karsinom

Pleomorfik karsinom
1§ hicreli karsinom
Dev hicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom

Karsinoid tiimor

Tiikiurik bezi
tipindeki
karsinomlar

Preinvaziv lezyonlar

Tipik karsinoid
Atipik karsinoid

Mukoepidermoid
karsinom

Adenoidkistik karsinom
Epitelyal-miyoepitelyal
karsinom

Skuamdz hicreli insitu karsinom
Atipik adenomat6z hiperplazi
Difflz idiyopatik pulmoner
Noéroendokrin hiicre hiperplazisi
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2.7. A549 Akciger Kanser Hiicreleri

A549 akciger kanser hicreleri 1972 yilinda D.]J Giard tarafindan 58
yasinda erkek bir hastadan izole edilmistir. A549 kanser hiicreleri akciger
kanser tilrleri arasinda adenokarsinomlar icerisinde dederlendiriimektedir.
Alveol epiteli karsinomudur. Normal dokularda bu hlcreler alveol igerisini
saran, yassl sekilli, gazlarin ve elektrolitlerin gecisini saglayan hucrelerdir
(Foster, Oster, Mayer, Avery, & Audus, 1998).

A549 kanser hicreleri %10 FBS + RPMI 1640 medyum + %1
Penisilin/Streptomisin besin ortaminda %5 karbondioksit, 37°C ve %95 nem
ortaminda yetistirilebilmektedir. 3-4 glinde bir medyumu dedistirilir. %70-80
yogunluga ulastiinda pasajlama islemi yapilir. Pasajlama isleminde Once
flaskta veya petride ekili bulunan hicrelerin eski medyumu c¢ekilir, PBS ve
PBS/EDTA sollsyonu ile yikanir, hiicrelerin tGzerine tripsin/EDTA enzimi verilir
ve hucreler kaldinhr. Kaldirilan hicreler sayilarak yeni flasklara ekimi yapilir
(Y.-L. Hsu, Kuo, & Lin, 2004).

2.8. Sitokin Kavrami

Hlcre sinyalizasyonunda gorev alan 5-20 kDa adirliginda olan salgisal
proteinler ve polipeptitlerdir. Yunanca ‘cyto (hlcre)’ ve ‘kine (hareket)’
kelimelerinin birlesmesinden olusur. Bu salgisal proteinler salindigi hicreyi,
hicrenin hemen etrafindaki hlicreleri veya daha uzak hucreleri etkileyebilir.
Hlcreden salindiktan sonra karsi hicrede kendine 6zel bulunan reseptérine
baglanirlar. Sirekli salinmazlar, ihtiyag duyuldugunda Uretilir ve salinirlar
(Barnes, Drazen, Rennard, & Thomson, 2009).

Sitokinler genelde (retildigi hlcrenin baska bir sitokin vasitasiyla
uyariimasi sonucu Uretilir ve salinirlar. Interferonlar, interldkinler, lenfokinler
ve timdr nekrozis faktdri gibi alt gruplarn bulunmaktadirlar. ilk tanimlanan
sitokinler badisiklikta gorev alan lenfokinlerdir. Sitokinler neredeyse tim
hicrelerden salinir, ayni sitokin birbirinden farkl htcrelerden bile salinabilir
(Dimitrov, 2012).

Bir hormon sadece 0&zellesmis bir hlcreden salinirken, ayni sitokin
birbirinden c¢ok farkli hicrelerden salinabilir. Bu vyaniyla hormonlarla
karistinlmamalidir. Hormonlar sisteme verildikten sonra endokrin olarak etki
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gbsterirler ve kanda daha az oranlarda bulunurlar. Sitokinler otokrin, parakrin
ve endokrin etki gbsterebilirler. Normal sartlarda kanda hormonlara gére daha
az oranda bulunurlar ama travma gibi bir durumda miktarlan bin kat artabilir.
Cesitli durumlarda hlcrenin bu duruma verecedi yaniti belirlerler. Hicre
bélinme dbéngusu, biyume, farklilasma, kendini yenileme, nekroz, iyilesme ve
apoptozis gibi bircok yasamsal olaylarda bluyuk etkinlikleri vardir. Daha ¢ok
immudn sistem hastaliklarinda aldiklan gdérevler nedeniyle taninmaktadirlar.
Vicut savunmasinda lenfosit, grantlosit, monosit ve makrofajlardan yogun
olarak salinmaktadirlar. Sitokinler salindiktan sonra hedef hiicre Uzerinde
reseptoriine baglanir ve hlicre ici bir sinyalizasyon hareketi baslatirlar. Bu
hareket sonucunda DNA’da bulunan bazi genler aktif veya inaktif olurlar.
Ozellesmis bir sitokinin sadece bir gérevi yoktur. Bulundugu dokuda ve salinma
nedenine gdre karsi hicrede gok farkl hicre igi sinyalizasyonlari baslatabilir.
Ornedin IL-6 kanserli dokuda apoptozisi baslatirken immin sistemde
hicrelerin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini baslatir (Woodman, Erickson, Rae,
Jaffe, & Curnutte, 1992).

Bazi sitokinler hastaliklardaki etkinliginden dolayr rekombinant DNA
teknolojisi sayesinde ilac haline getirilmistir. Bu sitokinler asagidaki gibidir.

e Kemik morfogenetik protein kemik hastaliklarinda
e Eritropoetin anemide
e Granulosit koloni uyarici faktdér kanser hastalarindaki nétropenide

e Granulosit makrofaj koloni uyarici faktér kanserli hastalarin fungal
enfeksiyonlarinda ve nétropenilerinde

Interferon alfa multiple sklerozda ve hepatit ¢ hastali§inda

Interferon beta multiple sklerozda

Interferon gama kronik granilomatéz hastaliklarda ve osteopetroziste

Interldkin 2 (IL-2) kanser tedavisinde
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e Interldkin 11 (IL-11) kanser hastalarinin trombositopenilerinde kullanilir
(Dimitrov, 2012).

Interldkin 6, bircok biyolojik olayda gérev alan pleiotropik bir sitokindir.
Basta immun yanittan sorumlu hicreler olmak tGzere birgok hicreden (lenfosit,
monosit, makrofaj, fibroblast, endotel hicreleri, keratinosit, bazi timor
hicreleri, kok hicreler gibib salinabilir. IL-6 salindiktan sonra hedef hlcrede
ya hicre membraninda bulunan ya da sitoplazmada bulunan reseptériine
baglanir. Hiicre membranindaki reseptoriine badlanmasi genel olarak anti-
inflamatuar etki yaratir. Sitoplama icerisindeki reseptoriine baglanmasi ise
membrandaki reseptorleri inhibe ederek pro-inflamatuar etki yaratir. Hlcre
icerisinde IL-6 sinyalizasyonu JAK/STAT yolagi lzerinden aktivite gosterir.
STAT3 yoladinin uyarilmasi hiicrede timoér biylmesi, anjiyogenez, metastaz
ve hicrenin yasam siresinin uzamasini saglar. IL-6/STAT3 yolagi bu sitokinin
kanserojenik etkinligini gostermektedir. IL-6/Ras-MAPK ve IL-6/PI3K-Akt
yolaklariyla da anti-apoptotik ve timoérojenik etki gdéstermektedir (Holmer,
Goumas, Waetzig, Rose-John, & Kalthoff, 2014).

IL-6 kanserli dokuda uyaricl etki olusturmaktadir. Genellikle otokrin ve
parakrin etki gostermektedir. Bircok kanser olgusunda (6rnedin prostat, meme
ve kolon kanserleri) hastalarin kan IL-6 miktarlarinin cok yiksek oldugu
bulunmustur. Bu kanser hicreleri IL-6 salinimini takiben IL-6 reseptdrini
olusturmaktadirlar. Dolayisiyla hlcreler kendi salgiladiklarn sitokinle otokrin
olarak uyariimaktadirlar. Bazi kanser turleri (myeloma, ndéroblastoma gibi) ise
IL-6 salgilamadiklarnt halde reseptdérint olusturarak parakrin etkiden
yararlanmakta ve devamliliklarini saglamaktadirlar (Andreasen et al., 2015;
Ara & DeClerck, 2010).

Vaskller endotelyal blUyime faktéri (VEGF), vaskllogenezi ve
anjiyogenezi uyaran hicreler tarafindan tretilen bir sinyal proteinidir. VEGF bir
tar vaskuler buylume faktoridir. VEGF damar olusumu yaninda kemik
olusumu, hematopoez, yara iyilesmesi ve embriyonal gelisim gibi birgok
fizyolojik olayda da gbrev almaktadir. Bircok hticre tarafindan salgilanmaktadir
(kanser huicreleri, makrofajlar, plateletler, keratinositler ve renal mezengial
hicreler gibi). Memelilerde 5 tir VEGF bulunmaktadir (VEGFA, Plasental
biuyume faktérti, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D). VEGF sitokini hicre
membraninda bulunan tirozin kinaz reseptoriine baglanir. VEGF yogun olarak
I6semi ve lenfoma hastalarinda salgilanmaktadir. Bunun disinda solit
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timodrlerde de gorev almaktadir. Solit timdrlerde anjiyogenez, proliferasyon
ve metastazi uyarmaktadir (Duffy, Bouchier-Hayes, & Harmey, 2004; Zhao et
al., 2015).

Rantes veya CCL-5 kemokin ligant 5 olarak da bilinmektedir. 8 kDa
blayUkliginde kemotaktik bir sitokindir. T lenfositler, eosinofiller, bazofiller ve
|I6kositler icin kemotaksi yaratir. Rantes hiicrede CCR3, CCR1, CCR5 ve GPR75
gibi reseptérlere baglanir. Rantes AIDS, kanser, ateroskleroz, astim,
transplantasyon, artrit, diyabet ve glomerulonefrit gibi bircok hastalikta klinik
onem tasimaktadir. Yaralanma veya inflamasyon durumunda bu sitokin T
lenfositlerin aktivasyonundan 3-5 glin sonra salgilanmaktadir (Krensky & Ahn,
2007). CCL-5'in kanserde gorev aldigi 6zellikle in-vitro galismalarda meme
kanseri hicrelerinin ilerlemesini arttirdigi gosterilmistir. Kék hiicre ve kanser
calismalarinda, kanser hucrelerinin kok hicreleri uyardigi kék hlcrelerinde
buna yanit olarak CCI-5 sitokini salgiladigi bu sitokinin de kanser hicrelerinin
proliferasyonunu ve biylmesini arttirdigi gosterilmistir (Karnoub et al., 2007).
Mezensimal kdk htcrelerin Alzheimer hastaliginda etkinligi incelenmis ve bu
hastalikta MKH’lerin beyinde CCL-5 salgilayarak kemik iliginden daha fazla
mikroglia hiicrelerinin beyine gelmesini sagladigdi, dolayisiyla plak olusumunun
azaldigi gosterilmistir (Turgeman, 2015).

SDF-1 (stromal derived factor-1) C-X-C motif kemokin 12 (CXCL12)
olarak da bilinmektedir. Alfa ve beta gibi iki adet gen urinl olarak
Uretilmektedir. Kemokin ailesine ait I|6kositleri aktif hale getiren,
proinflamatuar sitokinler (Lipopolisakkarit, TNF, IL-1) tarafindan salinimi
saglanan kulglk yapili sitokinlerdir. SDF-1 ekspresyonu gelisimsel olarak
oldukca 6nemlidir. Olgun organizmada lenfositler icin kemotaksi yaratir.
Embriyonal dénemde ise kan hiicrelerinin karacigerden kemik iligine gegisini
saglar. SDF-1 gen ekspresyonu susturmalarinda 6li dogumlar gergeklesir.
SDF-1 sitokininin reseptéri CXCR4'tldr. Kanser hicrelerinin  CXCR4
reseptorlerini hiicre membraninda olusturdugu goézlenmistir. Bu reseptoériin
uyariimasinin kanser hicrelerinde proliferasyonu, biylimeyi ve metastaz
uyardigi bulunmustur. Bu ylzden SDF-1 kanser patogenezinde de gérev
almaktadir (D'Apuzzo et al., 1997; H. Liu, Li, Du, Yang, & Ge, 2015).
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2.9. Mezensimal Kok Hiicrelerden Salinan, Kanserli
Dokunun Biiyiimesini ve Metastazini Saglayan Sitokinler

Son yillarda MKH’nin hastaliklar Gzerine etkilerini konu alan galismalarin
sayisl artmistir. Birgok hastalikta MKH’lerin tedavi amaciyla kullanildigi klinik
uygulamalar baslamistir. Kemik iligi transplantasyonu sonucu olusan
komplikasyonlari 6nlemek adina rutin bir tedavi olarak periferik MKH
uygulamalar rutin tedaviler arasindadir (Torsvik & Bjerkvig, 2013).

Tedavi 6zelliginin yaninda, kok hicrelerin damar yoluyla verildiginde
hastalikli veya kanser bdlgesine yerlesmesi kok hlicrelerin madde tasiniminda
kullanilabilme yolunu agmistir. Deneysel bircok galismada kok hicreler gerek
hastaliklarin tedavisinde gerekse kanserin 6nlenmesinde ilag veya gen Grinu
molekdullerin tasiniminda kullaniimis ve olumlu sonuglar alinmigtir. Klinik agidan
kdk hlcreler bazi hastaliklarin tedavisinde yer almaya baslasa da kanser
tedavisinde cevabi alinamamis birgok soru bulunmaktadir. Kanser tedavisinde
kok hicrelerin biyo-glvenligi tartismali konular arasindadir. Deney hayvani
calismalarinda ve in-vitro c¢alismalarda koék hicrenin kanserli dokuya
dénudsmesi, kanserli kitlenin hacmini veya kanserli hilcrelerin metastatik
Ozelliklerini arttirmasi MKH'nin klinik faz calismalarina gegmesi yéninde en
blyuk engeldir. MKH'ler kanserli dokuyu salgiladigi parakrin etkili sitokinlerle
etkilemektedir. Kanser uyaricl sitokinlerin MKH’lerden neden salgilandigi hangi
uyaranlarin bu salgilamada goérev aldigi glincel calisma konularindandir (Z. Ren
et al., 2011; Z. Ren, Zhang, & Chen, 2012).

Bir doku, stroma ve parankim hucrelerinden olusur. Dokuyu olusturan ana
hicrelerin yaninda lenfositler, makrofajlar, fibroblastlar, fibrositler, yag
hicreleri ve diger immun yanitta goérev alan hicreler bulunmaktadir. Kanserli
dokuda stroma kanserin buylimesinde, anjiyogenez ve metastazinda en etkili
bilesenlerdir. Tumor stromasinda bulunan aktif fibroblastlara, tUmaor iliskili
fibroblastlar denmektedir. MKH'lerin TGF-beta uyarisi altinda timor iligkili
fibroblastlara farklandigi myofibroblast 6zelliginde proteinler ve ylzey
belirtecleri ifade etmeye basladigi gosterilmistir. Bu MKH den fibroblastlara
farklanmis hicrelerin CCL-5 ve SDF-1 gibi timor hicrelerini uyaric etkinligi
bulunan sitokin salinimini baslattigi gosterilmistir. Kanser stromasiyla ilgili
yapilan in-vitro calismalarda kanser iliskili fibroblastlarin %20’sinin MKH'lerden
farklandigi gosterilmistir (Jotzu et al., 2010; Mishra et al., 2008; Mueller &
Fusenig, 2004; Quante et al., 2011).
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MKH’ler ile kanser hlcreleri arasindaki iletisimi salgilanan sitokinler
saglamaktadir. MKH'lerden salgilanan sitokinlerin kanserli hiicreler Gzerindeki
etkisinin  olumlu veya olumsuz oldugu hakkinda net bir karar
verilememektedir. Bazi c¢alismalarda MKH'lerden salinan sitokinlerin
apoptozisle hiicre 6limuni baslattigi ve timor kitlesini azalttigi gosterilirken,
bazi calismalarda ise MKH’larin kanserli hiicreleri uyardigi ve timor Kkitlesini
blylterek metastaza neden oldugu gosterilmistir. Farelerle yapilan bir
calismada MKH’lerin salgiladigi TREG sitokiniyle CD8 T lenfosit ve dogal
oldiriact hicreleri baskiladigi ve kanser hicrelerin hiicresel immiin yanittan
kurtuldugu ve kanserin yayginlastigi gosterilmistir (Djouad et al., 2003).

Kanser dokusunda, artik varligi bilinen MKH ve kanser kok hicreleri
kanser tedavisinde kilit noktadirlar. Yapilan bir calismada glioma (bir tir beyin
kanseri) dokusundan hem MKH’ler hem de glioma kanser kék hulcreleri izole
edilmis, bunlarin genetik ve fenotipik farkliidi goésterildikten sonra deneye
alinmistir. MKH’lerin salgiladilar IL-6 sitokini ile gp130/STAT3 yoladi (izerinden
kanser kok hicrelerinin proliferasyonunu ve kanser hicresi 6zelliklerini
arttridigi gosterilmistir (Hossain et al., 2015). Baska bir calismada akciger
kanser hicrelerinde yine MKH’lerin IL-6 sitokiniyle A549 akciger kanser
hiicrelerinde metastazi arttirdigi gosterilmistir (H.-S. Hsu et al., 2012; Tsai et
al., 2011).

Bircok deneysel calisma MKH’nin timoér uyaric etkisinin oldugunu
gbstermektedir. Bu timor uyaricl etkilerini CCL-5 ve SDF-1 gibi salgiladiklari
proteinlerle saglamaktadirlar. Timor ortamina MKH’lerin bu sitokinleri salmasi
ve tumor hdcrelerinin bu sitokinlere metastatik 6zellikteki cevabi MKH’nin
klinik bir tedavi olarak kullanilmasindaki en bldyuk engeldir. Bu iki sitokinin
kanser hicrelerinde PI3K/Akt yolagini uyardigi gosterilmistir (Barbero et al.,
2003; Ignatov, Robert, Gregory-Evans, & Schaller, 2006).

Kanserin blylylp yayginlasmasini saglayan diger dnemli sitokin grubu da
pro-anjiyojenik sitokinlerdir. MKH’lerin kanserli stromada bu sitokinleri
salgilladigi bircok calismada gosterilmistir. Bu sitokinler arasinda fibroblast
bluylume faktori-2, VEGF, anjiyojenin, TGF beta ve platelet kaynakli byime
faktort-BB'dir (Dufourcq et al., 2008; Hung, Pochampally, Chen, Hsu, &
Prockop, 2007; Lin et al., 2010; Razmkhah et al., 2011).
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2.10. Resveratrol’iin Tanim ve Tarihgesi

Tlkettigimiz birgok bitkisel kdkenli yiyecek ve icecek, bitkilerin kendilerini
yaralanma ve mantar enfeksiyonlarina karsi korumaya yoénelik sentezledikleri
fenolik bilesikler icermektedir. Bir stilben fitoaleksin olan resveratrol bu tur
bilesikler arasinda insan sagligina yararl oldugu distnilen esas aktif bilesiktir.
Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben, Ci4H1203, M.A: 228,25 g) yuksek
miktarda siyah Gzim kabudu ve cekirdegi, yerfistigi ve ananas gibi yaklasik 70
bitkide bulunmaktadir. Kimyasal olarak flavonoid yapida, nonsteroid ve
polifenolik bir bilesiktir. Uzun yillar geleneksel Cin ve Japon tibbinda bircok
bakteriyel ve mantar enfeksiyonlarina karsi Polygonum cuspidatum (Itadori
cayl) kdklerinden elde edilen ve kojokan adi verilen bir ilag kullaniimistir. 1963
yilinda Polygonum cuspidatum koklerinden elde edilen bu ilactaki birincil aktif
tedavi edici bilesigin resveratrol oldugu gosterilmistir (Fremont, 2000).1976
yilinda Langcake ve Pryce asma (Vitis vinifera) vyapraklarn (zerine yaptigi
calisma sonucunda bu bitkinin fungal (Botrytis cinerea tiri) enfeksiyonlara,
soguk hava kosullarina, patojen mikroorganizmalar ya da ultraviyole isidina
maruz kaldiginda bu etmenlere karsi korunma amacgl olarak resveratroli
sentezledigini gostermistir (Langcake & Pryce, 1976; Soleas, Diamandis, &
Goldberg, 1997). Resveratroliin cis- ve trans- izomerik formu bulunmasina
karsin biyolojik olarak aktif sekli trans resvaretroldir (Stojanovi¢, Sprinz, &
Brede, 2001). Yuksek pH, ultraviyole ve isik, trans formdan cis’e dénlisime
neden olurken; dislik pH, ylksek 1sI ve gin 1s1g1 aksi yonde donlisime neden
olmaktadir. Trans izomer daha sabit olan sekildir (Fremont, 2000).

2.11. Resveratrol ve Kanser

Kanser ve benzeri hastaliklara karsi dodgal Urilinlerin tedavi amaciyla
kullanilmasi her gegen gin artmaktadir. Kanser genelde durdurulamayan
hicre bliyimesi ve cogalmasina ek olarak apoptotik yolaklarin baslamasina
direng godsterme olarak tanimlanabilir. 1997 yilinda polintkleer aromatik
hidrokarbon dimetilbenzantrasen (DMBA) ile olusturulan timorin baslama,
yukselme ve ilerlemesinin resveratrol ile durdurulmasi resveratrol’lin anti-
karsinojenik etkisini ilk olarak ortaya koymustur (Jang et al., 1997). Daha
sonra bu konuda yapilan calismalarla resveratrol’iin deri, mide, kalinbagirsak,
akciger, meme, prostat, karaciger, pankreas kanserleri, noéroblastoma,
fibrosarkoma, ve I|dsemi kanserlerinde engelleyici ve kanserli hicrelerin
ortadan kaldiriimasinda etkin rol aldigi gosterilmistir (Athar et al., 2007).
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Resveratroliin hlicre ¢cogalmasini G1/S evresinde durdurdugu gosterilmistir.
CEM-C7H2 akut lésemi hticreleri ve MCF-7 meme kanseri hicreleri ile yapilan
bir calismada resveratrol’lin bu htcrelerin ¢cogalmasini S evresinde durdugu
gbstermistir. Resveratroliin G1/S evresi dlizenleyicileri olan siklin D1, cdk4 ve
siklin E gibi dizenleyicilerin miktarini artirdigi belirlenmistir (Joe et al., 2002).

Resveratrol hilicre gogalmasini dnlemesinin yaninda programh hicre
O6limint de uyarmaktadir. Apoptozisi reseptér bagimli kaspaz-8 ya da
mitokondrial kaspaz-9 yolaklanyla gerceklestirdigi, bu yollardan birini
kullanabilecedi gibi her ikisini de kullanabilecedi saptanmistir. Resveratrol
survivin gibi anti-apoptotik ve siklooksijenaz-2, ornitin dekarboksilaz gibi
timor blylme goéstergesi olan proteinlerin ifadesini de baskilar (Pervaiz,
2004).

Meme kanseri Uzerine yapilan bir galismada resveratrol’in T47D meme
kanseri hlicrelerinde hlicre ¢ogalmasini fas/fas ligant Uzerinden engelledigi
belirlenmistir. Resveratrol dstrojen reseptdr negatif MDA-MB-468 insan meme
kanseri hicrelerinin gogalmasini baskilar. Bunu otokrin blylime faktoérleri,
TGF-a ve insllin benzeri blylime faktéri-1 reseptdérind engelleyerek ve
bliylime baskilayicisi olan TGF- b2 miktarini arttirarak gergeklestirir (Magee &
Rowland, 2004; Serrero & Lu, 2001).

2.12. Resveratrol’iin Sitokin Salinimi Uzerine Etkileri

Resveratrol inflamasyon, oksidatif stres, timoér baslamasi ve ilerlemesi,
platelet agregasyonu atherosklerozis gibi bircok hastalikta biyolojik aktiviteye
sahiptir. Bircok genin susturulmasinda veya ifade edilmesinde gérev
almaktadir. Resveratrol’lin bu yararh etkilerini IL-6, IL-12, IL-2, IFN-y, TNF-a
ve NF-kB gibi birgok sitokinin salinimi baskilayarak yaptigi disinitlmektedir
(Tung et al., 2015). Resveratroliin A549 akciger kanser hicreleri Uzerine
antiinflamatuar etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu etkinligini grantlosit
makrofaj koloni stimule edici faktdér, IL-8 ve siklooksijenaz-2 sitokinlerini
baskilayarak yaptigi gosterilmistir (Donnelly et al., 2004).

Kronik obsriktif akciger hastaligi (KOAH) makrofajlardan salinan

sitokinlerin neden oldugu kronik bir akciger enflamasyonudur. KOAH'l
hastalardan izole edilen makrofajlar in-vitro olarak kultire edilmistir.
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Resveratrol kiltirdeki makrofajlara verildiginde GM-CSF ve IL-8 salinimini
%61 ve %51 oraninda azalttigi gosterilmistir (Culpitt et al., 2003).

Resveratrolln obesiteye karsi da sitokinlerin baskinlanmasi yoluyla etkili
oldugu gosterilmistir. Obez hayvanlarla yapilan calismada; resveratrol verilen
obez hayvanlarin diger gruplara goére %58 oraninda kilo kaybettigi
gosterilmistir. Molekiler calismalarla bakildiginda resveratroliin TNF alfa, IFN
alfa, IFN beta ve IL-6 gibi sitokinleri gen seviyesinde baskiladigi hem yag
olusumunu hem de enflamasyon olusumunu baskiladigi gosterilmistir (S. Kim,
Jin, Choi, & Park, 2011).

Resveratrolin ARPE-19 serisi insan retinal pigment epitel hicrelerinde
inflamasyonu durdurdugu bunu basta CCL-5, CXCL9, CSF2 ve NOS2A gibi
sitokinlerin salinimini durdurarak yaptigi gosterilmistir (Kutty et al., 2013).

TNF-alfa bircok inflamasyonda goérev alan yolak baslatic sitokindir.
Miyotlp hucreleri ile yapilan bir in-vitro calismada 1 uM resveratrollin TNF-alfa
Uzerinden 1IL-6, MCP-1/CCL2 ve RANTES/CCL5 salinimini distrdigu
gosterilmistir (Earl, Lightfoot, & McArdle, 2015).

Resveratrol cok glcli bir antioksidan ve anti inflmatuar ajandir. Kanser
calismalarinda, resveratrolin kanser blyimesi ve metastazini azalttigi
bunlarla iliskili genleri baskiladigi gosterilmistir. Bu etkilerinin yaninda
resveratrol cok etkili bir anti anjiyojenik molekuldir. Resveratrollin dstrojen
reseptdr alfa negatif beta pozitif insan meme kanseri hticrelerinde timora
baskiladig kitleyi klgllttigl ve timor bdlgesinde VEGF salinimi baskilayarak
yeni damar olusumunu durdurdugu gosterilmistir (Garvin, Ollinger, &
Dabrosin, 2006).

Immin sistemi baskilanmis fareler kanser model calismalarinda oldukca
faydalidir. Karaciger kanseri lizerine resveratrollin etkileri konulu bir calismada
resveratrollin in-vitro ortamda VEGF salimini NF-Kappa B yolagi Uzerinden
baskiladigi hayvan modeli calismalarinda da resveratrolin timor kitlesini
klgUlttigl ve icerisinde mikro damar olusumunu durdurdugu gosterilmistir
(H.-B. Yu et al., 2009).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler
3.1.1. Cihazlar

Sogutmali ve yiksek devirli santrifiij (Heraus), sodutuculu masa Usti
santrifij (ependorf tlpler icin, Ependorf), kuru hava sterilizatéri (Nuve),
otoklav (Sanyo), derin dondurucu (-20, -86) (Liebherr, Thermo), buzdolabi
(Ariston, Sanyo, Leibherr), CO; inkUibatéri (Heraus), steril kabin (Heraus), sivi
azot kaplan (Thermo Scientific), otomatik pipetler (Ependorf), kar-buz
makinesi (Scotsman), su banyosu (Clifton), eliza cihazi (ELx808-IU/Bio-Tek,
SpectraMax M2/Molecular Devices)tt, fluoresan mikroskop (Olympus BX50),
Inverted Mikroskop (IX71 Olympus), 12 Kanalli mikropipet (eppendorf),
daditicl pipet (Eppendorf), kaba terazi (Velp Scientific), hassas terazi (Ohaus),
damla spektrofotometre cihazi (GE Healthcare, Nanovue), plaka calkalayic
(GFL), sonikator (Sonorex Digital 10P), vortex, manyetik kanistirici (Ikamag),
pipet tabancasi (Ependorf Easypet), ph metre (Thermo Scientific Orion Star
A211), elektroforez tanki (Bio-Rad), glic kaynadl (Bio-Rad), transfer cihazi
(Bio-Rad), zrt-PCR cihazi (Corbett/Qiagen), thermal cycler cihazi (Palm
Cycler), plaka calkalayic (GFL), Transwell Insert Sistemi (BD Falcon, 3450),
Cedex hlcre sayicl.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Resveratrol (Sigma, R5010-100 mg) Penisilin/Streptomisin (Gibco,
15140-122), Fungizone (Gibco, 15290-026), Growth Kit-Low Serum (ATCC,
PCS-500-040), MSC Basal Medium (ATCC, PCS-500-030), FBS (HyClone, for
hMSC-SH30070.03), bFGF (Sigma, F0291), a-MEM Modification (HyClone,
SH30568.01), MTT (Sigma, M5655), DMSO DNase-RNase free (Sigma,
D8418), DMSO (Sigma, 41640), tripsin (Sigma, T4174), PBS tablet (Sigma,
D5652), Triton-X-100 (Sigma, T8787), Trizma hidroklorid (Sigma, T3253),
BSA (Sigma, A9418), Formaldehit (Sigma, F8775), SDS (Sigma, L4390),
Nonidet P-40 (Sigma, 74385), DAPI (4'6-diamidino-2 fenilindol) (Sigma,
D9542), Preparat kapama sollisyonu (Invitrogen, 8110 ClearMount™ Mounting
Solution), Su banyosu antibakteriyel solisyonu (Aquaresist vwr Prolabo, 462-
700), RNA izolasyon kiti (Qaigen RNeasy Plus RNA isolation kit, 74134),
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Reverse transkriptaz (rt) enzimi (Qiagen,205313), Gene 06zglu primerler
(GAPDH, VEGF), IL-6 primer antikoru (Santa cruz, sc-28343), VEGF primer
antikoru (Santa cruz, sc-7269), CCL-5 primer antikoru (Santa Cruz, sc-
514019), SDF-1 primer antikoru (Santa Cruz, sc-74271), Qubit® Protein Assay
Kit (Life Science, Q33211), Clarit Western ECL Substrate (Bio-Rad, 1705060),
goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz, Sc-2031), Hazir gradient jeller (Bio-
rad, Mini-PROTEAN® TGX, 4569033), yuritme tamponu (Bio-Rad, 1610732),
Western Blot Transfer seti (Bio-Rad, 1704156), santrifligal konsentratérler
(Amicon, UFC900324), Ornek yiikleme tamponu (NuPAGE LDS Sample Buffer
(4X) - Life Technologies), Protein merdiveni (Bio-Rad, Precision Plus Protein™
Dual Xtra Prestained Protein Standards, 1610397), TBST tamponu (Pierce 20X
TBS Tween 20 Buffer - Life Technologies), IL-6 ELISA kiti (Elapscience, E-EL-
H0102), VEGF ELISA Kiti (Elapscience, E-EL-H0111), SDF-1 ELISA Kiti
(Elapscience, E-EL-H0052), CCL5 ELISA Kiti (Elapscience, E-EL-H0023).

3.1.3. Hiicreler

Insan yag dokusu kékenli mezenkimal kok hiicre (American Type Culture
Collection, PCS-500-011) ve A549 akciger kanser hicreleri (Osaka
Fermentasyon Enstitusi (IFO), Japonya)

3.2. YOontem

Tezdeki deneysel calismalar hlcre kdltird seviyesinde molekuller
temeller Gzerinde arastirildi. Alti ayrn grup olusturuldu. MKH'lerden salinan
sitokinler (IL 6, CCL-5, VEGF, SDF-1) ve resveratrolln bu sitokinler Gzerindeki
etkileri toplanan medyumlarda ELISA, western blot ve rt-PCR ydntemleriyle
arastinldi. Deneyimizde in-vitro sitotoksisite testi olarak MTT Testi ve
Lizozomal aktiviteye dayanan neutral red up-take 6lgimu ve fluoresan boyama
ile morfolojik inceleme (DAPI boyama) yapildi.
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3.2.1. Gruplar

1. MKH

. A549 hucreleri

3. MKH+A549 hiicreleri (Transwell Insert Sistemi kullanilarak
arastiniimistir)

4. MKH+A549 hiicreleri+Resveratrol(1uM) (Transwell Insert Sistemi
kullanilarak arastinimistir)

5. MKH + Resveratrol (1uM)

6. A549 hucreleri + Resveratrol (1uM)

N

1.Grup MKH

2x10° hicre 75 cm?lik flasklara ekilerek, konfluent olmasi beklendi
(medyum olarak standart medyum ve FBS kullanildi). Konfluent olunca eski
medyum dokdulerek hicreler PBS ile yikanmis ve flaska yeni FBS icermeyen
medyum eklenerek ve 3 gin siireyle kiltiire edildi. U¢ giin sonra medyum
alinarak 1000 g x 10 dak. santriflj edildi ve slipernatan 0,2 um lik filtreden
gecirilerek sitokinlerin élcimu icin stoklandi (-80 °C).

2.Grup Kanser (A549 Akciger Kanser Hiicreleri)

Hicreleri 75 cm?lik flasklara ekilerek konfluent olmasi beklendi
(medyum olarak standart medyum ve FBS kullaniimistir). Konfluent olunca
eski medyum dokdilerek hicreler PBS ile yikandi ve flaska yeni FBS icermeyen
medyum eklendi ve 3 giin siireyle kiltiire edildi. U¢ giin sonra medyum alindi.
1000 g x 10 dak. santriftij edildi. Stipernatan 0,2 um lik filtreden gegirilip
sitokinlerin 6lgcimu igin stoklanmistir (-80 ©C).

3.MKH + A549 Kanser Hiicresi

Kok hlcreler ve A549 kanser hlicreleri transwell ko-kdltir sistemiyle ayni
ortamda inklibe edildi. MKH’ler ve A549 kanser hucreleri i¢ ice gegen
kuyucuklar sayesinde salgiladiklan sitokinler ile birbirini etkileyebilmektedir.
Deneyimizde A549 hiicreleri alt kata, MKH ise Ust kata ekildi. Ust kattaki
kuyucugun zemininde 0,4 um’lik porlar bulunmaktadir. Bu porlar iki hicre
kaltiri ortami arasindaki iletisimi saglamaktadir. Deneyimizde transwell
sistemin alt ve Ust katina ayni miktarda MKH ve A549 hicresi ekildi (200 bin
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hicre\kuyu). MKH’ler ile A549 kanser hucreleri 3 gun sureyle ayni ortamda
inkube edildi. Daha sonra toplanan supernatan 0,2 pum lik filtreden gecirilip
sitokinlerin 6lgimu igin stoklandi (-80 ©C).

4.MKH + A549 Kanser Hiicresi + Resveratrol

Transwell sistemin alt ve Ust katina ayni miktarda MKH ve A549 hicresi
ekildi. Ekim ortamina 1 pM resveratrol (guvenli doz) kanistirilarak MKH’ler ve
A549 kanser hicreleri 3 gln slreyle inkibe edildi. Daha sonra toplanan
stpernatan 0,2 um’lik filtreden gecirilerek sitokinlerin 8lgimdu igin stoklandi (-
80 °QC).

5.MKH + Resveratrol

Konfluent haldeki MKH'lerin medyumu ddkllerek FBS icermeyen yeni
medyum ve 1 uM resveratrol eklenip 3 gin sireyle inklibe edildi. Daha sonra
toplanan sipernatan 0,2 pm lik filtreden gecirilip sitokinlerin 6lcimuU igin
stoklandi (-80 ©C).

6.A549 Hicreleri + Resveratrol

Konfluent haldeki A549’lerin medyumu dokilerek FBS icermeyen yeni
medyum ve 1 uM resveratrol eklenip 3 gln sureyle inkube edildi. Daha sonra
toplanan sipernatan 0,2 pm lik filtreden gecirilip sitokinlerin 6lcimu igin
stoklandi (-80 °C).

Transwell Insert Sistemi

Transwell insert sistemi in-vitro deneylerin yapilmasini saglayan bir
yontemdir. Bu ydntemde 6 kuyucuklu kaplarin igerisine yerlestirilebilen
insertler bulunur. Bu insertler igine hicre ekilebilen zemininde iki ortamdaki
¢cOzUnebilir bilesiklerin karsilikl  gegcmesini sadglayan porlar (0,45 pm
genisliginde) bulundurur. Iki kath birbirine porlarla bagli petri sistemidir.
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3.2.2. Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Biiyiitiilmesi

Calismada kullanilan MKH’ler American Type Culture Collection (ATCC-
USA) hiicre bankasindan satin alindi. Hicreler, bankanin 6nerisi dogrultusunda
ikinci kez pasajlanma zamanina kadar %1 penisilin/streptomisin, % 0,5
fungizone, ATCC Growth Kit- Low Serum (%?2) iceren ATCC MSC Basal Medium
icerisinde %95’lik hava ve %5 CO2li gaz ortaminda, 37°C’deki CO3
inkibatérinde kultlre edildi. Daha sonra, inaktive edilmemis %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin, %0,5 fungizone ve 5 ng/ml bFGF iceren a-MEM
medyum icerisinde pasaj 4’e kadar bluyutulda ve yeterli saylya erisen hicreler
deneye alindi.

Calismamizda kullanilan A549 kanser hicreleri Institute of Fermantation
Osaka (IFO), Japonya'dan satin alinip stoklanmis hucrelerdir. A549 hicreleri
inaktif hale getirilmis %?10'luk Fetal Bovine Serum/Fetal Calf Serum, RPMI
1640, penicilin-streptomycin ve %7,5 NaHCO3 iceren besiyerinin bulundugu
25 cm?'lik flasklarda %95'lik hava ve %5 CO;'li gaz ortaminda, 37°C'deki CO»
inkibatorinde kultire edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Calismamizda kullanilan hicre dizileri. A ; Mezensimal kdk hlcreler,
B; A549 Akciger kanser hicreleri.




3.2.3. Resveratrol Dozlarinin Hesaplanmasi

Resveratrol, dimetil sulfoksit (DMSO) icinde c¢ozulerek stok sollisyon
hazirlandi. 1-1,25-2-2,5-5-10-15-20-25 ve 30 upM’lik konsantrasyonlar ana
stoktan DMSO ile dillasyon yapilarak hazirlandi. Resveratrol, DMSO icinde
¢Ozuldigu icin; negatif kontrol olarak ¢ozlici madde olan DMSO kullanildi.
DMSQO’in final konsantrasyonu % 0,3 den kiguk olacak sekilde ayarlandi.
Resveratrol stogu her calisma igin taze hazirlanarak kullanildi.

3.2.4. In-Vitro Sitotoksisite Testleri

Resveratrol’in MKH ve A549 kanser htcreleri Gzerindeki glvenli dozunu
saptamak amaciyla sitotoksisite testleri (MTT ve Neutral red) gerceklestirildi.

3.2.4.1. MTT (Metiltiazol difenil tetrazolyum) Testi

Resveratrolin A549 kanser htlicresi ve MKH Uzerindeki sitotoksisitesinin
belilenmesinde MTT testi uygulanmistir. MTT genellikle hicre canliigini
d6lcmek icin kullanilan bir yoéntemdir. Hizli bir sekilde baslica mitokondrilerde
bulunan dehidrogenazlarin aktivitesini 6lger. Sarn renkli suda c¢6zliinebilen
tetrazolium tuzunun mor renkli ¢éziinmeyen formazon tuzuna dénltstimine
dayal kolorimetrik bir testtir. Hlcrenin canlihgi kayboldugu zaman
mitokondrial fonksiyon azalir ve sonug olarak tetrozolium tuzunu formazona
cevirebilme yetenedi azalir. Formazon miktar bircok hiicrede hiicre sayisi ile
orantili olarak degisir. Formazon miktar degisimiyle hlicre canhligi tespit edilir
(Angius & Floris, 2015; Bostancioglu, 2015).

Uygun kosullarda c¢ogalmaya birakilan hicreler flask yilzeyini %70
oraninda kapladiklan zaman Tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask
tabanindan kaldinldi. Trypan mavisi boyasi ile boyanan hicreler, Cedex hicre
sayicl ile sayilarak 96 kuyucuklu hiicre kiltird tabakalarinin her kuyucugunda
5 bin A549 ve 2 bin MKH hicre olacak sekilde % 2 FBS iceren besiyerinde
sispansiyon haline getirildikten sonra hicre kalttra plakalarina 0,2 ml hicre
suspansiyonu aktanldi. Hucrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi igin
37°C’'de 24 saat inklbe edildi. 24 saat inklbasyon siresi sonunda hucrelerin
Uzerindeki besiyerleri plakalarin ters cevrilmesi suretiyle uzaklastinldi.
Hlcrelerin Gzerine resveratrolin farkli konsantrasyonlan taze besiyerleri ile
ilave edilerek, 37°C’de CO; inkiibatériinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerleri uzaklastinldi. Hicreler 5 mg/ml MTT sollsyonu ile canl
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hicrelerin mitokondriyal aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda ¢ézinmeyen
formazon tuzuna doénusebilmesi icin 2 saat inklibasyona birakildi. Bu slre
sonunda hulcrelerden MTT boyasi uzaklastirildi. Canli hlcreler tarafindan
olusturulan formazon tuzlarinin ¢éztinmesi icin her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO
ilave edildi. Plakalardaki hicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 570 nm
dalga boyunda okutuldu. Test maddesi ile muamele edilmeyen hicre canlilik
orani % 100 olarak kabul edilerek deney hucrelerinin canlilik oranlar ytuzde
olarak ifade edildi. Hucrelerin, deney setlerinde test maddesi dozu igin 8
paralel halinde ekildigi deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlandi.

3.2.4.2. Lizozomal Aktiviteye Dayanan Nétral Kirmizi Up-Take Ol¢iimii

Resveratrolin A549 kanser hicresi ve MKH Uzerindeki sitotoksisitesini
belilemede ikinci bir sitotoksisite testi olarak nétral kirmizisi testi
uygulanmistir. Bu test nétral kirmizisi boyasinin canh ve saglikh hicrelerin
lizozomlarinda birikmesi prensibine dayanan hizli ve kolorimetrik bir
yontemdir. Hicre zan veya daha hassas olan lizozom zarinin hasar gérmesi
durumunda, yani hicrenin bitldnlGginin bozuldugu durumlarda, noétral
kirmizi boyasi hlicreye girip baglanamaz ve sonucta kolorometrik bir azalma
yasanir. Dolayisiyla canli saglam hicrelerle hasarli/6lG hcreleri ayirt
edebilmek mimkin olmaktadir (Repetto, del Peso, & Zurita, 2008).

Uygun kosullarda codalmaya birakilan hicreler flask yilzeyini %70
oraninda kapladiklari zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask
tabanindan kaldinlmistir. Trypan mavisi boyasi ile boyanan hucreler, Cedex
hicre sayici ile sayllarak ndtral kirmizi-up take testi icin 96 kuyucuklu hicre
kaltirG plakalarinin her kuyucugunda belirlenen sayida hiicre olacak sekilde
% 2 FBS iceren besiyerinde slspansiyon haline getirildikten sonra 96
kuyucuklu htcre kalttra plakalarina 0,1 ml hicre stispansiyonu olacak sekilde
aktarnldi. Hucrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi igin 37°C’de 24 saat
inkdbe edildi. Yermi dort saat inktbasyon slresi sonunda hicrelerin Gzerindeki
besiyerleri plakalarin ters gevrilmesi suretiyle uzaklastinldi. Hlcrelerin tGzerine
resveratrolln farkli konsantrasyonlari taze besiyerleri ile ilave edilerek 37°C’de
CO2 inkubatérinde inklbe edildi. Hlcrelerden besiyerleri uzaklastinlarak
hicreler 37°C’ye getirilmis steril fosfat tampon tuz g¢ézeltisi ile 3 kez yikandi.
Hicreler 50 pg/ml nétral kirmizi up-take sollsyonu ile 37°C’de 2-3 saat inkibe
edildi. Bu slUre sonunda hicrelerden boya sollisyonu uzaklastirilarak taze
hazirlanmis formaldehit-kalsiyum klorir fiksatif/yikama soltisyonundan 0,1 ml
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ilave edilerek oda sicakliinda 1-2 dakika muamele edildi. Daha sonra
fiksatif/yikama solisyonu dokulip plakalar ters cevrilerek kurutma kagidi
Uzerinde bekletilerek kurutuldu. Bu slire sonunda asetik asit-etanol sollisyonu
0,1 ml ilave edilerek 15 dakika oda 1isisinda bekletildi ve 30 dakika
calkalayicida calkalanarak boya homojen hale getirildi. Plakalardaki hicrelerin
optik dansiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda okutuldu. Bu test 3
kez tekrar edildir.

3.2.5. Fluoresan Boyama ile Morfolojik Inceleme (DAPI
boyama)

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) adenin timin nukleotidlerinden
zengin cift zincirli DNA’ya baglanan floresan bir boyadir. DAPI boyama A549,
A549+MKH, A549+MKH+resveratrol ve A549+resveratrol gruplarinda yapildi.
Bu dort grupta A549 kanser hicreleri boyandi. Altili plakalara yerlestirilen steril
lameller Gzerine ekilen kanser hlcreleri 24 saat lamellerin Gzerine yapismalari
icin 37°C’de % 5 CO; iceren inkubatdrde kultire edildi. Daha sonra A549+MKH
ve A549+MKH+resveratrol gruplarinda altta ekili bulunan kanser hicreleri
Uzerine insertlerde ekili bulunan MKH'ler yerlestirildi. Deney sonunda lamellere
yapismis hicreler PBS’de ¢6zlinmus olan %3,7’lik paraformaldehit ¢ozeltisi ile
37°C’de 15 dakika tespit edildi. Tespit isleminin ardindan lameller 3 kez PBS
ile yikanarak, 30 dakika 37°C’de 1mg/ml DAPI (4’6-diamidino-2 fenilindol) ile
karanlik ortamda inkibe edildi. Lameller daha sonra PBS ile yikanarak kapatildi
ve fluoresan mikroskobunda incelenerek fotograflar cekildi.

3.2.6. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
Yéntemi ile Sitokin Ol¢iimii

96 kuyucuklu plakalarin 1. sdtununa standartlar artan dilsyon
oranlarinda yiklendi. Diger situnlara ise (2.-12.) oda Isisina getirdigimiz hiicre
kaltdrd medyumlarindan her gruba ait érnekler 100’er ul ytklendi. Plakalar 90
dakika 37°C’de inklbasyona birakildi. Sire sonunda kuyulardaki sivilar
plakanin ters gevrilmesi suretiyle bosaltildi. Kuyularin tamamen bosaltiimasi
amaciyla plakalar hafifce kurutma kagidi Uzerine vurularak o6rnekler
uzaklastirildi. Yikama yapilmadan kuyulara Kkitin igerisinden c¢ikan 1/100
oraninda sulandirilmis biyotinlenmis antikor 100 pl yidklenmis ve 60 dakika
37°C’de inkibasyona birakildi. Sonrasinda 350 pul yikama soltsyonu ile 3 kez
yikandi. Yikamalar sonunda kuyularin tamamen bosaltilmasi amaciyla hafifce
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kurutma kadidi Gzerine vurularak kurulandi. Yikama isleminden sonra kuyulara
1/100 oraninda sulandirilmis HRP conjugate uygulandi (30 dakika, 37°C).
Sonrasinda 350 pl yikama soldsyonu ile 5 kez yikandi. Her kuyuya 90 ul
substrate sollsyonu uygulandi (15 dakika 37°C). Kuyulara 50 pl durdurma
solisyonu eklenerek spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okutuldu.
Tum islemler her kuyuya esit solisyon veren mikropipetdr kullanilarak yapildi.

3.2.7. Western Blot Yontemi ile Sitokin Olciimii

Deney sonunda toplanan ve filtre edilen medyumlar western blot
calismasina kadar -80°C’de saklandi. -80°C’ de saklanan Ependorf tlpler
icerisindeki hicre kultirt medyumlarn buz Uzerine alinarak erimeleri beklendi.
Medyum icerisindeki proteinler santrifigal konsentratérler yardimiyla
konsantre hale getirildi (40 dakika, oda sicakliginda, 5 bin g’de). Floresan
O6lcim yapabilen Qubit 2.0 fluorometre cihazi ile medyumlarin ml’deki protein
miktar bulundu. Her grupta esit miktarda total protein olacak sekilde
proteinler 4:1 oraninda 6rnek tamponuyla esitlenerek vortekslenip, santrifij
edilerek tekrar buz tGzerine konuldu. Daha sonra 5 dakika 95°C’de kaynatilarak
tekrar vortekslenip, santrifiij edilerek buz tzerine yerlestirildi. Calisilacak olan
proteinin kilo dalton agirligi dikkate alinarak uygun ylzdelerde jeller hazr
olarak alindi. Jel, elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin her kuyucuguna, basta
5 ul molektler agirlik isaretleyicisi olmak tzere, 20 ul protein iceren érnekler
yiiklendi. Ornekler kuyucuklardan inene kadar, ilk énce 100 V' da, sonra 80 V’
da 1,5 saat, oda sicakliginda jelin sonuna kadar yuritme tamponu icerisinde
yurataldd. Elektroforez isleminden sonra jeldeki proteinler membrana
aktanldi. Nitroseliloz membran TBS-T ¢6zeltisiyle dolu kiguk bir kapta, 10
dakika yatay karnstirici Gzerinde yikandi. Ardindan membran 1 saat sire ile
oda 1sisinda, yatay karistirici Gzerinde, TBS-T ile hazirlanan % 5’ lik BSA ile
bloklandi. Bloklama isleminden sonra, membran bloklama tamponu ile
sulandiriimis birincil antikorla bir gece soguk ortamda (+4 °C), yatay karistirici
Uzerinde, muamele edildi. Ertesi sabah membran birincil antikordan alinarak,
TBS-T c¢ozeltisiyle dolu kaba aktarilarak 4 kez 5’ er dakika yikandi. Yikama
isleminden sonra membran bloklama tamponu ile sulandiriimis ikincil antikorla
bir saat oda sicaklidinda, yatay calkalayic (zerinde inkiibasyonu vyapildi.
Inkiibasyon sonrasinda tekrar TBS-T ile 4 kez 5’ er dakika yikandi. Ardindan
kemuluminisans madde ile 1 dakika oda sicakhdinda inkibe edilip
kemuluminisans géruntileme yapan cihazla membrandaki protein bantlarinin
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resimleri cekildi. Western blot deneyi sonucunda elde edilen bantlar image
studio Lite ver 5.2 programi kullanilarak élculda.

3.2.8. Gercek Zamanli PCR Uygulamasi ile VEGF mRNA
Seviyesindeki Degisimin Saptanmasi

Gergek zamanh PCR gift iplik haline getirilmis mRNA’larin floresan
boyalar veya floresan isaretli problarla miktarini belirlememizi saglayan bir
yontemdir. Floresan isima gergek zamanl olarak olusan DNA miktarina bagli
olarak artmaktadir. Bu ydéntemde 06zgll olmayan tim cift iplikli DNA'ya
baglanan SYBR Green I gibi floresan boyalar ya da 6zgll olarak DNA’da belirli
bélgelere baglanabilen hibridizasyon problari kullanilir (Dorak, 2007). Bu
calismada VEGF mRNA seviyesinin dlglulmesi sirasinda her bir hiicre grubundan
standart yéntemle total RNA izolasyonu yapildi. Calismada, her hlicrede sabit
miktarda eksprese oldugu bilinen GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) gen ekspresyonu temel alinarak VEGF geninin kantitatif
(niceliksel) ekspresyon duzeyleri belirlendi. mRNAlarin elde edilmesinde
Qaigen RNeasy Plus RNA izolasyon kiti kullaniimis ve kit protokoll takip edildi.
Elde edilen RNA'dan reverse transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA sentezlendi.
Her érnekten 1 pug RNA kullanilarak cDNA (complementer DNA, Tamamlayici
DNA) sentezi gerceklestirildi. Gene 6zgl olarak secilen primerlerle, htlcre
orneklerinden elde edilen cDNA’lar amplifiye edilmis ve referans gene (GAPDH)
oranlanarak goreceli (relatif) olarak hedef genin (VEGF) miktarn saptandi.
Gercek zamanli PCR deneyleri planlanirken, DNA'ya 6zgil baglanan primer
problarin kullanilmasina karar verildi ve primerler “non-specific” baglanmayi
engelleyecek sekilde dizayn edildi. Deneylerde kullanilan primer dizisi su
sekildedir;

VEGF Reverse 5'-CCAGGAAAGACTGATACAGAACG-3’
Forward 5-GGTTTCTGGATTAAGGACTGTTC-3’

Deney sonuglarinin analizi sirasinda goreceli miktar tayini yapilmistir.
Goreceli miktar tayini hedefin (VEGF mRNA) konsantrasyonunun belli bir
referansin (GAPDH mRNA) konsantrasyonuna orani olarak ifade edilir. Bu
yontem ile hedef ve referans genin konsantrasyonlarini belirleyebilmek icin her
ikisine ait standart egrilerin kullanimina ihtiyag duyulur. Calismamizda gergek
zamanli PCR sonuclarimizi yorumlarken, hedef genlerimizin konsantrasyon
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degerini referans genin konsantrasyon dederine oranlayarak elde ettigimiz
sonuclarin diger gruplara gore ne kadar degistigi incelendi.

RNA izolasyonu

e RNA izolasyonunda Qaigen RNeasy Plus RNA izolasyon kiti kullanildi ve
kit protokoll takip edildi.

e Alti ayn grup olusturuldu ve deney suresince hucreler transwell sistemde
tutuldu.

e Deney bitiminde hicrelerin Uzerindeki medyumlar sitokin tayini igin
toplandi.

e Hucreler, PBS solusyonu ve PBS-EDTA sollsyonu ile yikanarak tripsin
yardimi ile zeminden kaldirnilmis ve santriflj tlipune toplanarak, 1250
rpm’de 5 dakika santrifij edildi ve stipernatan uzaklastirildi.

e Huicrelerin Uzerine Buffer RTL plus + Beta merkaptoetanol karisimi
konularak yavas yavas pipetlenmis ve genomik DNA'yI tutan kolonlara
konularak 10000 rpm’de 1,5 dakika santrifij edildi. Béylece genomik
DNA'nin kolonda kalmasi saglandi.

e Alttaki genomik DNA’nin bulunmadigi lizatin tzerine 350 pl %70k
etanol eklenerek pipetlenmis ve pembe renkli kolonlara konularak 10 bin
rpm’de 1 dakika santriftj edildi.

e Altta kalan sivi atilirak kolona 700 ul RW1 eklenmis, 15 saniye 10 bin
rpm de santrifij edildi ve sivi yine dokaldad.

e Pembe kolonlarnn Gzerine 500 pl Buffer RPE konuldu, 14 bin rpm’de 1
dakika santriftj edildi.

e Daha sonra pembe kolonlar yeni bir toplama tlplnun tzerine konuldu
ayni islem tekrarlanarak 14 bin rpm’de 3 dakika santrifij edildi.
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e Kolon yeni bir toplama tiplne konularak, hicbir sey eklemeden kurumasi
icin 14 bin rpm’de 1 dakika santriftj edildi.

e Kolon yeni temiz Ependorf tlpul igerisine yerlestirildikten sonra lzerine
40ul RNAz bulunmayan su tam orta kisima gelecek sekilde dikkatlice
eklendi ve 10 bin rpm’de 1,5 dakika santriftij edildi.

o Ustteki kolon atilarak, altta kalan RNA’lar nano dropta 6lclildi ve gergek
zamanl PCR icin islem yapilana kadar -80°C’de saklandi.

RNA konsantrasyonunun hesaplanmasi
RNA’nin miktari ve safligini belirlemek amaciyla izole edilen RNA nanodrop

cihazinda dlgulerek 1 ngr DNA'ya ulasacak sekilde DNAz ve RNAz bulunmayan
su ile seyreltildi.

cDNA sentezi
cDNA sentezi icin, toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlandi

ve cDNA sentez islemi palm cycler cihazinda yapildi. cDNA sentezi igin
kullanilan karisim icerigi asagidaki sekildedir;

Karisim Miktar( ul )
Quantiscript reverse transcriptase 1
Quantiscript reverse transcriptase Buffer |4

Reverse transcriptase primer mix 1

RNA 14

Toplam 20

Elde edilen cDNA’lar rt-PCR’da kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandir.
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Kantitatif Gercek Zamanh PCR

Yukarida anlatildigi sekilde elde edilen cDNA’lar, PCR reaksiyonunun
kurulmasinda kullanildi. VEGF ve GAPDH genleri icin asadida belirtilen
miktarlar iceren temel karisim hazirland.

Karisim Miktar( pl )
Primer prob 10

Master Mix 1

RNase Free Water 4

cDNA 5

Toplam 20

Elde edilen sonuglarin istatistiksel dederlendirmelerinde SPSS statistics
21 programi kullanildi. Verilerin analizinde elde edilen tim sonuclarin
ortalamalarn karsilastiriimali olarak degerlendirilmistir.

3.2.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel dederlendirmeler IBM SPSS Statistics 21 paket programi ile
yapildi. P<0,05 dederi anlamlilik dizeyi olarak kabul edildi. Verilerin normal
dagihma uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile arastirildi. Tim deney verilerinin
normal dadilim gdésterdigi belirlendi ve parametrik testler uygulandi. Ikiden
fazla grup ortalamasinin karsilastirilmasinda tek yo6nli varyans analizi,
bagimsiz iki grubun karsilastiriimasinda ise bagimsiz gruplar t-testi kullanildi.
Varyanslarin homojenligi Levene testi ile 6lgtldi. Varyanslarin homojen oldugu
durumlarda da Tukey HSD coklu karsilastirma testi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Resveratroliin A549 Akciger Kanser Hiicreleri ve
MKH’lerdeki Gilvenli Dozunun MTT Testiyle
Degerlendirilmesi

A549 hicreleri ve MKH’lerin canliigi 72. saatte mitokondriyal dehidrogenaz
aktivitesine dayali MTT deneyi ile belirlendi. Sonuglar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de
gosterilmektedir.

Resveratroliin A549 kanser hiicre canliligi lizerine etkisinin Mitokondrial
aktiviteye gore degerlendirilmesi
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Sekil 4.1: Resveratrolin A549 kanser hicresi canlihdl Uzerine etkisinin
mitokondrial aktiviteye gére dederlendirilmesi. Olgiimler 72 saatlik deney
slUresince artan resveratrol konsantrasyonlarinda buydtilen A549 kanser
hicrelerinde yapilmistir. Kontrol grubu 100 olarak kabul edilmistir. 1 pM
resveratrol 72 saatlik deney suresince A549 kanser hlcrelerinde guvenli doz
olarak bulunmusgtur. * = Guvenli doz. Gavenli doz canllik oraninin kontrol
grubuna benzer oldugu gruptur.
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Resveratroliin MKH canliligi Gzerine etkisinin Mitokondrial aktiviteye gore
degerlendirilmesi
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Sekil 4.2: Resveratroliin MKH canhiligi Gizerine etkisinin mitokondrial aktiviteye
gore dederlendiriimesi. Olcimler 72 saatlik deney siiresince artan resveratrol
konsantrasyonlarinda buydtllen MKH’lerde yapilmistir. Kontrol grubu 100
olarak kabul edilmistir. 1 uM resveratrol 72 saatlik deney sliresince MKH'de
guivenli doz olarak bulunmustur.* = Gulvenli doz. Glvenli doz canhlik oraninin
kontrol grubuna benzer oldugu gruptur.

Resveratrolin MKH ve A549 kanser hicresi Uzerine sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla yapilan MTT testine gore; 72 saatlik deney suresi sonunda
artan dozla beraber resveratrolin A549 kanser hucrelerinde yuksek toksik
etkilere sahip oldugu bulundu. Resveratroliin A549 kanser hiicrelerinde 1,25
MM’dan itibaren toksisite gosterdigi, yiksek doz olarak belirlenen 30 pM’da
canliligin yaklasik olarak % 49 oraninda azaldigi goézlendi. 1 pM resveratrol
uygulanan A549 kanser hicrelerinde canhligin kontrol grubuna benzer oldudu,
1 JUM resveratrolin 72 saatlik deney slresince A549 kanser hlcreleri igin
glvenli doz oldugu bulundu (Sekil 4.1).

MKH ile yapilan MTT deneylerinde artan dozla beraber resveratrolln
MKH’lerin proliferasyonunu 5 pM dozuna kadar arttirdigi, 5uM’dan sonra ise
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resveratrolin 10,15,20,25,30 uM uygulanan hicrelerde doz artisiyla beraber
sitotoksisite gosterdigi bulundu. Yilksek doz olarak belirlenen 30 pM’da
canlihdin yaklasik olarak % 42 oraninda azaldigi gozlendi. Deneyimizde A549
kanser hlcreleri ve MKH’ler transwell insert sistemiyle ayni ortamda
ekileceginden ikisi icinde ortak glivenli doz 1 uM resveratrol olarak belirlendi
(Sekil 4.2).

4.2. Resveratroliin A549 Kanser Hiicreleri ve MKH’lerdeki
Givenli Dozunun Lizozomal Aktiviteye Dayanan Notral
Kirmizi Up-Take Olgiim Testiyle Degerlendirilmesi

A549 hicreleri ve MKH'lerin canlligi 72. Saatte lizozomal aktiviteye
dayanan Neutral Red Up-Take dlgim testiyle belirlendi. Sonuglar Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4’de gosterilmektedir.

Resveratroliin A549 kanser hiicresi lizerine etkisinin lizozomal aktiviteye
dayanan Notral Kirmizi Up-take Glciim testiyle belirlenmesi
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Sekil 4.3: Resveratroliin A549 kanser hiicresi canhligi Uzerine etkisinin
lizozomal aktiviteye dayanan ndétral kirmizi up take o6lcim testine goére
degerlendirilmesi. Olgimler 72 saatlik deney siliresince artan resveratrol
konsantrasyonlarinda blyutilen A549 kanser hlcrelerinde yapilmistir. Kontrol
grubu 100 olarak kabul edilmistir. 1 uM resveratrol 72 saatlik deney siresince
A549 kanser hucrelerinde givenli doz olarak bulunmustur. = Glvenli doz.
Glvenli doz canhlik oraninin kontrol grubuna benzer oldugu gruptur.
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Resveratroliin MKH canliligi iizerine etkisinin lizozomal aktiviteye
dayanan Noétral Kirmizi up take dlgiim testiyle belirlenmesi
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Sekil 4.4: Resveratrolin MKH canhligi Gzerine etkisinin lizozomal aktiviteye
dayanan nétral kirmizi up take 8lciim testine gére dederlendirilmesi. Olgimler
72 saatlik deney suresince artan resveratrol konsantrasyonlarinda buydtilen
MKH’de yapilmistir. Kontrol grubu 100 olarak kabul edilmistir. 1 yM resveratrol
72 saatlik deney suresince MKH’de guvenli doz olarak bulunmustur. * =
Guvenli doz. Guvenli doz canlilik oraninin kontrol grubuna benzer oldugu
gruptur.

Noétral kirmizi Up-take 6lgim testi lizozomal aktiviteye dayanan hlcre
canhiligini belirlemede kullanilan bir sitotoksisite testidir. Nétral red testine gére
72 saatlik deney suresi sonunda artan dozla beraber resveratrolin A549
kanser hicrelerinde ylksek toksik etkilere sahip oldugu bulundu. Neutral red
sonuclart MTT deneyi ile paralellik gdsterdi. Resveratrolin A549 kanser
hiicrelerinde 1,25 pM’dan itibaren toksisite gosterdigi ylksek doz olarak
belirlenen 30 pM’da canliligin yaklasik olarak %38 oraninda azaldigi gozlendi.
1 PM resveratrol uygulanan A549 kanser hicrelerinde canlihgin kontrol
grubuna benzer oldugu, 1 pM resveratroliin 72 saatlik deney siresince A549
kanser hicreleri igin glvenli doz oldugu bulundu (Sekil 4.3).

MKH ile vyapilan nétral kirmizi deneylerinde artan dozla beraber
resveratrolin MKH’lerin proliferasyonunu 5 pM dozuna kadar arttirdigi, 5uM
dan sonra ise resveratrolin 10,15,20,25,30 pM uygulanan hicrelerde doz
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artisiyla beraber sitotoksisite gosterdigi bulundu. Yiksek doz olarak belirlenen
30 pM’da canlih@in  yaklasik olarak %23 oraninda azaldigi gozlendi.
Deneyimizde A549 hlcreleri ve MKH’ler transwell insert sistemiyle ayni
ortamda ekileceginden ikisi icinde ortak glivenli doz 1 pM resveratrol olarak
belirlendi (Sekil 4.4).

4.3. Resveratroliin ve MKH’lerin A549 Kanser Hiucreleri
Uzerine Apoptotik Etkilerinin DAPI Boyasiyla Belirlenmesi

Apoptotik etkinin belirlenmesi icin DAPI floresan boyama yapildi. DAPI
adenin timin nikleotidlerinden zengin cift zincirli DNA’ya baglanan floresan bir
boyadir. DAPI boyama A549, A549+MKH, A549+MKH+resveratrol ve
A549+resveratrol gruplarinda yapildi. Bu dort grupta A549 kanser hicreleri
boyandi. Gruplan temsil eden floresan mikroskop goérintileri sekil 4.5'de
goOsterildi.
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Sekil 4.5: Resveratrolin ve MKH'lerin A549 kanser hicreleri lGzerine apoptotik
etkilerinin DAPI boyasiyla belirlenmesi. Normal yapida hicre cekirdekleri
gorilmektedir, apoptotik cisim olusumu gérilmemektedir (Bar= 100 um, DAPI
boyamasi).

DAPI boyamasi sonucu elde edilen verilere gore; A549, A549+MKH,
A549+MKH+resveratrol ve A549+resveratrol gruplarinda hlcre c¢ekirdek
morfolojilerinin benzer oldugu, apoptotik cisim olusumlarinin gézlenmedigi
tespit edildi.
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4.4. IL-6, VEGF, CCL5 ve SDF-1 Sitokinlerinin ELISA
Yontemiyle Degerlendirilmesi

Deney sonunda htcre kultirinden elde edilen medyumlar sitokin
O6lcimunde kullanildi. Alti ayrni gruptan alinan medyumlarda IL-6, VEGF, CCL5
ve SDF-1 sitokinlerinin varligi ve miktar arastirildi.

4.4.1. ELISA Yonteminden Elde Edilen IL-6 Sonuclari

Hucrelerin 3 gin sonunda kultir ortamina salgiladiklarn sitokinler
icerisinde IL-6 miktarina baktigimizda; istatiksel olarak her grubun birbirinden
farkl oldugu bulundur. Bu gruplar icerisinde;

e MKH grubunun, A549 grubuna gore daha fazla IL-6 sitokini salgiladidi,
bunun da istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05).

e MKH ve A549’un ayni ortama ekildigi grupta IL-6 miktarinin, iki grubun
ayri ayn salgiladiklarindan daha fazla miktarda salgilandigi bulundu. Bu
artis istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Bu sonu¢ MKH ve A549
kanser hicresinin ayni ortamda bulunmasinin, IL-6 salinimini ikisinin
toplamindan daha fazla oranda arttirdigini géstermektedir.

e Sitotoksisite testleri sonucunda 1 uM resveratrol iki hicre hatti igin de
glvenli doz olarak bulundu. 1uM resveratroltin A549+MKH grubunun IL-
6 salinimini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disirdigi gozlendi
(p<0,05).

e Yalniz MKH grubuna 1uM resveratrol verildiginde bunun IL-6 miktarini
anlamli bir sekilde diisirdigli saptandi (p<0,05).

e Yalniz A549 grubuna 1pM resveratrol verildiginde bunun da IL-6
miktarini anlaml bir sekilde dislirdigu bulundu (p<0,05).

e Gruplar arasi IL-6 miktar dedisimleri Tablo 4.1 ve Sekil 4.6’ da
verilmistir.
e IL-6 ELISA deneyinin standart grafigi Sekil 4.7’de verilmistir.
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Tablo 4.1: Gruplardan elde edilen medyumlardaki IL-6 miktarlar (pg/mL).

Grup Ortalama * Standart Sapma
A549 69+0,75
MKH 998 + 0,78
A549+MKH 1591 + 0,75
A549+MKH+Resveratrol 1550 + 0,81
A546+Resveratrol 63 £ 0,56
MKH+Resveratrol 901 £ 0,21
*
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Sekil 4.6: Gruplara goére IL-6 miktarlan (pg/mL).
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Sekil 4.7: IL-6 standart grafigi.
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4.4.2. ELISA Yonteminden Elde Edilen VEGF Sonuclari

Hucrelerin 3 gin sonunda kultir ortamina salgiladiklarn sitokinler
icerisinde VEGF miktarina baktigimizda, VEGF miktar degisiminin IL-6
sitokinine benzer oldugu bulundu. istatiksel olarak her grubun birbirinden
farkl oldugu bulundu. Bu gruplar igerisinde;

e MKH grubunun, A549 grubuna goére daha fazla VEGF sitokini salgiladidi,
bunun da istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p<0,05).

e MKH ve A549’un ayni ortama ekildigi grupta VEGF miktarinin, iki grubun
ayri ayn salgiladiklarindan daha fazla miktarda salgilandigi bulundu. Bu
artis istatistiksel olarak anlamhydi (p<0,05). Bu sonu¢ MKH ve A549
kanser hlcresinin ayni ortamda bulunmasinin, VEGF salinimini ikisinin
toplamindan da fazla miktarda arttirdigini géstermektedir.

e Sitotoksisite testleri sonucunda 1 uM resveratrol iki hicre hatti icin de
guvenli doz olarak bulunmustur. 1uM resveratrolin A549+MKH
grubunun VEGF salinimini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
disltrdiglu saptandi (p<0,05).

e Yalniz MKH grubuna 1uM resveratrol verildiginde bunun VEGF miktarini
anlaml bir sekilde disirdigi gozlendi (p<0,05).

e Yalniz A549 grubuna 1uM resveratrol verildiginde bunun da VEGF
miktarini anlaml bir sekilde dislirdigu bulundu (p<0,05).

e Gruplara gore VEGF miktar dedisimleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.8" de
verilmistir.

e VEGF ELISA deneyinin standart grafigi Sekil 4.9°da verilmistir.
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Tablo 4.2: Gruplardan elde edilen medyumlardaki VEGF miktarlarn (pg/mL).

Grup Ortalama + Standart Sapma
A549 42,27 £ 0,25
MKH 259,27 £ 0,49
A549+MKH 1059,40 £ 0,46
A549+MKH+Resveratrol 982,17 £ 0,47
A546+Resveratrol 35,27 £ 0,38
MKH+Resveratrol 127,23 £ 0,32
1200 * : *
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L]
=
£ 800
=
2 600 *
L * I-' Ill
T ——| |
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o | |
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* : P<0,05

Sekil 4.8: Gruplara gore VEGF miktarlar (pg/mL).
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y = 0,0004x + 0,0582
VEGF Standart Grafigi

0,9

0 500 1000 1500 2000 2500
VEGF pg/mL

Sekil 4.9: VEGF standart grafigi.

4.4.3. ELISA Yonteminden Elde Edilen SDF-1 ve CCL5 Sonuclari

Yapilan ELISA deneyleri sonucunda CCL-5 ve SDF-1 sitokinleri tespit
edilemedi. ELISA deneyleri sonucunda sitokinlere ait kitten cikan sitokin
standartlan pozitif reaksiyon verirken gruplarda reaksiyon goértlmedi. Veriler
Sekil 4.10- 4.13'de go6sterilmistir.
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SDF-1 Standart Grafigi vy =0,6532x+0,2956

SDF-1 (ng/mL})

Sekil 4.10: SDF-1 standart grafigi.

CCL-5 standart grafigi  y =0,0015x+0,3438

0 500 1000 1500 2000 2500

CCL-5 pg/mL

Sekil 4.12: CCL-5 standart grafigi.
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Sekil 4.11: SDF-1 ELISA
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ylklenen diger kuyucuklarda
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Sekil 4.13: CCL-5 ELISA
plakasi. 1. kolonda gérinen
azalan konsantrasyondaki CCL-
5 standartidir. Deney ornegi
yiklenen diger kuyucuklarda
reaksiyon gerceklesmemistir.



4.5. IL-6, VEGF, CCL5 ve SDF-1 Sitokinlerinin Western Blot
Yontemiyle Degerlendirilmesi

Deney sonunda kultir kaplarinin alt ylzeyine yapismis hicrelerin
Uzerinde bulunan medyumlar toplanmis, filtre edilmis ve western blot
calismalarn icin stoklanmisti. Bu medyumlar kdltard vyapilan hicrelerin
cevrelerine salgiladiklan sitokinleri icermektedir. Bu medyunlar hem ELISA
hem de western blot deneylerinde kullanildi. Alti ayn gruptan alinan
medyumlarda IL-6, VEGF, CCL5 ve SDF-1 sitokinlerinin varligi ve miktar
western blot yontemiyle arastinldi.

4.5.1. Western Blot Yonteminden Elde Edilen IL-6 Sonuclari

IL-6 sitokininin gruplara gére western blot sonuglarina bakildiginda;

IL-6'nin MKH grubunda A549 grubuna goére 1,66 kat daha fazla
salgilandigi saptandi.

e A549 ve A549+MKH gruplarn karsilastirildiginda ise IL-6'nin A549+MKH
grubunda 2,69 kat daha fazla salgilandigi gézlendi.

e MKH ve A549+MKH gruplan karsilastirildiginda ise IL-6'nin A549+MKH
grubunda 1,62 kat daha fazla salgilandigi bulundu.

e A549+MKH ve A549+MKH+resveratrol gruplan karsilastinldiginda
resveratrollin IL-6 salinimini 1,33 kat azalttigi saptand.

e A549 ve A549+resveratrol gruplarinda ise resveratrolin IL-6 salinimini
1,41 kat azalttigi gozlendi.

e MKH ve MKH+resveratrol gruplar karsilastirildiginda resveratroliin IL-6
ifadesini 1,72 kat azalttigi bulundu.

e Gruplar arasi IL-6 miktar degisimleri Sekil 4.14’ de verilmistir.
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Sekil 4.14: Gruplara gore IL-6 miktarinin cihaz renk birimine gore degisimi.
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4.5.2.

VEGF

Western Blot Yonteminden Elde Edilen VEGF Sonuclari

sitokininin gruplar arasi western blot sonuclarina bakildiginda;

VEGF'nin MKH grubunda A549 grubuna goére 1,32 kat daha fazla
salgilandigi bulundu.

A549 ve A549+MKH gruplan karsilastirildiginda ise VEGF'nin A549+MKH
grubunda 3,02 kat daha fazla salgilandigi saptandi.

MKH ve A549+MKH gruplan karsilastirildiginda ise VEGF'nin A549+MKH
grubunda 2,28 kat daha fazla salgilandigi gozlendi.

A549+MKH ve A549+MKH+resveratrol gruplarn karsilastirildidinda
resveratrolin VEGF’'nin salinimini 1,44 kat azalttigi bulundu.

A549 ve A549+resveratrol gruplarinda ise resveratrolin VEGF'nin
salinimini 1,48 kat azalttigi saptandi.

MKH ve MKH+resveratrol gruplari karsilastirildiinda resveratroliin VEGF
ifadesini 1,41 kat azalttigi gozlendi.

Gruplar arasI VEGF miktar degisimleri Sekil 4.15’ de verilmistir.
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Sekil 4.15: Gruplara gére VEGF miktarinin cihaz renk birimine goére degisimi.
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4.5.3. Western Blot Yonteminden Elde Edilen SDF-1 ve CCL5
Sonuclari

ELISA yonteminden elde edilen verilere paralel bir sekilde western blot
deneyinde de SDF-1 ve CCL-5 sitokinleri tespit edilememisgtir.

4.6. Kantitatif Gercek Zamanh PCR Uygulamasi ile VEGF
MmRNA Seviyesindeki Degisimin Degerlendirilmesi

Uc gin sireyle 6'li plakalarda buyutilen hiicreler deney sonunda
kaldirilarak ticari kitle total RNA izolasyonu ve ardindan rt-PCR deneyi yapildi.
Gruplar arasi VEGF gen ekspresyon seviyesi dlguldi. VEGF mRNA seviyesinin
ELISA ve western blot deney sonuclariyla paralellik gosterdigi bulundu.

e A549+MKH grubuna 3 giin streyle 1uM resveratrol uygulandiginda VEGF
mRNA ifade miktarinin azaldigi gézlendi.

e Resveratrollin ayri ayrt hem A549 hem de MKH gruplarinda anlamli bir
sekilde VEGF mRNA ifade miktarini azalttigi saptandi.

e MKH grubunun kanser grubuna kiyasla daha fazla VEGF mRNA ifade
ettigi bulundu.

Gruplara gére VEGF mRNA miktar degisimleri Sekil 4.16" da verilmistir.
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Grafik 4.16: VEGF mRNA seviyesindeki miktar degisimi.
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5. TARTISMA

Kok hicreleri diger hiicrelerden ayiran en énemli 6zelligi farklilasmadan
kendilerini uzun yillar yenilemeleri ve fizyolojik veya dogal kosullarda istenilen
hicreye dogru farklanmalarinin uyarilabilmesidir. Kok hicre galismalarinda
genelde iki tip kdk htcre kullanilir bunlardan birincisi in vitro fertilizasyon
calismalarinda ihtiyac duyulmayan ve sahipleri tarafindan bilimsel
calismalarda kullanilmak (zere badislanan embriyolardan izole edilenlerdir,
ikincisi ise hem fotal hem de yetiskin dokudan izole edilebilen Mezensimal kék
hicrelerdir. Bu iki kék hicreye ilaveten son dénemlerde somatik hlicreden
olusturulan uyarilmis pluripotent kék hlicre de kdk hticre calismalarinda yerini
almaktadir (Al-Daccak & Charron, 2015).

Mezensimal kdk hlcreler mezodermden kéken alan multipotent koék
hicrelerdir. Deneysel ve fizyolojik  kosullarda  bircok  hiicreye
donusturilebilirler. MKH’ler yetiskin ve fotal kaynaklarin birgogundan izole
edilebilir. MKH'ler fibroblast benzeri hlicre gévdesinden ince uzantilar gikan
okromatik ve merkezde biiyiik bir cekirdede sahip hiicrelerdir. Ilk olarak kemik
iliginde bulunmus ve 3 mezodermal kdkenli dokuya (yag, kikirdak ve kemik)
farklandigi gosterilmistir. Daha sonraki calismalar bu multipotent hiicrenin her
dokuda (yag, kordon kani, plasenta, plasenta villuslari, amniyon sivisi,
periferik kan ve karaciger gibi) bulunabilecegini doku hasari olustugunda doku
yenilenmesinde goérev aldigi ve kan dokuyla ihtiyac duyulan alana goécg ettigi
gosterilmistir (Bobis et al., 2007; Nicolay, Lopez Perez, Debus, & Huber,
2015).

Hucresel tedaviler rejeneratif tibbin bir tlrtdir. Glintmuizde hicresel
tedavilerde en c¢ok kullanilan kdk hicre tliri hematopoietik kok hicredir.
Hicresel tedavilerde en etkili tedavi gosteren kdk hicre ise embriyonik kdk
hicredir. Embriyodan izolasyonu etik nedenlerle sorunlu olan bu hicrenin
kullanimi sinirlidir. Embriyonik kok hucrelerin teratoma olusturma riski de
oldukga fazladir. Embriyonik koék hulcrelerin hlcresel tedavilerdeki bu limitli
kullanimi, etik ve teratomlar acisindan herhangi bir riski bulunmamasi
mezensimal kok hicreleri hiicresel tedavilerde ilgi odagi haline getirmektedir
(Trounson & McDonald, 2015; Wei et al., 2013).

MKH’lerle ilgili ilk klinik calisma 1995 yilinda yapilmis ve bundan sonra
giderek artmistir. 2015 Nisan ayi itibariyle http://clinicaltrials.gov adresine
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girilmis cesitli faz basamaklarinda (Faz I, Faz II ve Faz III) MKH’lerle ilgili 490
calisma bulunmaktadir. Bu calismalar gonulld insanlar Gzerinde yapilmaktadir
(Bobis et al., 2007).

Kok hicreler klinikte en gok garft versus host hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu hastalik kemik iligi transplantasyonu sonucu gelisen bir
yan etkidir. MKH’lerin immin baskilayici 0zelliginden dolayr doku
transplantasyonlari sonucu kullaniimaktadir. MKH’nin dider yaygin olarak
kullanildigi alan kalp damar hastaliklandir. Miyokart infarktiisi sonucu
olusmus hasarli bolgeye MKH'ler verildiginde bélgede iyilesme ve yenilenme
oldugu gorulmistir. Genetik olarak bozuk kollajen tip I'in Uretimi sonucu
meydana gelen osteogenezis imperfekta hastaliginin tedavisinde de MKH
tedavisi olumlu sonuclar vermistir. Motor néron hastaligi, hirler sendromu,
metakromatik |6kodistrofi, eklem kikirdak hasarlari, siroz, multipl skleroz, SLE
hastaligi, krohn hastaligi gibi daha birgok hastaligin tedavisinde MKH insanlar
Uzerinde denenmis ve olumlu sonuglar alinmistir (Garcia-Olmo et al., 2005;
Kassem et al., 2004; Parekkadan & Milwid, 2010). Kanser tedavilerinde kok
hiicrenin yerine bakildiginda, kemoterapi sonrasinda verilen MKH’nin
kemoterapi yan etkilerini azalttigi gosterilmistir. MKH'lerin direk solit
kanserlerin tedavisinde kullanimi tartismalhdir. MKH'nin kanser tedavisinde
kullanilmasi yonltnde engelleyici ve kafa karistirici olan birgok deneysel
calisma bulunmaktadir. Ornedin MKH'nin WNT sinyal yoladi baskilandiginda
in-vitro ortamda sarkoma hicrelerine farkhlastigi gosterilmistir (Galderisi et
al., 2010; Giordano et al., 2007).

MKH'nin bircok deneysel calismada tedavi edici ve koruyucu ozelligi
gbsterilmistir. Kanser modellerinde kanserli htcreleri baskilamis ve
codgalmalarini durdurmustur. Ancak son yillarda kanser tedavisi icin kok
hicrelerin  kullanildigi calismalarda; kok hicrelerin kanser olusumunu
tetikledigi, kitleyi blyuttigl, yeni damarlarin olusumuna ve kanserin
invazyonuna yardimcl oldugu gosterilmistir. MKH'ler ile kanser hicreleri
arasindaki iletisimin MKH’lerden salinan sitokinler yardimiyla saglandig
bilinmektedir. Bu sitokinlerin varligi ve kanserli hiicreler Gzerindeki etkisi
MKH’lerin tedavi guvenirliligini azaltmaktadir (Torsvik & Bjerkvig, 2013;
Trounson & McDonald, 2015).

Calismamizda kullandigimiz resveratrol bitkilerden izole edilebilen
kimyasal olarak fitoaleksin grubunda bulunan bitkisel kaynakl bir bilesiktir.
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Son vyillarda faydalarinin ¢ok yuksek olmasindan dolayl kimyasal olarak da
Uretilebilmektedir. Resveratrol ylksek miktarda siyah (zim kabudgunda,
yerfistigi, ananas ve bunun gibi yaklasik 70 tlr bitkide bulunmaktadir.
Resveratrol inflamasyon, oksidatif stres, timér baslamasi ve ilerlemesi,
platelet agregasyonu atherosklerozis gibi bircok hastalikta biyolojik aktiviteye
sahiptir. Bircok genin susturulmasinda veya ifade edilmesinde gdérev
almaktadir. Resveratrol’in bu yararl etkilerini IL-6, IL-12, IL-2, IFN-y, TNF-a
ve NF-kB gibi bircok sitokinin salinimi baskilayarak yaptigi gosterilmistir (Tung
et al., 2015). Bizde calismamizda resveratroltn IL-6, CCL-5, SDF-1 ve VEGF
sitokinlerini baskilamasi amaciyla kullandik.

Calismamizda ilk olarak sitotoksisite deneyleri yapildi. Resveratrol
yardimiyla MKH'lerden salinan 4 sitokinin salinimini durdurmay! veya
azaltmayi amagladigimiz icin resveratroliin A549 ve MKH'lerde toksik dozunu
degil glvenli dozunu kullanmay! amacladik.

Glvenli doz gruplar arasi hiicre canhliginin kontrol grubuna benzer
oldugu, hiicre 6limunin olmadigi dozdur.

Guvenli doz kullanmamizdaki amacimiz MKH ve kanser hicrelerinde
hicre o6limi gerceklestirmeden sitokin salinimini durdurmaktir. Ylksek
konsantrasyonlarda resveratrolin asin sitotoksik olmasi, sitokin salinimi
yapan hucrelerde 6lime neden olabilir ve bu hilcre sayisindaki azalmada
sitokin miktarindaki azalmayi doguracagindan, sitokin miktarindaki degisimleri
yorumlamamizda hatalara neden olabilirdi bu yldzden calismamizda hucre
O0liumu olmadan sitokin Uretimini azaltacak olan doz kullanildi.

Literatlirdeki A549-Resveratrol doz calismalarina baktigimizda; Kim ve
arkadaslarn A549, EBC-1 ve Lu65 gibi akciger kanser hiicre hatlar {zerine
resveratroliin apoptotik ve anti kanserojenik 06zelligini incelediklerinde,
resveratrolin 5-10 uM araliinda A549 kanser hiicrelerinde apoptotik ve anti
kanserojenik ozellik gosterdigini bulmuslardir (Y. Kim et al., 2003).

Donnelly ve arkadaslarn resveratrolin A549 kanser hicrelerindeki anti-
inflamatuar etkisini incelemislerdir. Calismalarinda 60 ve 120 pM resveratrol
kullanmiglardir. 60 pPM  resveratroliin  A549 kanser hicrelerinde anti-
inflamatuar etki yarattigi, IL-8 ve grantlosit makrofaj koloni stimile edici
faktor salinimini durdurdugunu rapor etmislerdir (Donnelly et al., 2004).
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Literatirde daha cok Resveratrolin A549 kanser hicresi Uzerine olan
apoptotik etkisi incelenmistir (Gu, Chen, Jiang, & Zhang, 2015). Givenli doz
bulma calismalari sinirliligini korumaktadir.

Kumar ve arkadaslan PC12 Feokromositoma kanser hicrelerinde
yaptiklari 24 saatlik deneyde 10 pM resveratroli guvenli doz olarak
bulmuslardir. A549 hicreleri ve Resveratrol ile yaptigimiz sitotoksisite
deneyleri (MTT ve Noétral kirmizi) ile, 72 saat sonunda, 1 uM resveratrolin
A549 kanser hicreleri Gzerinde glivenli doz oldugu saptandi (Kumar, Tripathi,
Singh, Lohani, & Kuddus, 2013).

MTT ve nétral kirmizi sitotoksisite deneyleri ile beraber glvenli dozu
tespit etmek adina floresan boyamada yapiimistir. DAPI adenin timin
nikleotidlerinden zengin cift zincirli DNA ya baglanan floresan bir boyadir. Bu
boyamayla cekirdekteki apoptotik dedisimler incelenebilir. Yaptigimiz DAPI
floresan boyamasiyla 1 pM Resveratrolin A549 kanser hlicresinde apoptozis
olusturmadigi goraldda.

Calismamizda MKH’ler ve A549 kanser hicreleri ayni ortamda kdultire
edildiginden ortama verilen resveratrol iki hicreyi de etkilemis dolayisiyla
resveratrolin MKH'ler Gzerine olan sitotoksik etkilerine de bakildi.

Literatirdeki MKH-Resveratrol doz calismalarina baktigimizda; Peltz ve
arkadaslan resveratrolin MKH Uzerine olan kendini yenileme ve yaslanma
(senesens) etkilerini incelemiglerdir. 0.1, 1, 5 ve 10 uM resveratrol dozlarinin
MKH’ler Gzerindeki kisa (6 gin) ve uzun (30 gun) vadedeki etkilerini
incelemiglerdir. 0.1, 1 ve 5 pM resveratrol uygulanan htcrelerin kisa vadede
hicrenin kendini yenileme yani bolinme kat sayisinin doz bagimli arttigini
gostermislerdir. Bizim yaptigimiz MKH-Resveratrol doz belirleme calismalari
Pelt ve arkadaslarinin yaptiklar galismalara benzerlik géstermektedir. 3 gtn
sonunda calismamizda 5 pM resveratrol uygulanan grubun canhiliginin kontrole
gore % 15 arttigi, 5 pM’dan sonra doz bagimli olarak canhligin kontrol
seviyesinin altina indigi bulundu (Peltz et al., 2012).

Sitotoksisite deneyleri sonucunda resveratrolin gldvenli dozunun A549
icin 1 uM, kok hicre igin ise glivenli dozun 5 pM oldugunu gosterildi. Transwell
sistemde iki hicre ayni ortami kullandigindan ve resveratrol A549 igin 1
MM’dan sonra toksisite gosterdiginden iki hiicre iginde ortak olan 1 uM glvenli
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doz olarak belirlendi. Sitotoksisite deneylerinden sonra ko-kultir deneylerine
gecildi.

Calismamizda ko-kultlr deneyleri kullanildi. Ko-klltlir deneylerinde in-
vitro ortamda farkh iki hidcrenin birbirine olan etkileri incelenebilir. Ko-kultur
deneylerinin bazilarinda hicreler birbirleriyle direk temas halindeyken bazi
deney modellerinde ise hiucreler birbirlerinden Uzerinde hucrelerin
gecemeyecedi ancak salgilarinin gecgebilecedi porlar bulunan membranlarla
ayrilmislardir. Bu tir hicrelerin birbirinden ayrn oldugu ko-kiltir deneyleri
transwell insert sistemiyle saglanir. Transwell insert sistem de 6 kuyucuklu
plakalarin icerisine yerlestirilebilen insertler bulunur. Insertler icine hiicre
ekilebilen zemininde iki ortamdaki ¢dzunebilir bilesiklerin karsilikli gegmesini
saglayan porlar (0,45 pym genisliginde) bulundurur. iki kath birbirine porlarla
bagli petri sistemidir.

Transwell insert sistemin (st katina kdk hucreler alt katina da A549
hicreleri ekilerek medyumlarina resveratrol ileve edilmis ve 3 glin slireyle
inkibe edildi. 3 glin sonunda resveratrolin sitokinlerin salinimi lizerine olan
etkileri molekuler yontemlerle arastiriidi.

Buglne kadar kanser hicreleri ile MKH'ler arasinda gdérev yapan kanserli
hiicrenin bdylimesini, cogalmasini, hayatta kalimini, kanserli bélgede damar
olusumunu ve kanserli hicrenin baska dokulara metastazini arttiran bircok
sitokin bulunmustur (Jotzu et al., 2010).

Ornedin kanserli hiicre ile MKH ayni ortamda kiiltiire edildiginde kanser
hicrelerinden TGF-beta saliniminin arttigi goézlenmistir. MKH’lerin ise buna
cevap olarak miyofibroblast benzeri hiicrelere donistiigi ve molekiler
anlamda alfa-SMA, Tenaskin-c ve FSP genlerinin ifadesini arttirdigi
gbsterilmistir. Bu koék htcreden farklilagsan miyofibroblast benzeri hicrenin
SDF-1 ve CCI-5 sitokinleri yardimiyla kanser htcrelerinin hayatta kalimini ve
kanser kitlesinin bliyiimesine neden oldugu goésterilmistir (Mishra et al., 2008;
Quante et al., 2011; Torsvik & Bjerkvig, 2013).

Mezensimal kdk hicreler ve kanser hucreleriyle yapilan calismalarda;
MKH’lerin hem kendilerinin kanserli hlicrelere farklandigi hem de var olan
kanserli hicreleri daha saldirgan hale getirdigi gosterilmistir. Sarkomalarin
kdkeni ile ilgili yapilan bir calismada, yaygin olarak gérulen timoérlerden olan
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Malignant fibroz histiyostomalarin (MFH), MKH’lerden kdken alabilecegini
gbdsteren sonuclara ulasiimistir. Calismada, DKK-1 sitokinin MKH’lerde WNT
sinyal yolagini bloke ettigi ve MKH’lerin malign sarkomalara donusttga
saptanmistir. DKK-1 MFH’da yodun olarak sentezlenen bir sitokindir ve bu
sitokinin MKH'ler Uzerine olan donustlricu etkisi MKH’lerin tedavi amagli
kullanimlarinin uygunlugunu dislindirmektedir (Matushansky et al., 2007;
Tolar et al., 2007)

Yaptigimiz terminolojik arastirmalar sonucunda, MKH’'lerin kanserli
hicrelere karsi kullandigi sitokinlere baktigimizda, karsimiza en cok 4 sitokin
cikmaktadir; CCI-5, SDF-1, IL-6 ve VEGF. Bizde calismamizda bu dért sitokini
inceledik.

Hastaliklarin tedavisinde ve kanser tedavilerinde MKH'ler damar yoluyla
verilmektedir. Damar yoluyla verilen kdk hlcrelerin damarlarda dolastiktan
sonra yangili bdlgeye veya kanser bdlgesine gectikleri bilinmektedir. Koék
hlcrelerle kanser hlcreleri arasindaki iletisimin parakrin olarak etki gosteren
sitokinlerin salinimiyla gerceklestigi kanitlanmistir. Kok hicrelerin IL-6 ve
CXCL-7 sitokinleriyle meme kanseri hicrelerini uyardigi ve genetigi
degistirilmis farelere meme kanseri hicreleri ve kok hicreler beraber
verildiginde meme kanseri kitlesini buyattigd gosterilmistir (S. Liu et al.,
2011). Bizim calismamizda da MKH'ler ve akciger kanseri hucreleri birlikte
klltire edildi. Medyuma salinan sitokinler arasinda IL-6 miktarinin MKH'lerin
kanserli hiicrelerle birlikte kiltlire edildigi grupta arttigi gorildt bu bulgu Liu
ve arkadaslarinin (2011) bulgulanyla paralellik géstermektedir.

Hsu ve arkadaslarn yaptiklar calismada; MKH'lerin, A549 ve CL1-5 akciger
kanseri hiicreleri ile kiltlre edildiginde IL-6 sitokini salgiladigini, bu sitokininin
kanserli hiicrelerde ilag direncini ve siferik hicre formasyonunu IL-
6/JAK2/STAT3 yoladi ile arttirdigini belirlemislerdir. Ayni zamanda genetik
olarak immin yetmezligi olan farelere bu kdk hiicreler ve kanser hucreleri
nakil edildiginde timor olusturdugunu saptamislardir (H.-S. Hsu et al., 2012).

Scherzad ve arkadaglan insan kaynakh MKH’leri bas ve boyun skuamoéz
kanser hucreleriyle kiultire etmis, MKH sitokinlerinin kanser hlicrelerini
proliferasyonunu arttirdigini goéstermislerdir. Bu proliferasyonun anti-IL-6
antikoruyla durdugu gosterilmistir. Kanser hticrelerinde de en ¢ok ERK1/2
yolaginin aktif oldugu bulunmustur (Scherzad et al., 2015).
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Kok hlcrelerden salinan IL-6 sitokininin cesitli kanser hicreleri Uzerine
olan negatif etkileri bilinmektedir. Hsu ve Liu yaptiklan MKH-Kanser
calismalarinda MKH’lerin en cok IL-6 salgiladigini bu sitokinin de kanser
hicrelerinin metastazik 6zelligini arttirdigini bulmuslardir (H.-S. Hsu et al.,
2012; S. Liu et al., 2011).

Bizim galismamizda da IL-6 sitokini 6n plana ¢gikmaktadir. IL-6 miktar
kok hicrelerin kanserli hiicrelerle kulttre edildigi grupta artmis bu bulgu Hsu
ve Liu'nun bulgulariyla paralellik géstermektedir. Bizim calismamizda Hsu ve
Liu'nun calismasindan farkli olarak kanserli hiicreler lizerinde negatif etkinligi
oldugu bilinen IL-6 saliniminin glvenli doz resveratrol verilerek durdurulmasi
veya saliniminin azaltilmasi amaclanmisti. Elde ettigimiz bulgular vermis
oldugumuz resveratrolin IL-6 salinimini anlamli bir sekilde distrdtGgant
ancak kontrol gruplari seviyesine indiremedigini gdstermistir.

Cho ve arkadaslari meme kanseri hlicrelerinden elde edilen ekzozomlari
MKH’lere uygulamis ve deney sonucunda MKH’lerin sitokinleri arasinda anlamli
olarak en ¢ok SDF-1, VEGF, CCL5 ve TGFB miktarinin arttigi gosterilmistir
(Cho, Park, Lim, & Lee, 2012). Bizim calismamizda da VEGF miktar artisi tespit
edilmistir, bu bulgu Cho ve arkadaslarinin bulgulanyla paralelken, SDF-1 ve
CCL-5 salinimi bizim calismamizda gerek ELISA gerek western blot calismalan
sonucunda tespit edilemedi. Calismamizdaki bu farklihdgin nedeninin iki calisma
arasinda kullanilan kanser hicrelerinin farkliligina dayandigi distntlmektedir

SDF-1 ve CCL-5 uzerine yapilan baska bir calismada Xu ve arkadaslar bu
iki sitokinin MKH'lerden salgilandigi ve Saos-2 hicrelerinin migrasyonunu
arttirdigi ve bu iki sitokinin kanserli hiicrelerin metastazini arttirabilecegini
distndurmustiar (Xu, Bian, Fan, Li, & Tang, 2009). Biz Xu ve arkadaslarindan
farkli olarak SDF-1 ve CCL-5 salinimini deneylerimiz sonucunda tespit
edemedik.

Nakanishi ve arkadaslari fareden izole ettikleri yag doku kaynakli
Mezensimal koék hicrelerin gen ve protein ekspresyonuna bakmiglar. 1 gun
sureyle kdultire edilmis hlcrelerim medyumlan toplanmis ve daha sonra
bunlarda sitokin taramasi yapilmistir. Sonug¢ olarak MKH'lerin birgok sitokin
salgiladigi ama Hepatocyte growth factor (HGF), vascular endothelial growth
factor (VEGF), adrenomedullin (AM), stem cell-derived factor-1a (SDF-1a),
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interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-a (TNF-a), plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) ve leptin sitokinlerinin 6n plana ciktigini ve 1 glnlik
kultirasyon da bu sitokinleri salgiladigini bulmuslardir (Nakanishi et al.,
2011). Bizim calismamizda da insan kaynakli, yag dokudan izole edilmis
MKH’ler kullanildi. 3 gunlik kdltirasyon sonucunda CCL-5 ve SDF-1
ekspresyonunun olmadigi gorulda bu farklilik kiltlirasyon siresinin farklihgina
ve kullanilan koék hucrenin  farkli  kaynaklardan izole edilmesine
baglanmaktadir.

Yeni damar olusumu kanserli dokuyu destekleyen en buyuk fizyolojik
olaydir (Z. Wang et al., 2015). MKH'lerin kanserli hiicrelerle kiltlre edildiginde
damar olusumunu sadlayan sitokin olan VEGF salinimini arttirdigi bircok
calisma tarafindan tespit edilmistir. Ornedin yag doku kaynakli MKH’nin kolon
kanseri hicrelerine karsi VEGF salinimini arttirdigi gosterilmistir (Chen et al.,
2015). Chen ve arkadaslarinin (2015) calismalarinda oldugu gibi bizim
calismamizda da MKH’nin akciger kanseri hicresine karsi VEGF salinimini
arttirdigi gosterildi. Chen ve arkadaslarindan farkli olarak MKH-A549 kanser
hiicresinin beraber bulundugu ortama 1 pM resveratrol verildiginde ise VEGF
salinimin anlamli bir sekilde distligu bulundu.

Resveratroliin glvenli dozunun MKH’lerin salgiladigi IL-6 ve VEGF
sitokinleri tGzerinde etkili oldugu salinimini anlamli bir sekilde distrdigi ancak
IL-6 ve VEGF miktannin resveratrolden sonra hala kontrol seviyesinden
ylksek oldugu bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda yag doku kaynakh Mezensimal kdk hiicreler ile A549 akciger

kanser hucreleri transwell insert sistemle 3 gun slreyle beraber ko-kultlre

edilmigstir. Resveratrolin bu iki hlcre Uzerindeki givenli dozu IL-6, CCL-5,

SDF-1 ve VEGF sitokinlerinin salinimini durdurmak icin kullaniimistir.

Sonuglar;

Resveratrolin A549 icin 3 gunluk glvenli dozu 1pM olarak
bulunmustur.

Resveratrolin 1puM’dan 5uM kadar kdék hicrelerde proliferasyonu
arttirdigg 5 pM’dan sonra  doz badgimli olarak hicre
proliferasyonunun azaldigi gézlenmistir.

Iki hiicre icinde deneyimizde ortak givenli doz 1uM olarak
saptanmigstir.

ELISA ve Western blot deneylerinde IL-6 ve VEGF salinimi tespit
edilirken, SDF-1 ve CCL-5 salinimi tespit edilememigtir.
A549-MKH grubunda IL-6 ve VEGF saliniminin en ylksek oldugu
1uM resveratroliin bu iki sitokininin salinimini istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde dislrdiigi ancak hala kontrol seviyesinden

ylksek oldugu bulunmustur.

Oneriler;

Kok hucrelerin kanser tedavisindeki kullanimi tartisiimali ve tam
olarak netlik kazanmadan klinik uygulamalara gegilmemelidir.

Daha 6nce bilimsel olarak calisiimis faydali oldugu kanitlanmis
resveratrol gibi bitkisel kaynakli bilesiklerle kék hlicreler muamele
edilip o sekilde tedaviye alinabilir. Bizim c¢alismamizda
resveratrolln sitokin salinimi Gzerine olumlu etkileri bulunmustur.
Resveratrollin guvenli dozu kdk hicre tedavilerinde kék hlcreyle

beraber verilebilir.
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e Diger bir 6nerimiz gelecek calismalarda MKH’lerin tedavi edici
ozelliginden yararlanmak adina, genetigi degistirilmis kdk hicreler
kullanilabilir. Ornedin genetik olarak IL-6 ve VEGF gibi sitokinleri

salgilayamayan kék hicreler dretilebilir.
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