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ÖZET 
 

İnsan Kemik İliği Kökenli Mezenkimal Kök Hücrelerinin ve K2 Vitamininin 

Osteosarkom Hücreleri Üzerine Etkilerinin Wnt/β-Katenin Yolağı Hedeflenerek 

Araştırılması 

 

Histolojik olarak malign osteoid varlığı ile karakterize olan osteosarkom (OS), 

çocuklarda ve gençlerde en sık görülen primer kemik tümörüdür. Agresif ve metastatik 

yapıya sahip olan OS, genelde akciğere metastaz yaparak hastalığın ölümcül seyrine 

neden olur. Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin (MKH), mikroçevrede 

önemli rol oynadığı bilinmesine karşın osteosarkom hücreleri sağkalımına etkisi 

tartışmalıdır. Tümör mikroçevresindeki iletişim salgılanan sitokinler, kemokinler ve 

ekstraselüler veziküller aracılığıyla farklı yolakların aktivasyonu/inhibisyonu ile 

sağlanmaktadır. Ayrıca mikroçevrede var olan K2 vitamini ile kemik metabolizması 

arasındaki ilişkinin araştırılması, K2 vitamininin osteogenez modülasyonundaki olası 

rollerinin aydınlatılmasında önemlidir. 

 

Çalışmamızda, sağlıklı kemik iliği MKH’lerinin ve K2 vitamininin Saos-2 

hücreleri üzerindeki apoptotik etkileri in vitro ortamda hücre-hücre teması olmadan 

(membranlı/insert) yapılan ko-kültür deneyleriyle incelendi. Saos-2 hücrelerinin 

apoptotik özellikleri akım sitometri yöntemiyle analiz edildi. Saos-2 hücrelerinin 

osteoblastik olgunlaşmayı indükleme yeteneğini değerlendirmek için Alkalen fosfataz 

(ALP) enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak ölçüldü. Kültür sonrası süpernatanta 

salınan sitokinlerin (IL-6 ve TGF-β1) tayini ELİSA yöntemi ile belirlendi. Saos-2 

hücrelerinde β-katenin proteinin ekspresyon çalışmaları ise immünositokimyasal olarak 

belirlendi.   

 

Ko-kültür sonuçlarımıza göre Saos-2 hücrelerinin MKH’ler ile etkileşiminde 

apoptotik hücre sayısının arttığı ancak istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı 

belirlendi. Kültür süpernatantlarından elde edilen ALP enzim aktivitesi ölçümlerinde 

azalma tespit edilmesine rağmen sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Kültür 
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süpernatantlarından elde edilen ELİSA sonuçlarına göre salgılanan IL-6 ve TGF-β1 

sitokin miktarlarında azalma tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmadı. Saos-2 hücrelerinde immünohistokimyasal yöntemlerle boyanan β-katenin 

ekspresyonunun ko-kültür gruplarında hücre çekirdeklerinde anlamlı olarak azaldığı 

saptandı. 

 

Bu bulgular ışığında MKH’lerin ve K2 vitamininin osteosarkom mikroçevresine 

Wnt sinyal yolağı aracılığıyla etkili olduğu saptandı. K2 vitamininin tümorojeniteyi 

azaltabileceği ancak terapotik amaçlı kullanım için farklı doz ve süreleri içeren in vivo ve 

in vitro pre-klinik çalışmalarla desteklenmesi gerektiği sonucuna varıldı.   

 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, K vitamini, mezenkimal kök hücre, osteosarkom, β-

katenin. 
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ABSTRACT 
 

Investigation of the Effects of Human Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem 

Cells and Vitamin K2 on Osteosarcoma Cells by Targeting Wnt/β-Catenin Pathway 

 

Osteosarcoma (OS), which is histologically characterized by the presence of 

malignant osteoid, is the most common primary bone tumor in children and adolescents. 

OS, which has an aggressive and metastatic structure, usually metastasizes to the lung and 

causes the fatal course of the disease. Although bone marrow-derived mesenchymal stem 

cells (MSC) are known to play an important role in the microenvironment, their effect on 

osteosarcoma cell survival is controversial. Communication in the tumor 

microenvironment is provided by the activation/inhibition of different pathways via 

secreted cytokines, chemokines and extracellular vesicles. In addition, investigating the 

relationship between vitamin K2 in the microenvironment and bone metabolism is 

important in elucidating the possible roles of vitamin K2 in the modulation of 

osteogenesis. 

 

In our study, the apoptotic effects of healthy bone marrow MSCs and vitamin K2 

on Saos-2 cells were investigated in co-culture experiments in vitro without cell-cell 

contact (membrane/insert). Apoptotic properties of Saos-2 cells were analyzed by flow 

cytometry. Alkaline phosphatase (ALP) enzyme activity was measured 

spectrophotometrically to evaluate the ability of Saos-2 cells to induce osteoblastic 

maturation. The cytokines (IL-6 and TGF-β1) released into the supernatant after culture 

were determined by the Elisa method. Expression studies of β-catenin protein in Saos-2 

cells were determined immunocytochemically. 

 

According to our co-culture results, it was determined that the number of apoptotic 

cells increased in the interaction of Saos-2 cells with MSCs, but there was no statistically 

significant difference. Although a decrease was detected in ALP enzyme activity 

measurements obtained from culture supernatants, the results were not statistically 

significant. According to Elisa results obtained from culture supernatants, a decrease in 
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the amount of secreted IL-6 and TGF-β1 cytokines was detected, but no statistically 

significant difference was found. It was determined that the expression of β-catenin, 

stained by immunohistochemically, in Saos-2 cells was significantly decreased in the cell 

nuclei of the co-culture groups. 

 

In the light of these findings, it was determined that MSCs and vitamin K2 were 

effective in the osteosarcoma microenvironment via the Wnt signaling pathway. It was 

concluded that vitamin K2 can reduce tumorigenicity, but it should be supported by in 

vivo and in vitro pre-clinical studies with different doses and durations for therapeutic use. 

 

Keywords: Apoptosis, mesenchymal stem cell, osteosarcoma, vitamin K, β-catenin. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

°C :  Santigrat derece 

μg :  Mikrogram 

μl :  Mikrolitre 

ALP :  Alkalen fosfataz 

Apaf :  Apoptoz proteaz aktive edici faktör 

Bcl-2 :  B-hücreli lenfoma 2 geni 

BSA :  Sığır serum albümin 

CD :  Faklılaşma faktörü 

CK1 :  Casein kinase 1 

CM :  Şartlandırılmış (Koşullu) ortam 

DAB :  3,3'-diaminobenzidine 

DMEM-LG :  Dulbecco’s modified eagle medium-low glukoz 

DMSO :  Dimetil sülfoksit 

DNA :  Deoksiribo nükleik asit 

Dvl :  Dishevelled 

ELİSA :  Enzim bağlı immün ölçüm yöntemi 

EMT :  Epitelyal mezenkimal geçiş 

FBS :  Fetal bovine serum 

FITC :  Fluorescein isothiocyanate 

Fz :  Frizzled 

GSK3β :  Glikojen sentez kinaz 3β 

IC50 :  Yarı maksimum inhibitör konsantrasyon 

IL :  İnterlökin 

ISCT :  Uluslararası Hücre & Gen Terapi Derneği (The International Society for 

Cell & Gene Therapy) 

kDa :  Kilodalton 

Kİ :  Kemik iliği 

M :  Molar 

MHC :  Major Histocompatibility Complex 



ix 
 

MKH :  Mezenkimal Kök Hücre 

mL :  Mililitre 

MNH :  Mononükleer Hücre 

OS :  Osteosarkom 

PBS :  Phosphate-buffered saline (Fosfat tamponlu tuz çözeltisi) 

PDGF :  Platelet (trombosit) kaynaklı büyüme faktörü 

PI :  Propidyum iyodür 

PTHrP :  Paratiroid hormon ilişkili protein 

RNA :  Ribonükleik asit 

rpm :  Dakikadaki devir sayısı 

Saos-2 :  İnsan osteosarkom hücre hattı 

TCF/LEF :  T-cell factor/lymphoid enhancer factor 

TGF-β :  Transforme edici büyüme faktörü beta 

TME :  Tümör mikro çevresi 

VEGF :  Vasküler endotelyal büyüme faktörü 

WHO :  Dünya Sağlık Örgütü 

XTT :  2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilide
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1. GİRİŞ 
 

Osteosarkom (OS), daha çok genç erişkin ve çocuklarda görülen primer malign 

kemik tümörüdür. Kemikteki en aktif bölge olan uzun kemiklerin metafizleri, OS 

büyümesinin esas bölgeleridir (1). Son yıllarda cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi 

tekniklerinde ilerlemelere rağmen özellikle metastatik hastalarda sağkalım oranları 

değişmemiştir. Bu nedenle yeni ve etkili tedavi yöntemlerinin tanımlanmasına ihtiyaç 

vardır (2). Tümörün kendisinden ziyade tümör mikroçevresini hedeflemek önerilen 

tedaviler arasındadır (3). 

Osteosarkomun oluşumu ve gelişimi, kemik mikroçevresi ile yakından ilişkilidir 

(3). Mikroçevrede yer alan MKH'ler kendi kendini yenileme ve osteoblast, kondroblast, 

miyoblast, adiposit gibi birçok hücre tipine dönüşebilme yeteneğine sahiptirler (4). 

Mezenkimal kök hücreler, rejeneratif, immünosupresif, immünomodülatör ve anti-

inflamatuvar özellikleri nedeniyle klinik ve preklinikte önem taşımaktadır. 

İmmünosupresif olmaları nedeniyle kanser, otoimmün hastalıklar, hasarlı doku ve 

organları onarmada immün yanıtı düşürmek için terapötik bir yaklaşım olarak ortaya 

çıkmıştır (5,6). 

Kemik mikroçevresindeki mezenkimal kök hücrelerin (MKH) osteosarkom 

metastazını indüklediği düşünülmektedir. MKH’ler tümör gelişimi, metastaz ve ilaç 

direnci ile yakından ilişkilidir (3). Daha önceki çalışmalar, tümör hücrelerinde ilaç direnci 

gelişmesine neden olan çeşitli mekanizmaları tanımlamış olsa da, tümör mikroçevresinin 

ilaç direncinin gelişiminde anahtar bir rol oynadığı belirtilmektedir (7)(4). Proliferasyon 

ve metastaz gibi osteosarkomun malign özelliklerinin, sadece tümörün kendisinin 

özelliklerinden değil, aynı zamanda mikroçevreden de önemli ölçüde etkilendiği, tümör 

hücrelerine yakın olan normal hücrelerin, doğrudan temas yoluyla tümör hücrelerinin 

etkisi altında olduğu belirtilmektedir (8). Bu mikroçevrede var olan hücreler tarafından 

salınan sitokinlerin de tümör hücreleri üzerinde etkileri olduğu bildirilmektedir (9) 
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Son yıllarda yapılan birçok çalışmada K vitamininin anti-tümör etkileri 

araştırılmış ve birçok kanser hücresinde büyümeyi inhibe ettiği ve apoptozu indüklediği 

gösterilmiştir. Buna karşılık K vitamininin osteosarkom hücreleri üzerindeki etkilerine 

yönelik çalışmalar çok nadirdir (10). K2 vitamininin hem osteosarkom hücreleri 

sağkalımına etkisi hem de mezenkimal kök hücrelerle indirekt etkileşimlerinin OS 

patogenezindeki rolünü araştırmaya yönelik planlanmış olması çalışmamızın özgün 

değerini ortaya koymaktadır. 

Bu bilgilerden yola çıkarak tez çalışmamızda osteosarkom hücrelerini, sağlıklı 

kemik iliği kökenli mezenkimal kök hücreleri ile indirekt ko-kültüre ederek in vitro 

ortamda tümör mikroçevresini taklit etmeyi ve bu mikroçevrede yer alan MKH’lerin ve 

K2 vitamininin osteosarkom hücreleri üzerindeki apoptotik ve proliferatif etkilerini 

incelemeyi amaçladık. Bunun için MKH’lerin ve K2 vitamininin osteosarkom hücre 

hattına anti-tümörojenik etkilerinin olup olmadığı farklı yöntemlerle ayrı ayrı ve ko-kültür 

ortamında enzim ölçümleri (ALP), sitokin tayini (interlökin-6 ve TGF-β1) ve hücre 

yolakları (Wnt/β-katenin) üzerinden araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1. Osteosarkom 

Osteosarkom (OS), osteoid veya immatür kemik doku üreten mezenkimal 

hücrelerin oluşturduğu malign kemik tümörüdür (11). Mezenkimal orijinli olan bu malign 

hücreler kemikten veya nadiren yumuşak dokudan köken alır (12). 

2.1.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji 

Osteosarkom, dünyada en sık görülen primer malign kemik tümörlerinden biri 

olup, yıllık görülme insidansı 3.4/1 000 000’dur (13). OS, başlıca pediatrik hastaları 

etkileyen tüm kemik tümörlerinin ~% 60'ını oluşturarak daha çok genç yetişkin ve 

adolesanlarda görülür (8,14). Osteosarkomlar sıklıkla puberteye bağlı büyümenin en hızlı 

olduğu dönemde görülür ve yaş büyüdükçe görülme sıklığı da artar. Pik insidansını 

kızlarda 10 ile 14, erkeklerde 15 ile 19 yaşları arasında yapar. Her yaş grubunda ve her 

ırkta erkekler kadınlara oranla daha fazla etkilenir (15). 

Osteosarkom için fenotipik risk faktörleri fizyolojik büyüme ile ilişkili uzun boy 

ve yüksek doğum ağırlığını içerir (16). Vakaların büyük çoğunluğu sporadik 

mutasyonların sonucudur, ancak tümör baskılayıcı fonksiyon kaybı genellikle OS'de 

tanımlanır ve patogenezinde kritik bir adımdır. Kromozomal dengesizlik ve tümör 

baskılayıcı genlerin kaybından kaynaklanan genetik değişikliklere ek olarak, OS ayrıca 

proliferasyonu ve metastazı destekleyen bir kemik mikro ortamı oluşturarak ana sinyal 

yollarında bozulmalara da sebep olabilir (17). 

Osteosarkom gelişimi birkaç genetik yatkınlık durumuyla ilişkili olmasına rağmen 

OS tümörlerinin çoğu sporadiktir. Çok sayıda çalışma yapılmasına rağmen mevcut OS 

etiyolojisi belirsizliğini korumaktadır (18). İnsanlarda osteosarkoma neden olduğu bilinen 

tek çevresel ajan iyonlaştırıcı radyasyondur. Radyasyon, osteosarkomların yaklaşık 

%2'sinde rol oynamaktadır (19). 
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2.1.2. Lokalizasyon ve Yayılım 

Lezyonlar herhangi bir kemikte oluşabilir sıklıkla mezenkimal kök hücre 

havuzunu temsil eden uzun kemiklerin metafizlerinde görülür (20). Olguların yaklaşık 

%50’si diz çevresi kaynaklıdır; en yaygın diğer bölgeler distal femur, proksimal tibia ve 

proksimal humerustur (21). Daha az görülen bölgeler ise kafatası, çene ve pelvis kemiğidir 

(22). Ancak nadiren ekstremitelerin yumuşak dokularında da (ör: kas doku) görülebilir 

(23). Hastaların yaklaşık %15-20’sinde tanı anında radyografik olarak saptanabilir 

metastazlar bulunmaktadır. Cerrahi rezeksiyon sonrası metastatik hastalık geliştiğinden 

çoğu hastada mikro metastaz olduğu kabul edilir (21). Osteosarkomlar sıklıkla akciğere 

(>%70) nadiren de diğer kemiklere ve organlara metastaz yapar. Metastazlar hem 

akciğerlerde hem de kemiklerde aynı anda bulunabilir (24,25). 

2.1.3. Osteosarkom Tümör Tipleri 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından osteosarkom sınıflandırılması aşağıdaki 

şekildedir. 

Tablo 2.1. Osteosarkom sınıflaması (26,27). 

 

1- İntramedüller 2- Multifokal 

A- Konvansiyonel (Klasik) 3- Gnathic 

     Osteoblastik 4- Jukstakortikal 

     Kondroblastik     Periosteal 

     Fibroblastik     Parosteal 

B- Epiteloid     Yüksek dereceli yüzey  

C- Dev hücreden zengin  5- İntrakortikal 

D- Osteoblastom benzeri 6- Sekonder Osteosarkom 

E- Küçük hücreli 

F- Telenjiektatik  

G- Düşük dereceli santral  
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           Konvansiyonel osteoblastik OS yaklaşık %70 ile en yaygın görülen tiptir. 

Kondroblastik ve fibroblastik OS tümörlerinin her biri %10 ile ikinci en yaygın tiptir (18). 

2.1.4. Osteosarkom Belirtileri 

Osteosarkomlu hastalar sıklıkla etkilenen bölgede ağrı, kısıtlı eklem hareketi, 

lokalize sıcaklık artışı gibi spesifik olmayan şikayetlerle başvurur. Çok az hastada 

patolojik kırıklar oluşabilir (28). Hastalığın ileri evrelerinde genellikle kilo kaybı, 

halsizlik ve ateş izlenir (29). 

Prognostik önemi olan alkalen fosfataz (ALP) ve laktat dehidrojenaz (LDH) 

yükselmeleri dışında laboratuvar bulguları nadirdir (30).  

2.1.5. Osteosarkom Tedavisi 

Hastalığın tedavisi 1970’lere kadar öncelikle cerrahi rezeksiyon ile sağlansa da 

hastaların çoğunda tanıdan sonraki bir yıl içinde ölümcül seyreden akciğer metastazı 

görülmüştür (31). Sonraki yıllarda cerrahi öncesi (neoadjuvan) ve sonrası (adjuvan) 

kemoterapinin uygulanmasıyla metastatik olmayan osteosarkom için ameliyat sonrası 

uzun süreli kür oranı %25' ten %60'a yükselmiş olup (32), beş yıllık sağkalım ortalama 

%70 civarındadır (33). Lokalize osteosarkomlu bireylerin ortalama beş yıllık sağkalımları 

yaklaşık %80'dir, ancak metastatik hastalığı olanların prognozları çok daha kötüdür (22). 

Solunum yetmezliği ile birlikte ilerleyen akciğer metastazın gelişmesi genellikle ölümle 

sonuçlanır (34). 

Primer ve metastatik osteosarkomu tedavi etmek için standart bakım protokolü 

sisplatin, doksorubisin, metotreksat ve ifosfamidden oluşan çoklu kemoterapi rejimidir 

(35,36). Son zamanlarda OS tedavisinde bifosfonat sınıfı ilaçlar dikkat çekmektedir. 

Bifosfonatlar, osteoklast aktivitesi üzerindeki etkilerinin yanı sıra tümör hücrelerinin 

büyümesini ve proliferasyonunu inhibe etme, apoptozu indükleme ve anjiyojenik büyüme 

faktörlerini aşağı regüle etme işlevi görür. Ancak bu ilaçların osteosarkomu 

baskılamadaki rolü tartışmalıdır (37). 

Osteosarkom tümörlerinin çoğunun patolojik ve moleküler özellikleri, OS'nin 

osteoblast farklılaşma yolağındaki genetik ve epigenetik bozulmalardan 
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kaynaklanmaktadır. Mevcut kemoterapiler çoğunlukla OS tümörlerinin proliferatif 

yönlerini hedeflediğinden, farklılaşmanın teşvik edilmesi ve/veya farklılaşma kusurlarının 

üstesinden gelinmesi için etkili bir adjuvan tedavi uygulanmalıdır (18). 

Tedavide kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yöntemlerin kombine edilmesi ile 

daha yüksek sağkalım oranları oluşsa da kemoterapinin yan etkilerine bağlı ölümler 

gerçekleşmektedir. Kemoterapinin sağlıklı dokularda oluşturduğu sitotoksisite de 

tedavide dezavantaj oluşturmaktadır. Ayrıca hangi tedavi seçeneğinin uygulanması 

konusunda hala tam bir fikir birliğinin olmaması mevcut kemoterapiye alternatif 

yaklaşımlara zemin oluşturmaktadır (38,39).  

2.1.6. Osteosarkom Histolojisi 

Osteosarkom, histolojik olarak malign mezenkimal kök hücre ve tümör hücreleri 

tarafından osteoid üretimi ile karakterizedir (18). En yaygın histolojik tip olan 

konvansiyonel osteosarkomlar tüm vakaların yaklaşık %75'ini oluşturur (40). Bu 

sarkomlar kemik, kıkırdak veya lifli yapıların hakim olduğu bir matrikse sahiptir ve 

matriks hücrelerinin baskınlığına göre alt tiplere ayrılır. Histolojik açıdan, osteosarkom, 

osteoid matriks veya immatür kemik oluşumu ile birlikte malign, anaplastik (pleomorfik) 

iğsi hücre proliferasyonu ile karakterizedir (17) (Şekil 2.1).  

Şekil 2.1. En yaygın görülen tip olan Konvansiyonel OS'nin histopatolojik ışık 

mikroskobik görüntüsü, Hematoksilen-Eozin boyama  (17). 
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Osteosarkomlar çeşitli hücre dışı matriksler üretebildiği ve değişik derecelerde 

farklılaşmaya sahip olabildiğinden, histolojik yapısı sadece vakadan vakaya değil, aynı 

vakada bölgeden bölgeye de önemli ölçüde değişebilir. Çeşitli alt tiplere göre 

sınıflandırılması sadece baskın histolojik modele göre değil, aynı zamanda anatomik 

yerleşimine ve bazen de histolojik derecesine göredir (41). 

 

2.1.7. Tümör Mikroçevresi 

Tümör mikroçevresi, hücreler arası matriks ve hücresel bileşenler içerir (42). 

Tümör mikroçevresinde fibroblastlar, endotel hücreleri, bağışıklık hücreleri ve MKH gibi 

hücreler yer almakta (Şekil 2.2) ve bu hücrelerin arasındaki etkileşim tümörün 

yayılımında, invazyonunda ve metastaz gelişiminde önemli rol oynamaktadır (43,44). 

Mikroçevre sarkomun ilk gelişimini, kemoterapiye direnci ve tümör hücrelerinin 

metastatik yayılmasını da destekleyebilir (45,46). Tümör mikroçevresinin heterojen yapısı 

kanserde sağkalım, progresyon, metastaz, ilaçların başarısızlığı ve ilaç direncinin en 

önemli nedenlerinden sayılmaktadır (47). 

 

 
 

Şekil 2.2. Kemik tümörü mikroçevresi (48). 
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Tümör mikroçevresinde var olan hücrelerin yanı sıra hücreler arası matriks 

bileşenleri; proteazlar, büyüme faktörleri, ligandlar, metabolitler, sitokinler, DNA ve 

küçük RNA’lar gibi çözünebilen faktörlerin de tümör gelişiminde doğrudan veya dolaylı 

olarak rol aldığı gösterilmiştir (47). 

2.2. Mezenkimal Kök Hücreler 

Kemik iliğinde hematopoetik olmayan kök hücrelerin varlığı 140 yıl önce Alman 

patolog Cohnheim tarafından bildirilmiş ve bu hücreler ilk olarak 1970’li yıllarda 

Friedenstein ve arkadaşları tarafından tanımlanmıştır. Friedenstein, fetal buzağı serumu 

içeren kemik iliği aspiratının ortama yayılması sonucu adezyon yeteneği olan, osteoblast, 

kondroblast ve adiposit gibi hücrelere farklılaşabilen, morfolojik olarak fibroblastlara 

benzeyen kolonilerin varlığını bildirmiştir (49). İlk yapılan çalışmalarda mezenkimal kök 

hücre kaynağı kemik iliği iken (50) sonraki çalışmalarda diş pulpası, periost, trabeküler 

kemik, kas dokusu ve maksillofasiyal dokular, perisitler, dermis, kıl folikülü, dalak, akciğer, 

karaciğer, pankreas, testis, menstrüel kan, kordon kanı, kordon stroması, plasenta, amniyon 

sıvısı ve periferik kandan da mezenkimal kök hücre izolasyonları yapılmıştır (50–52). 

 
Şekil 2.3. Erişkin mezenkimal kök hücre kaynakları ve farklılaşabilecekleri hücre tipleri (52). 
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Uluslararası Hücre & Gen Terapi Derneği (ISCT), 2019 yılından itibaren 

mezenkimal kök hücre yerine mezenkimal stromal hücre terimini önermektedir (53). 

MKH’ler immunofenotipik özellikleri itibariyle CD34, CD45, HLA DR ve CD14 gibi 

tipik hematopoietik belirteçleri göstermezken, CD105, CD73 gibi hematopoietik olmayan 

hücre yüzey belirteçlerini ifade ederler. Uluslararası Hücre & Gen Terapi Derneği 

tarafından mezenkimal kök hücreler için asgari üç tanımlayıcı özellik belirtilmektedir. 

1-  Standart kültür ortamında plastik yüzeye yapışabilmeleri, 

2-  CD105, CD73 ve CD90 gibi hücre yüzey belirteçlerini ifade etmeleri, ancak 

CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 ve HLA-DR gibi hematopoetik 

belirteçleri ifade etmemeleri, 

3-  İn vitro koşullarda kemik, yağ ve kıkırdak hücrelerine farklılaşabilmeleri (54). 

Kemik iliği mikroçevresinin önemli bir bileşeni olan MKH’ler kemik, kas, 

kıkırdak, tendon, yağ ve kemik iliği stromal hücrelerine farklılaşma yeteneğine sahip olan 

multipotent öncü hücrelerdir (4). Son zamanlarda rejeneratif, immünosupresif, 

immünomodülatör ve anti-inflamatuvar özellikleri nedeniyle klinik ve preklinikte 

kullanıma girerek Avrupa Birliği Tıp Ajansı tarafından İlaç Hücre (Cell Drug) kapsamına 

alınmıştır (55). İmmünosupresif olmaları nedeniyle kanser, otoimmün hastalıklar, hasarlı 

doku ve organların onarımında immün yanıtı düşürmek için tedavi edici bir yaklaşım 

olarak ortaya çıkmıştır (5,6). 

2.2.1. Mezenkimal Kök Hücrelerin Tümör Mikroçevresindeki Rolü 

Osteosarkomların, osteoblast farklılaşma sürecinde MKH'lerden veya osteoblast 

öncü hücrelerinden geliştiğini gösteren çalışmalar olsa da (56,57) kökenine dair kesin bir 

kanıt yoktur. Bu sebeple özellikle genetik modifikasyon teknolojisi kullanılarak yapılacak 

çalışmalar OS'nin kökenini açıklamaya yardımcı olabilir. Klinik öncesi yapılan çalışmalar 

ile tümörlerin hücresel kökenini anlamak tedavi yaklaşımlarının belirlenmesinde oldukça 

önemlidir (58). 
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Mezenkimal kök hücrelerin tümör gelişimindeki etkileri de hala tam olarak 

anlaşılamamıştır (6). Kanser tipine bakılmaksızın, bazı çalışmalar MKH’lerin tümör hücre 

büyümesini inhibe edici etkileri olduğunu gösterirken, bazı çalışmalarda MKH'lerin tümör 

hücrelerinin sağ kalımını destekleyen proliferatif etkileri olduğunu göstermiştir (59,60). 

Çalışmalar kemik iliği kökenli MKH’lerin tümör dokusuna ve metastaz olan bölgelere 

yöneldiğini (61–63) ve o hücrelerle kaynaştığını (64) belirtmektedir ancak bunu hangi 

mekanizmalar ile gerçekleştirdiği tam olarak bilinmemektedir (61,65). 

2.2.2. Mezenkimal Kök Hücrelerden Salınan Sitokinler 

Sitokinler, hücre iletişiminde görev alan 5-20 kDa ağırlığında salgısal 

proteinlerdir. Spesifik reseptör ligandlarına bağlanarak hedef hücrede sinyal iletimini 

başlatırlar. Sitokinler, inflamasyon, otoimmün hastalıklar ve kanser patogenezinde önemli 

rol oynarlar (66). Tümör mikroçevresinde bulunan sitokinler, tümör hücreleri ve kanserle 

ilişkili hücreler arasında parakrin sinyal iletimi yoluyla haberleşme sağlar (47). Bu 

mikroçevrede interlökinler, tümör nekroz faktör ailesi, interferon ailesi ve dönüştürücü 

büyüme faktörü beta (TGF-β) protein ailesi gibi farklı fonksiyonlara sahip birçok sitokin 

bulunmaktadır (67).  

Tümör mikroçevresinin hücresel bileşenlerinden olan MKH’ler ile tümör hücreleri 

arasındaki iletişim esas olarak hücre dışı veziküller (mikroveziküller ve eksozomlar), 

sitokinler, sinyal yolları, immünoregülasyon ve miRNA aracılığıyla olmaktadır (68) 

(Şekil 2.4). Mezenkimal kök hücrelerden salgılanan birçok sitokinin tümörün 

beslenmesini, büyümesini ve anjiyogenezini uyarabileceği kabul edilmektedir (69). 

Ayrıca tümör hücrelerinden ya da hasarlı dokulardan salınan çeşitli sitokinler, kemokinler 

ve büyüme faktörleri de MKH reseptörlerine bağlanarak MKH’lerin damar dışına 

çıkmalarını ve hedefe yönelmelerini sağlamaktadır (70,71). 
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Şekil 2.4. Mezenkimal stroma ve tümör etkileşimi (68). 

 

Salgılanan bu sitokinler arasında interlökin-6 (IL-6) başrol oynar (72). IL-6, 

antijene özgü immün yanıtı ve inflamatuar reaksiyonları etkileyen birden çok hücre tipini 

etkileyen bir sitokindir (73). IL-6 monositler, fibroblastlar, T hücreleri ve birçok kanser 

hücresi tarafından salgılanır ayrıca B hücrelerinin farklılaşmasını uyararak antikor 

üretimini destekler (74). IL-6 salgısındaki artış inflamatuvar hastalıkların şiddetinin 

artmasına ve kanser gelişiminin hızlanmasına sebep olabilir (75). Kanser gelişiminde IL-

6’nın, proliferasyon, anjiyogenez, migrasyon, invazyon ve metastazı arttırdığı (76,77) ve 

IL-6 yıkımının in vitro osteosarkom hücrelerinde hem migrasyonu hem de invazyonu 

azalttığı çalışmalarda gösterilmektedir (74). 

İnterlökin-6’nın sekresyonu TGF-β1'e bağımlıdır (78). TGF-β1, hücre dışı matriks 

birikimini ve MKH’lerin proliferasyonunu indükleyen çok fonksiyonlu bir sitokindir (79). 

Makrofajlar, dendritik hücreler, doğal öldürücü hücreler, B hücreleri, T hücreleri, kanser 

hücreleri ve daha birçok hücre tarafından sentezlenen TGF-β; hücre bölünmesi 

(proliferasyon), farklılaşması (diferansiasyon), adhezyon, morfogenez, hücreler arası 
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matriks oluşumu ve apoptoz (programlı hücre ölümü) gibi çeşitli hücresel süreçlerin 

kontrolünü sağlamaktadır (80,81). Normal fizyolojik koşullar altında, TGF-β, hücrelerin 

büyümesini sınırlayarak ve apoptozu uyararak doku homeostazının sürdürülmesinde önemli 

rol oynamaktadır. TGF-β sinyalizasyonunun karsinogenezdeki rolü ise karmaşıktır (82). 

Hastalığın erken evrelerinde tümör baskılayıcı, sonraki evrelerde tümör destekleyicisi 

olarak görev yapmaktadır (82,83). Karsinogenez sürecinde TGF-β’nın anti-tümöral immün 

cevabı baskılanır. TGF-β sinyalizasyonunun kesilmesi Epitelyal Mezenkimal Geçişe 

(EMT) neden olarak kanserin ilerlemesini sağlar. Hücreler arası etkileşimlerin bozulması 

sonucu metastazlar oluşur (84). TGF-β, tümör hücrelerinde EMT'nin ana indükleyicisi gibi 

görünmektedir (85), ancak EMT'yi indüklemek için Wnt/β-katenin yolu dahil olmak üzere 

diğer sinyal yollarıyla da iş birliği yapmaktadır (86). 

Osteosarkom istilasının ilk aşamalarında, TGF-β gibi büyüme faktörleri, bozulmuş 

kemik matriksinden salınarak osteosarkom hücreleri üzerine etki eder ve paratiroid 

hormon ilişkili protein (PTHrP), IL-6 ve IL-11 salınımını uyarır. Bu sitokinler daha sonra 

osteoklastları uyararak proinflamatuar sitokinlerin daha fazla salınmasını sağlar ve kemik 

yıkımını aktive eder (87). Kemik yıkımını takiben, TGF-β'ler, tümör hücrelerini ve 

mikroçevresini hedefleyerek OS büyümesini ve metastatik yayılımını destekler. Reseptör 

aktivatör nükleer kappa-B ligandı (RANKL) ve IL-11 gibi osteolitik faktörlerin 

ekspresyonunu yükselterek kemik osteolizini ve protümoral faktörlerin salgılanmasını 

uyarır. Ayrıca Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü (PDGF) ve Vasküler Endotelyal 

Büyüme Faktörü (VEGF) ekspresyonunu ve dolayısıyla anjiyogenezi yukarı regüle eder. 

Son olarak, TGF-β'ler, immün hücre proliferasyonunu ve aktivitesini düzenleyerek 

immünosupresif etki gösterir (85) (Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5. TGF-β'nin osteosarkom tümörü ve metastaz gelişimindeki merkezi rolü (88). 

2.3. K Vitamini, Çeşitleri ve Osteosarkom Tedavisinde Yeri 

K vitamini, ilk olarak 1929'da anti-hemorajik aktiviteleri nedeniyle Henrick Dam 

tarafından tesadüfen tanımlanmıştır (89).  Pıhtılaşma proteinlerinin aktif formlarının 

sentezinde etkili olan K vitaminleri yağda çözünür ve normal koagülasyonun 

sağlanmasında önemli rolleri vardır (90–92). Biyokimyasal olarak 2-metil-1,4-naftakinon 

türevlerinden oluşmaktadır (93). İki doğal, bir sentetik olmak üzere üç gruptan oluşur; 

filokinon (K1), menakinon (K2) ve menadion (K3) (Şekil 2.6) (94).  
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Şekil 2.6. K vitaminlerinin kimyasal yapıları (K1: 2-metil-3 fitil-1,4-naftokinon; K2: 2-

metil-3-difarnesil-1,4-naftokinon; K3: 2-metil-1,4-naftokinon) (95). 

 

• K1 vitamini (fitonadion ya da filokinon) diyet yoluyla alınan K vitaminlerinin esas 

kaynağıdır. Yeşil yapraklı bitkiler (lahana, maydonoz, brokoli, ıspanak vb.), kivi, 

yeşil üzüm, avokado, soya fasülyesi, kişniş, yeşil çay, kanola, zeytinyağı gibi besin 

kaynaklarında bol bulunur (96). 

• K2 vitamini (menakinon) fermentasyon yapan mikroorganizmalar ve insanda 

terminal ileum ile kolonda bulunan bağırsak bakterileri tarafından sentezlenir (90). 

Menakinon-n (MK-n) olarak adlandırılan bir dizi K vitamini formunu içerir; n, 

tekrarlayan 5-karbon birimlerinin sayısını yansıtır. Ana diyet menakinonları MK-4 ile 

MK-10'dur (96). Balık, yumurta, karaciğer, böbrek, süt, tereyağı ve fermente peynir 

gibi hayvansal gıdalarda bulunur. Menakinonlar, düşük yoğunluklu lipoproteinler 

tarafından karaciğerden kemik gibi ekstrahepatik dokulara taşınır (96). 

• K3 vitamini (menadion) sentetik olarak üretilip provitamin olarak kullanılan 

formudur. Karaciğerde protrombin biyosentezi, kan plazmasındaki protrombinin 

arttırılması ve kanın pıhtılaşması için gereklidir (93). K3 vitamininin yüksek 

dozları alerjik reaksiyonlar, hemolitik anemi ve karaciğer hücrelerinde 
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sitotoksisite gibi çeşitli yan etkilere neden olduğundan dolayı toksik olarak kabul 

edilir (97). 

K vitamini, K vitaminine bağımlı proteinlerin post-translasyonel modifikasyonunda 

bazı glutamik asit rezidülerinin γ-karboksiglutamik aside (Gla) dönüşümünü sağlayan 

enzimatik reaksiyonun kofaktörüdür (98). K vitamini bağımlı proteinlerin karboksilasyonu 

hemostazın sağlanması, kemik metabolizması, büyümenin devamı ve sinyal iletimi için 

gereklidir (90,99). K2 vitamini, osteoblastik aktiviteyi uyarır ve osteoblastların hücre dışı 

matrisinde osteokalsin birikimini arttırarak kemik mineralizayonunda önemli rol oynar 

(98,100,101). Menakinonların hem pro-osteoblastik hem de anti-osteoklastojenik 

özelliklere sahip olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, kemik mineral yoğunluğunu korumak yerine 

kemik kalitesini iyileştirme etkisine de sahiptir (100). 

Son yıllarda yapılan birçok çalışma, K vitamininin anti-tümör etkilerini 

araştırmıştır. Bu çalışmalar K vitamininin lösemi, hepatoselüler karsinom, akciğer, meme, 

mesane ve prostat kanserleri dahil olmak üzere kanser hücrelerinde büyümeyi inhibe 

ettiğini ve apoptozu indüklediğini göstermiştir (102–107). Buna karşılık K vitamininin 

osteosarkom hücreleri üzerindeki etkilerine yönelik çalışmalar çok nadirdir (10).  

2.4. Hücre Ölüm Yolakları 

Morfolojik kriterlere dayalı olarak üç farklı hücre ölüm yolağı tanımlanmıştır: 

1. Tip I (nükleer dejenerasyon/apoptoz), 

2. Tip II (sitoplazmik vakuolizasyon/otofajik hücre ölümü) 

3. Tip III dejenerasyon (hücre yırtılması/nekroz) (108). 
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2.4.1. Apoptoz 

2.4.1.1. Apoptozun Tarihçesi 

Apoptoz, normal gelişim sırasında organizmanın ihtiyaç duymadığı, istenmeyen 

veya hasarlı hücrelerin ortadan kaldırılması için evrimsel olarak korunmuş programlı 

hücre ölümüdür (109). Yunancada apo (ayrı) ve ptosis (düşen) kelimelerinin birleşmesi 

ile oluşan apoptozis terimi çiçek veya ağaç yapraklarının dökülmesini tanımlar (110). 

Işık mikroskobu ve boyama yöntemlerinin keşfiyle 1920 yılında hücre ölümü ile 

ilgili ilk olarak nekroz tanımlanmıştır (111). 1972 yılında Kerr, Wyllie ve Currie 

tarafından iskemiye maruz kalan dokuda nekrozdan farklı olan hücre ölümü gözlenmiştir  

(110). 1980 yılında ise Wyllie programlanmış hücre ölümü olan apoptozun biyokimyasal 

araştırmalarının temelini sağlamıştır (112). Duke ve arkadaşları 1983 yılında jel 

elektroforezi sistemi ile apoptozda endonükleazların aktive olarak DNA’nın 

parçalandığını göstermiştir. Bu sayede apoptotik hücre ölümünün ilk biyokimyasal kanıtı 

gösterilerek apoptozis konulu çalışmalar ivme kazanmıştır (113). 

Apoptozun artması nörodejenaratif (Alzheimer, Huntington, Parkinson), 

hematolojik (aplastik anemi, Fanconi anemisi), otoimmün (multipl skleroz, romatoid 

artrit, skleroderma) bozukluklara; azalması ise kanser, viral enfeksiyonlar, metabolik 

hastalıklara yol açar (114). 

Çok hücreli organizmalarda homeostaz hücre farklılaşması, proliferasyonu ve 

ölümü arasındaki denge ile sağlanır (115). Hücre proliferasyonu hakkında birçok şey 

bilinmesine rağmen hücre ölümünün altında yatan moleküler mekanizmalar hala tam 

olarak anlaşılamamıştır (116). Bir hücrenin apoptoza girme kararı, çok çeşitli düzenleyici 

uyaranlardan etkilenebilir (115). Apoptotik süreç hücre içi ve hücre dışı uyaranlar 

tarafından aktive edilir. Serbest radikaller, oksidanlar, ilaçlar, bazı nörotransmitterler, 

glukokortikoidler, TGF-β, tümör nekroz faktörü (TNF), nöron büyüme faktörü, koloni 

uyarıcı faktörler, insülin benzeri büyüme faktörü, ultraviyole ve iyonize edici radyasyon 

dış uyaranlardır. Tümör süpresör (baskılayıcı) gen olan p53, onkogenler, gıda yetersizliği-
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antimetabolitler, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler ise iç uyaranlardır 

(114,117,118). 

Apoptoz, tipik olarak, çok çeşitli hücresel proteinleri parçalayan bir sistein proteaz 

ailesi olan kaspazların aktivasyonu tarafından yönlendirilir. Kaspaz proteazlarının 

aktivasyonuna göre içsel ve dışsal olmak üzere iki ana yolak vardır (119). 

İçsel yolak (İntrinsik Yol / Mitokondri Aracılı Apoptoz) 

DNA hasarı, büyüme faktörü eksikliği, oksidatif stres ve ultraviyole radyasyon 

gibi çeşitli hücre içi uyaranlar tarafından aktive edilir. Bcl-2 protein ailesinin proapoptotik 

(Bid, Bak ve Bax) ve antiapoptotik (Bcl-2 ve Bcl-XL) üyeleri tarafından yönetilir (120) 

(Tablo 2.2). Mitokondriyal sitokrom c salınımı ile serbest kalan sitokrom c, Apaf-1’e 

bağlanır. Apaf-1’in oligomerizasyonu kaspaz-9 aktivasyonunu indükler ve apoptozom 

denilen kompleks oluşur (119). 

 

Tablo 2.2. Apoptozis ve genler (111). 

Proapoptotik genler Antiapoptotik genler 

• Bcl-2 ailesinden; 

  Bid, Bak, Bax, Bad, Bik, Bcl-XS, Hrk1 

• c-myc 

• p53, p21 

• Fas (APO-1/CD95) 

• FADD/MORT1, RIP 

• İnterlökin dönüştürücü enzim benzeri 

proteinler (İCE) 

• LOH (MTS1/CDK41) 

• Bcl-2 ailesinden; 

  Bcl-XL, BHRL-1, Bcl-W, Bfl-1, Brag-1, 

Mcl-1, A1 

• c-abl 

• p35 

• ras onkogeni 

• çözünebilir Fas 

• A20 
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Dışsal yolak (Ekstrinsik Yol / Reseptör Aracılı Apoptoz) 

Apoptozis hücre ölüm reseptörleri olarak bilinen TNF reseptörü 1 (TNF-R1), Fas 

(APO-1/CD95), TNF ile ilişkili apoptozu indükleyen ligand dahil olmak üzere TNF 

ailesinin ölüm reseptörlerinin aktivasyonu yoluyla tetiklenir (120). TRAIL ve FAS gibi 

membran ölüm reseptörlerine bağlanan ligand, pro-kaspaz-8'in aktivasyonuna neden olur 

bu da kaspaz-3 ve -7'nin aktivasyonunu tetikleyebilir ve hücre ölümüne yol açan TRAIL 

ve FAS ligandı gibi dış faktörler tarafından indüklenir (119). 

Tümörler içsel yol aracılığıyla apoptoz indüksiyonuna dirençli hale getiren 

mutasyonlar geçirdiklerinden, kanser tedavisinde sıklıkla dışsal apoptoz yolakları 

hedeflenir (120). 

2.4.1.2. Morfolojik Değişklikler 

Apoptoz mekanizması enerji gerektiren aktif ve fizyolojik bir süreçtir. 

Mitokondriyonlar tarafından ölüme götüren faktörlerin salınımı Bcl-2 protein ailesi 

tarafından kontrol edilir. Apoptoza uğrayan hücre komşu hücrelerle olan temasını 

kaybederek morfolojik olarak küçülür. Su kaybederek büzüşen hücrede zar proteinleri 

yıkılır ve hücre zarında kabarcıklar oluşur. Sitoplazma yoğunlaşır. Nükleer membranın 

yakınında yoğunlaşan kromatinin yıkılması ile artan büzüşme sonucu ışık mikroskobunda 

yoğun ve koyu boyanan küçük yapılar olan piknotik çekirdekler görülür. Nükleozomlar 

arasında DNA’yı parçalara ayıran endonükleazlar aktive olur. Apoptoz sonucunda 

artıkların ortadan kaldırılması için özelleşmiş hücrelerce fagosite edilen zarla çevrili 

küçük apoptotik cisimler oluşur. Enflamatuar reaksiyon olmaksızın apoptotik cisimler 

fagositik hücrelerce uzaklaştırılır (121,122).  

Apoptotik hücreler nekrozdan farklı olarak parçalandıktan sonra içeriklerini dış 

ortama salmazlar (122). Apoptozun hatalı düzenlenmesi sonucu hücre sağkalımında 

oluşan değişiklikler kanser, viral enfeksiyonlar, otoimmün hastalıklar, nörodejeneratif 

bozukluklar ve AIDS (edinilmiş immün yetmezlik sendromu) dahil olmak üzere birçok 

hastalığının patogenezine katkıda bulunur (115,123). 
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2.4.1.3. Apoptoz Tayininde Kullanılan Yöntemler 

Apoptozun belirlenmesi için çeşitli morfolojik ve biyokimyasal yöntemler 

geliştirilmiştir. Apoptoza gitmek için sinyali alan hücrede birçok değişiklik oluşmaktadır. 

Bu süreçte nükleus, sitoplazma, mitokondri veya hücre membranında değişimler olur. 

Hücre membranının sitoplazmik yüzeyinde bulunan fosfotidilserinin hücre membranının 

dış yüzeyine çıkması en belirgin değişimlerdendir. Membranda oluşan bu yer değişikliği 

hücre ölümünün erken dönemlerinde meydana gelir. Hücrenin dış yüzeyine yerleşen 

fosfatidilserine bağlanma özelliği olan Anneksin V, floresan bir madde (FITC) ile 

işaretlenerek apoptotik hücrenin görünür hale gelmesini sağlar. Anneksin V-FITC 

kompleksinin fosfatidilserine bağlanma oranı akım sitometri ile ölçülebilmektedir. Bu 

yönteme ikinci bir boya olarak eklenen propidyum iyodür (PI) ölü hücrelerin boyanmasına 

imkân sağlar. Böylece Anneksin V-FITC ve PI ile eş zamanlı yapılan boyama canlı ve ölü 

hücrelerin belirlenmesini sağlar (124). 

Apoptoz tayininde kullanılan yöntemler: 

• Morfolojik görüntüleme yöntemleri (Hematoksilen-Eozin boyama, Giemsa 

boyama, Elektron mikroskopi, Floresan mikroskopi, Faz kontrast mikroskopi) 

• İmmünohistokimyasal yöntemler (M30 yöntemi, Annexin V, TUNEL, Kaspaz 3) 

• Biyokimyasal yöntemler (Agaroz jel elektroforezi, Western blotting, Akım 

sitometri) 

• İmmünolojik yöntemler (ELİSA, Fluorimetrik Yöntem) 

• Moleküler biyoloji yöntemleri (117,125). 
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2.4.2. Otofaji 

Yunanca “kendi kendini yeme” anlamına gelen otofaji; açlık, büyüme faktörü 

eksikliği, hipoksi durumunda hücre içindeki organellerin ve sitoplazmik yapıların 

lizozomlar tarafından parçalandığı katabolik bir süreci ifade eder (126,127). Otofaji 

sonucunda lizozomlarda veya vakuollerde üretilen metabolitler, yeni makromoleküllerin 

sentezi için enerji kaynağı ya da yapı taşı olarak yeniden kullanılır. Yıkım için hedeflenen 

sitoplazmik yapıların otofagozom denilen çift zarlı veziküllere paketlenerek lizozoma 

taşınması ile tanımlanan otofaji, hücresel içeriğin lizozoma nasıl gönderildiğine bağlı 

olarak üç çeşittir: Makrootofaji, mikrootofaji ve şaperon aracılı otofaji (126). 

Otofajinin kanser metabolizmasında rolü metastatik ve anti-metastatik olduğunu 

gösteren çalışmalar nedeniyle tartışmalıdır. Otofaji, kanser metastazının ilk evresinde, 

tümör nekrozunu ve immün hücre infiltrasyonunu kısıtlayarak metastazı antagonize eder. 

Böylece, kanser hücrelerinin birincil bölgeden yayılmasını önlemeye çalışır. Metastazın 

ileri evrelerinde ise malign hücreler ekstraselüler matriksten ayrılarak başka bir bölgede 

kolonize olur ve bu yeni ortamdaki metastatik hücreleri indükleyerek, metastazın 

destekleyicisi olarak hareket edebilir. Kanser hücreleri, genetik mutasyonlar veya 

epigenetik modifikasyonlar üreterek programlanmış hücre ölümünden kaçmak için çeşitli 

stratejiler geliştirir. Bu nedenle, tek tip programlanmış hücre ölümünü indüklemek kanser 

metastazının tedavisi için yeterli olmayabilir. Farklı hücre ölümü indükleyicilerinin 

kombine kullanımı, metastatik hücreleri öldürmek için daha doğru bir yaklaşım olacaktır 

(128–130).   

2.4.3. Nekroz 

Nekrozda hücre zedelenmesi meydana geldiğinden süreç pasif ve patolojiktir. 

Hücre membranı hasarı sonucu su ve ekstraselüler iyonlar çevreye sızar. Organeller geri 

dönüşümü olmayan değişikliklere uğrarlar. Lizozomal enzimler ekstraselüler alana 

verilirken komşu dokuda hasara ve ileri düzeyde enflamatuar yanıta neden olur (118,121). 
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2.5. Wnt/β-Katenin Sinyal Yolağı 

Wnt/β-katenin yolağı hücre bölünmesi ve farklılaşması gibi önemli biyolojik 

süreçleri kontrol eden evrimsel olarak korunmuş bir sinyal yoludur. Ayrıca hem 

embriyonik hem erişkin dönemde hücre kutuplaşmasının sağlanması, hücre siklusunun 

düzenlenmesi, hücre adezyonu, anjiogenez, apoptozis ve adipogenez gibi biyolojik 

olaylarda rol oynar (131,132) (Şekil 2.7). 

 

 
 

Şekil 2.7. Wnt/β-Katenin sinyal yolağının apoptozdaki rolü (129). 

 

Temel olarak üç farklı Wnt sinyal yolağı tanımlanmıştır; bu yolaklardan biri olan 

Wnt/β-katenin (kanonik) yolağı kanser gelişiminde önemli rol oynamaktadır (134,135). 

Wnt/β-katenin sinyal yolağında, Wnt ligandının Frizzled (Fz) reseptörüne ve Fz’nin ko-

reseptörü olarak tanımlanan düşük yoğunluklu lipoprotein reseptör ilişkili protein olan 

LRP5/6 proteinine bağlanması ile birlikte hücre içi sinyalizasyon başlar. Böylelikle Wnt 

sinyal mekanizmasının başlatılabilmesi için gerekli olan üçlü yapı (Fz-Wnt-LRP5/6) 
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birbirleriyle bağlantı kurmuş olur (136–138) (Şekil 2.7). Bu bağlanmanın sonrasında 

sinyal önce sitoplazmaya geçer ve DVL (dishevelled) fosforilasyonu uyarılır. Daha 

sonrasında bu fosforilasyon Axin, APC (adenomatous polyposis coli), CK1 (casein kinase 

1), GSK-3 (glycogensynthase kinase 3)’ten oluşan yıkım kompleksini dağıtarak, β-katenin 

stabilizasyonunu sağlar ve β-kateninin nükleer translokasyonuna izin verir. Çekirdeğe 

giren β-katenin, transkripsiyon faktör ailesi olan TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid 

enhancer factor) üyelerine bağlanarak hücrenin proliferasyonunu sağlayacak çok sayıda 

Wnt hedef geninin transkripsiyonunu sağlar (139–141). 

Wnt sinyali yokluğunda ise β-kateninin sitoplazmada yıkımı sağlanır. 

Hücrede üç farklı lokalizasyonda (membranda, sitoplazmada ve nükleusta) 

bulunabilen β-kateninin sitoplazmada parçalanamaması sonucu nükleusa geçmesiyle 

malign süreç başlar ve nükleusta onkojenik genler aktive olur (Şekil 2.8). Bu sinyal 

yolunda görev alan çeşitli biyomoleküllerde meydana gelen bazı patolojik 

değişiklikler hem Wnt/β-katenin sinyal yolunun kontrolsüz aktivasyonuna, hem de 

kanser başta olmak üzere birçok ciddi hastalıkların oluşmasına neden olabilmektedir 

(131,142). Dolayısıyla bu sinyal yolu ve bu yolda görev alan biyomoleküllerin 

aydınlatılması hem oluşumlarında rol oynadıkları hastalıkların etiyolojilerinin 

ayrıntılı biçimde ortaya konulmasında hem de bu hastalıkların tedavisi için yeni 

hedef moleküllerin belirlenmesinde oldukça önemlidir (132). 
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Şekil 2.8. Wnt/β-Katenin sinyal yolağı (143). 

 

2.5.1. Osteosarkomda Wnt/β-Katenin Sinyal Yolağı 

Osteosarkom patogenezinde Wnt/β-katenin sinyallemesinin rolü tam olarak 

anlaşılamamıştır (45,134,142). Wnt/β-katenin sinyali, normal osteoblast farklılaşması ile 

ilişkilidir. Anormal Wnt/β-katenin sinyali normal kemik gelişimini bozmakta ve 

osteosarkomda sıkça görülmektedir (144). Wnt sinyal yolunun anahtar molekülü olan β-

kateninin OS hücrelerinde ekspresyonunun arttığı, bu durumun da uzak metastaz ve kötü 

prognozla ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar mevcut olmasına rağmen aşırı 

ekspresyonunun klinikteki önemi hala belirsizliğini korumaktadır (145). Multifaktöriyel 

bir protein olan β-katenin hücre proliferasyonu, hücre farklılaşması ve apoptoz ile 

ilişkilidir. Osteosarkom hücrelerinde anormal Wnt aktivasyonunu spesifik olarak 

hedefleyen terapötik ajanların geliştirilmesi ise hala araştırılmaktadır (142). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1.  Sağlıklı Verici Kemik İliği Örneklerinin Toplanması ve Mononükleer 

Hücre İzolasyonu 

Çalışmamız için Ankara Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik 

Kurulu’na başvurulmuş olup, kurulun 17.03.2021 tarihli toplantısında çalışmamızın 

gerçekleştirilmesinde etik sakınca bulunmadığına karar verilmiştir (Onay/Protokol 

No:2021/28). Çalışmamız için Ankara Şehir Hastanesi/Çocuk Hastanesi Kemik İliği 

Nakil Ünitesine veya Hematoloji bölümüne allojenik nakil için başvuran kişilerin sağlıklı 

vericilerinden kemik iliği örneği alındı. Sağlıklı vericiler seçilirken, geçirilmiş ya da 

geçirmekte olduğu onkolojik veya enfeksiyon hastalığının olmamasına, kemik iliği örneği 

vermesine fiziksel ve tıbbi engel olmamasına dikkat edildi. Sağlıklı vericilerden alınan 

onam sonrası ameliyathane ortamında posterior iliak krestten alınan kemik iliği 

aspirasyonu sonrası 2-5 ml kadar kemik iliği örneği çalışma için ayrıldı. 

Sağlıklı vericilerden alınan kemik iliği aspirasyonu örnekleri Ankara Şehir 

Hastanesi/Çocuk Hastanesi/Kök Hücre Laboratuvarına ulaştıktan sonra dansite gradient 

yöntemi ile mononükleer hücre (MNH) izolasyonu yapıldı (Şekil 3.1). 

*   Kemik iliği örnekleri aynı volümde (1/1) Phosphate Buffer Solution (PBS) 

(AppliChem, Almanya) ile seyreltildi. 

*   Ayrı bir tüpte seyreltilmiş kemik iliğiyle aynı volümde (1/1) fikol (Cegrogen 

Biotech, Almanya) hazırlandı ve seyreltilen ürün fikol üzerinde tabaka 

oluşturacak şekilde damla damla eklendi. 

*   Tüp içerisindeki örnek 2000 rpm’de 15 dakika santrifüj (Eppendorf 5702, 

Almanya) edildi. 

*   Santrifüj sonrasında buffy coat (MNH) pastör pipeti ile toplandı ve steril 

falkon tüpe alındı. 
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*   Hücreleri içeren pellet üzerine 10 ml PBS eklenerek homojenize edildi ve 

2000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 

*   Pellet haline gelen hücreler üzerine %60 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

Low Glucose w/L-Glutamine (DMEM-LG), %30 Fetal bovine serum (FBS) 

(Biochrom, Almanya) ve %10 Dimetil sülfoksit (DMSO) (OriGen, ABD) 

içeren dondurma (freezing) solüsyonu eklenerek 2 ml’lik kriyoviallerde 

alikuatlandı. +4 ºC’de 1 saat, -20 ºC’de 4 saat, -80 ºC’de 24 saat bekletildikten 

sonra -196 ºC sıvı azot tanklarına (MVE-1500-Series-190, Chart) alındı. 

 

Şekil 3.1. Mononükleer hücre izolasyonu için örneğin fikol üzerine alınması (sol), Fikol 

ile dansite gradient yönteminin uygulanması sonrası hücre tabakalarının oluşumu (sağ). 

3.2.  Mononükleer Hücrelerden Mezenkimal Kök Hücre Elde Edilmesi ve 

Kültürü 

*  Azot tankından alınan kriyovialler oda ısısında hızlıca çözüldü. Çözülen 

hücreler yeni bir tüpe alınarak ortamdaki dondurma solüsyonunu 

uzaklaştırmak için 5 ml PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Hücre pelleti üzerine 5 ml büyüme besiyeri [DMEM-LG (Lonza, ABD), %10 
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fetal sığır serumu, %1 penisilin-streptomisin (Biochrom, Almanya), %1 

antifungal (Candisept)] eklenerek 25 cm2’lik (T25) flaska aktarıldı ve 37 

°C’de %5 CO2’li inkübatörde kültüre edildi. 

*  Kültür flaskı tabanına yapışan hücreler gözlendikten sonra her 3 günde bir 

kültür besiyeri tazelendi. Böylece yapışmayan hematopoetik hücrelerin 

ortamdan uzaklaştırılması sağlandı. 

*  Yapışkan karakterdeki hücrelerin %80-90 oranında (konfluent) çoğalarak 

kültür kabını doldurması beklendi. Konfluent hale gelen hücreler pasaj 1’e 

geçirildi. Bu işlem için önce hücre kültür ortamından besiyeri uzaklaştırıldı 

daha sonra ortama PBS eklenerek hücreler yıkandı. 

*  Hücre kültür ortamından PBS uzaklaştırılarak hücrelerin üzerine 2 ml %0.05 

tripsin/EDTA (Biochrom, Almanya) konuldu ve inkübatörde yaklaşık 5-10 

dakika beklendi. Bu aşamada hücrelerin yüzeyden ayrılıp ayrılmadıkları 

invert mikroskopta (Olympus CKX41) kontrol edildi. 

*  Bir süre sonra kültür flaskındaki hücreleri tripsinin etkisinden uzaklaştırmak 

için besiyeri eklenerek kalkmış olan tüm hücreler steril bir falkona aktarıldı 

ve 2000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 

*  Santrifüj sonrası üstte kalan süpernatant atıldı ve pellet 1 ml besiyeri eklenerek 

resüspanse edildi. Sayım için hazırlanan örnekten 20 μl, tripan mavisinden 20 

μl (eşit hacimde olmalı) ependorf tüpe alındı ve pipetaj yaparak homojenize 

edildikten sonra Thoma lamına aktarılarak mikroskop altında sayıldı. Sayım 

sonucuna göre pasaj 1’e geçecek hücreler ekim için hazırlandı. 1 mL’deki 

canlı hücre sayısı aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

Canlı hücre sayısı (hücre/mL) = Tüm alanlarda sayılan hücre sayısı x Dilüsyon katsayısı x 104 
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3.3. Mezenkimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu  

3.3.1. Morfolojik Analiz 

Kemik iliği aspirasyonu ile elde edilip pasaj 2’ye getirilen hücrelerin morfolojik 

özellikleri çalışma süresince invert mikroskop ile incelendi. 

3.3.2. Farklılaşma Testleri 

Çoğaltılan pasaj 2’deki MKH’ler adipojenik ve osteojenik farklılaşmayı uyaran 

besiyeri ortamında üç hafta kültüre edildikten sonra farklılaşma potansiyelleri 

değerlendirildi. 

Adipojenik Farklılaşma 

*  MKH’lerin kültür kabında %80 yoğunluğa ulaşması beklendi. Yoğunluğa 

ulaşmış hücreler 5 ml PBS ile yıkandı ve üzerlerine 2 ml adipojenik 

farklılaşma besiyeri (MesenCult Adipogenic Differentiation Supplement-

Human, Stemcell, Kanada) eklenerek iki günde bir kültür ortamı tazelendi. 

*  Üç hafta sonunda flasklardaki besiyerleri toplanarak PBS ile yıkandı ve 

hücreler 5 ml %10 formol (Sigma, ABD) ile fikse edildi. 

*  Fiksasyonun ardından formol uzaklaştırılıp distile su ile yıkama işlemi 

yapıldı.  

*  5 ml %70 izopropanol eklenerek 5 dk beklendi.  

*  5 ml Oil Red O (Sigma, ABD) boyası eklenerek 5 dk oda ısısında beklendi ve 

distile su ile yıkama yapıldı. 

*  Hücrelerin çekirdek boyaması için flaska 5 ml Hematoksilen eklendi ve distile 

su ile yıkama yapıldı. 

*  Dijital görüntüleme sistemi ile (Olympus CKX41) flaskların fotoğrafları 

çekildi. 
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Osteojenik Farklılaşma 

*  Osteojenik farklılaşma için üretilen hücreler 5 ml PBS ile yıkandı ve 

üzerlerine 5 ml osteojenik farklılaşma besiyeri (MesenCult Osteogenic 

Stimulatory Kit, Stemcell, Kanada) eklenerek iki günde bir kültür ortamı 

tazelendi. 

*  Üç hafta sonunda flasklardaki besiyerleri toplanarak PBS ile yıkandı ve 

hücreler 5 ml %4 paraformaldehit ile 30 dk oda ısısında fikse edildi. 

*  Fikse edilen hücreler distile su ile yıkanarak paraformaldehitin ortamdan 

uzaklaştırılması sağlandı. 

*  Flasklara 5 ml Alizarin Red boyası (Sigma, ABD) eklenerek 20 dakika oda 

ısısında bekletildi ve distile su ile yıkama yapıldı. 

*  Dijital görüntüleme sistemi ile (Olympus CKX41) flaskların fotoğrafları 

çekildi. 

3.3.3. Akım (Flow) Sitometri ile İmmünfenotip Analizi 

Kemik iliği kökenli MKH’lere özgü hücre yüzey belirteçleri akım sitometri cihazı 

ile (NovoCyte 3000 Akım Sitometrisi, ACEA, ABD) analiz edildi.  

*  Hücrelerin yüzey moleküllerinin analizi için pasaj 2 MKH’ler kullanıldı. 

*  Kültür kabında üretilen hücreler istenilen yoğunluğa ulaştıktan sonra tripsin-

EDTA ile kaldırılıp hücre süspansiyonları hazırlandı. 

*  Homojenize edilen hücre pelleti akım sitometri tüplerine eşit dağıtılarak 

üzerlerine 100 μl PBS-BSA-NaN3 (FACS) eklendi. 

*  Her birinden 5 μl olacak şekilde CD73 (344006, Biolegend), CD90 (328110, 

Biolegend), CD105 (323218, Biolegend) ve CD34 (343604, Biolegend) 

antikorlarından eklendi (Tablo 3.1). 
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*  Tüpler oda ısısında karanlıkta 30 dakika inkübe edildi; inkübasyon sonrası 2 

kez FACS buffer eklenerek 4 °C’de 1800 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. 

*  Santrifüj sonrası süpernatant döküldü, pelletin üzerine 200 μl PBS eklenerek 

resüspanse edilip immünofenotipik özelliklerinin belirlenmesi için akım 

sitometri cihazında analiz edildi. 

 

Tablo 3.1. MKH’lerin karakterizasyon analizinde kullanılan belirteçler. 

Antikor Antikor yanıtı 

CD73-APC Pozitif 

CD90-PE Pozitif 

CD105-PE/Cy7 Pozitif 

CD34-FITC Negatif 

 

3.4. İnsan Osteosarkom Hücre Hattı (Saos-2) Kültürü 

Çalışmamızda kullanılan Saos-2 hücre hattı Ankara Yıldırım Beyazıt Üniversitesi 

Merkez Araştırma Laboratuvarı Uygulama ve Araştırma Merkezi (Gıda, Tarım ve 

Hayvancılık Bakanlığı Şap Enstitüsü, HÜKÜK Kayıt No:02111901) tarafından hediye 

edildi. -196 °C’deki sıvı azot tankından alınan hücreler oda ısısında hızlıca çözüldü. 

Kriyovialde çözülen hücreler yeni bir tüpe alınarak ortamdaki dondurma solüsyonunu 

uzaklaştırmak için 5 ml PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Hücre pelleti 

üzerine 5 ml büyüme besiyeri [DMEM-LG High Glucose (Lonza, ABD), %10 fetal sığır 

serumu, %1 penisilin-streptomisin, % 1 antifungal] eklenerek 25 cm2’lik flaska aktarıldı 

ve 37 °C’de %5 CO2’li inkübatörde kültüre edildi. Üç günde bir besiyeri ortamı 

değiştirildi. 
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Konfluent yapıya ulaşan hücrelerin üzerindeki besiyeri aspire edilerek 

uzaklaştırıldıktan sonra steril PBS ile yıkandı ve üzerine 2 ml tripsin enzimi konularak 

yaklaşık 5 dakika inkübe edildi. Tripsin hacminin iki katı besiyeri konularak süspansiyon 

haline gelen hücre steril falkon tüpe aktarılarak 1800 rpm’de 10 dakika santrifüjlendikten 

sonra süpernatant atıldı ve dipte kalan pellet 1 ml besiyeri ile sulandırılarak sayım yapıldı. 

Sayım sonrası hücre yeni bir flaska ekilerek pasaj atlatıldı.  

3.5. K2 Vitamini Dozlarının Belirlenmesi 

3.5.1. K2 Vitamininin Hazırlanması 

Çalışmada kullanılan K2 vitamini (V9378-250mg, Sigma-Aldrich) toz halde temin 

edildi. K2 vitamini, dimetil sülfoksit (DMSO) içinde çözüldü. Konsantrasyonu 10 mM 

olacak şekilde hazırlanan stok çözeltiler 0.2 μM filtrasyon ile sterilize edilerek tek 

kullanımlık alikuatlara bölünüp -20 ºC’de saklandı. 500 μM ara stok solüsyonu besiyeri 

ile dilüe edilerek 5 μM, 10 μM, 25 μM, 50 μM, 75 μM, 100 μM ve 200 μM K2 vitamini 

dozları hazırlandı.  

3.5.2. İn Vitro Sitotoksisitenin XTT Testi ile Belirlenmesi 

K2 vitamininin Saos-2 hücreleri üzerine sitotoksik etkisinin olup olmadığı ya da 

sitotoksik etkisinin ne düzeyde olduğunu tayin etmek amacıyla hücre canlılık testi yapıldı. 

48. ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkilerini değerlendirmek için XTT (30007, Biotium) 

hücre canlılık kiti kullanıldı. 

XTT [2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide] 

yapısındaki tetrazolyum tuzları metabolik aktif hücreler tarafından turuncu renkli 

formazan kristallerine indirgenir. Oluşan formazan kristallerinin miktarındaki artış 

metabolik olarak aktif hücre sayısıyla doğru orantılıdır. Turuncu renkli formazan suda 

çözünür ve yoğunluğu bir spektrofotometre ile ölçülebilir (146).  

96 kuyucuklu hücre kültür plaklarına ekilen Saos-2 hücreleri (5x103) kuyu başına 

100 μl besiyeri konularak %5 CO2 ortamında 24 saat inkübasyona bırakıldı. Hücrelerin 

tutunmalarını takiben kültür ortamındaki besiyeri uzaklaştırılarak 5 μM, 10 μM, 25 μM, 
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50 μM, 75 μM, 100 μM ve 200 μM konsantrasyonlarında K2 vitamini içeren taze 

besiyerleri eklenerek 37 °C’de 48 ve 72 saat boyunca inkübe edildi. Ayrıca hücrelerin 

besiyeri ortamında kültüre edildiği ‘kontrol’ ve besiyeri ortamı %0.1-2 oranında DMSO 

içeren ‘DMSO kontrol’ grupları da oluşturuldu. Süre sonunda her kuyucuğa 50 μl XTT 

reaksiyon solüsyonu eklendi. Işık almaması için alüminyum folyoya sarılarak iki saat 

37°C’de %5 CO2 içeren ortamda inkübe edildikten sonra ELİSA okuyucusunda (Thermo 

Scientific, Varioskan Flash Multiplate Reader) 475 nm ve 630 nm (arka plan) dalga 

boylarında ölçümü yapıldı. Normalleştirilmiş absorbans değerleri elde etmek için arka 

plan absorbansını sinyal absorbansından çıkararak elde edilen değerler hücre canlılığı 

hesaplamalarında kullanıldı. Hücre canlılık yüzdeleri kontrol grubu baz alınarak 

hesaplandı. Test farklı zamanlarda üç kez tekrar edildi. Sitotoksisitenin yüzde canlılık 

üzerinden hesaplanmasında aşağıdaki formül kullanıldı; 

% Canlılık = (K2 vitamini içeren kuyucukların absorbans ortalaması/pozitif kontrol 

kuyucuklarının absorbans ortalaması) x 100 

3.5.3. IC50 Değerinin Hesaplanması 

Farklı zamanlarda K2 vitamini uygulanan Saos-2 hücrelerinin sitotoksisite testi 

sonucu elde edilen canlılık absorbans değerleri kontrol değeri (K2 vitamini 

uygulanmayan) ile normalize edildi. Normalizasyon sonucu elde edilen absorbans 

değerleri Graphpad Prism 8 programı kullanılarak grafize edildi ve bu inkübasyon süreleri 

için elde edilen IC50 (Half-maximal inhibitory concentration) değerleri hesaplandı. 

Böylece K2 vitamininin apoptotik etkilerinin araştırılacağı dozlar ve inkübasyon süreleri 

belirlendi. 

3.6. Ko-Kültür Deney Sistemlerinin Oluşturulması 

Hücre kültürü ile yapılan ko-kültür çalışmaları membranlı ve membransız olarak 

yapılabilmektedir. Çalışmada kullandığımız membranlı (indirekt) ko-kültür yöntemi, 

kültür ortamında kullanılan hücrelerin birbirleri ile hücre-hücre teması olmadan çözünür 

faktörlerin difüzyonu (parakrin) yoluyla etkileşimini sağlamaktadır (147) (Şekil 3.2). 

Daha çok adeziv karakter gösteren hücrelerde tercih edilmektedir. 
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Membransız (direkt) ko-kültür yönteminde ise doğrudan hücre-hücre ve hücre-

hücreler arası matriks etkileşimi ve çözünür faktörler yoluyla sinyalleşme olmaktadır 

(148). Özellikle farklı adezyon karakteri gösteren hücrelerin ko-kültür çalışmalarında bu 

yöntem kolaylık sağlamaktadır. Tez çalışmamızda kullanılan her iki hücre tipinin de 

(Saos-2 ve MKH) flaska yapışma özelliği olduğu için ve kültür sonrası hücre ayrıştırma 

tekniklerini kullanımda karşılaşabileceğimiz zorluklardan dolayı bu yöntem ko-kültür 

çalışmalarımızda tercih edilmemiştir. Tez çalışmamız için oluşturulan deney grupları 

Tablo 3.2.’de verilmiştir. 

Tablo 3.2. Oluşturulan deney grupları. 

1 Saos-2 (Kontrol 1) 

2 Saos-2 + K2 vitamini (25 μM) 

3 Saos-2 + K2 vitamini (50 μM) 

4 MKH (Kontrol 2) 

5 MKH + K2 vitamini (25 μM) 

6 MKH + K2 vitamini (50 μM) 

7 Saos-2 + MKH (Kontrol 3) 

8 Saos-2 + MKH + K2 vitamini (25 μM) 

9 Saos-2 + MKH + K2 vitamini (50 μM) 

 

T75 cm2’lik flasklara ekilen Saos-2 ve mezenkimal kök hücreleri kültür flaskının 

tabanını %80 kaplayınca tripsinizasyon işlemi yapılarak hücreler kaldırılıp sayımları 

yapıldı. 12 kuyucuklu kültür kaplarına Saos-2 hücreleri (1x105) ekildi. Saos-2 hücrelerinin 

üzerine hücrelerin birbirileri ile doğrudan temasını engelleyecek şekilde 1 μm por çapında 

ThinCertTM hücre kültürü membranları (Geriner Bio-One, Avusturya) dikkatli bir şekilde 

yerleştirildikten sonra, membranların üzerine 1:1 oranında MKH’ler (1x105) ekildi (Şekil 

3.2) (Kontrol 3). Ayrıca Saos-2 (Kontrol 1) ve MKH (Kontrol 2) kuyucukları oluşturuldu. 

Canlılık testi sonrası belirlenen optimum dozlarda hazırlanan K2 vitamini içeren 
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besiyerleri ilgili kuyucuklara (2 ml) eklenerek %5 CO2’li inkübatörde 37 ºC’de 48 saat 

boyunca ko-kültüre edildi. Plaklar invert mikroskop kullanılarak günlük olarak canlılık, 

çoğalma, apoptoz ve enfeksiyon açısından değerlendirildi. 

Şekil 3.2. Saos-2 hücreleri ile Mezenkimal Kök Hücrelerinin ThinCertTM hücre 

kültür membranları kullanılarak oluşturulan ko-kültürü.

3.7. Ko-Kültür Deneyleri Sonrası Yapılan Analizler 

3.7.1. Akım (Flow) Sitometri ile Annexin-V/PI Yöntemi 

Akım sitometri, süspansiyon halindeki hücre ya da partiküllerin lazer ışığı ile 

aydınlatılmakta olan bir bölmeden geçirilerek hücrelerin ışığın önünden geçerken 

verdikleri sinyallerin toplanarak analiz edilmesi prensibine dayanır. Bunun için 

hedeflenen yapı ya da hücre özel bir boya veya floresan madde ile işaretli bir antikor 

kullanılarak işaretlenir (149). Floresan ile işaretlenmiş olan hücreler hava basıncı ile PBS 

veya tampon çözelti içinden geçirilir. Sıvı akışının hızlı olması yüksek basınca sebep olur 

ve hücrelerin cam veya kuartzdan yapılmış akış kabinine getirilmesini sağlar. Bu kabin 

süspansiyon halindeki hücrelerin lazer kaynağından sıra ile geçmesini sağlar (Şekil 3.3). 

Lazer ışığın etkisi ile hücreler floresan boyalara çarparak aktive olur ve yayılım yapar. 

Yayılımın etkisi filtre ve dedektörler sayesinde tespit edilir, elektrik sinyallerine 

çevrilerek amplifiye edilen veriler bilgisayara iletilir (150). 
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Şekil 3.3. Akım sitometri cihazının şematik gösterimi (150). 

 

Akım sitometri yöntemi apoptozis, proliferasyon, hücre yapısı analizi ve hücre 

sayımı gibi birçok çalışmada sıklıkla kullanılmaktadır. Bu yöntem sayesinde hem hücrede 

nükleer değişiklik hem de membranda değişiklikler oluşurken bile apoptozis 

ölçülebilmektedir. Apoptozis meydana geldiğinde normalde hücre membranının iç 

kısmında yer alan fosfatidilserin membranın dış kısmına göç eder. Fosfatidilserine 

bağlanan Annexin V ile hücrelerdeki apoptozis belirlenir. Ayrıca hücrelerin ölü/canlı 

olduğunu ayırt edebilmek için PI boyama yapılır (151). 

Apoptozu gösterebilmek için Annexin-V/PI kiti (640914, Biolegend) kullanıldı. 

Analiz edilen hücreler özelliklerine göre farklı alanlara dağılma gösterir. Canlı hücreler 

Annexin V (-) / PI (-), nekrotik hücreler ise Annexin V (-) /PI (+), erken apoptotik hücreler 

Annexin V (+) / PI (-) ve geç apoptotik hücreler Annexin V (+) / PI (+) boyanma gösterir 

(Şekil 3.4). 
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Şekil 3.4. Akım sitometri cihazında apoptoz tayini için elde edilen grafiğin şematik 

gösterimi. 

 

Kemik iliği MKH’lerin ve K2 vitamininin, Saos-2 hücreleri sağkalımı üzerindeki 

etkisini göstermek amacıyla akım sitometri ile apoptoz tayini Ankara Yıldırım Beyazıt 

Üniversitesi / Merkez Araştırma Laboratuvarı Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde 

yapıldı. 48 saatlik ko-kültürün sonunda ilgili kuyucuklardaki membranlar uzaklaştırılarak 

Saos-2 hücreleri tripsinize edildi ve 1.5 ml’lik ependorflarda 1800 rpm’de 5 dakika 

santrifüj edildi. Oluşturulan hücre peleti üzerine kit içinde hazır bulunan binding buffer 

(bağlanma tamponu) eklendi. Üzerine 5 μl Annexin V-FITC eklenip vortekslendikten 

sonra oda ısısında, karanlıkta 10 dakika inkübe edildi. Ardından 10 μl PI (propidyum 

iyodür) eklenip vortekslendikten sonra oda ısısında karanlıkta 15 dakika inkübe edildi ve 

üzerine binding buffer eklenerek akım sitometre cihazında analiz edildi. 

3.7.2. Spektrofotometri ile Enzim (ALP) Aktivitesi Tayini 

Kemik dokusu hücrelerinden olan osteoblastlar, tip 1 kollajen lifleri ve matriks 

proteinleri sentezleyerek kalsifiye olmamış osteoid dokuyu oluştururlar. Osteoblastlar 

granüllü endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi yönünden zengindirler. Ayrıca 

osteonektin, osteokalsin, glikoprotein, glikozaminoglikan ve alkalen fosfataz enzimi 

salgılarlar. Osteoid doku kalsifiye olunca osteoblastların aktivitesi azalır ve 

osteoblastlardan osteositler oluşur. Alkalen fosfataz enzimi aracılığı ile kalsiyum ve fosfor 
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iyonları birleşerek kalsiyum fosfat moleküllerini meydana getirir. Bu moleküllerin 

hidroksiapatit denilen iğne şeklinde kristaller halinde matrikse çökmesiyle matriks 

kalsifikasyonu oluşur (152). Bu sebeple, ALP aktivitesi hücrelerde mineralizasyon ve 

dolayısıyla kalsifikasyon ile ilişkilidir.  

Vücudumuzda kas-iskelet sisteminden başka sindirim sisteminde de fonksiyon 

gösteren ALP enziminin aktivitesindeki değişiklikler kemik dokusu ve karaciğer 

metabolizmasına ilişkin bilgiler verir (153). 

Tablo 3.2’de gösterilen çalışma gruplarına ait besiyerlerindeki ALP aktivitesi 

ölçümü için kit (Abcam, Alkaline Phosphatase Assay Kit-Colorimetric, Cat No: ab83369) 

kullanıldı. Öncelikle 0, 4, 8, 12, 16 ve 20 nmol/120μL konsatrasyonlarında pNPP 

standartları hazırlandı ve üzerlerine 10 µL ALP enzim solüsyonu eklendi. Her bir çalışma 

grubuna ait örnekten 80 μL alınıp 96 kuyucuklu plaklara transfer edildi. Örnek kuyulara 

5 mM konsatrasyonda hazırlanan pNPP solüsyonundan 50 μL eklenerek 25 ºC’de 60 dk 

ışıktan koruyarak inkübe edildi. ALP aktivitesini sonlandırmak için bütün kuyucuklara 20 

μL durdurma solüsyonu eklenerek 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda 

spektrofotometrik olarak ölçümü yapıldı. Kontrol gruplarına ait (Kontrol 1, Kontrol 2, 

Kontrol 3) absorbanslar ile standardize edilerek sonuçlar verildi. 

3.7.3. ELİSA Yöntemi ile Sitokin (IL-6 ve TGF-β1) Analizi 

Kemik iliği MKH ve Saos-2 hücrelerinin 48 saatlik ko-kültürünün ardından 

membranlar uzaklaştırıldı. Sitokinlerin analizi için besiyerleri her bir grup için ayrı ayrı 

toplanarak 2000 rpm’de 20 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası elde edilen süpernatantlar 

0,2 μm’lik filtreden geçirilerek -80 °C’de derin dondurucuda saklandı. Ko-kültür sonucu 

elde edilen süpernatantlardan interlökin-6 (IL-6) ve transforming growth factor-β1 (TGF- 

β1) analizi ELİSA yöntemi ile yapıldı ve gruplar arasında farklılaşan sitokin profilleri 

karşılaştırıldı. 

ELİSA yöntemine başlamadan önce -80 °C’de saklanan hücre kültürü 

süpernatantları ve +4 °C’de saklanan kit içerikleri 30 dk oda ısısında inkübasyona 

bırakıldı. Sitokin analizi için ELİSA kitleri (CK-bio-12137, CK-bio-13772) kullanıldı. 96 
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kuyucuklu plakların 1. sütununa 50 μl standart, 50 μl streptomycin-HRP eklendi. Diğer 

sütunlara ise 40 μl süpernatant, 10 μl anti-TGF-β1 antikoru (Biotinlenmiş Antikor) ve 50 

μl streptavidin-HRP eklenerek 37 °C’de 60 dk inkübe edildi. Süre sonunda kuyular ters 

çevrilerek boşaltıldı. Kuyuların tamamen boşaltılması amacıyla plaklar hafifçe kurutma 

kâğıdı üzerine vurularak örnekler uzaklaştırıldı. Kuyular yıkama solüsyonu ile beş kez 

yıkandı. Plak tabanında kalan sıvı kurutma kâğıdı vasıtasıyla uzaklaştırıldı. Yıkamanın 

ardından boşaltılan kuyucukların her birine 50 μl chromogen solution A, 50 μl chromogen 

solution B eklenerek karanlık ortamda 37 °C’de 15 dk inkübe edildi. Kör kuyulara ise 

sadece chromogen solution A ve chromogen solution B eklendi. Reaksiyonun 

sonlandırılması için kuyucukların her birine 50 μl durdurma solüsyonu eklenerek 10 

dakika içinde 450 nm dalga boyunda ELİSA okuyucusunda absorbanslar ölçüldü. Tüm 

işlemler her kuyuya eşit solüsyon veren mikropipetör kullanılarak yapıldı. Standartların 

absorbansları kullanılarak standart eğri grafiği çizildi ve hücre kültürü süpernatant 

örneklerinin sonuçları karşılaştırıldı. 

3.7.4. İmmünositokimya Analizleri 

Hücre içinde bulunan bazı enzimlerin ya da makromoleküllerin lokalizasyonlarını 

incelemeye yardımcı olan immunositokimya yönteminde sistem, incelenecek olan bir 

makromoleküle karşı geliştirilmiş antikorun ortaya konulmasıdır. Spesifik antijen-antikor 

ilişkilerinden yararlanılarak moleküllerin hücre içindeki yerlerinin belirlenmesi ve 

görülebilir hale gelmesi amaçlanmaktadır. Bu anlamda Wnt sinyal yolağının anahtar 

düzenleyicilerinden biri olan β-katenin’in hücre içerisindeki yerinin ve sinyal yolağının 

aktivasyonunun çalışma gruplarında farklı olup olmadığının belirlenmesi için monoklonal 

Anti β-katenin antikoru (sc-7963, Santa Cruz) kullanıldı. 

12 kuyucuklu kültür kaplarına ekilen Saos-2 hücreleri, MKH’ler ile ko-kültüre 

edildi. İmmün boyama için her kuyucuğun tabanına yuvarlak lameller (15x15mm, Nest) 

yerleştirildi. 48 saat sonra kuyucuklardaki besiyeri uzaklaştırılarak PBS ile yıkama 

yapıldı. Hücreler %4’lük formaldehit ile 10 dakika boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonrası 

%10 FBS, %1 Bowine Serum Albumin (BSA), %0.1 Tween ve 0.3 M glisin içeren PBS 

ile oda sıcaklığında bir saat bloklama yapıldı. Primer antikor %1 BSA ve %0.1 Tween 

içeren PBS ile 1/100 oranında dilue edildi. Hücreler bir gece boyunca 4 ºC’de ve nemli 
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ortamda primer antikor eklenerek inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün PBS ile üç kez yıkama 

yapıldıktan sonra sekonder antikor (poliklonal, Anti-Rabbit IgG H&L (HRP); Abcam, 

MA, ABD) eklendi ve oda sıcaklığında bir saat inkübasyona bırakıldı. DAB substrat 

kitinde bulunan (Abcam, Cambridge, MA, ABD) DAB kromojen ve DAB substrat 

karışımı protokole göre hazırlandı. PBS ile yıkama sonrası sekonder antikor 

uzaklaştırılarak DAB (3,3'-diaminobenzidine) ile boyandı. Boyama sonrası PBS ile 

yeniden yıkama yapıldı. Artan alkol serilerinden geçirilen preparatlar ksilolde 

bekletildikten sonra entellan ile kapatıldı. İmmunositokimyasal değerlendirmeler ışık 

mikroskobunda (Olympus, BX43, Japonya) görüntülendi. 

3.8. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz, SPSS25 paket programı kullanılarak yapıldı. Grupların normal 

dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilk testine göre yapıldıktan sonra verilerin normal 

dağıldığı gözlendi. Gruplar arası karşılaştırmalar tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile 

değerlendirildi. Karşılaştırma verileri ortalama ± standart sapma şeklinde verildi. 

İstatistiksel olarak anlamlılık düzeyi p˂0.05 olarak kabul edildi. Analizler her bir örnek 

ve ölçüm için en az üç kez gerçekleştirilen deneyler sonucu elde edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1.  İnsan Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Kültürü ve 

Karakterizasyonu 

4.1.1. Morfolojik Özellikleri 

Uluslararası Hücre & Gen Terapi Derneği (ISCT-International Society for Cell & 

Gene Therapy) mezenkimal kök hücreleri; kültür ortamında plastik yüzeye yapışan, 

spesifik yüzey belirteçlerine sahip olan ve osteosit, adiposit, kondrosit soylarına 

farklılaşabilen hücreler olarak tanımlamıştır. İnsan kemik iliği kökenli MKH’lerin hücre 

kültürü görüntüleri Olympus CKX41 marka invert mikroskopla çekildi. Sağlıklı vericilere 

ait MKH’lerin invert mikroskop ile çekilen görüntülerinde iğsi fibroblast benzeri oldukları 

ve adeziv özellik gösterdikleri görüldü (Şekil 4.1).  

 
Şekil 4.1. Sağlıklı vericilere ait MKH’lerin invert mikroskop görüntüleri x40 (sol) ve 

x100 (sağ) büyütme. 

 

4.1.2. Farklılaşma Testleri 

Çalışmada kemik iliği kökenli MKH’lerin immünofenotipik karakterizasyonunda 

adipojenik ve osteojenik yönde farklılaşma kapasiteleri analiz edildi. T25’lik flasklarda 
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çoğaltılan hücrelerin adipojenik ve osteojenik farklılaşmaları morfolojik olarak analiz 

edildi. 

 

Adipojenik Farklılaşma 

 

Sağlıklı vericilerin kemik iliklerinden elde edilen MKH’lerin adipojenik hücre 

soylarına farklılaşmalarını göstermek için MesenCult Adipogenic Differentiation 

Supplement-Human (Stemcell) kiti kullanıldı. Üç hafta sonra MKH’lerin 

sitoplazmalarında biriken yağ damlacıklarını göstermek için Oil Red O boyama yapıldı. 

Olympus CKX41 marka invert mikroskop altında görüntülendi (Şekil 4.2). 

 

 

 
Şekil 4.2. Sağlıklı vericilere ait MKH’lerin Oil Red O boyası ile boyanan yağ 

damlacıkları görüntüleri, x100 büyütme. 
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Osteojenik Farklılaşma 

 

Sağlıklı vericilerin kemik iliklerinden elde edilen MKH’lerin osteojenik hücre 

soylarına farklılaşmalarını göstermek için Osteogenic Stimulatory Supplements-Human 

(Stemcell) kullanıldı. Üç hafta sonra oluşan kalsiyum depozitlerini görüntülemek için 

Alizarin red boyası kullanılarak mineralize kemik yapıları gözlendi. Olympus CKX41 

marka invert mikroskop altında görüntülendi (Şekil 4.3). 

 

 

 

Şekil 4.3. Sağlıklı vericilerin kemik hücresine farklılaşmış MKH’leri, x40 (üst), sağlıklı 

vericilerin kemik hücresine farklılaşmış MKH’lerinin Alizarin red ile boyanan kalsiyum 

birikintileri (alt) x100 büyütme. 
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4.1.3. Akım (Flow) Sitometri ile İmmünfenotip Analizi 

Sağlıklı vericilere ait mezenkimal kök hücrelerinin MKH’ye özgü yüzey 

belirteçlerinden CD105, CD73, CD90 belirteçlerini ifade ettiği gözlenirken, hematopoetik 

kök hücre belirteci olan CD34’ü ifade etmediği (<%1) gözlendi. Akım sitometri analizi 

sonucu elde edilen bulgular immünfenotip açısından bu hücrelerin MKH olduklarını 

doğruladı (Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.4. İnsan kemik iliğinden izole edilmiş MKH’lerin immünofenotipik 

özelliklerinin akım sitometrik analizi. 
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4.2. İnsan Osteosarkom Hücre Hattı (Saos-2) Kültürü ve K2 Vitamini 

Dozunun Belirlenmesi 

 

Saos-2 hücrelerinin invert mikroskop görüntüleri incelendiğinde kültür kabının 

yüzeyine yapıştıkları gözlendi. Saos-2 hücrelerinin iğsi yapılar oluşturmadığı ve 

MKH’lere nazaran daha oval bir yapıda olduğu görüldü. Olympus CKX41 marka invert 

mikroskop altında görüntülendi (Şekil 4.5). 

 

        
 

Şekil 4.5. Saos-2 hücrelerinin ışık mikroskop görüntüleri, x100 (sol) ve x200 (sağ) 

büyütme. 

 

4.2.1. K2 Vitamini Saos-2 Hücreleri Üzerine Etkisinin XTT Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

Saos-2 hücrelerine 48 ve 72 saat boyunca K2 vitamini (5 μM, 10 μM, 25 μM, 50 

μM, 75 μM, 100 μM, 200 μM) uygulandı. K2 vitamininin Saos-2 hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkileri XTT yöntemiyle belirlenmiş olup 48 ve 72 saatlik maruziyet sonuçları 

Şekil 4.6 ve Şekil 4.7’de gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlar kontrol grubuna göre kat 

artışı olarak hesaplandı. 
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Şekil 4.6. K2 vitamininin Saos-2 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerinin XTT testi ile 

değerlendirme sonuçları (48. saat). 

 

 
 

Şekil 4.7. K2 vitamininin Saos-2 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerinin XTT testi ile 

değerlendirme sonuçları (72. saat). 

 

DMSO kontrol gruplarında hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişiklik gözlemlenmediğinden bundan sonraki deneyler için bu grup çalışılmaya dahil 

edilmemiştir. 
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Saos-2 hücreleri 48 ve 72 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda K2 vitaminine 

maruz bırakıldı ve sitotoksisite XTT testi ile belirlendi. Ardından, her inkübasyon süresi 

(48 ve 72 saat) için ayrı ayrı IC50 değerleri hesaplandı (Tablo 4.1).  

 

Tablo 4.1. K2 vitamininin Saos-2 hücreleri için hesaplanan IC50 değerleri. 

 

 

 

 

 

Bu değerler ışığında K2 vitamininin Saos-2 hücrelerine uygulanacak 

konsantrasyonu 25 μM ve 50 μM (48. saat) olarak belirlendi. 

4.3. Ko-Kültür Deneyleri Sonrası Yapılan Analizlerin Bulguları 

4.3.1. Akım (Flow) Sitometri ile Annexin-V/PI Yöntemi Bulguları 

Çalışmamızda sağlıklı vericilerin MKH’lerinin Saos-2 hücreleri ile ko-kültürü 

membran kullanılarak gerçekleştirildi. Kontrol 1, Kontrol 2, Kontrol 3 ve K2 vitamini 

uygulanan (25 μM ve 50 μM) gruplar ko-kültüre edildi. 48 saat sonundaki apoptozis 

oranları akım sitometri ile analiz edildi. Değerlendirmeler ‘Geç Apoptotik Hücre Oranı 

(2. Bölge)’, ‘Canlı Hücre Oranı (3. bölge)’, ‘Erken Apoptotik Hücre Oranı (4. Bölge)’ ve 

‘Toplam Apoptotik Hücre Oranlarıı (2., 4. bölgeler)’ baz alınarak yapıldı. 

Apoptozu tayin etmek için uygulanan Annexin V/PI yöntemi sonucu elde edilen 

değerler ile canlı hücreler, erken apoptotik hücreler, geç apoptotik hücreler ve toplam 

apoptotik hücrelerin yüzdelerini gösteren grafikler istatistiksel olarak değerlendirildi 

(Tablo 4.2). 

 

Zaman IC50 (μM) 

48. saat 50.62 

72. saat 37.54 
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Tablo 4.2. Gruplar arasındaki apoptotik farklılıkları belirlemek için yapılan tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) sonuçları. 

 
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Canlı Between 
Groups 

22,952 8 2,869 ,318 ,939 

Within Groups 81,212 9 9,024   

Total 104,164 17    

Erken Between 
Groups 

14,879 8 1,860 ,442 ,868 

Within Groups 37,844 9 4,205   

Total 52,723 17    

Geç Between 
Groups 

14,093 8 1,762 ,575 ,776 

Within Groups 27,589 9 3,065   

Total 41,682 17    

Toplam Between 
Groups 

43,722 8 5,465 ,804 ,615 

Within Groups 61,164 9 6,796   

Total 104,886 17    

 

Elde edilen verilere göre canlı hücre oranlarının gruplar arası karşılaştırılmaları 

sonucu istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar (p>0.05) gözlenmedi (Şekil 4.8). 
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Şekil 4.8. Çalışma gruplarına ait 48. saatteki canlı hücre oranları. 

 

Elde edilen verilere göre erken, geç ve toplam apoptotik hücre oranlarının gruplar 

arası karşılaştırılmaları sonucu istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar (p>0.05) 

gözlenmedi (Şekil 4.9). 

 
 

Şekil 4.9. Çalışma gruplarına ait 48. saatteki apoptotik hücre oranları. 
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Bu sonuçlara göre Saos-2 hücreleri üzerinde hem MKH’lerin hem de uygulanan 

K2 vitamini dozlarının apoptozda belirgin bir etkisinin olmadığını gözlemledik. 

 

 
 

Şekil 4.10. Anneksin V/PI yöntemi ile apoptoz tayini sonuçları. 

 

 

4.3.2. Spektrofotometri ile Enzim (ALP) Aktivitesi Sonuçları 

Kemik iliği MKH ve K2 vitamininin, Saos-2 hücrelerinde ALP aktivitesi üzerine 

olan etkilerini değerlendirmek için, 48 saat boyunca K2 vitaminin farklı dozları ve MKH 

ile muamele edilen Saos-2 hücrelerinin besiyerlerinde ALP kit protokolüne göre ölçüm 

yapıldı. 
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Kemik mineralizasyonunda ve kemik hücrelerinde aktif rol oynayan ALP 

enziminin, çalışma gruplarına ait hücrelerdeki aktivitesi spektrofotometrik olarak ölçüldü. 

İlk olarak ALP enziminin bilinen konsantrasyonlardaki standart solüsyonları kullanılarak 

standart eğrisi (OD405/konsantrasyon) oluşturuldu (Şekil 4.11). 

 

 
 

Şekil 4.11. pNP (p-Nitrofenol) standart kalibrasyon grafiği 

 

Standart eğrisi formülüne göre çalışma gruplarına ait OD405 değerlerine karşılık 

gelen pNP konsantrasyonları (nmol) hesaplandı. Sonuçlar K2 vitamini içermeyen 

ortamların kontrol olarak kullanılması ile normalize edildi. Elde edilen veriler 

doğrultusunda çalışma gruplarının ALP aktiviteleri kontrol grupları ile kıyaslandığında 

azalma gözlense de (Şekil 4.12) istatiksel olarak anlamlı bir farklılık değildir (p>0.05, 

Tablo 4.3). 
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Tablo 4.3. ALP enziminin gruplar arasındaki farklılıklarını belirlemek için yapılan tek 

yönlü varyans analizi (ANOVA) sonuçları. 

 

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4,419 2 2,209 3,244 ,087 

Within Groups 6,129 9 ,681   

Total 10,547 11    

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,903 2 ,452 ,489 ,628 

Within Groups 8,305 9 ,923   

Total 9,208 11    

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,555 2 ,278 ,154 ,860 

Within Groups 16,264 9 1,807   

Total 16,819 11    

 

 
 

Şekil 4.12. Çalışma gruplarına ait 48. saatteki ALP konsantrasyonları. 
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4.3.3. ELİSA Yöntemi ile Sitokin (IL-6 ve TGF-β1) Tayini Bulguları 

Ko-kültür deney sistemlerinin oluşturulmasıyla ortamda yer alan MKH’lerin, 

Saos-2 hücreleri üzerindeki parakrin etkileri araştırıldı. Oluşturulan gruplarda, 

MKH'lerden salınan sitokinler (IL-6 ve TGF-β1) ve K2 vitamininin Saos-2 hücreleri 

üzerindeki etkileri toplanan medyumlarda ELISA yöntemiyle araştırıldı. IL-6 sitokininin 

bilinen konsantrasyonlardaki standart solüsyonları kullanılarak ELİSA yöntemi sonucu 

IL-6 standart eğrisi (OD450/konsantrasyon) oluşturuldu (Şekil 4.13). 

 

 
 

Şekil 4.13. IL-6 standart grafiği 

 

Standart eğrisi formülüne göre çalışma gruplarına ait OD450 değerlerine karşılık 

gelen IL-6 konsantrasyonları (pg/ml) hesaplandı ve gruplar arasında IL-6 sitokini 

açısından anlamlı bir farklılık bulunmadığı gözlendi (p>0.05, Tablo 4.4, Şekil 4.14). 
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Tablo 4.4. IL-6’nın gruplar arasındaki farklılıklarını belirlemek için yapılan tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) sonuçları. 

 

Sum of 

Squares df 

Mean  

Square F Sig. 

Between Groups 39,995 8 4,999 ,846 ,568 

Within Groups 266,010 45 5,911   

Total 306,006 53    

 

 

 
 

Şekil 4.14. Çalışma gruplarına ait 48. saatteki IL-6 konsantrasyonları. 

 

TGF-β1 sitokininin bilinen konsantrasyonlardaki standart solüsyonları 

kullanılarak ELİSA yöntemi sonucu TGF-β1 standart eğrisi (OD450/konsantrasyon) 

oluşturuldu (Şekil 4.15). 
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Şekil 4.15. TGF-β1 standart grafiği 

 

Standart eğrisi formülüne göre çalışma gruplarına ait OD450 değerlerine karşılık 

gelen TGF-β1 konsantrasyonları (pg/ml) hesaplandı ve gruplar arasında TGF-β1 sitokini 

açısından anlamlı bir fark bulunmadığı gözlendi (p>0.05, Tablo 4.5, Şekil 4.16). 

 

Tablo 4.5. TGF-β1’in gruplar arasındaki farklılıklarını belirlemek için yapılan tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) sonuçları. 

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 22375,998 8 2797,000 1,136 ,358 

Within Groups 110755,076 45 2461,224   

Total 133131,074 53    
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Şekil 4.16. Çalışma gruplarına ait 48. saatteki TGF-β1 konsantrasyonları. 

 

 

4.3.4. İmmünositokimya Yöntemi Bulguları 

Membranlı olarak ko-kültüre edilen Saos-2 hücreleri β-katenin ekspresyonu 

açısından değerlendirildi. Sitoplazmada veya hücre membranında bulunması gereken β-

katenin, Wnt sinyal yolağının aktif olması durumunda nükleusa geçer. 

K2 vitamininin 25 μM ve 50 μM uygulandığı Saos-2 hücrelerinde β-katenin’in 

sitoplazmada düşük, çekirdekte orta yoğunlukta ekspresyonu gözlendi (Şekil 4.17). 
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Şekil 4.17. K2 vitamini uygulanan ve uygulanmayan (Kontrol 1) Saos-2 hücrelerinde β-

katenin’in immunositokimyasal yöntemle boyandığı invert mikroskop görüntüleri, x100 

ve x200. Ok: İmmün-pozitif alanlar. Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni. 
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K2 vitamininin 25 μM ve 50 μM uygulandığı MKH gruplarında β-katenin’in 

çekirdekte düşük yoğunlukta ekspresyonu gözlendi (Şekil 4.18). 

 

 

Şekil 4.18. K2 vitamini uygulanan ve uygulanmayan (Kontrol 2) MKH’lerde β-

katenin’in immünositokimyasal yöntemle boyandığı invert mikroskop görüntüleri, x100 

ve x200. Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni. 
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Ko-kültür gruplarında β-katenin’in nükleusta düşük yoğunlukta ekspresyonu 

gözlendi (Şekil 4.19). Ko-kültüre edilen bu gruplarda 25 μM ve 50 μM K2 vitamini 

uygulaması sonrası β-katenin’in hem sitoplazmada hem de çekirdekte daha az eksprese 

olduğu gözlendi. 

 

Şekil 4.19. K2 vitamini uygulanan ve uygulanmayan (Kontrol 3) Saos-2 hücrelerinde β-

katenin’in immünositokimyasal yöntemle boyandığı invert mikroskop görüntüleri, x100 

ve x200. Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni. 
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Grupların immünositokimyasal olarak değerlendirilmesinde her bir gruba ait 

preparatta x400 büyütmede rastgele beş alanda ışık mikroskobu (Olympus BX43) ile 

görüntüler alındı. İmmünreaktivite, Image J programında IHC Profiler (sitoplazmik 

protein) ve IHC Profiler Macro (nükleer protein) eklentisi ile analiz edildi. Rastgele 

seçilen bölgelerin skorlanması; yüksek pozitif bölgelere 4, pozitif bölgelere 3, düşük 

pozitif bölgelere 2 ve negatif bölgelere 1 verilerek hesaplandı (154). Görüntülerin 

skorlanmasında kullanılan formül;  

Skor= (Bir bölgedeki piksel sayısı x Bölgenin skoru) / Görüntüdeki toplam piksel sayısı 

İmmünositokimya analizleri hücrelerin sitoplazma ve nükleus (çekirdek) boyanma 

özelliklerine göre yapıldı. Elde edilen veriler istatistiksel olarak değerlendirildi, p<0.05 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

 

Tablo 4.6. β-katenin’in sitoplazmik ekspresyonunun gruplar arasındaki farklılıklarını 

belirlemek için yapılan tek yönlü varyans analizi (ANOVA) sonuçları. 

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4,444 8 ,556 3,846 ,002 

Within Groups 5,200 36 ,144   

Total 9,644 44    

 

Anova sonuçlarına göre sitoplazmik β-katenin ekspresyonları açısından gruplar 

arasında anlamlı bir fark olduğu gözlemlendi (p=0.05>0.002) (Tablo 4.6). Hangi gruplar 

arasında fark olduğunu belirlemek için Post Hoc Tukey testi yapıldı. 
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Şekil 4.20. Çalışma gruplarına ait sitoplazmik β-katenin ekspresyonlarının 

immünohistokimya sonrası istatistiksel olarak karşılaştırılması. 

 

İkili karşılaştırmalara baktığımızda Saos-2+MKH grubu (Kontrol 3) ile 25 μM ve 

50 μM K2 vitamini uygulanan gruplar arasındaki farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu (p<0.05). 

 

Tablo 4.7. β-katenin’in nükleer ekspresyonunun gruplar arasındaki farklılıklarını 

belirlemek için yapılan tek yönlü varyans analizi (ANOVA) sonuçları. 

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 9,778 8 1,222 13,750 ,000 

Within Groups 3,200 36 ,089   

Total 12,978 44    

 

Anova sonuçlarına göre nükleer β-katenin ekspresyonları açısından gruplar 

arasında anlamlı bir fark olduğu gözlemlendi (p=0.05>0.00) (Tablo 4.7). Hangi gruplar 

arasında fark olduğunu belirlemek için Post Hoc Tukey testi yapıldı (Tablo 4.8). 
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Tablo 4.8. β-katenin’in nükleer ekspresyonunun gruplar arasındaki farklılıklarını 

belirlemek için yapılan Post Hoc Tukey sonuçları. 

 

 

 
 

Şekil 4.21. Çalışma gruplarına ait nükleer β-katenin ekspresyonlarının 

immünohistokimya sonrası istatistiksel olarak karşılaştırılması. 
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5. TARTIŞMA 

Osteosarkom, çocukluk çağının en sık görülen primer malign kemik tümörüdür. 

Kombine tedaviler uygulanmakla birlikte yan etkilerin ciddiyeti ve tedavi seçeneklerinin 

hastaya özgünlüğü amaçlanarak alternatif kemoterapiler denenmektedir (38,39). 

Metastatik tümörler daha agresif olmaları sebebiyle geleneksel kanser tedavilerine 

oldukça dirençlidir. Kanser hücrelerinin moleküler patogenezinin aydınlatılması yeni 

terapötik yaklaşımlara, tanısal ve prognostik belirteçlerin geliştirilmesine zemin 

hazırlamaktadır (18). 

Kanserin ilerlemesinde kanser hücrelerinin kendilerinin değil mikroçevrenin 

önemi vurgulanmaktadır. Kanser hücreleri bu mikroçevre ile otokrin ağlar kurarak 

hastalığın patogenezinde kritik rol oynamaktadır (155). Çalışmaların çoğu, primer malign 

tümör olması sebebiyle OS’nin biyolojik özelliklerine odaklandığından OS’nin 

mikroçevresi ile ilgili çalışmalar daha azdır (155). Bu sebeple, osteosarkom tedavisine 

ilişkin mevcut araştırmalarda büyük bir boşluk vardır (68). Son zamanlarda tedaviye 

yönelik araştırmaları desteklemek için özellikle mikroçevrenin ana elemanlarından olan 

mezenkimal kök hücrelerin tümör mikroçevresindeki rolüne odaklanmıştır (156,157). 

MKH'ler ve OS hücreleri, sitokinler, büyüme faktörleri, kemokinler ve hücre dışı 

veziküllerin (EV) aracılık ettiği parakrin sinyalleme yoluyla karşılıklı olarak birbirleriyle 

iletişim kurmaktadır (58). Bu iletişim MKH’lerin, apoptoz inhibisyonu, tümörle ilişkili 

fibroblastlara dönüşüm, bağışıklık sisteminin baskılanması, EMT’nin uyarımı, tümör 

metastazı ve anjiyogenezi teşvik ile tümörü desteklemesine veya apoptoz uyarımı, 

inflamatuar infiltrasyon indüksiyonu, hücre döngüsünün ve hücresel sinyalin 

düzenlenmesi ile tümörü baskılamasına neden olmaktadır (158). Ayrıca MKH'lerin 

immün hücrelerle etkileşime girerek immünomodülasyonda, sitokin ve çözünebilir 

faktörler salgılayarak immün yanıtı modüle etmede önemli bir rol oynadığı da 

bilinmektedir (159). 

Çalışmamızda sağlıklı kemik iliği MKH’lerin Saos-2 hücreleri ile hücre-hüre 

kontağı olmadan membranlı ko-kültürü yapılarak Saos-2 hücrelerinin sağkalımı 
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üzerindeki etkilerini incelemeyi amaçladık. Literatürdeki çalışmalarda MKH'lerin birçok 

tümörde pro-tümör faktör olarak rol aldığı belirtilmiştir (160–162). İnsan kemik iliği 

MKH’lerden türetilen mikroveziküllerin in vitro hipoksi altında U2OS hücreleri üzerinde 

proliferasyonu ve anti-apoptozu indüklediği gösterilmiştir (163). Bir başka çalışma kemik 

iliği MKH’lerden türetilen eksozomal miR-21-5p’in PIK3R1 ekspresyonunu baskılayarak 

PI3K/Akt/mTOR yolunu aktive ettiğini ve bununda osteosarkom proliferasyonunu ve 

istilasını arttırdığını göstermiştir (164). MKH'den türetilen eksozomların, Hedgehog 

sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla MG63 hücrelerinin proliferasyonunu desteklediği 

gösterilmiştir (165). Buna karşılık MKH'lerden türetilen mikroveziküllerin farklı tümör 

hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği çalışmalarda vardır (166). MKH 

ekstraktlarının, glioma hücreleri üzerinde spesifik anti-tümör özellikleri indükleyebildiği 

ve bu etkinin G1 fazında hücre döngüsü durmasına aracılık gösterilmiştir (167). MKH 

koşullu ortam (Contidioned Medium/CM) ile akciğer kanseri (NSCLC) hücrelerinin 

kültüre edildiği çalışmada hücre proliferasyonunun ve metastazının aşağı regülasyonu 

gösterilmiştir (168). Dolayısıyla MKH’lerin tümör progresyonunu destekleyip 

desteklemediği hala tartışmalı bir konudur (157). Çalışmamız sonuçları doğrultusunda 

MKH’lerin kontakt olmadan salgıladığı sitokin, kemokin veya ekstrasellüler veziküllerin 

OS hücre sağkalımında ve apoptozunda tek başına yeterli olmadığı görülmüş apoptotik 

hücre sayısında anlamlı değişiklikler görülmemiştir.      

In vivo ve in vitro yapılan çalışmalar, K vitaminlerinin inflamasyon, oksidatif stres 

ve apoptozun düzenlenmesinde rol oynayabileceğini ve kanser hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe ettiğini bildirmiştir (169–171). Jiang ve ark.ları, K4 vitamini ile 

indüklenen PC-3 (prostat kanseri) hücrelerinin S fazında durduğunu göstererek, K4 

vitamininin (20.94 μM) prostat kanseri hücrelerinde antikanser aktivitesini bildirmiştir 

(105). Li ve ark.ları, hepatosellüler karsinom hücrelerinde K2 vitamininin (9.73 μM) 

hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini bildirmiştir (172). Zenmyo ve ark.ları, MG-63 

ostoeosarkom hücrelerine 48 saat boyunca 5 μM K2 vitamini uygulayarak bunun osteoz 

diferansiyasyonuna yol açtığı ve hücrelerin çoğalmasını inhibe ettiği göstermiştir (173). 

Di ve ark.ları, K4 vitamininin (25 μM ve 35 μM) U2-OS hücrelerini S fazında durduğunu 

ve apoptozu indüklediğini göstermiştir (10). Kanser hücresi olmayan hücrelere yüksek 

konsantrasyonda verilen K2 vitamini (100 µM) sonrası hücrelerin minimum düzeyde 
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etkilendiği bildirilmiştir. Bu sonuçlar K2 vitamininin kanser hücresi olmayan hücrelerde 

düşük sitotoksik etki gösterirken farklı kanser hücrelerinde antikanser aktiviteye sahip 

olduğunu göstermiştir (104). Matsuda ve ark., IL-1β’nın insan osteoblastik (SaM-1) ve 

osteosarkom (MG-63) hücrelerinde γ-karboksiglutamik asit içeren osteokalsin sentezini 

inhibe ettiği göstermiştir. Azalmış γ-karboksiglutamik asit sentezinin, γ-karboksilaz için 

kofaktör olan K2 vitaminin tarafından baskılandığı belirterek, K2 vitamininin insan 

osteoblast hücrelerinde IL-1β ile uyarılması sonucu proliferasyon üzerinde inhibitör etki 

gösterdiği sonucuna varmıştır (98). Çalışmamızda kemik metabolizmasında önemli 

rollere hizmet eden K2 vitamininin XTT sitotoksisite testi ile Saos-2 hücreleri sağkalımına 

etkisi araştırılmış ve IC50 değerleri 48 saat için 50.62 μM, 72 saat için 37.54 μM olarak 

belirlenmiştir. 25 μM ve 50 μM K2 vitamini uygulanan çalışma grupları, kontrol grupları 

ile karşılaştırıldığında apoptoza gitme açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamıştır. K2 vitamininin OS hücreleri üzerindeki antikanser etkilerine yönelik 

çalışmaların nadir olması sebebiyle daha etkili ve doğru sonuçlara ulaşmak için yeni 

çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Kanser tedavisine yönelik son çalışmalar doğrudan kök hücre yerine salgıladıkları 

sitokin, kemokin ve büyüme faktörlerine odaklanmıştır. Tümör mikroçevresinde var olan 

makrofajlar, fibroblastlar, endotel hücreleri ve mezenkimal kök hücreler dahil olmak 

üzere birçok hücre tarafından salınan sitokinlerin kanser hücreleri üzerinde çoğalmasını 

baskılayarak tümörde gerilemeye sebep olduğu düşünülmektedir (174). MKH koşullu 

ortamlarının kanser hücreleri üzerindeki veya kanser hücresi koşullu ortamlarının MKH 

hücreleri üzerindeki etkilerine yönelik çalışmalar ivme kazanmıştır. Pietrovito ve ark.ları, 

yaptığı çalışmada kemik iliği MKH'lerinin, OS hücreleriyle etkileştikten sonra kanserle 

ilişkili fibroblastlara farklılaşarak, tümör mikroçevresinde GRO-α, MCP-1, IL-6 ve IL-8 

seviyelerini artırdığını göstermiştir (175). Lin ve ark.ları, U2-OS-CM’nin, MKH'lerde, 

karsinomla ilişkili fibroblastlara dönüşümü indüklediğini ve MKH'lerin çoğalmasını, 

göçünü, istilasını desteklediğini göstermiştir. Ayrıca STAT3'ün fosforilasyonunu artırarak 

IL-6 ekspresyonunda artış sağladığını gözlemişlerdir (176). Tu ve ark.ları, Saos-2 ve U2-

OS hücrelerini, MKH-CM’ye maruz bırakarak IL-6 sitokininin ekspresyonun arttığını bu 

durumun da STAT3 sinyal yolunu daha fazla aktive ederek tümör proliferasyonuna neden 

olduğunu bildirmiştir (7). Tu ve ark.ları, MKH'nin IL-6/STAT3 sinyal yoluyla OS'de 
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proliferasyonu ve metastazı yönlendirdiğini göstermiştir (77). Kemik iliği MKH'lerinin 

CAF'lere geçişini indüklemede IL-6/STAT3'ün sinyal yolağına ek olarak, Notch ve Akt 

sinyal yolunun da bu farklılaşmada çok önemli bir rol oynadığı bildirilmektedir (177). 

Hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar etkiye sahip olan IL-6 sitokini birçok hücre 

tarafından sentezlenir. Tümör varlığında bağışıklık hücrelerini infiltre ederek, tümör 

hücreleri ve stromal hücreler tarafından da üretilir. Serumda yüksek seviyede bulunması 

kanser riski ile ilişkilidir. Prognostik bir belirteç olması sebebiyle mevcut anti-kanser 

tedavileri IL-6 aktivitesini hedef alır (178,179). Osteosarkom hücreleri, TGF-β/Smad2/3 

yoluyla MKH’lerin osteojenik farklılaşmalarını inhibe ederek pro-tümör sitokinlerin 

üretimini indükler. Bu durum MKH'lerde IL-6 ve VEGF’nin salınımını artırarak tümörde 

proliferasyonu ve metastazı destekler (180,181). Zhang ve ark.ları, IL-6 salınımının 

azalmasının in vitro ve in vivo osteosarkom proliferasyonunu ve metastazı engellediğini 

bildirmiştir (74). Bizim çalışmamızda membranlı olarak ko-kültüre edilen gruplarda IL-6 

seviyelerinin azaldığı tespit edilse de istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Bundan 

sonraki çalışmalarda, gruplardaki örnek sayısının artırılarak çalışmanın genişletilmesinin 

faydalı olacağı düşünülmüştür. 

Kanserin ilk evrelerinde hücre döngüsünün durmasını ve apoptozu teşvik ederek 

tümör baskılayıcı rol alan TGF-β, ileri evrelerinde fibrozis, inflamasyon ve anjiyogenezi 

destekleyerek tümör hücresi proliferasyonuna ve EMT’ye neden olur (82–84). Bu sebeple 

TGF-β ekspresyonunun salınımının artması, ileri evre tümörleri olan hastalarda kötü 

prognoz ile ilişkilendirilmektedir (182). TGF-β, osteosarkom hücreleri tarafından 

salgılanan en önemli sitokinlerden biridir (87). OS hücrelerinde TGF-β sinyal yolunun 

bloke edilmesinin, tümör büyümesi ve buna bağlı olarak tümör ilerlemesi ile bağlantılı 

kemik osteolizisini azaltığı gösterilmiştir (85). Ek olarak, TGF-β sinyal yolunun bloke 

edilmesinin, akciğer metastazının azalmasına yol açtığı gösterilmiştir (31). Bizim 

çalışmamızda ise membranlı olarak ko-kültüre edilen gruplarda TGF-β1 seviyelerinin 

azaldığı tespit edilse de istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Bundan sonraki 

çalışmalarda, gruplardaki örnek sayısının artırılarak çalışmanın genişletilmesi 

planlanmıştır. 
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Alkalen fosfataz (ALP), alkali ortamda monofosfat esterlerinin hidrolizini 

katalizleyen ve birçok dokuda (karaciğer, böbrek, plasenta, kemik) hücreler tarafından 

sentezlenen, zara bağlı bir metalloenzimdir (183–185). Osteosarkom vakalarında yapılan 

çalışmalarda serumdaki alkalen fosfataz düzeyi ile tümör hacmi arasında pozitif bir 

korelasyon olduğu, metastatik hastaların serumlarında ise önemli ölçüde daha yüksek 

olduğu bildirilmiştir (184). Ayrıca insan osteosarkom hücre hatlarının da yüksek miktarda 

ALP ürettiği gösterilmiştir (186). ALP'nin osteosarkomda prognostik bir faktör olduğu 

kanıtlanmasına rağmen artan ALP üretiminin osteoblastik tümör hücrelerinden mi yoksa 

tümörün osteolizisine yanıt olarak reaktif kemikten mi oluştuğu hala net değildir 

(153,185). Çalışmamızda K2 vitamininin farklı konsantrasyonlarının (25 μM ve 50 μM) 

gruplar arasındaki ALP aktivitesi üzerine olan etkilerini belirlemek amacıyla 

spektrofotometrik ölçümler yapıldı. ALP aktivitesi kültür ortamında intraselüler ve 

ekstraselüler olarak ölçülebilmektedir (187). Kültür sonrası süpernatantların toplanması 

ile ekstraselüler olarak ölçtüğümüz sonuçları değerlendirdiğimizde, 48 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda kontrol grupları ile diğer gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark bulunmadı. Ko-kültür grupları ile ilgili kontrol (kontrol 1,2,3) grupları 

karşılaştırıldığında K2 vitamininin kültür ortamındaki ALP aktivitesinin genellikle 

azalttığı tespit edilse de bu azalış istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Kemik 

mineralizasyonunda önemli rolleri olan ALP enziminin tayininde elde ettiğimiz bu 

sonuçların daha güvenilir olması için kültür sürelerinin uzatılarak test edilmesini 

öngörmekteyiz. Çalışmamız esnasında daha uzun inkübasyon süreleri için ön çalışmalar 

denenmiş olup laboratuvar ortamında yaşanan kontaminasyon sorunları nedeniyle devam 

edilememiştir. 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının düzensiz aktivasyonu, pek çok tümörün 

gelişmesine sebep olmaktadır (51). β-katenin'in, inflamatuar mikroçevrelerde MKH'lerin 

osteojenik farklılaşmasını düzenlemede merkezi bir rol oynadığı bilinmektedir. β-

katenin'in aşırı ekspresyonunun, Wnt yolunu bloke ederek MKH'lerin osteojenik 

farklılaşmasını inhibe ettiği gösterilmiştir (188). Osteosarkom vakalarında yapılan 

çalışmalarda ise β-katenin'in aşırı ekspresyonu uzak metastaz riski ve kötü prognoz ile 

ilişkili bulunmuştur (189–191). Wnt/β-katenin sinyal yolağı aktivasyonunun MKH'lerde 

osteojenik farklılaşmaya etkisi belirsizliğini korumaktadır (181). Dolayısıyla MKH’lerin 
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osteoblast farklılaşmasını değişime uğratan moleküler mekanizmalarını aydınlatmak OS 

tedavisine katkı sağlayacaktır (18). Kemik iliği MKH’lerinden türetilen ekstraselüler 

veziküllerin, MALAT1/miR-143/NRSN2/Wnt/β-katenin ekseni yoluyla OS hücrelerinde 

proliferasyon, invazyon ve metastazı desteklediği gösterilmiştir (192). Ayrıca, TGF-β ve 

Wnt/β-katenin sinyal yolakları arasındaki etkileşimin, belirli gelişimsel olayların 

düzenlenmesinde rol oynadığı gösterilmiştir (193). Osteosarkom hücrelerinin TGF-β 

salgılayarak MKH'lerde β-katenin yolunu aktive ettiği gösterilmiştir (181). Başka bir 

çalışma ise TGF-β1 ve β-katenin sinyalleşmesi arasındaki iş birliğinin insan MKH'lerinde 

osteogenezi/osteoblastogenezi inhibe ettiğini ileri sürülmüştür (194). Çalışmamızda 

kemik iliği MKH’lerin ve K2 vitamininin, Saos-2 hücreleri üzerinde Wnt/β-katenin sinyal 

yolağı aracılı bir etkisi olup olmadığını belirlemek için β-katenin ile immunositokimya 

çalışmaları yapıldı. Wnt/β-katenin sinyal yolağının C ve D vitamini aracılığıyla 

regülasyonunun değiştiğini gösteren çalışmalar literatürde yer almaktadır (195–198). 

Kolorektal kanser hücrelerinde K3 vitaminin etkisine bakılan bir araştırmada K3 

vitaminin Wnt sinyal yolunu baskıladığı gösterilmiştir (199). Ancak, osteosarkomda K2 

vitaminin etkisinde Wnt/β-katenin sinyal yolunun araştırıldığı bir çalışmaya ise 

rastlanmamıştır. Bu anlamda çalışmamızda tüm gruplar arasında nükleer β-katenin'in 

ekspresyonu immünohistokimyasal olarak değerlendirildiğinde sağlıklı MKH’lerde β-

katenin'in nükleer ekspresyonunun Saos-2 hücrelerine oranla daha düşük olduğu 

görülmüştür. Bu durum kanser hücrelerinde ve osteosarkom da β-katenin'in 

ekspresyonunun arttığı ve sinyal yolağı ifadesinin değiştiğini gösteren çalışmaları 

destekler niteliktedir. Saos-2 hücreleri, MKH ve K2 vitamini ile ko-kültüre edildiğinde β-

katenin ekspresyonunda değişiklik olduğu, nükleer ekspresyonun anlamlı olarak azaldığı 

görülmüştür. 25 μM K2 vitamini uygulanan ko-kültür grubundaki anlamlı azalış K2 

vitamininin Wnt/β-katenin sinyal yolunun aktivasyonunu bozarak β-katenin 

ekspresyonunu inhibe edebileceğini göstermiştir. 

Mezenkimal kök hücrelerin kanser modülasyonundaki rollerinde salgılanan 

sitokinlerin, kemokinlerin veya ekstraselüler veziküllerin kanser progresyonundaki 

çelişkili sonuçları görülmektedir. Bu farklılıkların oluşmasında hücre hatlarına uygulanan 

ilaçların yanıtları, etki mekanizmaları, uygulama dozları, hücrelerin köken aldığı doku, 

kanser hücre hatlarının karakteristik özellikleri de oldukça önemlidir (186). MKH'lerin 
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tümör destekleyici veya tümör baskılayıcı moleküler mekanizmaları ile ilgili olarak daha 

kapsamlı araştırmalar yapılması kanser tedavisinde bu hücrelerin rolüne ışık tutacaktır. 

Elde edilen sonuçlara göre tek başına K2 vitamininin hastalık patogenezinde düzenleyici 

rol oynamadığı tespit edilmiş olup, kemoterapiye ek olarak tedavide kullanılabileceği 

düşünülmüştür. Bunun için, K2 vitamini ile ilişkili çalışmaların in vitro ve in vivo da 

yapılan ileri araştırmalarla desteklenmesi gerekmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Tez çalışması kapsamında aşağıda sıralanan sonuçlara varılmıştır. 

 Tümör mikroçevresinin ana elemanlarında olan mezenkimal kök hücrelerin 

laboratuvar ortamında üretimi gerçekleştirildi. Bu amaca uygun olarak geliştirilen 

hücreler in vitro ortamda çoğaltıldı. Hücrelerin karakterizasyonu için morfolojik 

özellikleri ve farklılaşma kapasiteleri incelendi. Ayrıca mezenkimal kök hücrelere 

özgü yüzey belirteçlerinin tayini akım sitometri ile yapılarak bu hücrelerin MKH 

olduğu kanıtlandı. 

 Çalışmamızda K2 vitaminin sitotoksisite analizleri sonucunda Saos-2 hücreleri için 

optimum doz 25 μM ve 50 μM, optimum süre 48 saat olarak belirlenmiştir. 

 Apoptozis tayini için yapılan akım sitometri analizleri sonucunda Saos-2 hücrelerinin 

apoptoz oranları ve canlı kalma oranları belirlendi. K2 vitaminin ve MKH’lerin Saos-

2 hücreleri üzerinde anti-apoptotik/apoptotik etkileri ile ilgili mekanizmaların 

aydınlatılabilmesi yeni çalışmaların yapılması gerekliliğini doğurmaktadır. Ayrıca K 

vitaminlerinin uygulanan doz ve sürelerde anlamlı bir etki göstermediği 

görüldüğünden Xcelligence gibi gerçek zamanlı cihazlarla farklı süre ve dozlarda 

etkinliğinin araştırılması hedeflenmektedir. 

 Spektrofotometrik olarak ölçülen ALP enzim aktivitesi değerlendirildiğinde Saos-2 ile 

ko-kültür grupları karşılaştırıldığında azalma görülse de bu farklılıklar istatistiksel 

olarak anlamlı değildir. Kemik mineralizasyonunda önemli olan ALP enziminin 

aktivitesinde daha uzun kültür süreleri uygulanması öngörmekteyiz. 

 Elisa yöntemi ile IL-6 ve TGF-β1 sitokinlerinin konsantrasyonları ölçülerek Saos-2 ile 

ko-kültür grupları arasında anlamlı farklılıklar bulunmadı. Bundan sonraki 

çalışmalarımızda ko-kültür gruplarında sitokin profili yanısıra moleküler ilaçlar ve gen 

taşıyıcılar olarak salınan ekstraselüler veziküllerin (ekzosomlar) mikroçevredeki rolü 

çalışılarak MKH’lerin OS patogenezindeki yerinin belirlenmesi hedeflenmektedir. 
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 İmmünositokimya analizleri ile β-katenin protein ekspresyonunu belirlemek için 

yapılan çalışmalar sonucunda Saos-2 hücreleri ile ko-kültür edilen gruplar arasında 

proteinin ekspresyonu açısından fark bulundu. Sağlıklı hücreler olan MKH’lerde β-

katenin’in nükleer ekspresyonunun düşük olduğu, Saos-2’lerde ise β-katenin’in 

nükleer ekspresyonunun yüksek olduğu belirlenmiştir. 25 μM K2 vitamini ile ko-

kültüre edilen grupta β-katenin’in nükleer ekspresyonundaki anlamlı azalma, 

MKH’lerin ve K2 vitamininin Wnt/β-katenin sinyal yolağı hedeflenerek yapılacak 

çalışmalarda osteosarkom tedavisine potansiyel bir terapotik olarak katkı sağlayacağı 

düşünüldü. Osteosarkom tedavisinde terapotik ajan olarak mezenkimal kök hücrelerin 

tek başına uygulanmasının tümör hücrelerinin apoptoza gitmesinde anlamlı bir sonuç 

oluşturmadığı ancak ko-kültür ortamlarına eklenen K2 vitamini ile additif etki 

gösterdiği immün çalışmalar ile gösterildi. 

 Elde ettiğimiz tüm bu sonuçlara göre, mezenkimal kök hücrelerin kanser tedavisindeki 

kullanım etkinliği tam olarak netlik kazanmadan klinik uygulamalara geçilmemelidir. 

Kanserde kullanılan standart tedavilerin yan etkilerinin olması alternatif tedavi 

seçeneklerini gerektirmektedir. Bu nedenle radyoterapi ve diğer kemoterapötiklerle 

kombinasyon halinde yeni tümör mikro-çevre hedefli ajanların geliştirilmesi tedaviye 

katkı sağlayacaktır. Hedeflerimiz doğrultusunda yapacağımız ileriki çalışmalar kanser 

hastalığında alternatif hücresel tedavilere ışık tutacaktır. 
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	Şekil 3.1. Mononükleer hücre izolasyonu için örneğin fikol üzerine alınması (sol), Fikol ile dansite gradient yönteminin uygulanması sonrası hücre tabakalarının oluşumu (sağ).

	3.2.  Mononükleer Hücrelerden Mezenkimal Kök Hücre Elde Edilmesi ve Kültürü
	3.3. Mezenkimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu
	3.3.1. Morfolojik Analiz
	3.3.2. Farklılaşma Testleri
	3.3.3. Akım (Flow) Sitometri ile İmmünfenotip Analizi
	Tablo 3.1. MKH’lerin karakterizasyon analizinde kullanılan belirteçler.


	3.4. İnsan Osteosarkom Hücre Hattı (Saos-2) Kültürü
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