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OZET

Insan Kemik iligi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerinin ve K2 Vitamininin
Osteosarkom Hiicreleri Uzerine Etkilerinin Wnt/p-Katenin Yolagi Hedeflenerek

Arastirilmasi

Histolojik olarak malign osteoid varligi ile karakterize olan osteosarkom (OS),
cocuklarda ve genglerde en sik goriilen primer kemik tiimoridiir. Agresif ve metastatik
yapiya sahip olan OS, genelde akcigere metastaz yaparak hastaligin 6liimciil seyrine
neden olur. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin (MKH), mikrocevrede
onemli rol oynadigi bilinmesine karsin osteosarkom hiicreleri sagkalimina etkisi
tartigmalidir. Timor mikrogevresindeki iletisim salgilanan sitokinler, kemokinler ve
ekstraseliiler vezikiiller aracilifiyla farkli yolaklarin aktivasyonu/inhibisyonu ile
saglanmaktadir. Ayrica mikrocevrede var olan K2 vitamini ile kemik metabolizmasi
arasindaki iligkinin arastirilmasi, K2 vitamininin osteogenez modiilasyonundaki olasi

rollerinin aydinlatilmasinda 6nemlidir.

Caligmamizda, saglikli kemik iligi MKH’lerinin ve K2 vitamininin Saos-2
hiicreleri tizerindeki apoptotik etkileri in vitro ortamda hiicre-hiicre temasi olmadan
(membranli/insert) yapilan ko-kiiltiir deneyleriyle incelendi. Saos-2 hiicrelerinin
apoptotik Ozellikleri akim sitometri yOntemiyle analiz edildi. Saos-2 hiicrelerinin
osteoblastik olgunlagmay1 indiikleme yetenegini degerlendirmek i¢in Alkalen fosfataz
(ALP) enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak Ol¢iildi. Kiiltiir sonrasi slipernatanta
salinan sitokinlerin (IL-6 ve TGF-B1) tayini ELISA yontemi ile belirlendi. Saos-2
hiicrelerinde B-katenin proteinin ekspresyon c¢aligmalart ise immiinositokimyasal olarak

belirlendi.

Ko-kiiltiir sonug¢larimiza gore Saos-2 hiicrelerinin MKH’ler ile etkilesiminde
apoptotik hiicre sayisinin arttigi ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
belirlendi. Kiiltiir slipernatantlarindan elde edilen ALP enzim aktivitesi Ol¢limlerinde

azalma tespit edilmesine ragmen sonugclar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kiiltiir



siipernatantlarindan elde edilen ELISA sonuglarmna gore salgilanan IL-6 ve TGF-Bl
sitokin miktarlarinda azalma tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. Saos-2 hiicrelerinde immiinohistokimyasal yontemlerle boyanan B-katenin
ekspresyonunun ko-kiiltiir gruplarinda hiicre cekirdeklerinde anlamli olarak azaldigi

saptandi.

Bu bulgular 15181inda MKH’lerin ve K2 vitamininin osteosarkom mikrogevresine
Wnt sinyal yolagi araciligiyla etkili oldugu saptandi. K2 vitamininin tlimorojeniteyi
azaltabilecegi ancak terapotik amacl kullanim i¢in farkli doz ve siireleri igeren in vivo ve

in vitro pre-klinik ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, K vitamini, mezenkimal kok hiicre, osteosarkom, B-

katenin.



ABSTRACT

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

Cells and Vitamin K2 on Osteosarcoma Cells by Targeting Wnt/pB-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-B1) released into the supernatant after culture
were determined by the Elisa method. Expression studies of B-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

Vi



the amount of secreted IL-6 and TGF-B1 cytokines was detected, but no statistically
significant difference was found. It was determined that the expression of B-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, B-catenin.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

°C : Santigrat derece

ng :  Mikrogram

ul : Mikrolitre

ALP :  Alkalen fosfataz

Apaf :  Apoptoz proteaz aktive edici faktor

Bcl-2 : B-hiicreli lenfoma 2 geni

BSA : Sigir serum albiimin

CD . Faklilagsma faktorii

CK1 :  Casein kinase 1

CM :  Sartlandirilmig (Kosullu) ortam

DAB . 3,3'-diaminobenzidine

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

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA :  Deoksiribo niikleik asit

Dvl :  Dishevelled

ELISA : Enzim bagli immiin 6l¢iim yontemi

EMT :  Epitelyal mezenkimal gecis

FBS : Fetal bovine serum

FITC : Fluorescein isothiocyanate

Fz : Frizzled

GSK3p :  Glikojen sentez kinaz 383

ICso : Yar1 maksimum inhibitor konsantrasyon

IL . Interldkin

ISCT : Uluslararast Hiicre & Gen Terapi Dernegi (The International Society for
Cell & Gene Therapy)

kDa : Kilodalton

Ki : Kemik iligi

M : Molar

MHC . Major Histocompatibility Complex
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MKH

Saos-2
TCF/LEF
TGF-B
TME
VEGF
WHO
XTT

Mezenkimal Kok Hiicre

Mililitre

Mononiikleer Hiicre

Osteosarkom

Phosphate-buffered saline (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi)
Platelet (trombosit) kaynakli biiyiime faktorii

Propidyum iyodiir

Paratiroid hormon ilisgkili protein

Riboniikleik asit

Dakikadaki devir sayisi

Insan osteosarkom hiicre hatti

T-cell factor/lymphoid enhancer factor

Transforme edici biiyliime faktorii beta

Timo6r mikro ¢evresi

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

Diinya Saglik Orgiitii
2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilide
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1. GIRiS

Osteosarkom (OS), daha ¢ok geng eriskin ve ¢ocuklarda goriilen primer malign
kemik tliimoriidiir. Kemikteki en aktif bolge olan uzun kemiklerin metafizleri, OS
biiyiimesinin esas bdlgeleridir (1). Son yillarda cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
tekniklerinde ilerlemelere ragmen oOzellikle metastatik hastalarda sagkalim oranlari
degismemistir. Bu nedenle yeni ve etkili tedavi yontemlerinin tanimlanmasina ihtiyag
vardir (2). Tiimoriin kendisinden ziyade tiimoér mikrogevresini hedeflemek Onerilen

tedaviler arasindadir (3).

Osteosarkomun olusumu ve gelisimi, kemik mikrogevresi ile yakindan iligkilidir
(3). Mikrogevrede yer alan MKH'ler kendi kendini yenileme ve osteoblast, kondroblast,
miyoblast, adiposit gibi bir¢ok hiicre tipine doniisebilme yetenegine sahiptirler (4).
Mezenkimal kok hiicreler, rejeneratif, immiinosupresif, immiinomodiilatér ve anti-
inflamatuvar  Ozellikleri nedeniyle klinik ve preklinikte Onem tasimaktadir.
Immiinosupresif olmalar1 nedeniyle kanser, otoimmiin hastaliklar, hasarli doku ve
organlar1 onarmada immiin yaniti1 diisiirmek i¢in terapotik bir yaklagim olarak ortaya

cikmistir (5,6).

Kemik mikrogevresindeki mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) osteosarkom
metastazin1 indiikledigi disiiniilmektedir. MKH’ler tiimor gelisimi, metastaz ve ilag
direnci ile yakindan iligkilidir (3). Daha 6nceki ¢caligsmalar, timor hiicrelerinde ilag direnci
gelismesine neden olan ¢esitli mekanizmalari tanimlamis olsa da, tiimor mikrogevresinin
ila¢ direncinin gelisiminde anahtar bir rol oynadig: belirtilmektedir (7)(4). Proliferasyon
ve metastaz gibi osteosarkomun malign ozelliklerinin, sadece tiimoriin kendisinin
Ozelliklerinden degil, ayn1 zamanda mikrogevreden de 6nemli Olctlide etkilendigi, timor
hiicrelerine yakin olan normal hiicrelerin, dogrudan temas yoluyla tiimor hiicrelerinin
etkisi altinda oldugu belirtilmektedir (8). Bu mikrogevrede var olan hiicreler tarafindan

salinan sitokinlerin de tiimor hiicreleri tizerinde etkileri oldugu bildirilmektedir (9)



Son yillarda yapilan bir¢ok calismada K vitamininin anti-timor etkileri
arastirilmis ve birgok kanser hiicresinde biiylimeyi inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi
gosterilmistir. Buna karsilik K vitamininin osteosarkom hiicreleri lizerindeki etkilerine
yonelik caligmalar ¢ok nadirdir (10). K2 vitamininin hem osteosarkom hiicreleri
sagkalimima etkisi hem de mezenkimal kok hiicrelerle indirekt etkilesimlerinin OS
patogenezindeki roliinli arastirmaya yoOnelik planlanmis olmasi ¢alismamizin 6zgiin

degerini ortaya koymaktadir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak tez ¢alismamizda osteosarkom hiicrelerini, saglikli
kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreleri ile indirekt ko-kiiltiire ederek in vitro
ortamda tlimor mikrogevresini taklit etmeyi ve bu mikrogevrede yer alan MKH’lerin ve
K2 vitamininin osteosarkom hiicreleri {lizerindeki apoptotik ve proliferatif etkilerini
incelemeyi amagladik. Bunun i¢in MKH’lerin ve K2 vitamininin osteosarkom hiicre
hattina anti-tlimorojenik etkilerinin olup olmadigi farkli yontemlerle ayr1 ayr1 ve ko-kiiltiir
ortaminda enzim Ol¢limleri (ALP), sitokin tayini (interlokin-6 ve TGF-B1) ve hiicre

yolaklar1 (Wnt/B-katenin) iizerinden arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Osteosarkom

Osteosarkom (OS), osteoid veya immatiir kemik doku iireten mezenkimal
hiicrelerin olusturdugu malign kemik timdrtdiir (11). Mezenkimal orijinli olan bu malign

hiicreler kemikten veya nadiren yumusak dokudan koken alir (12).
2.1.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Osteosarkom, diinyada en sik goriilen primer malign kemik tiimdrlerinden biri
olup, yillik goriilme insidans1 3.4/1 000 000’dur (13). OS, baslica pediatrik hastalar
etkileyen tiim kemik tiimorlerinin ~% 60'in1 olusturarak daha ¢ok geng yetiskin ve
adolesanlarda goriiliir (8,14). Osteosarkomlar siklikla puberteye bagl biiyiimenin en hizli
oldugu donemde goriiliir ve yas biiylidiikce goriilme sikligi da artar. Pik insidansini
kizlarda 10 ile 14, erkeklerde 15 ile 19 yaslar1 arasinda yapar. Her yas grubunda ve her

irkta erkekler kadinlara oranla daha fazla etkilenir (15).

Osteosarkom i¢in fenotipik risk faktorleri fizyolojik biiylime ile iligkili uzun boy
ve yiksek dogum agirligmi igerir (16). Vakalarin biiylik c¢ogunlugu sporadik
mutasyonlarin sonucudur, ancak timdr baskilayic1 fonksiyon kaybi genellikle OS'de
tanimlanir ve patogenezinde kritik bir adimdir. Kromozomal dengesizlik ve timor
baskilayici genlerin kaybindan kaynaklanan genetik degisikliklere ek olarak, OS ayrica
proliferasyonu ve metastazi destekleyen bir kemik mikro ortam1 olusturarak ana sinyal

yollarinda bozulmalara da sebep olabilir (17).

Osteosarkom gelisimi birkag genetik yatkinlik durumuyla iligkili olmasina ragmen
OS tiimorlerinin ¢ogu sporadiktir. Cok sayida ¢alisma yapilmasina ragmen mevcut OS
etiyolojisi belirsizligini korumaktadir (18). Insanlarda osteosarkoma neden oldugu bilinen
tek g¢evresel ajan iyonlastirict radyasyondur. Radyasyon, osteosarkomlarin yaklagik

%?2'sinde rol oynamaktadir (19).



2.1.2. Lokalizasyon ve Yayillim

Lezyonlar herhangi bir kemikte olusabilir siklikla mezenkimal kok hiicre
havuzunu temsil eden uzun kemiklerin metafizlerinde goriiliir (20). Olgularin yaklasik
%50’si1 diz ¢evresi kaynaklidir; en yaygin diger bolgeler distal femur, proksimal tibia ve
proksimal humerustur (21). Daha az goriilen bolgeler ise kafatasi, ¢ene ve pelvis kemigidir
(22). Ancak nadiren ekstremitelerin yumusak dokularinda da (6r: kas doku) goriilebilir
(23). Hastalarin yaklasik %15-20’sinde tani aninda radyografik olarak saptanabilir
metastazlar bulunmaktadir. Cerrahi rezeksiyon sonrasi metastatik hastalik gelistiginden
¢ogu hastada mikro metastaz oldugu kabul edilir (21). Osteosarkomlar siklikla akcigere
(>%70) nadiren de diger kemiklere ve organlara metastaz yapar. Metastazlar hem

akcigerlerde hem de kemiklerde ayni1 anda bulunabilir (24,25).
2.1.3. Osteosarkom Tiimor Tipleri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan osteosarkom siniflandirilmas: asagidaki
sekildedir.

Tablo 2.1. Osteosarkom siiflamasi (26,27).

1- intramediiller

2- Multifokal

A- Konvansiyonel (Klasik)

3- Gnathic

Osteoblastik

4- Jukstakortikal

Kondroblastik Periosteal
Fibroblastik Parosteal
B- Epiteloid Yiiksek dereceli yiizey

C- Dev hiicreden zengin

5- intrakortikal

D- Osteoblastom benzeri

6- Sekonder Osteosarkom

E- Kiigiik hiicreli

F- Telenjiektatik

G- Diisiik dereceli santral




Konvansiyonel osteoblastik OS yaklasik %70 ile en yaygin goriilen tiptir.
Kondroblastik ve fibroblastik OS tiimorlerinin her biri %10 ile ikinci en yaygin tiptir (18).

2.1.4. Osteosarkom Belirtileri

Osteosarkomlu hastalar siklikla etkilenen bolgede agri, kisitli eklem hareketi,
lokalize sicaklik artisi gibi spesifik olmayan sikayetlerle bagvurur. Cok az hastada
patolojik kiriklar olusabilir (28). Hastaligin ileri evrelerinde genellikle kilo kaybu,
halsizlik ve ates izlenir (29).

Prognostik onemi olan alkalen fosfataz (ALP) ve laktat dehidrojenaz (LDH)
ylikselmeleri disinda laboratuvar bulgular1 nadirdir (30).

2.1.5. Osteosarkom Tedavisi

Hastaligin tedavisi 1970’lere kadar oncelikle cerrahi rezeksiyon ile saglansa da
hastalarin ¢ogunda tanidan sonraki bir yil i¢inde Oliimciil seyreden akciger metastazi
goriilmiistiir (31). Sonraki yillarda cerrahi 6ncesi (neoadjuvan) ve sonrasi (adjuvan)
kemoterapinin uygulanmasiyla metastatik olmayan osteosarkom igin ameliyat sonrasi
uzun siireli kiir oran1 %25' ten %60'a yiikselmis olup (32), bes yillik sagkalim ortalama
%70 civarindadir (33). Lokalize osteosarkomlu bireylerin ortalama bes yillik sagkalimlari
yaklasik %80'dir, ancak metastatik hastalig1 olanlarin prognozlari ¢ok daha kotiidiir (22).
Solunum yetmezligi ile birlikte ilerleyen akciger metastazin gelismesi genellikle 6liimle

sonuglanir (34).

Primer ve metastatik osteosarkomu tedavi etmek icin standart bakim protokolii
sisplatin, doksorubisin, metotreksat ve ifosfamidden olusan ¢oklu kemoterapi rejimidir
(35,36). Son zamanlarda OS tedavisinde bifosfonat sinifi ilaglar dikkat ¢ekmektedir.
Bifosfonatlar, osteoklast aktivitesi iizerindeki etkilerinin yani sira tiimor hiicrelerinin
bliylimesini ve proliferasyonunu inhibe etme, apoptozu indiikleme ve anjiyojenik biiyiime
faktorlerini asag1r regilile etme islevi goriir. Ancak bu ilaclarin osteosarkomu

baskilamadaki rolii tartismalidir (37).

Osteosarkom tlimorlerinin ¢ogunun patolojik ve molekiiler 6zellikleri, OS'nin

osteoblast  farklilasma  yolagindaki  genetik ve epigenetik  bozulmalardan
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kaynaklanmaktadir. Mevcut kemoterapiler ¢ogunlukla OS tiimorlerinin proliferatif
yonlerini hedeflediginden, farklilagsmanin tesvik edilmesi ve/veya farklilasma kusurlarmin

istesinden gelinmesi i¢in etkili bir adjuvan tedavi uygulanmalidir (18).

Tedavide kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemlerin kombine edilmesi ile
daha yiiksek sagkalim oranlar1 olugsa da kemoterapinin yan etkilerine bagl oliimler
gerceklesmektedir. Kemoterapinin saglikli dokularda olusturdugu sitotoksisite de
tedavide dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica hangi tedavi seceneginin uygulanmasi
konusunda hala tam bir fikir birliginin olmamasi mevcut kemoterapiye alternatif

yaklagimlara zemin olusturmaktadir (38,39).

2.1.6. Osteosarkom Histolojisi

Osteosarkom, histolojik olarak malign mezenkimal kok hiicre ve tiimor hiicreleri
tarafindan osteoid iretimi ile karakterizedir (18). En yaygin histolojik tip olan
konvansiyonel osteosarkomlar tiim vakalarin yaklasik %75'ini olusturur (40). Bu
sarkomlar kemik, kikirdak veya lifli yapilarin hakim oldugu bir matrikse sahiptir ve
matriks hiicrelerinin baskinligina gore alt tiplere ayrilir. Histolojik agidan, osteosarkom,
osteoid matriks veya immatiir kemik olusumu ile birlikte malign, anaplastik (pleomorfik)

1gsi hiicre proliferasyonu ile karakterizedir (17) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. En yaygin goriilen tip olan Konvansiyonel OS'nin histopatolojik 151k

mikroskobik goriintiisii, Hematoksilen-Eozin boyama (17).



Osteosarkomlar ¢esitli hiicre dig1 matriksler iiretebildigi ve degisik derecelerde
farklilasmaya sahip olabildiginden, histolojik yapisi sadece vakadan vakaya degil, aym
vakada bolgeden bolgeye de Onemli Olciide degisebilir. Cesitli alt tiplere gore
siiflandirilmas: sadece baskin histolojik modele gore degil, ayn1 zamanda anatomik

yerlesimine ve bazen de histolojik derecesine goredir (41).

2.1.7. Tiimor Mikrocevresi

Timor mikrogevresi, hiicreler arasi matriks ve hiicresel bilesenler igerir (42).
Tiimdr mikrogevresinde fibroblastlar, endotel hiicreleri, bagisiklik hiicreleri ve MKH gibi
hiicreler yer almakta (Sekil 2.2) ve bu hiicrelerin arasindaki etkilesim tiimoriin
yayiliminda, invazyonunda ve metastaz gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (43,44).
Mikrogevre sarkomun ilk gelisimini, kemoterapiye direnci ve tiimor hiicrelerinin
metastatik yayilmasini da destekleyebilir (45,46). Tiim6r mikrogevresinin heterojen yapist
kanserde sagkalim, progresyon, metastaz, ilaglarin basarisizligi ve ilag direncinin en

onemli nedenlerinden sayilmaktadir (47).

n Epithelial @ Cancer ' Cancer stem jb" Bone-marrow

cell cell cell mesenchymal stem cell

! Dendritic ~—  Extracellular
L= Fibroblast @ T-cell G Macrophage i S,

Sekil 2.2. Kemik tiimorii mikrogevresi (48).
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Tiimo6r mikrogevresinde var olan hiicrelerin yani sira hiicreler arasi matriks
bilesenleri; proteazlar, biliylime faktorleri, ligandlar, metabolitler, sitokinler, DNA ve
kiigiitk RNA’lar gibi ¢oziinebilen faktorlerin de tiimdr gelisiminde dogrudan veya dolayl
olarak rol aldig1 gosterilmistir (47).

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kemik iliginde hematopoetik olmayan kok hiicrelerin varligi 140 yil énce Alman
patolog Cohnheim tarafindan bildirilmis ve bu hiicreler ilk olarak 1970’li yillarda
Friedenstein ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. Friedenstein, fetal buzagi serumu
iceren kemik iligi aspiratinin ortama yayilmasi sonucu adezyon yetenegi olan, osteoblast,
kondroblast ve adiposit gibi hiicrelere farklilasabilen, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen kolonilerin varligim bildirmistir (49). 11k yapilan ¢alismalarda mezenkimal kok
hiicre kaynag1 kemik iligi iken (50) sonraki ¢aligmalarda dig pulpasi, periost, trabekiiler
kemik, kas dokusu ve maksillofasiyal dokular, perisitler, dermis, kil folikiilii, dalak, akciger,
karaciger, pankreas, testis, menstriiel kan, kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon

stvist ve periferik kandan da mezenkimal kok hiicre izolasyonlar1 yapilmistir (50-52).

T
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Sekil 2.3. Erigskin mezenkimal kok hiicre kaynaklari ve farklilagabilecekleri hiicre tipleri (52).
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Uluslararast Hiicre & Gen Terapi Dernegi (ISCT), 2019 yilindan itibaren
mezenkimal kok hiicre yerine mezenkimal stromal hiicre terimini Onermektedir (53).
MKH’ler immunofenotipik 6zellikleri itibariyle CD34, CD45, HLA DR ve CD14 gibi
tipik hematopoietik belirtegleri gostermezken, CD105, CD73 gibi hematopoietik olmayan
hiicre yiizey belirteclerini ifade ederler. Uluslararast Hiicre & Gen Terapi Dernegi

tarafindan mezenkimal kok hiicreler icin asgari ii¢ tanimlayici 6zellik belirtilmektedir.
1- Standart kiiltiir ortaminda plastik yiizeye yapisabilmeleri,

2- CDI105, CD73 ve CD90 gibi hiicre yiizey belirteclerini ifade etmeleri, ancak
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 ve HLA-DR gibi hematopoetik

belirtegleri ifade etmemeleri,
3- Invitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilmeleri (54).

Kemik iligi mikrogevresinin 6nemli bir bileseni olan MKH’ler kemik, kas,
kikirdak, tendon, yag ve kemik iligi stromal hiicrelerine farklilagsma yetenegine sahip olan
multipotent Oncli hiicrelerdir (4). Son zamanlarda rejeneratif, immiinosupresif,
immiinomodiilatér ve anti-inflamatuvar Ozellikleri nedeniyle klinik ve preklinikte
kullanima girerek Avrupa Birligi Tip Ajansi tarafindan Ilag Hiicre (Cell Drug) kapsamina
almmustir (55). Immiinosupresif olmalar1 nedeniyle kanser, otoimmiin hastaliklar, hasarl
doku ve organlarin onariminda immiin yaniti1 diisiirmek i¢in tedavi edici bir yaklagim

olarak ortaya ¢ikmustir (5,6).
2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tiimor Mikrocevresindeki Rolii

Osteosarkomlarin, osteoblast farklilasma siirecinde MKH'lerden veya osteoblast
onci hiicrelerinden gelistigini gosteren caligsmalar olsa da (56,57) kokenine dair kesin bir
kanit yoktur. Bu sebeple 6zellikle genetik modifikasyon teknolojisi kullanilarak yapilacak
calismalar OS'nin kdkenini agiklamaya yardime1 olabilir. Klinik dncesi yapilan ¢alismalar
ile tiimorlerin hiicresel kokenini anlamak tedavi yaklagimlarinin belirlenmesinde oldukga

onemlidir (58).



Mezenkimal kok hiicrelerin timor gelisimindeki etkileri de hala tam olarak
anlagilamamistir (6). Kanser tipine bakilmaksizin, bazi ¢alismalar MKH’lerin tiimor hiicre
biiylimesini inhibe edici etkileri oldugunu gosterirken, bazi ¢calismalarda MKH'lerin timor
hiicrelerinin sag kalimini destekleyen proliferatif etkileri oldugunu gostermistir (59,60).
Calismalar kemik iligi kokenli MKH’lerin tiimor dokusuna ve metastaz olan bolgelere
yoneldigini (61-63) ve o hiicrelerle kaynastigini (64) belirtmektedir ancak bunu hangi

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

2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerden Salinan Sitokinler

Sitokinler, hiicre iletisiminde gorev alan 5-20 kDa agirliginda salgisal
proteinlerdir. Spesifik reseptor ligandlarina baglanarak hedef hiicrede sinyal iletimini
baslatirlar. Sitokinler, inflamasyon, otoimmiin hastaliklar ve kanser patogenezinde 6nemli
rol oynarlar (66). Tiimor mikrogevresinde bulunan sitokinler, tiimdr hiicreleri ve kanserle
iligkili hiicreler arasinda parakrin sinyal iletimi yoluyla haberlesme saglar (47). Bu
mikrogevrede interlokinler, timor nekroz faktor ailesi, interferon ailesi ve doniistiiriicii
biiylime faktorii beta (TGF-P) protein ailesi gibi farkli fonksiyonlara sahip birgok sitokin
bulunmaktadir (67).

Tlim6r mikrogevresinin hiicresel bilesenlerinden olan MKH’ler ile tiimdor hiicreleri
arasindaki iletisim esas olarak hiicre dis1 vezikiiller (mikrovezikiiller ve eksozomlar),
sitokinler, sinyal yollari, immiinoregiilasyon ve miRNA araciligiyla olmaktadir (68)
(Sekil 2.4). Mezenkimal kok hiicrelerden salgilanan bir¢ok sitokinin tiimdriin
beslenmesini, biiylimesini ve anjiyogenezini uyarabilecegi kabul edilmektedir (69).
Ayrica timor hiicrelerinden ya da hasarli dokulardan salinan ¢esitli sitokinler, kemokinler
ve biiylime faktorleri de MKH reseptorlerine baglanarak MKH’lerin damar digina

¢ikmalarini ve hedefe yonelmelerini saglamaktadir (70,71).
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Sekil 2.4. Mezenkimal stroma ve tiimor etkilesimi (68).

Salgilanan bu sitokinler arasinda interlokin-6 (IL-6) basrol oynar (72). IL-6,
antijene 6zgli immiin yanit1 ve inflamatuar reaksiyonlari etkileyen birden ¢ok hiicre tipini
etkileyen bir sitokindir (73). IL-6 monositler, fibroblastlar, T hiicreleri ve bir¢ok kanser
hiicresi tarafindan salgilanir ayrica B hiicrelerinin farklilagsmasini uyararak antikor
iretimini destekler (74). IL-6 salgisindaki artis inflamatuvar hastaliklarin siddetinin
artmasina ve kanser gelisiminin hizlanmasina sebep olabilir (75). Kanser gelisiminde IL-
6’nin, proliferasyon, anjiyogenez, migrasyon, invazyon ve metastazi arttirdigi (76,77) ve
IL-6 yikimimin in vitro osteosarkom hiicrelerinde hem migrasyonu hem de invazyonu

azalttig1 calismalarda gosterilmektedir (74).

Interldkin-6"nin sekresyonu TGF-B1'e bagimlidir (78). TGF-P1, hiicre dis1 matriks
birikimini ve MKH’lerin proliferasyonunu indiikleyen ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir (79).
Makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal o6ldiiriicti hiicreler, B hiicreleri, T hiicreleri, kanser
hiicreleri ve daha bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenen TGF-B; hiicre bdliinmesi

(proliferasyon), farklilagsmasi (diferansiasyon), adhezyon, morfogenez, hiicreler arasi
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matriks olusumu ve apoptoz (programli hiicre 6liimii) gibi ¢esitli hiicresel siireglerin
kontroliinii saglamaktadir (80,81). Normal fizyolojik kosullar altinda, TGF-p, hiicrelerin
biiylimesini sinirlayarak ve apoptozu uyararak doku homeostazinin siirdiiriilmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. TGF-B sinyalizasyonunun karsinogenezdeki rolii ise karmasiktir (82).
Hastaligin erken evrelerinde tiimor baskilayici, sonraki evrelerde tiimor destekleyicisi
olarak gorev yapmaktadir (82,83). Karsinogenez siirecinde TGF-f’nin anti-tiiméral immiin
cevabr baskilanir. TGF-B sinyalizasyonunun kesilmesi Epitelyal Mezenkimal Gegise
(EMT) neden olarak kanserin ilerlemesini saglar. Hiicreler arasi etkilesimlerin bozulmasi
sonucu metastazlar olusur (84). TGF-p, tiimor hiicrelerinde EMT'nin ana indiikleyicisi gibi
goriinmektedir (85), ancak EMT'yi indiiklemek i¢cin Wnt/B-katenin yolu dahil olmak iizere

diger sinyal yollariyla da is birligi yapmaktadir (86).

Osteosarkom istilasinin ilk asamalarinda, TGF-f gibi biiyiime faktorleri, bozulmusg
kemik matriksinden salinarak osteosarkom hiicreleri ilizerine etki eder ve paratiroid
hormon iliskili protein (PTHrP), IL-6 ve IL-11 salintmin1 uyarir. Bu sitokinler daha sonra
osteoklastlar1 uyararak proinflamatuar sitokinlerin daha fazla salinmasini saglar ve kemik
yikimint aktive eder (87). Kemik yikimini takiben, TGF-B'ler, tiimdr hiicrelerini ve
mikrogevresini hedefleyerek OS biiyiimesini ve metastatik yayilimini destekler. Reseptor
aktivator niikleer kappa-B ligandi (RANKL) ve IL-11 gibi osteolitik faktdrlerin
ekspresyonunu yiikselterek kemik osteolizini ve protiimoral faktorlerin salgilanmasini
uyarir. Ayrica Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF) ve Vaskiiler Endotelyal
Biiytime Faktorii (VEGF) ekspresyonunu ve dolayisiyla anjiyogenezi yukari regiile eder.
Son olarak, TGF-f'ler, immiin hiicre proliferasyonunu ve aktivitesini diizenleyerek

immiinosupresif etki gosterir (85) (Sekil 2.5).

12



Sekil 2.5. TGF-B'nin osteosarkom tiimorii ve metastaz gelisimindeki merkezi rolii (88).

2.3. K Vitamini, Cesitleri ve Osteosarkom Tedavisinde Yeri

K vitamini, ilk olarak 1929'da anti-hemorajik aktiviteleri nedeniyle Henrick Dam
tarafindan tesadiifen tanimlanmistir (89). Pihtilagma proteinlerinin aktif formlarinin
sentezinde etkili olan K vitaminleri yagda ¢0ziiniir ve normal koagiilasyonun
saglanmasinda 6nemli rolleri vardir (90-92). Biyokimyasal olarak 2-metil-1,4-naftakinon
tiirevlerinden olusmaktadir (93). iki dogal, bir sentetik olmak iizere ii¢c gruptan olusur;

filokinon (K1), menakinon (K2) ve menadion (K3) (Sekil 2.6) (94).
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Sekil 2.6. K vitaminlerinin kimyasal yapilar1 (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 alinan K vitaminlerinin esas
kaynagidir. Yesil yaprakli bitkiler (lahana, maydonoz, brokoli, 1spanak vb.), kivi,
yesil iizlim, avokado, soya fasiilyesi, kignis, yesil ¢cay, kanola, zeytinyagi gibi besin

kaynaklarinda bol bulunur (96).

K2 vitamini (menakinon) fermentasyon yapan mikroorganizmalar ve insanda
terminal ileum ile kolonda bulunan bagirsak bakterileri tarafindan sentezlenir (90).
Menakinon-n (MK-n) olarak adlandirilan bir dizi K vitamini formunu igerir; n,
tekrarlayan 5-karbon birimlerinin sayisini yansitir. Ana diyet menakinonlar1t MK-4 ile
MK-10'dur (96). Balik, yumurta, karaciger, bobrek, siit, tereyagi ve fermente peynir
gibi hayvansal gidalarda bulunur. Menakinonlar, diisiik yogunluklu lipoproteinler
tarafindan karacigerden kemik gibi ekstrahepatik dokulara taginir (96).

K3 vitamini (menadion) sentetik olarak iiretilip provitamin olarak kullanilan
formudur. Karacigerde protrombin biyosentezi, kan plazmasindaki protrombinin
arttirtlmas1 ve kanin pihtilasmasi icin gereklidir (93). K3 vitamininin yiiksek

dozlar1 alerjik reaksiyonlar, hemolitik anemi ve karaciger hiicrelerinde
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sitotoksisite gibi ¢esitli yan etkilere neden oldugundan dolayi toksik olarak kabul
edilir (97).

K vitamini, K vitaminine bagimli proteinlerin post-translasyonel modifikasyonunda
bazi glutamik asit rezidiilerinin y-karboksiglutamik aside (Gla) doniisiimiinii saglayan
enzimatik reaksiyonun kofaktoriidiir (98). K vitamini bagimli proteinlerin karboksilasyonu
hemostazin saglanmasi, kemik metabolizmasi, biiyiimenin devami ve sinyal iletimi i¢in
gereklidir (90,99). K2 vitamini, osteoblastik aktiviteyi uyarir ve osteoblastlarin hiicre disi
matrisinde osteokalsin birikimini arttirarak kemik mineralizayonunda énemli rol oynar
(98,100,101). Menakinonlarin hem pro-osteoblastik hem de anti-osteoklastojenik
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, kemik mineral yogunlugunu korumak yerine

kemik kalitesini iyilestirme etkisine de sahiptir (100).

Son yillarda yapilan birgok c¢alisma, K vitamininin anti-tiimdr etkilerini
arastirmistir. Bu calismalar K vitamininin 16semi, hepatoseliiler karsinom, akciger, meme,
mesane ve prostat kanserleri dahil olmak iizere kanser hiicrelerinde biiylimeyi inhibe
ettigini ve apoptozu indiikledigini gdstermistir (102—107). Buna karsilik K vitamininin
osteosarkom hiicreleri tizerindeki etkilerine yonelik ¢alismalar ¢ok nadirdir (10).

2.4. Hiicre Oliim Yolaklar1

Morfolojik kriterlere dayali olarak {i¢ farkli hiicre 6liim yolagi tanimlanmustir:

1. Tip I (niikleer dejenerasyon/apoptoz),

2. Tip II (sitoplazmik vakuolizasyon/otofajik hiicre 6liimii)

3. Tip III dejenerasyon (hiicre yirtilmasi/nekroz) (108).
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2.4.1. Apoptoz
2.4.1.1. Apoptozun Tarihgesi

Apoptoz, normal gelisim sirasinda organizmanin ihtiya¢ duymadig, istenmeyen
veya hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in evrimsel olarak korunmus programli
hiicre 6liimiidiir (109). Yunancada apo (ayr1) ve ptosis (diisen) kelimelerinin birlesmesi

ile olusan apoptozis terimi ¢icek veya agag¢ yapraklarinin dokiilmesini tanimlar (110).

Isik mikroskobu ve boyama yontemlerinin kesfiyle 1920 yilinda hiicre 6liimii ile
ilgili ilk olarak nekroz tanimlanmistir (111). 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan iskemiye maruz kalan dokuda nekrozdan farkli olan hiicre 6liimii gézlenmistir
(110). 1980 yilinda ise Wyllie programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozun biyokimyasal
aragtirmalarinin temelini saglamistir (112). Duke ve arkadaglari 1983 yilinda jel
elektroforezi sistemi 1ile apoptozda endoniikleazlarin aktive olarak DNA’nin
pargalandigini gostermistir. Bu sayede apoptotik hiicre 6liimiiniin ilk biyokimyasal kaniti

gosterilerek apoptozis konulu ¢alismalar ivme kazanmistir (113).

Apoptozun artmast norodejenaratif (Alzheimer, Huntington, Parkinson),
hematolojik (aplastik anemi, Fanconi anemisi), otoimmiin (multipl skleroz, romatoid
artrit, skleroderma) bozukluklara; azalmasi ise kanser, viral enfeksiyonlar, metabolik

hastaliklara yol agar (114).

Cok hiicreli organizmalarda homeostaz hiicre farklilasmasi, proliferasyonu ve
Olimii arasindaki denge ile saglanir (115). Hiicre proliferasyonu hakkinda bir¢ok sey
bilinmesine ragmen hiicre 6liimiinlin altinda yatan molekiiler mekanizmalar hala tam
olarak anlasilamamuistir (116). Bir hiicrenin apoptoza girme karari, ¢cok ¢esitli diizenleyici
uyaranlardan etkilenebilir (115). Apoptotik siire¢ hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyaranlar
tarafindan aktive edilir. Serbest radikaller, oksidanlar, ilaglar, bazi norotransmitterler,
glukokortikoidler, TGF-f, tiimor nekroz faktorii (TNF), noron biiyiime faktorii, koloni
uyarici faktorler, insiilin benzeri biiyiime faktorii, ultraviyole ve iyonize edici radyasyon

dis uyaranlardir. Timor siipresor (baskilayici) gen olan p53, onkogenler, gida yetersizligi-
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antimetabolitler, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler ise i¢ uyaranlardir

(114,117,118).

Apoptoz, tipik olarak, ¢ok c¢esitli hiicresel proteinleri parcalayan bir sistein proteaz
ailesi olan kaspazlarin aktivasyonu tarafindan yonlendirilir. Kaspaz proteazlarinin

aktivasyonuna gore igsel ve digsal olmak iizere iki ana yolak vardir (119).

Iesel yolak (Intrinsik Yol / Mitokondri Aracili Apoptoz)

DNA hasari, biiytime faktorii eksikligi, oksidatif stres ve ultraviyole radyasyon
gibi ¢esitli hiicre i¢i uyaranlar tarafindan aktive edilir. Bcl-2 protein ailesinin proapoptotik
(Bid, Bak ve Bax) ve antiapoptotik (Bcl-2 ve Bcl-XL) iiyeleri tarafindan yonetilir (120)
(Tablo 2.2). Mitokondriyal sitokrom ¢ salinimi ile serbest kalan sitokrom c, Apaf-1’e
baglanir. Apaf-1’in oligomerizasyonu kaspaz-9 aktivasyonunu indiikler ve apoptozom

denilen kompleks olusur (119).

Tablo 2.2. Apoptozis ve genler (111).

Proapoptotik genler Antiapoptotik genler

* Bcl-2 ailesinden; * Bcl-2 ailesinden;

Bid, Bak, Bax, Bad, Bik, Bcl-XS, Hrk1 Bcl-XL, BHRL-1, Bcl-W, Bfl-1, Brag-1,

* c-myc Mcl-1, Al

* p53, p21 * c-abl

» Fas (APO-1/CD95) *p35

- FADD/MORT], RIP * ras onkogeni

« Interlokin déoniistiiriicii enzim benzeri * ¢oziinebilir Fas

proteinler (ICE) *+ A20

* LOH (MTS1/CDK41)
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Dussal yolak (Ekstrinsik Yol / Reseptor Aracili Apoptoz)

Apoptozis hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen TNF reseptorii 1 (TNF-R1), Fas
(APO-1/CD95), TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand dahil olmak tizere TNF
ailesinin 6liim reseptdrlerinin aktivasyonu yoluyla tetiklenir (120). TRAIL ve FAS gibi
membran 6liim reseptorlerine baglanan ligand, pro-kaspaz-8'in aktivasyonuna neden olur
bu da kaspaz-3 ve -7'nin aktivasyonunu tetikleyebilir ve hiicre 6liimiine yol acan TRAIL

ve FAS ligandi gibi dis faktorler tarafindan indiiklenir (119).

Tiimorler igsel yol araciligiyla apoptoz indiiksiyonuna direngli hale getiren
mutasyonlar gecirdiklerinden, kanser tedavisinde siklikla digsal apoptoz yolaklar

hedeflenir (120).

2.4.1.2. Morfolojik Degisklikler

Apoptoz mekanizmasi enerji gerektiren aktif ve fizyolojik bir siirectir.
Mitokondriyonlar tarafindan oliime gotiiren faktorlerin salinimi Bcel-2 protein ailesi
tarafindan kontrol edilir. Apoptoza ugrayan hiicre komsu hiicrelerle olan temasini
kaybederek morfolojik olarak kii¢iiliir. Su kaybederek biiziisen hiicrede zar proteinleri
yikilir ve hiicre zarinda kabarciklar olusur. Sitoplazma yogunlasir. Niikleer membranin
yakininda yogunlasan kromatinin yikilmasi ile artan biiziisme sonucu 151k mikroskobunda
yogun ve koyu boyanan kiigiik yapilar olan piknotik ¢ekirdekler goriiliir. Niikkleozomlar
arasinda DNA’y1 parcalara ayiran endoniikleazlar aktive olur. Apoptoz sonucunda
artiklarin ortadan kaldirilmas: i¢in 6zellesmis hiicrelerce fagosite edilen zarla ¢evrili
kiictik apoptotik cisimler olusur. Enflamatuar reaksiyon olmaksizin apoptotik cisimler

fagositik hiicrelerce uzaklastirilir (121,122).

Apoptotik hiicreler nekrozdan farkli olarak parcalandiktan sonra igeriklerini dig
ortama salmazlar (122). Apoptozun hatali diizenlenmesi sonucu hiicre sagkaliminda
olusan degisiklikler kanser, viral enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, ndrodejeneratif
bozukluklar ve AIDS (edinilmis immiin yetmezlik sendromu) dahil olmak tizere birgok

hastaliginin patogenezine katkida bulunur (115,123).
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2.4.1.3. Apoptoz Tayininde Kullamlan Yontemler

Apoptozun belirlenmesi i¢in ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal yontemler
gelistirilmistir. Apoptoza gitmek i¢in sinyali alan hiicrede bir¢ok degisiklik olugsmaktadir.
Bu siiregte niikleus, sitoplazma, mitokondri veya hiicre membraninda degisimler olur.
Hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyinde bulunan fosfotidilserinin hiicre membraninin
dis ylizeyine ¢ikmasi en belirgin degisimlerdendir. Membranda olusan bu yer degisikligi
hiicre oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Hiicrenin dis yiizeyine yerlesen
fosfatidilserine baglanma 06zelligi olan Anneksin V, floresan bir madde (FITC) ile
isaretlenerek apoptotik hiicrenin goriiniir hale gelmesini saglar. Anneksin V-FITC
kompleksinin fosfatidilserine baglanma orani akim sitometri ile dlciilebilmektedir. Bu
yonteme ikinci bir boya olarak eklenen propidyum iyodiir (PI) 6lii hiicrelerin boyanmasina
imkan saglar. Boylece Anneksin V-FITC ve Pl ile es zamanli yapilan boyama canli ve 6lii

hiicrelerin belirlenmesini saglar (124).

Apoptoz tayininde kullanilan yontemler:

e Morfolojik goriintiileme yontemleri (Hematoksilen-Eozin boyama, Giemsa

boyama, Elektron mikroskopi, Floresan mikroskopi, Faz kontrast mikroskopi)
 Immiinohistokimyasal yontemler (M30 ydntemi, Annexin V, TUNEL, Kaspaz 3)

o Biyokimyasal yontemler (Agaroz jel elektroforezi, Western blotting, Akim

sitometri)
o Immiinolojik yontemler (ELISA, Fluorimetrik Y&ntem)

o Molekiiler biyoloji yontemleri (117,125).
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2.4.2. Otofaji

Yunanca “kendi kendini yeme” anlamina gelen otofaji; aglik, biiylime faktorii
eksikligi, hipoksi durumunda hiicre icindeki organellerin ve sitoplazmik yapilarin
lizozomlar tarafindan parcalandigi katabolik bir siireci ifade eder (126,127). Otofaji
sonucunda lizozomlarda veya vakuollerde iiretilen metabolitler, yeni makromolekiillerin
sentezi i¢in enerji kaynagi ya da yapi tasi olarak yeniden kullanilir. Y1ikim i¢in hedeflenen
sitoplazmik yapilarin otofagozom denilen ¢ift zarli vezikiillere paketlenerek lizozoma
taginmasi ile tanimlanan otofaji, hiicresel igerigin lizozoma nasil gonderildigine bagl

olarak ii¢ ¢esittir: Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji (126).

Otofajinin kanser metabolizmasinda rolii metastatik ve anti-metastatik oldugunu
gosteren caligmalar nedeniyle tartismalidir. Otofaji, kanser metastazinin ilk evresinde,
tiimdr nekrozunu ve immiin hiicre infiltrasyonunu kisitlayarak metastazi antagonize eder.
Boylece, kanser hiicrelerinin birincil bolgeden yayilmasini dnlemeye ¢aligir. Metastazin
ileri evrelerinde ise malign hiicreler ekstraseliiler matriksten ayrilarak baska bir bolgede
kolonize olur ve bu yeni ortamdaki metastatik hiicreleri indiikleyerek, metastazin
destekleyicisi olarak hareket edebilir. Kanser hiicreleri, genetik mutasyonlar veya
epigenetik modifikasyonlar iireterek programlanmis hiicre 6liimiinden kagmak i¢in ¢esitli
stratejiler gelistirir. Bu nedenle, tek tip programlanmaig hiicre 6liimiinii indiiklemek kanser
metastazinin tedavisi i¢in yeterli olmayabilir. Farkli hiicre 6liimii indiikleyicilerinin
kombine kullanimi, metastatik hiicreleri 6ldiirmek i¢in daha dogru bir yaklagim olacaktir

(128-130).
2.4.3. Nekroz

Nekrozda hiicre zedelenmesi meydana geldiginden siire¢ pasif ve patolojiktir.
Hiicre membrani hasar1 sonucu su ve ekstraseliiler iyonlar ¢evreye sizar. Organeller geri
doniistimii olmayan degisikliklere ugrarlar. Lizozomal enzimler ekstraseliiler alana

verilirken komsu dokuda hasara ve ileri diizeyde enflamatuar yanita neden olur (118,121).
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2.5. Wnt/p-Katenin Sinyal Yolag:

Wnt/B-katenin yolagi hiicre boliinmesi ve farklilagmasi gibi 6nemli biyolojik
stiregleri kontrol eden evrimsel olarak korunmus bir sinyal yoludur. Ayrica hem
embriyonik hem erigskin donemde hiicre kutuplagsmasinin saglanmasi, hiicre siklusunun
diizenlenmesi, hiicre adezyonu, anjiogenez, apoptozis ve adipogenez gibi biyolojik

olaylarda rol oynar (131,132) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Wnt/B-Katenin sinyal yolaginin apoptozdaki rolii (129).

Temel olarak ti¢ farkli Wnt sinyal yolagi tanimlanmistir; bu yolaklardan biri olan
Whnt/B-katenin (kanonik) yolagi kanser gelisiminde 6dnemli rol oynamaktadir (134,135).
Wnt/B-katenin sinyal yolaginda, Wnt ligandinin Frizzled (Fz) reseptoriine ve Fz’nin ko-
reseptorii olarak tanimlanan diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili protein olan
LRP5/6 proteinine baglanmasi ile birlikte hiicre i¢i sinyalizasyon baglar. Boylelikle Wnt

sinyal mekanizmasiin baglatilabilmesi i¢in gerekli olan ti¢lii yap1 (Fz-Wnt-LRP5/6)
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birbirleriyle baglanti kurmus olur (136—138) (Sekil 2.7). Bu baglanmanin sonrasinda
sinyal Once sitoplazmaya gecer ve DVL (dishevelled) fosforilasyonu uyarilir. Daha
sonrasinda bu fosforilasyon Axin, APC (adenomatous polyposis coli), CK1 (casein kinase
1), GSK-3 (glycogensynthase kinase 3)’ten olusan yikim kompleksini dagitarak, -katenin
stabilizasyonunu saglar ve B-kateninin niikleer translokasyonuna izin verir. Cekirdege
giren B-katenin, transkripsiyon faktor ailesi olan TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid
enhancer factor) iiyelerine baglanarak hiicrenin proliferasyonunu saglayacak ¢ok sayida

Wnt hedef geninin transkripsiyonunu saglar (139-141).

Wnt sinyali yoklugunda ise [-kateninin sitoplazmada yikimi saglanir.
Hiicrede ti¢ farkli lokalizasyonda (membranda, sitoplazmada ve niikleusta)
bulunabilen B-kateninin sitoplazmada par¢alanamamasi sonucu niikleusa gegmesiyle
malign siire¢ baslar ve niikleusta onkojenik genler aktive olur (Sekil 2.8). Bu sinyal
yolunda gorev alan cesitli biyomolekiillerde meydana gelen bazi patolojik
degisiklikler hem Wnt/B-katenin sinyal yolunun kontrolsiiz aktivasyonuna, hem de
kanser basta olmak iizere bir¢ok ciddi hastaliklarin olusmasina neden olabilmektedir
(131,142). Dolayistyla bu sinyal yolu ve bu yolda gorev alan biyomolekiillerin
aydinlatilmas1 hem olusumlarinda rol oynadiklari1 hastaliklarin etiyolojilerinin
ayrintili bicimde ortaya konulmasinda hem de bu hastaliklarin tedavisi i¢in yeni

hedef molekiillerin belirlenmesinde olduk¢a 6nemlidir (132).
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Sekil 2.8. Wnt/pB-Katenin sinyal yolagi (143).

2.5.1. Osteosarkomda Wnt/pB-Katenin Sinyal Yolag:

Osteosarkom patogenezinde Wnt/B-katenin sinyallemesinin rolii tam olarak
anlagilamamistir (45,134,142). Wnt/B-katenin sinyali, normal osteoblast farklilagsmasi ile
iligkilidir. Anormal Wnt/B-katenin sinyali normal kemik gelisimini bozmakta ve
osteosarkomda sik¢a goriilmektedir (144). Wnt sinyal yolunun anahtar molekiilii olan -
kateninin OS hiicrelerinde ekspresyonunun arttigi, bu durumun da uzak metastaz ve koti
prognozla iliskili oldugunu gosteren calismalar mevcut olmasimma ragmen asiri
ekspresyonunun klinikteki 6nemi hala belirsizligini korumaktadir (145). Multifaktoriyel
bir protein olan B-katenin hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve apoptoz ile
iliskilidir. Osteosarkom hiicrelerinde anormal Wnt aktivasyonunu spesifik olarak

hedefleyen terapdtik ajanlarin gelistirilmesi ise hala arastirilmaktadir (142).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Saghkh Verici Kemik iligi Orneklerinin Toplanmasi1 ve Mononiikleer

Hiicre izolasyonu

Calismamiz icin Ankara Yildirm Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’na basvurulmus olup, kurulun 17.03.2021 tarihli toplantisinda c¢alismamizin
gerceklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigmma karar verilmistir (Onay/Protokol
No0:2021/28). Calismamiz igin Ankara Sehir Hastanesi/Cocuk Hastanesi Kemik iligi
Nakil Unitesine veya Hematoloji béliimiine allojenik nakil i¢in basvuran kisilerin saglikli
vericilerinden kemik iligi 6rnegi alindi. Saglikli vericiler segilirken, gegirilmis ya da
gecirmekte oldugu onkolojik veya enfeksiyon hastaliginin olmamasina, kemik iligi 6rnegi
vermesine fiziksel ve tibbi engel olmamasina dikkat edildi. Saglikli vericilerden alinan
onam sonrasi ameliyathane ortaminda posterior iliak krestten aliman kemik iligi

aspirasyonu sonrasi 2-5 ml kadar kemik iligi 6rnegi ¢calisma i¢in ayrildi.

Saglikli vericilerden alinan kemik iligi aspirasyonu Ornekleri Ankara Sehir
Hastanesi/Cocuk Hastanesi/Kok Hiicre Laboratuvarina ulastiktan sonra dansite gradient

yontemi ile mononiikleer hiicre (MNH) izolasyonu yapild1 (Sekil 3.1).

*  Kemik iligi ornekleri ayn1 voliimde (1/1) Phosphate Buffer Solution (PBS)
(AppliChem, Almanya) ile seyreltildi.

* Ay bir tiipte seyreltilmis kemik iligiyle ayn1 volimde (1/1) fikol (Cegrogen
Biotech, Almanya) hazirland1 ve seyreltilen iiriin fikol {izerinde tabaka

olusturacak sekilde damla damla eklendi.

*  Tiip igerisindeki 6rnek 2000 rpm’de 15 dakika santriflij (Eppendorf 5702,
Almanya) edildi.

*  Santriflij sonrasinda buffy coat (MNH) pastor pipeti ile toplandi ve steril

falkon tiipe alindi.
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Hiicreleri iceren pellet {izerine 10 ml PBS eklenerek homojenize edildi ve

2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Pellet haline gelen hiicreler lizerine %60 Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Low Glucose w/L-Glutamine (DMEM-LG), %30 Fetal bovine serum (FBS)
(Biochrom, Almanya) ve %10 Dimetil siilfoksit (DMSO) (OriGen, ABD)

iceren dondurma (freezing) soliisyonu eklenerek 2 ml’lik kriyoviallerde
alikuatlandi. +4 °C’de 1 saat, -20 °C’de 4 saat, -80 °C’de 24 saat bekletildikten
sonra -196 °C s1v1 azot tanklarina (MVE-1500-Series-190, Chart) alindu.

Sekil 3.1. Mononiikleer hiicre izolasyonu i¢in 6rnegin fikol iizerine alinmasi (sol), Fikol

ile dansite gradient yonteminin uygulanmasi sonrasi hiicre tabakalarinin olusumu (sag).

3.2. Mononiikleer Hiicrelerden Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi ve

Kiiltiirii

Azot tankindan alinan kriyovialler oda 1sisinda hizlica ¢oziildi. Coziilen
hiicreler yeni bir tipe alinarak ortamdaki dondurma soliisyonunu
uzaklastirmak i¢in 5 ml PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Hiicre pelleti lizerine 5 ml biiylime besiyeri [ DMEM-LG (Lonza, ABD), %10
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fetal sigir serumu, %! penisilin-streptomisin (Biochrom, Almanya), %1
antifungal (Candisept)] eklenerek 25 cm?’lik (T25) flaska aktarildi ve 37
°C’de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire edildi.

*  Kiiltiir flaskr tabanina yapisan hiicreler gozlendikten sonra her 3 giinde bir
kiiltiir besiyeri tazelendi. Boylece yapismayan hematopoetik hiicrelerin

ortamdan uzaklagtirilmasi saglandi.

*  Yapigkan karakterdeki hiicrelerin %80-90 oraninda (konfluent) cogalarak
kiiltiir kabin1 doldurmasi beklendi. Konfluent hale gelen hiicreler pasaj 1’e
gecirildi. Bu islem i¢in 6nce hiicre kiiltiir ortamindan besiyeri uzaklastirildi

daha sonra ortama PBS eklenerek hiicreler yikandi.

*  Hiicre kiiltiir ortamindan PBS uzaklastirilarak hiicrelerin tizerine 2 ml %0.05
tripsin/EDTA (Biochrom, Almanya) konuldu ve inkiibatérde yaklasik 5-10
dakika beklendi. Bu asamada hiicrelerin yilizeyden ayrilip ayrilmadiklar

invert mikroskopta (Olympus CKX41) kontrol edildi.

*  Bir siire sonra kiiltiir flaskindaki hiicreleri tripsinin etkisinden uzaklagtirmak
icin besiyeri eklenerek kalkmis olan tiim hiicreler steril bir falkona aktarildi

ve 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

*  Santrifiij sonrast iistte kalan slipernatant atildi ve pellet 1 ml besiyeri eklenerek
resiispanse edildi. Sayim i¢in hazirlanan 6rnekten 20 pl, tripan mavisinden 20
ul (esit hacimde olmali1) ependorf tiipe alind1 ve pipetaj yaparak homojenize
edildikten sonra Thoma lamina aktarilarak mikroskop altinda sayildi. Sayim
sonucuna gore pasaj 1’e gececek hiicreler ekim i¢in hazirlandi. 1 mL’deki

canl1 hiicre sayis1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

Canli hiicre sayisi (hiicre/mL) = Tiim alanlarda sayilan hiicre sayisi x Diliisyon katsayist x 10¢
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3.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
3.3.1. Morfolojik Analiz

Kemik iligi aspirasyonu ile elde edilip pasaj 2’ye getirilen hiicrelerin morfolojik

ozellikleri caligma siiresince invert mikroskop ile incelendi.
3.3.2. Farkhlasma Testleri

Cogaltilan pasaj 2’deki MKH’ler adipojenik ve osteojenik farklilagsmay1 uyaran
besiyeri ortaminda ii¢ hafta kiltire edildikten sonra farklilasma potansiyelleri

degerlendirildi.

Adipojenik Farklilasma

*  MKH’lerin kiiltiir kabinda %80 yogunluga ulasmasi beklendi. Yogunluga
ulagmis hiicreler 5 ml PBS ile yikandi ve iizerlerine 2 ml adipojenik
farklilagma besiyeri (MesenCult Adipogenic Differentiation Supplement-

Human, Stemcell, Kanada) eklenerek iki giinde bir kiiltiir ortami tazelendi.

* Ug hafta sonunda flasklardaki besiyerleri toplanarak PBS ile yikandi ve
hiicreler 5 ml %10 formol (Sigma, ABD) ile fikse edildi.

*  Fiksasyonun ardindan formol uzaklastirilip distile su ile yikama islemi

yapildi.
* 5 ml %70 izopropanol eklenerek 5 dk beklendi.

* 5 ml Oil Red O (Sigma, ABD) boyasi eklenerek 5 dk oda 1sisinda beklendi ve
distile su ile yikama yapildi.

*  Hiicrelerin ¢ekirdek boyamast i¢in flaska 5 ml Hematoksilen eklendi ve distile

su ile yikama yapildi.

*  Dijital goriintiileme sistemi ile (Olympus CKX41) flasklarin fotograflari
cekildi.
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Osteojenik Farklilasma

*  Osteojenik farklilasma icin iiretilen hiicreler 5 ml PBS ile yikandi ve
tizerlerine 5 ml osteojenik farklilagma besiyeri (MesenCult Osteogenic
Stimulatory Kit, Stemcell, Kanada) eklenerek iki gilinde bir kiiltiir ortami1

tazelendi.

*  Uc hafta sonunda flasklardaki besiyerleri toplanarak PBS ile yikandi ve
hiicreler 5 ml %4 paraformaldehit ile 30 dk oda 1s1sinda fikse edildi.

*  Fikse edilen hiicreler distile su ile yikanarak paraformaldehitin ortamdan

uzaklastirilmasi sagland.

*  Flasklara 5 ml Alizarin Red boyas1 (Sigma, ABD) eklenerek 20 dakika oda

1s1sinda bekletildi ve distile su ile yikama yapildi.

*  Dijital goriintiileme sistemi ile (Olympus CKX41) flasklarin fotograflari
cekildi.

3.3.3. Akim (Flow) Sitometri ile Immiinfenotip Analizi

Kemik iligi kokenli MKH’lere 6zgii hiicre yiizey belirtecleri akim sitometri cihazi

ile (NovoCyte 3000 Akim Sitometrisi, ACEA, ABD) analiz edildi.
*  Hiicrelerin yiizey molekiillerinin analizi i¢in pasaj 2 MKH’ler kullanildi.

*  Kiiltiir kabinda iiretilen hiicreler istenilen yogunluga ulastiktan sonra tripsin-

EDTA ile kaldirilip hiicre siispansiyonlar1 hazirlandi.

*  Homojenize edilen hiicre pelleti akim sitometri tiiplerine esit dagitilarak

tizerlerine 100 ul PBS-BSA-NaNs (FACS) eklendi.

*  Her birinden 5 pl olacak sekilde CD73 (344006, Biolegend), CD90 (328110,
Biolegend), CD105 (323218, Biolegend) ve CD34 (343604, Biolegend)
antikorlarindan eklendi (Tablo 3.1).

28



*  Tipler oda 1sisinda karanlikta 30 dakika inkiibe edildi; inkiibasyon sonrasi 2

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

*  Santrifiij sonras1 siipernatant dokiildii, pelletin {izerine 200 pl PBS eklenerek
resiispanse edilip immiinofenotipik ozelliklerinin belirlenmesi i¢in akim

sitometri cihazinda analiz edildi.

Tablo 3.1. MKH’lerin karakterizasyon analizinde kullanilan belirtegler.

Antikor Antikor yanmiti
CD73-APC Pozitif
CD90-PE Pozitif
CD105-PE/Cy7 Pozitif
CD34-FITC Negatif

3.4. Insan Osteosarkom Hiicre Hatt1 (Saos-2) Kiiltiirii

Calismamizda kullanilan Saos-2 hiicre hatti Ankara Yildirrm Beyazit Universitesi
Merkez Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Aragtirma Merkezi (Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanhig1 Sap Enstitiisii, HUKUK Kayit No:02111901) tarafindan hediye
edildi. -196 °C’deki siv1 azot tankindan alinan hiicreler oda 1sisinda hizlica ¢oziildii.
Kriyovialde ¢oziilen hiicreler yeni bir tiipe alinarak ortamdaki dondurma soliisyonunu
uzaklastirmak i¢in 5 ml PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre pelleti
tizerine 5 ml biiyiime besiyeri [DMEM-LG High Glucose (Lonza, ABD), %10 fetal sigir
serumu, %1 penisilin-streptomisin, % 1 antifungal] eklenerek 25 cm?’lik flaska aktarild:
ve 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde Kkiiltiire edildi. Ug giinde bir besiyeri ortami
degistirildi.
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Konfluent yapiya ulasan hiicrelerin {izerindeki besiyeri aspire edilerek
uzaklagstirildiktan sonra steril PBS ile yikandi ve {izerine 2 ml tripsin enzimi konularak
yaklagik 5 dakika inkiibe edildi. Tripsin hacminin iki kat1 besiyeri konularak siispansiyon
haline gelen hiicre steril falkon tiipe aktarilarak 1800 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten
sonra siipernatant atildi ve dipte kalan pellet 1 ml besiyeri ile sulandirilarak sayim yapildi.

Sayim sonras1 hiicre yeni bir flaska ekilerek pasaj atlatildi.

3.5. K2 Vitamini Dozlarmin Belirlenmesi
3.5.1. K2 Vitamininin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan K2 vitamini (V9378-250mg, Sigma-Aldrich) toz halde temin
edildi. K2 vitamini, dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢6ziildii. Konsantrasyonu 10 mM
olacak sekilde hazirlanan stok ¢dozeltiler 0.2 uM filtrasyon ile sterilize edilerek tek
kullanimlik alikuatlara boliiniip -20 °C’de saklandi. 500 uM ara stok soliisyonu besiyeri
ile diliie edilerek 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM ve 200 uM K2 vitamini

dozlar1 hazirlandi.
3.5.2. in Vitro Sitotoksisitenin XTT Testi ile Belirlenmesi

K2 vitamininin Saos-2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin olup olmadigi ya da
sitotoksik etkisinin ne diizeyde oldugunu tayin etmek amactyla hiicre canlilik testi yapildi.
48. ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in XTT (30007, Biotium)

hiicre canlilik kiti kullanilda.

XTT [2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide]
yapisindaki tetrazolyum tuzlar1 metabolik aktif hiicreler tarafindan turuncu renkli
formazan kristallerine indirgenir. Olusan formazan kristallerinin miktarindaki artis
metabolik olarak aktif hiicre sayisiyla dogru orantilidir. Turuncu renkli formazan suda

¢Oziiniir ve yogunlugu bir spektrofotometre ile dlgiilebilir (146).

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarma ekilen Saos-2 hiicreleri (5x10°) kuyu basima

100 pl besiyeri konularak %5 CO:2 ortaminda 24 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin

tutunmalarini takiben kiiltlir ortamindaki besiyeri uzaklastirilarak 5 uM, 10 uM, 25 uM,
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50 uM, 75 uM, 100 uM ve 200 puM konsantrasyonlarinda K2 vitamini igeren taze
besiyerleri eklenerek 37 °C’de 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi. Ayrica hiicrelerin
besiyeri ortaminda kiiltiire edildigi ‘kontrol” ve besiyeri ortam1 %0.1-2 oraninda DMSO
iceren ‘DMSO kontrol’ gruplar1 da olusturuldu. Siire sonunda her kuyucuga 50 pl XTT
reaksiyon sollisyonu eklendi. Isik almamasi i¢in aliminyum folyoya sarilarak iki saat
37°C’de %5 COz igeren ortamda inkiibe edildikten sonra ELISA okuyucusunda (Thermo
Scientific, Varioskan Flash Multiplate Reader) 475 nm ve 630 nm (arka plan) dalga
boylarinda 6l¢iimii yapildi. Normallestirilmis absorbans degerleri elde etmek i¢in arka
plan absorbansini sinyal absorbansindan ¢ikararak elde edilen degerler hiicre canliligi
hesaplamalarinda kullanildi. Hiicre canlilik yiizdeleri kontrol grubu baz alinarak
hesaplandi. Test farkli zamanlarda {i¢ kez tekrar edildi. Sitotoksisitenin yiizde canlilik

tizerinden hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilds;

% Canlilik = (K2 vitamini igeren kuyucuklarin absorbans ortalamasi/pozitif kontrol

kuyucuklarimin absorbans ortalamasi) x 100
3.5.3. IC50 Degerinin Hesaplanmasi

Farkli zamanlarda K2 vitamini uygulanan Saos-2 hiicrelerinin sitotoksisite testi
sonucu elde edilen canlihik absorbans degerleri kontrol degeri (K2 vitamini
uygulanmayan) ile normalize edildi. Normalizasyon sonucu elde edilen absorbans
degerleri Graphpad Prism 8 programi kullanilarak grafize edildi ve bu inkiibasyon siireleri
icin elde edilen ICso (Half-maximal inhibitory concentration) degerleri hesaplandi.
Boylece K2 vitamininin apoptotik etkilerinin arastirilacagi dozlar ve inkiibasyon siireleri

belirlendi.
3.6. Ko-Kiiltiir Deney Sistemlerinin Olusturulmasi

Hiicre kiiltiirii ile yapilan ko-kiiltiir calismalart membranli ve membransiz olarak
yapilabilmektedir. Calismada kullandigimiz membranli (indirekt) ko-kiiltiir yontemi,
kiiltiir ortaminda kullanilan hiicrelerin birbirleri ile hiicre-hiicre temas1 olmadan ¢oziiniir
faktorlerin difiizyonu (parakrin) yoluyla etkilesimini saglamaktadir (147) (Sekil 3.2).

Daha ¢ok adeziv karakter gosteren hiicrelerde tercih edilmektedir.
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Membransiz (direkt) ko-kiiltiir yonteminde ise dogrudan hiicre-hiicre ve hiicre-
hiicreler aras1 matriks etkilesimi ve ¢Oziiniir faktorler yoluyla sinyallesme olmaktadir
(148). Ozellikle farkli adezyon karakteri gdsteren hiicrelerin ko-kiiltiir ¢aligmalarinda bu
yontem kolaylik saglamaktadir. Tez calismamizda kullanilan her iki hiicre tipinin de
(Saos-2 ve MKH) flaska yapisma 6zelligi oldugu i¢in ve kiiltiir sonrasi hiicre ayristirma
tekniklerini kullanimda karsilasabilecegimiz zorluklardan dolay1r bu yontem ko-kiiltiir
calismalarimizda tercih edilmemistir. Tez calismamiz i¢in olusturulan deney gruplar

Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Olusturulan deney gruplari.

1 Saos-2 (Kontrol 1)

2 Saos-2 + K2 vitamini (25 uM)

3 Saos-2 + K2 vitamini (50 uM)

4 MKH (Kontrol 2)

5 MKH + K2 vitamini (25 uM)

6 | MKH + K2 vitamini (50 pM)

7 Saos-2 + MKH (Kontrol 3)

8 Saos-2 + MKH + K2 vitamini (25 pM)

9 Saos-2 + MKH + K2 vitamini (50 pM)

T75 cm?’lik flasklara ekilen Saos-2 ve mezenkimal kok hiicreleri kiiltiir flaskinm
tabanin1 %80 kaplayinca tripsinizasyon islemi yapilarak hiicreler kaldirilip sayimlari
yapildi. 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina Saos-2 hiicreleri (1x10°) ekildi. Saos-2 hiicrelerinin
tizerine hiicrelerin birbirileri ile dogrudan temasini engelleyecek sekilde 1 um por ¢apinda
ThinCert™ hiicre kiiltiirii membranlar1 (Geriner Bio-One, Avusturya) dikkatli bir sekilde
yerlestirildikten sonra, membranlarin iizerine 1:1 oraninda MKH’ler (1x10°) ekildi (Sekil
3.2) (Kontrol 3). Ayrica Saos-2 (Kontrol 1) ve MKH (Kontrol 2) kuyucuklari olusturuldu.

Canlilik testi sonrast belirlenen optimum dozlarda hazirlanan K2 vitamini igeren
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besiyerleri ilgili kuyucuklara (2 ml) eklenerek %5 CO2’li inkiibatdrde 37 °C’de 48 saat
boyunca ko-kiiltlire edildi. Plaklar invert mikroskop kullanilarak giinliik olarak canlilik,

cogalma, apoptoz ve enfeksiyon acgisindan degerlendirildi.

. Kok Hiicreler

‘ Kanser Hiicreleri

ekil 3.2. Saos-2 hiicreleri ile Mezenkimal Kok Hiicrelerinin ThinCert™ hiicre
S

kiltiir membranlar1 kullanilarak olusturulan ko-kiiltiirii.

3.7. Ko-Kiiltiir Deneyleri Sonrasi Yapilan Analizler
3.7.1. Akim (Flow) Sitometri ile Annexin-V/PI Yontemi

Akim sitometri, siispansiyon halindeki hiicre ya da partikiillerin lazer 15181 ile
aydmlatilmakta olan bir bdolmeden gecirilerek hiicrelerin 1518 Onilinden gegerken
verdikleri sinyallerin toplanarak analiz edilmesi prensibine dayanir. Bunun igin
hedeflenen yap1 ya da hiicre 6zel bir boya veya floresan madde ile isaretli bir antikor
kullanilarak isaretlenir (149). Floresan ile isaretlenmis olan hiicreler hava basinci ile PBS
veya tampon ¢dzelti icinden gegirilir. Stvi akisinin hizli olmasi yiiksek basinca sebep olur
ve hiicrelerin cam veya kuartzdan yapilmis akis kabinine getirilmesini saglar. Bu kabin
stispansiyon halindeki hiicrelerin lazer kaynagindan sira ile gegcmesini saglar (Sekil 3.3).
Lazer 15181 etkisi ile hiicreler floresan boyalara carparak aktive olur ve yayilim yapar.
Yayilimin etkisi filtre ve dedektorler sayesinde tespit edilir, elektrik sinyallerine

cevrilerek amplifiye edilen veriler bilgisayara iletilir (150).

33



Ornek

Keruyucu
l kilif sivi

@@otoo 00000

Hidrodinamik
* basing etkisi

/ Floresan emisyonu

» FSC / S5C dedektori
ile hiicre blyakligi
ve granllite tespiti

Lazer

000 00

Sekil 3.3. Akim sitometri cihazinin sematik gosterimi (150).

Akim sitometri yontemi apoptozis, proliferasyon, hiicre yapist analizi ve hiicre
sayimi gibi bir¢ok ¢alismada siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem sayesinde hem hiicrede
niikleer degisiklik hem de membranda degisiklikler olusurken bile apoptozis
Olciilebilmektedir. Apoptozis meydana geldiginde normalde hiicre membraninin i¢
kisminda yer alan fosfatidilserin membranin dis kismina go¢ eder. Fosfatidilserine
baglanan Annexin V ile hiicrelerdeki apoptozis belirlenir. Ayrica hiicrelerin 6lii/canh

oldugunu ayirt edebilmek i¢in PI boyama yapilir (151).

Apoptozu gosterebilmek i¢in Annexin-V/PI kiti (640914, Biolegend) kullanildi.
Analiz edilen hiicreler 6zelliklerine gore farkli alanlara dagilma gosterir. Canli hiicreler
Annexin V (-) / PI (-), nekrotik hiicreler ise Annexin V (-) /PI (+), erken apoptotik hiicreler
Annexin V (+) / PI (-) ve ge¢ apoptotik hiicreler Annexin V (+) / PI (+) boyanma gosterir
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Akim sitometri cihazinda apoptoz tayini i¢in elde edilen grafigin sematik

gosterimi.

Kemik iligi MKH’lerin ve K2 vitamininin, Saos-2 hiicreleri sagkalimi tizerindeki
etkisini gostermek amaciyla akim sitometri ile apoptoz tayini Ankara Yildirim Beyazit
Universitesi / Merkez Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde
yapildi. 48 saatlik ko-kiiltiiriin sonunda ilgili kuyucuklardaki membranlar uzaklastirilarak
Saos-2 hiicreleri tripsinize edildi ve 1.5 ml’lik ependorflarda 1800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Olusturulan hiicre peleti lizerine kit i¢inde hazir bulunan binding buffer
(baglanma tamponu) eklendi. Uzerine 5 pl Annexin V-FITC eklenip vortekslendikten
sonra oda 1sisinda, karanlikta 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan 10 pl PI (propidyum
iyodiir) eklenip vortekslendikten sonra oda 1sisinda karanlikta 15 dakika inkiibe edildi ve

lizerine binding buffer eklenerek akim sitometre cihazinda analiz edildi.
3.7.2. Spektrofotometri ile Enzim (ALP) Aktivitesi Tayini

Kemik dokusu hiicrelerinden olan osteoblastlar, tip 1 kollajen lifleri ve matriks
proteinleri sentezleyerek kalsifiye olmamis osteoid dokuyu olustururlar. Osteoblastlar
graniilli endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi yoniinden zengindirler. Ayrica
osteonektin, osteokalsin, glikoprotein, glikozaminoglikan ve alkalen fosfataz enzimi
salgilarlar. Osteoid doku kalsifiye olunca osteoblastlarin aktivitesi azalir ve

osteoblastlardan osteositler olusur. Alkalen fosfataz enzimi araciligi ile kalsiyum ve fosfor
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iyonlar1 birleserek kalsiyum fosfat molekiillerini meydana getirir. Bu molekiillerin
hidroksiapatit denilen igne seklinde kristaller halinde matrikse ¢okmesiyle matriks
kalsifikasyonu olusur (152). Bu sebeple, ALP aktivitesi hiicrelerde mineralizasyon ve

dolayistyla kalsifikasyon ile iligkilidir.

Viicudumuzda kas-iskelet sisteminden bagka sindirim sisteminde de fonksiyon
gosteren ALP enziminin aktivitesindeki degisiklikler kemik dokusu ve karaciger

metabolizmasina iligkin bilgiler verir (153).

Tablo 3.2°de gosterilen caligma gruplarina ait besiyerlerindeki ALP aktivitesi
Ol¢ctimii icin kit (Abcam, Alkaline Phosphatase Assay Kit-Colorimetric, Cat No: ab83369)
kullamldi. Oncelikle 0, 4, 8, 12, 16 ve 20 nmol/120pL konsatrasyonlarinda pNPP
standartlar1 hazirlandi ve iizerlerine 10 pLL ALP enzim soliisyonu eklendi. Her bir ¢calisma
grubuna ait 6rnekten 80 pL alinip 96 kuyucuklu plaklara transfer edildi. Ornek kuyulara
5 mM konsatrasyonda hazirlanan pNPP soliisyonundan 50 pL eklenerek 25 °C’de 60 dk
1siktan koruyarak inkiibe edildi. ALP aktivitesini sonlandirmak i¢in biitlin kuyucuklara 20
pL  durdurma soliisyonu eklenerek 405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak ol¢ltimii yapildi. Kontrol gruplarina ait (Kontrol 1, Kontrol 2,

Kontrol 3) absorbanslar ile standardize edilerek sonuglar verildi.
3.7.3. ELISA Yontemi ile Sitokin (IL-6 ve TGF-p1) Analizi

Kemik iligi MKH ve Saos-2 hiicrelerinin 48 saatlik ko-kiiltiiriinlin ardindan
membranlar uzaklastirildi. Sitokinlerin analizi i¢in besiyerleri her bir grup icin ayri ayri
toplanarak 2000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatantlar
0,2 um’lik filtreden gegirilerek -80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Ko-kiiltiir sonucu
elde edilen siipernatantlardan interlokin-6 (IL-6) ve transforming growth factor-p1 (TGF-
B1) analizi ELISA yontemi ile yapildi ve gruplar arasinda farklilagan sitokin profilleri
karsilastirildi.

ELISA yontemine baslamadan o6nce -80 °C’de saklanan hiicre kiiltiirii
siipernatantlar1 ve +4 °C’de saklanan kit icerikleri 30 dk oda 1sisinda inkiibasyona

birakild1. Sitokin analizi icin ELISA kitleri (CK-bio-12137, CK-bio-13772) kullamldi. 96
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kuyucuklu plaklarin 1. slitununa 50 pl standart, 50 pl streptomycin-HRP eklendi. Diger
stitunlara ise 40 pl siipernatant, 10 pl anti-TGF-B1 antikoru (Biotinlenmis Antikor) ve 50
ul streptavidin-HRP eklenerek 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. Siire sonunda kuyular ters
cevrilerek bosaltildi. Kuyularin tamamen bosaltilmasi amaciyla plaklar hafif¢e kurutma
kagidi lizerine vurularak Ornekler uzaklastirildi. Kuyular yikama soliisyonu ile bes kez
yikandi. Plak tabaninda kalan sivi kurutma kagidi vasitasiyla uzaklastirildi. Yikamanin
ardindan bosaltilan kuyucuklarin her birine 50 pl chromogen solution A, 50 ul chromogen
solution B eklenerek karanlik ortamda 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi. K&r kuyulara ise
sadece chromogen solution A ve chromogen solution B eklendi. Reaksiyonun
sonlandirilmasi i¢in kuyucuklarin her birine 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek 10
dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda absorbanslar 6l¢iildii. Tiim
islemler her kuyuya esit sollisyon veren mikropipetor kullanilarak yapildi. Standartlarin
absorbanslart kullanilarak standart egri grafigi c¢izildi ve hiicre kiiltlirii slipernatant

orneklerinin sonuglari karsilagtirildu.
3.7.4. immiinositokimya Analizleri

Hiicre i¢inde bulunan bazi enzimlerin ya da makromolekiillerin lokalizasyonlarini
incelemeye yardimci olan immunositokimya yonteminde sistem, incelenecek olan bir
makromolekiile kars1 gelistirilmis antikorun ortaya konulmasidir. Spesifik antijen-antikor
iliskilerinden yararlanilarak molekiillerin hiicre icindeki yerlerinin belirlenmesi ve
goriilebilir hale gelmesi amaglanmaktadir. Bu anlamda Wnt sinyal yolaginin anahtar
diizenleyicilerinden biri olan B-katenin’in hiicre igerisindeki yerinin ve sinyal yolaginin
aktivasyonunun ¢alisma gruplarinda farkli olup olmadiginin belirlenmesi i¢in monoklonal

Anti B-katenin antikoru (sc-7963, Santa Cruz) kullanildi.

12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen Saos-2 hiicreleri, MKH’ler ile ko-kiiltiire
edildi. Immiin boyama i¢in her kuyucugun tabanina yuvarlak lameller (15x15mm, Nest)
yerlestirildi. 48 saat sonra kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak PBS ile yikama
yapildi. Hiicreler %4’liikk formaldehit ile 10 dakika boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonrasi
%10 FBS, %1 Bowine Serum Albumin (BSA), %0.1 Tween ve 0.3 M glisin iceren PBS
ile oda sicakliginda bir saat bloklama yapildi. Primer antikor %1 BSA ve %0.1 Tween
iceren PBS ile 1/100 oraninda dilue edildi. Hiicreler bir gece boyunca 4 °C’de ve nemli
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ortamda primer antikor eklenerek inkiibasyona birakildi. Ertesi giin PBS ile ii¢ kez yikama
yapildiktan sonra sekonder antikor (poliklonal, Anti-Rabbit [gG H&L (HRP); Abcam,
MA, ABD) eklendi ve oda sicakliginda bir saat inkiibasyona birakildi. DAB substrat
kitinde bulunan (Abcam, Cambridge, MA, ABD) DAB kromojen ve DAB substrat
karisgtmi  protokole gore hazirlandi. PBS ile yikama sonrasi sekonder antikor
uzaklagtirilarak DAB (3,3'-diaminobenzidine) ile boyandi. Boyama sonrasi PBS ile
yeniden yikama yapildi. Artan alkol serilerinden gegirilen preparatlar ksilolde
bekletildikten sonra entellan ile kapatildi. Immunositokimyasal degerlendirmeler 151k

mikroskobunda (Olympus, BX43, Japonya) goriintiilendi.

3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, SPSS25 paket programi kullanilarak yapildi. Gruplarin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testine gore yapildiktan sonra verilerin normal
dagildig1 gozlendi. Gruplar arasi karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirildi. Karsilastirma verileri ortalama + standart sapma seklinde verildi.
Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Analizler her bir 6rnek

ve Ol¢lim i¢in en az ii¢ kez gergeklestirilen deneyler sonucu elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Insan Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiirii ve

Karakterizasyonu
4.1.1. Morfolojik Ozellikleri

Uluslararasi1 Hiicre & Gen Terapi Dernegi (ISCT-International Society for Cell &
Gene Therapy) mezenkimal kok hiicreleri; kiiltiir ortaminda plastik ylizeye yapisan,
spesifik yiizey belirteclerine sahip olan ve osteosit, adiposit, kondrosit soylarina
farklilasabilen hiicreler olarak tanimlamistir. insan kemik iligi kokenli MKH’lerin hiicre
kiltiirii goriintiileri Olympus CKX41 marka invert mikroskopla ¢ekildi. Saglikli vericilere
ait MKH’lerin invert mikroskop ile ¢ekilen goriintiilerinde igsi fibroblast benzeri olduklar1

ve adeziv Ozellik gosterdikleri goriildii (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Saglikl vericilere ait MKH’lerin invert mikroskop goriintiileri x40 (sol) ve

x100 (sag) biiyilitme.

4.1.2. Farkhlasma Testleri

Caligmada kemik iligi kokenli MKH’lerin immiinofenotipik karakterizasyonunda

adipojenik ve osteojenik yonde farklilagsma kapasiteleri analiz edildi. T25’lik flasklarda
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cogaltilan hiicrelerin adipojenik ve osteojenik farklilasmalart morfolojik olarak analiz

edildi.

Adipojenik Farklilasma

Saglikli vericilerin kemik iliklerinden elde edilen MKH’lerin adipojenik hiicre
soylarina farklilagsmalarmi gostermek i¢in MesenCult Adipogenic Differentiation
Supplement-Human  (Stemcell) kiti kullamildi. Ug¢ hafta sonra MKH’lerin
sitoplazmalarinda biriken yag damlaciklarini gostermek i¢in Oil Red O boyama yapildi.

Olympus CKX41 marka invert mikroskop altinda goriintiilendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Saglikli vericilere ait MKH’lerin Oil Red O boyasi ile boyanan yag

damlaciklar1 goriintiileri, x100 biiytitme.
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Osteojenik Farklilasma

Saglikli vericilerin kemik iliklerinden elde edilen MKH’lerin osteojenik hiicre
soylarina farklilagmalarin1 gostermek i¢in Osteogenic Stimulatory Supplements-Human
(Stemcell) kullanildi. Ug hafta sonra olusan kalsiyum depozitlerini goriintiilemek igin
Alizarin red boyasi kullanilarak mineralize kemik yapilar1 gozlendi. Olympus CKX41

marka invert mikroskop altinda goriintiilendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Saglikl vericilerin kemik hiicresine farklilasmis MKH’leri, x40 (iist), saglikli
vericilerin kemik hiicresine farklilasmis MKH’lerinin Alizarin red ile boyanan kalsiyum

birikintileri (alt) x100 biiyiitme.
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4.1.3. Akim (Flow) Sitometri ile Immiinfenotip Analizi

Saglikli vericilere ait mezenkimal kok hiicrelerinin MKH’ye 0zgii yiizey
belirteglerinden CD105, CD73, CD90 belirteglerini ifade ettigi gdzlenirken, hematopoetik
kok hiicre belirteci olan CD34’1i ifade etmedigi (<%1) gozlendi. Akim sitometri analizi

sonucu elde edilen bulgular immiinfenotip a¢isindan bu hiicrelerin MKH olduklarini

dogruladi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Insan kemik iliginden izole edilmis MKH’lerin immiinofenotipik

Ozelliklerinin akim sitometrik analizi.



4.2. insan Osteosarkom Hiicre Hatti (Saos-2) Kiiltiirii ve K2 Vitamini

Dozunun Belirlenmesi

Saos-2 hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri incelendiginde kiiltiir kabinin
yiizeyine yapistiklar1 gozlendi. Saos-2 hiicrelerinin igsi yapilar olusturmadigi ve
MKH’lere nazaran daha oval bir yapida oldugu goriildii. Olympus CKX41 marka invert
mikroskop altinda goriintiilendi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Saos-2 hiicrelerinin 151k mikroskop goriintiileri, x100 (sol) ve x200 (sag)
biiylitme.

4.2.1. K2 Vitamini Saos-2 Hiicreleri Uzerine Etkisinin XTT Yontemi ile

Belirlenmesi

Saos-2 hiicrelerine 48 ve 72 saat boyunca K2 vitamini (5 pM, 10 uM, 25 uM, 50
uM, 75 uM, 100 uM, 200 uM) uygulandi. K2 vitamininin Saos-2 hiicreleri lizerindeki
sitotoksik etkileri XTT yontemiyle belirlenmis olup 48 ve 72 saatlik maruziyet sonuglari
Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol grubuna gore kat
artig1 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.6. K2 vitamininin Saos-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerinin XTT testi ile

degerlendirme sonuglari (48. saat).
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Sekil 4.7. K2 vitamininin Saos-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerinin XTT testi ile

degerlendirme sonuglari (72. saat).

DMSO kontrol gruplarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gdzlemlenmediginden bundan sonraki deneyler i¢in bu grup calisilmaya dahil

edilmemistir.
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Saos-2 hiicreleri 48 ve 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda K2 vitaminine
maruz birakildi ve sitotoksisite XTT testi ile belirlendi. Ardindan, her inkiibasyon siiresi

(48 ve 72 saat) i¢in ayr1 ayr1 ICso degerleri hesaplandi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. K2 vitamininin Saos-2 hiicreleri i¢in hesaplanan ICso degerleri.

Zaman ICs0 (nM)
48. saat 50.62
72. saat 37.54

Bu degerler 1s1ginda K2 vitamininin Saos-2 hiicrelerine uygulanacak

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

4.3. Ko-Kiiltiir Deneyleri Sonrasi Yapilan Analizlerin Bulgular:
4.3.1. Akim (Flow) Sitometri ile Annexin-V/PI Yontemi Bulgular

Calismamizda saglikli vericilerin MKH’lerinin Saos-2 hiicreleri ile ko-kiiltiirti
membran kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol 1, Kontrol 2, Kontrol 3 ve K2 vitamini
uygulanan (25 pM ve 50 uM) gruplar ko-kiiltiire edildi. 48 saat sonundaki apoptozis
oranlar1 akim sitometri ile analiz edildi. Degerlendirmeler ‘Ge¢ Apoptotik Hiicre Orani
(2. Bolge)’, ‘Canli Hiicre Orani (3. bolge)’, ‘Erken Apoptotik Hiicre Orani1 (4. Bolge)’ ve
‘Toplam Apoptotik Hiicre Oranlaru (2., 4. bolgeler)’ baz alinarak yapildi.

Apoptozu tayin etmek i¢in uygulanan Annexin V/PI yontemi sonucu elde edilen
degerler ile canli hiicreler, erken apoptotik hiicreler, ge¢ apoptotik hiicreler ve toplam
apoptotik hiicrelerin ylizdelerini gosteren grafikler istatistiksel olarak degerlendirildi

(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Gruplar arasindaki apoptotik farkliliklar1 belirlemek i¢in yapilan tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Canli  Between 22,952 8 2,869 ,318 ,939
Groups
Within Groups 81,212 9 9,024
Total 104,164 17
Erken  Between 14,879 8 1,860 ,442 ,868
Groups
Within Groups 37,844 9 4,205
Total 52,723 17
Geg Between 14,093 8 1,762 ,575 , 776
Groups
Within Groups 27,589 9 3,065
Total 41,682 17
Toplam Between 43,722 8 5,465 ,804 ,615
Groups
Within Groups 61,164 9 6,796
Total 104,886 17

Elde edilen verilere gore canli hiicre oranlarinin gruplar arasi karsilastirilmalar

sonucu istatistiksel olarak anlamli farkliliklar (p>0.05) gozlenmedi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Calisma gruplarina ait 48. saatteki canli hiicre oranlar1.

Elde edilen verilere gore erken, ge¢ ve toplam apoptotik hiicre oranlarinin gruplar
arast karsilagtirllmalart sonucu istatistiksel olarak anlamli farkliliklar (p>0.05)

gozlenmedi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Calisma gruplarina ait 48. saatteki apoptotik hiicre oranlari.
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Bu sonuglara gore Saos-2 hiicreleri iizerinde hem MKH’lerin hem de uygulanan

K2 vitamini dozlarinin apoptozda belirgin bir etkisinin olmadigini1 gézlemledik.
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AnnexinV >

Sekil 4.10. Anneksin V/PI yontemi ile apoptoz tayini sonuglart.

4.3.2. Spektrofotometri ile Enzim (ALP) Aktivitesi Sonuc¢lar:

Kemik iligi MKH ve K2 vitamininin, Saos-2 hiicrelerinde ALP aktivitesi {izerine
olan etkilerini degerlendirmek i¢in, 48 saat boyunca K2 vitaminin farkli dozlar1 ve MKH

ile muamele edilen Saos-2 hiicrelerinin besiyerlerinde ALP kit protokoliine gore dl¢iim

yapild.
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Kemik mineralizasyonunda ve kemik hiicrelerinde aktif rol oynayan ALP
enziminin, ¢alisma gruplarina ait hiicrelerdeki aktivitesi spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
[k olarak ALP enziminin bilinen konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar1 kullanilarak

standart egrisi (ODasos/konsantrasyon) olusturuldu (Sekil 4.11).

y=0,0761x + 0,1514 ¢
1,5 R2 = 09784 .

OD (405 nm)

0 5 10 15 20 25
pPNP (nmol)

Sekil 4.11. pNP (p-Nitrofenol) standart kalibrasyon grafigi

Standart egrisi formiiliine gore ¢aligma gruplarina ait OD4os degerlerine karsilik
gelen pNP konsantrasyonlart (nmol) hesaplandi. Sonuglar K2 vitamini igermeyen
ortamlarin kontrol olarak kullanilmasi ile normalize edildi. Elde edilen veriler
dogrultusunda caligma gruplarinin ALP aktiviteleri kontrol gruplar ile kiyaslandiginda

azalma gozlense de (Sekil 4.12) istatiksel olarak anlamli bir farklilik degildir (p>0.05,
Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. ALP enziminin gruplar arasindaki farkliliklarin1 belirlemek i¢in yapilan tek
yOnlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

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 ,028
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

5 -

Saos-2 Saos-2+K:2 Saos-2+Kz MKH MKH+K2 MKH+K:2  Saos-2+ Saos-2+ Saos-2+
(25uM) (50 uM) (25uM) (50 pM) MKH MKH+ MKH+
K25 uM) - Kao(50 pM)

ALP aktivitesi (U/1.)

Sekil 4.12. Calisma gruplarina ait 48. saatteki ALP konsantrasyonlari.
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4.3.3. ELISA Yontemi ile Sitokin (IL-6 ve TGF-B1) Tayini Bulgular

Ko-kiiltlir deney sistemlerinin olusturulmasiyla ortamda yer alan MKH’lerin,
Saos-2 hiicreleri Tlizerindeki parakrin etkileri arastirildi. Olusturulan gruplarda,
MKH'lerden salinan sitokinler (IL-6 ve TGF-Bf1) ve K2 vitamininin Saos-2 hiicreleri
tizerindeki etkileri toplanan medyumlarda ELISA yontemiyle arastirildi. IL-6 sitokininin
bilinen konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar1 kullanilarak ELISA y6ntemi sonucu

IL-6 standart egrisi (OD4so/konsantrasyon) olusturuldu (Sekil 4.13).

IL-6
4 .
35 | e —e
-3 A
= ?
g 2,5 y =1,0086In(x) - 2,0197
2
E 2 R?=0,9633
o L5
o 1
0,5
0
0 100 200 300 400

Standart Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 4.13. IL-6 standart grafigi
Standart egrisi formiiliine gore ¢aligma gruplarina ait OD4so degerlerine karsilik

gelen IL-6 konsantrasyonlari (pg/ml) hesaplandi ve gruplar arasinda IL-6 sitokini

acisindan anlamli bir farklilik bulunmadigi gozlendi (p>0.05, Tablo 4.4, Sekil 4.14).
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Tablo 4.4. IL-6"nin gruplar arasindaki farkliliklarini belirlemek i¢in yapilan tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between Groups 39,995 8 4,999 ,846 ,568
Within Groups 266,010 45 5911
Total 306,006 53

8

1L.-6 konsantrasyonu (pg/ml)
=]

Saos-2 Saos-2+K2 Saos-2+Kz  MKH MKH+K:> MKH+K: Saos-2+ Saos-2+ Saos-2+
(25uM) (50 M) (25uM)  (S0pM)  MKH MK+ MEKITT+
K2(25 uM)  K2(50 uM)

Sekil 4.14. Calisma gruplarina ait 48. saatteki [L-6 konsantrasyonlari.
TGF-B1 sitokininin  bilinen konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar

kullanilarak ELISA yontemi sonucu TGF-B1 standart egrisi (OD450/konsantrasyon)
olusturuldu (Sekil 4.15).
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TGF-B1

R?=0,9521

OD (450 nm)
=
[ 5]

o
5

o

0 1000 2000 3000 4000 5000
Standart Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 4.15. TGF-B1 standart grafigi

Standart egrisi formiiliine gore ¢alisma gruplarma ait OD4so degerlerine karsilik
gelen TGF-B1 konsantrasyonlar1 (pg/ml) hesaplandi ve gruplar arasinda TGF-B1 sitokini
acisindan anlamli bir fark bulunmadigi gézlendi (p>0.05, Tablo 4.5, Sekil 4.16).

Tablo 4.5. TGF-B1’in gruplar arasindaki farkliliklarini belirlemek i¢in yapilan tek yonli
varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

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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TGF-PI1 Konsanirasyonu {pglmi)
]

Sags-2 Saoe-2+K: Saos-2+K: MEKH MKH+Kk: MKH#E: Saos-2+ Sans-2+ Sios-2+
(561 (50 M) (5pM) (S0pM)  MEH O MEHY  MEH+
K25 M) K30 phd)

Sekil 4.16. Calisma gruplarina ait 48. saatteki TGF-f1 konsantrasyonlari.

4.3.4. immiinositokimya Yontemi Bulgular:

Membranli olarak ko-kiiltiire edilen Saos-2 hiicreleri B-katenin ekspresyonu
acisindan degerlendirildi. Sitoplazmada veya hiicre membraninda bulunmasi gereken -

katenin, Wnt sinyal yolaginin aktif olmas1 durumunda niikleusa gecer.

K2 vitamininin 25 uM ve 50 uM uygulandigi Saos-2 hiicrelerinde B-katenin’in
sitoplazmada diisiik, ¢ekirdekte orta yogunlukta ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.17).
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[i-katenin

Saos-2
+K2(25 uM)

Saos-2
+ K2 {30 pM )

Sekil 4.17. K2 vitamini uygulanan ve uygulanmayan (Kontrol 1) Saos-2 hiicrelerinde [3-
katenin’in immunositokimyasal yontemle boyandigi invert mikroskop goriintiileri, x100

ve x200. Ok: Immiin-pozitif alanlar. Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni.
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K2 vitamininin 25 uM ve 50 uM uygulandigi MKH gruplarinda B-katenin’in
cekirdekte diisiik yogunlukta ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.18).

[i-katenin

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

katenin’in immiinositokimyasal yontemle boyandig1 invert mikroskop goriintiileri, x100

ve x200. Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni.
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Ko-kiiltiir gruplarinda B-katenin’in niikleusta diisilk yogunlukta ekspresyonu
gozlendi (Sekil 4.19). Ko-kiiltiire edilen bu gruplarda 25 uM ve 50 pM K2 vitamini
uygulamasi sonrasi -katenin’in hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte daha az eksprese

oldugu gozlendi.

f-katenin

Saps-2
+MEH

Saos-2+ MEH
+ K2 (25 pM)

Saos-24+ MKH
+ K2 (50 uM)

Sekil 4.19. K2 vitamini uygulanan ve uygulanmayan (Kontrol 3) Saos-2 hiicrelerinde p-
katenin’in immiinositokimyasal yontemle boyandig1 invert mikroskop goriintiileri, x100

ve x200. Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni.

57



Gruplarin immiinositokimyasal olarak degerlendirilmesinde her bir gruba ait
preparatta x400 biiylitmede rastgele bes alanda 151k mikroskobu (Olympus BX43) ile
goriintiiler alindi. Immiinreaktivite, Image J programinda IHC Profiler (sitoplazmik
protein) ve IHC Profiler Macro (niikleer protein) eklentisi ile analiz edildi. Rastgele
secilen bolgelerin skorlanmasi; yiiksek pozitif bolgelere 4, pozitif bolgelere 3, diisiik
pozitif bolgelere 2 ve negatif bolgelere 1 verilerek hesaplandi (154). Goriintiilerin

skorlanmasinda kullanilan formiil;
Skor= (Bir bolgedeki piksel sayisi x Bolgenin skoru) / Gériintiideki toplam piksel sayisi

Immiinositokimya analizleri hiicrelerin sitoplazma ve niikleus (¢ekirdek) boyanma
ozelliklerine gdre yapildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi, p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 4.6. B-katenin’in sitoplazmik ekspresyonunun gruplar arasindaki farkliliklarin

belirlemek i¢in yapilan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonugclart.

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 sonuglarma gore sitoplazmik B-katenin ekspresyonlar1 agisindan gruplar
arasinda anlamli bir fark oldugu gézlemlendi (p=0.05>0.002) (Tablo 4.6). Hangi gruplar
arasinda fark oldugunu belirlemek i¢in Post Hoc Tukey testi yapildi.
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Sitoplazma Boyvanmasi

p-Katenin
250
L
o
-3
E
=
Z
) .l
p Saos-2 Saos-2+Kr Sans-2+K: MEKH MEH+K: MEH+K: BSaos-2+ Saps-2+ Snos-2+
(25 UMY (S0puM) (25uM)  (S0uM)  MKH MK H+ MK H+

K25 M) K50 uhd)

Sekil 4.20. Caligma gruplarina ait sitoplazmik p-katenin ekspresyonlarimin

immiinohistokimya sonrasi istatistiksel olarak karsilagtirilmasi.

Ikili karsilastirmalara baktigimizda Saos-2+MKH grubu (Kontrol 3) ile 25 uM ve

50 uM K2 vitamini uygulanan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p<0.05).

Tablo 4.7. B-katenin’in niikleer ekspresyonunun gruplar arasindaki farkliliklarini

belirlemek i¢in yapilan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonugclart.

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 sonuclarina gore niikleer B-katenin ekspresyonlar1 agisindan gruplar
arasinda anlaml bir fark oldugu goézlemlendi (p=0.05>0.00) (Tablo 4.7). Hangi gruplar
arasinda fark oldugunu belirlemek i¢in Post Hoc Tukey testi yapildi (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. B-katenin’in niikleer ekspresyonunun gruplar arasindaki farkliliklarini

belirlemek icin yapilan Post Hoc Tukey sonugclari.

Mean 95% Confidence Inferval
Difference (I- Sid. Lower Upper
(1) Gruplar _J) Gruplar J) __Emor  Sig.  Bound  Bound
Saos-2 MEH 1.00000° 18856 000 ATB3 16217
MEKH + K2(25uM) 1200007 18856 000 STEI 18217
MKH + K2(50pM) 1,00000° 18856 oo ATE3 16217
Sa0s-2+ MKH + 1.000007 18856 000 3783 16217
K2(25uM)
Saos-2 + K2 (25uM) MEH 100000 18858 000 3783 16217
MEKH + K2(25uM) 1,20000° 18856 000 SBT3 18217
MKH + K2(S50pM) 1000007 18856 Qo0 AT83 16217
Saos-2+ MKH + 1,00000° 18856 000 3783 16217
K2(25uM)
Saos-2 + K2 (50 uM)  MKH 1000007 18856 Q00 STES 16217
MKH + K2(25pM) 1,20000° 18856 Qoo 5783 1.8217
MKH + K2{50uM) 1000007 18856 000 3783 16217
Saos-2 + MKH + 100000 18856 000 3783 16217
K2(25pM)
Cekirdek Boyanmasi
[i-Katenin
400
*
300
g
3 a2
£
¥
1,00
000

Saos-2 Saos-2tK:  Saos-2+vKz MEN MEHtK: MEKH*K: Saos-2+ Sans-24 Saos-2+
(25 uM) (50 puM) (25 uM) (50 M) MKH MKH* MKH+
Ba(25 pM) K50 pM)

Sekil 4.21. Calisma gruplarina ait niikleer f-katenin ekspresyonlarinin

immiinohistokimya sonrasi istatistiksel olarak karsilagtiriimasi.
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5. TARTISMA

Osteosarkom, ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen primer malign kemik tiimdridiir.
Kombine tedaviler uygulanmakla birlikte yan etkilerin ciddiyeti ve tedavi segeneklerinin
hastaya 0zgilinliigii amaclanarak alternatif kemoterapiler denenmektedir (38,39).
Metastatik tiimorler daha agresif olmalar1 sebebiyle geleneksel kanser tedavilerine
olduk¢a direnglidir. Kanser hiicrelerinin molekiiler patogenezinin aydinlatilmasi yeni
terapdtik yaklasimlara, tanisal ve prognostik belirteclerin gelistirilmesine zemin

hazirlamaktadir (18).

Kanserin ilerlemesinde kanser hiicrelerinin kendilerinin degil mikrogevrenin
onemi vurgulanmaktadir. Kanser hiicreleri bu mikrogevre ile otokrin aglar kurarak
hastaligin patogenezinde kritik rol oynamaktadir (155). Calismalarin ¢ogu, primer malign
timor olmasi sebebiyle OS’nin biyolojik 0Ozelliklerine odaklandigindan OS’nin
mikrogevresi ile ilgili ¢alismalar daha azdir (155). Bu sebeple, osteosarkom tedavisine
iliskin mevcut arastirmalarda biiyiik bir bosluk vardir (68). Son zamanlarda tedaviye
yonelik arastirmalart desteklemek icin 6zellikle mikrogevrenin ana elemanlarindan olan

mezenkimal kok hiicrelerin tiimor mikrogevresindeki roliine odaklanmistir (156,157).

MKH'ler ve OS hiicreleri, sitokinler, biiytime faktorleri, kemokinler ve hiicre dis1
vezikiillerin (EV) aracilik ettigi parakrin sinyalleme yoluyla karsilikli olarak birbirleriyle
iletisim kurmaktadir (58). Bu iletisim MKH’lerin, apoptoz inhibisyonu, tiimérle iliskili
fibroblastlara doniisiim, bagisiklik sisteminin baskilanmasi, EMT nin uyarimi, timor
metastazi ve anjiyogenezi tesvik ile tiimorii desteklemesine veya apoptoz uyarimi,
inflamatuar infiltrasyon indiiksiyonu, hiicre dongiisiiniin ve hiicresel sinyalin
diizenlenmesi ile tiimorii baskilamasina neden olmaktadir (158). Ayrica MKH'lerin
immiin hiicrelerle etkilesime girerek immiinomodiilasyonda, sitokin ve c¢oziinebilir
faktorler salgilayarak immiin yaniti modiile etmede 6nemli bir rol oynadigi da

bilinmektedir (159).

Calismamizda saglikli kemik iligi MKH’lerin Saos-2 hiicreleri ile hiicre-hiire

kontagr olmadan membranl ko-kiiltlirii yapilarak Saos-2 hiicrelerinin sagkalimi
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tizerindeki etkilerini incelemeyi amagladik. Literatiirdeki ¢alismalarda MKH'lerin birgok
tiimorde pro-tiimor faktdr olarak rol aldigi belirtilmistir (160—162). insan kemik iligi
MKH’lerden tiiretilen mikrovezikiillerin in vitro hipoksi altinda U20S hiicreleri iizerinde
proliferasyonu ve anti-apoptozu indiikledigi gosterilmistir (163). Bir bagka ¢aligma kemik
iligi MKH’lerden tiiretilen eksozomal miR-21-5p’in PIK3R 1 ekspresyonunu baskilayarak
PI3K/Akt/mTOR yolunu aktive ettigini ve bununda osteosarkom proliferasyonunu ve
istilasin1 arttirdigimi gostermistir (164). MKH'den tiiretilen eksozomlarin, Hedgehog
sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla MG63 hiicrelerinin proliferasyonunu destekledigi
gosterilmistir (165). Buna karsilik MKH'lerden tiiretilen mikrovezikiillerin farkli timor
hiicrelerinin  proliferasyonunu inhibe ettigi ¢alismalarda vardir (166). MKH
ekstraktlarinin, glioma hiicreleri tizerinde spesifik anti-tiimor 6zellikleri indiikleyebildigi
ve bu etkinin G1 fazinda hiicre dongiisii durmasina aracilik gosterilmistir (167). MKH
kosullu ortam (Contidioned Medium/CM) ile akciger kanseri (NSCLC) hiicrelerinin
kiiltiire edildigi ¢alismada hiicre proliferasyonunun ve metastazinin asagi regiilasyonu
gosterilmistir  (168). Dolayisiyla MKH’lerin  tiimoér progresyonunu destekleyip
desteklemedigi hala tartismali bir konudur (157). Calismamiz sonuglar1 dogrultusunda
MKH’lerin kontakt olmadan salgiladig: sitokin, kemokin veya ekstraselliiler vezikiillerin
OS hiicre sagkaliminda ve apoptozunda tek basina yeterli olmadigi goriilmiis apoptotik

hiicre sayisinda anlamli degisiklikler goriilmemistir.

In vivo ve in vitro yapilan ¢alismalar, K vitaminlerinin inflamasyon, oksidatif stres
ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynayabilecegini ve kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini bildirmistir (169-171). Jiang ve ark.lar1, K4 vitamini ile
indiiklenen PC-3 (prostat kanseri) hiicrelerinin S fazinda durdugunu gostererek, K4
vitamininin (20.94 uM) prostat kanseri hiicrelerinde antikanser aktivitesini bildirmistir
(105). Li ve ark.lar1, hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde K2 vitamininin (9.73 pM)
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini bildirmistir (172). Zenmyo ve ark.lari, MG-63
ostoeosarkom hiicrelerine 48 saat boyunca 5 pM K2 vitamini uygulayarak bunun osteoz
diferansiyasyonuna yol agtig1 ve hiicrelerin ¢cogalmasini inhibe ettigi gostermistir (173).
Di ve ark.lari, K4 vitamininin (25 uM ve 35 uM) U2-OS hiicrelerini S fazinda durdugunu
ve apoptozu indiikledigini gostermistir (10). Kanser hiicresi olmayan hiicrelere yiiksek

konsantrasyonda verilen K2 vitamini (100 uM) sonrasi hiicrelerin minimum diizeyde
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etkilendigi bildirilmistir. Bu sonuglar K2 vitamininin kanser hiicresi olmayan hiicrelerde
diisiik sitotoksik etki gosterirken farkli kanser hiicrelerinde antikanser aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir (104). Matsuda ve ark., IL-13’nin insan osteoblastik (SaM-1) ve
osteosarkom (MG-63) hiicrelerinde y-karboksiglutamik asit iceren osteokalsin sentezini
inhibe ettigi gostermistir. Azalmig y-karboksiglutamik asit sentezinin, y-karboksilaz i¢in
kofaktor olan K2 vitaminin tarafindan baskilandigi belirterek, K2 vitamininin insan
osteoblast hiicrelerinde IL-1p ile uyarilmasi sonucu proliferasyon iizerinde inhibitor etki
gosterdigi sonucuna varmistir (98). Calismamizda kemik metabolizmasinda 6nemli
rollere hizmet eden K2 vitamininin XTT sitotoksisite testi ile Saos-2 hiicreleri sagkalimina
etkisi arastiritlmis ve ICso degerleri 48 saat icin 50.62 pM, 72 saat i¢in 37.54 uM olarak
belirlenmistir. 25 uM ve 50 uM K2 vitamini uygulanan ¢alisma gruplari, kontrol gruplari
ile karsilastirildiginda apoptoza gitme agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. K2 vitamininin OS hiicreleri lizerindeki antikanser etkilerine yonelik
calismalarin nadir olmasi sebebiyle daha etkili ve dogru sonuglara ulagmak i¢in yeni

caligmalara ihtiyag vardir.

Kanser tedavisine yonelik son ¢alismalar dogrudan kok hiicre yerine salgiladiklar
sitokin, kemokin ve biiylime faktorlerine odaklanmigtir. Tiimor mikrogevresinde var olan
makrofajlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve mezenkimal kok hiicreler dahil olmak
tizere bir¢ok hiicre tarafindan salinan sitokinlerin kanser hiicreleri iizerinde ¢ogalmasini
baskilayarak tiimorde gerilemeye sebep oldugu diisiiniilmektedir (174). MKH kosullu
ortamlarinin kanser hiicreleri lizerindeki veya kanser hiicresi kosullu ortamlarinin MKH
hiicreleri iizerindeki etkilerine yonelik calismalar ivme kazanmistir. Pietrovito ve ark.lar1,
yaptig1 ¢alismada kemik iligi MKH'lerinin, OS hiicreleriyle etkilestikten sonra kanserle
iliskili fibroblastlara farklilasarak, tiimor mikrogevresinde GRO-a, MCP-1, IL-6 ve IL-8
seviyelerini artirdigini1 gostermistir (175). Lin ve ark.lar1, U2-OS-CM’nin, MKH'lerde,
karsinomla iligkili fibroblastlara doniistimi indiikledigini ve MKH'lerin ¢ogalmasini,
gogiindi, istilasini destekledigini gostermistir. Ayrica STAT3'lin fosforilasyonunu artirarak
IL-6 ekspresyonunda artis sagladigin1 gozlemislerdir (176). Tu ve ark.lar1, Saos-2 ve U2-
OS hiicrelerini, MKH-CM’ye maruz birakarak IL-6 sitokininin ekspresyonun arttigini bu
durumun da STAT3 sinyal yolunu daha fazla aktive ederek tiimor proliferasyonuna neden

oldugunu bildirmistir (7). Tu ve ark.lari, MKH'nin IL-6/STAT3 sinyal yoluyla OS'de
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proliferasyonu ve metastazi yonlendirdigini gostermistir (77). Kemik iligi MKH'lerinin
CAF'lere gegisini indiiklemede IL-6/STAT3'iin sinyal yolagina ek olarak, Notch ve Akt
sinyal yolunun da bu farklilasmada ¢ok 6nemli bir rol oynadig: bildirilmektedir (177).
Hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar etkiye sahip olan IL-6 sitokini bir¢ok hiicre
tarafindan sentezlenir. Timor varliginda bagisiklik hiicrelerini infiltre ederek, tiimor
hiicreleri ve stromal hiicreler tarafindan da tiretilir. Serumda ytiiksek seviyede bulunmasi
kanser riski ile iliskilidir. Prognostik bir belirte¢ olmasi sebebiyle mevcut anti-kanser
tedavileri IL-6 aktivitesini hedef alir (178,179). Osteosarkom hiicreleri, TGF-B/Smad2/3
yoluyla MKH’lerin osteojenik farklilasmalarini inhibe ederek pro-tiimor sitokinlerin
tiretimini indiikler. Bu durum MKH'lerde IL-6 ve VEGF’ nin salinimini artirarak tiimdrde
proliferasyonu ve metastaz1 destekler (180,181). Zhang ve ark.lari, IL-6 saliniminin
azalmasinin in vitro ve in vivo osteosarkom proliferasyonunu ve metastazi engelledigini
bildirmistir (74). Bizim ¢alismamizda membranli olarak ko-kiiltiire edilen gruplarda IL-6
seviyelerinin azaldig tespit edilse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Bundan
sonraki ¢calismalarda, gruplardaki 6rnek sayisinin artirilarak calismanin genisletilmesinin

faydali olacag diistiniilmiistiir.

Kanserin ilk evrelerinde hiicre dongiisiiniin durmasini ve apoptozu tesvik ederek
timor baskilayici rol alan TGF-, ileri evrelerinde fibrozis, inflamasyon ve anjiyogenezi
destekleyerek tiimor hiicresi proliferasyonuna ve EMT ye neden olur (82—84). Bu sebeple
TGF-B ekspresyonunun saliniminin artmasi, ileri evre tiimorleri olan hastalarda kotii
prognoz ile iliskilendirilmektedir (182). TGF-B, osteosarkom hiicreleri tarafindan
salgilanan en 6nemli sitokinlerden biridir (87). OS hiicrelerinde TGF- sinyal yolunun
bloke edilmesinin, timdr biiylimesi ve buna bagh olarak tiimor ilerlemesi ile baglantili
kemik osteolizisini azaltig1 gosterilmistir (85). Ek olarak, TGF-B sinyal yolunun bloke
edilmesinin, akciger metastazinin azalmasina yol actigt gosterilmistir (31). Bizim
calismamizda ise membranl olarak ko-kiiltiire edilen gruplarda TGF-B1 seviyelerinin
azaldig1 tespit edilse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bundan sonraki
calismalarda, gruplardaki Ornek sayisinin artirilarak calismanin  genisletilmesi

planlanmistir.
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Alkalen fosfataz (ALP), alkali ortamda monofosfat esterlerinin hidrolizini
katalizleyen ve bir¢ok dokuda (karaciger, bobrek, plasenta, kemik) hiicreler tarafindan
sentezlenen, zara bagli bir metalloenzimdir (183—185). Osteosarkom vakalarinda yapilan
caligmalarda serumdaki alkalen fosfataz diizeyi ile tiimor hacmi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu, metastatik hastalarin serumlarinda ise énemli dl¢lide daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (184). Ayrica insan osteosarkom hiicre hatlarinin da yiiksek miktarda
ALP iirettigi gosterilmistir (186). ALP'nin osteosarkomda prognostik bir faktor oldugu
kanitlanmasina ragmen artan ALP iiretiminin osteoblastik timor hiicrelerinden mi yoksa
timoriin osteolizisine yanit olarak reaktif kemikten mi olustugu hala net degildir
(153,185). Calismamizda K2 vitamininin farkli konsantrasyonlarinin (25 uM ve 50 uM)
gruplar arasindaki ALP aktivitesi tizerine olan etkilerini belirlemek amaciyla
spektrofotometrik Olgiimler yapildi. ALP aktivitesi kiiltiir ortaminda intraseliiler ve
ekstraseliiler olarak ol¢tilebilmektedir (187). Kiiltlir sonrasi siipernatantlarin toplanmasi
ile ekstraseliiler olarak 6l¢tiiglimiiz sonuglar1 degerlendirdigimizde, 48 saatlik inkiibasyon
siiresi sonunda kontrol gruplari ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi. Ko-kiiltiir gruplart ile ilgili kontrol (kontrol 1,2,3) gruplar
karsilagtirildiginda K2 vitamininin kiiltiir ortamindaki ALP aktivitesinin genellikle
azalttig1 tespit edilse de bu azalig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kemik
mineralizasyonunda 6nemli rolleri olan ALP enziminin tayininde elde ettigimiz bu
sonuclarin daha giivenilir olmasi ic¢in kiiltlir siirelerinin uzatilarak test edilmesini
ongormekteyiz. Caligmamiz esnasinda daha uzun inkiibasyon siireleri i¢in 6n ¢alismalar
denenmis olup laboratuvar ortaminda yasanan kontaminasyon sorunlari nedeniyle devam

edilememistir.

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin diizensiz aktivasyonu, pek ¢ok tlimoriin
gelismesine sebep olmaktadir (51). B-katenin'in, inflamatuar mikrogevrelerde MKH'lerin
osteojenik farklilagmasini diizenlemede merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir. B-
katenin'in asir1 ekspresyonunun, Wnt yolunu bloke ederek MKH'lerin osteojenik
farklilagmasini inhibe ettigi gosterilmistir (188). Osteosarkom vakalarinda yapilan
calismalarda ise B-katenin'in asir1 ekspresyonu uzak metastaz riski ve kotii prognoz ile
iligkili bulunmustur (189-191). Wnt/B-katenin sinyal yolag:1 aktivasyonunun MKH'lerde
osteojenik farklilagsmaya etkisi belirsizligini korumaktadir (181). Dolayisiyla MKH’lerin
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osteoblast farklilagmasini degisime ugratan molekiiler mekanizmalarini aydinlatmak OS
tedavisine katki saglayacaktir (18). Kemik iligi MKH’lerinden tiiretilen ekstraseliiler
vezikiillerin, MALAT1/miR-143/NRSN2/Wnt/B-katenin ekseni yoluyla OS hiicrelerinde
proliferasyon, invazyon ve metastazi destekledigi gosterilmistir (192). Ayrica, TGF-} ve
Wnt/B-katenin sinyal yolaklar1 arasindaki etkilesimin, belirli gelisimsel olaylarin
diizenlenmesinde rol oynadig1 gdosterilmistir (193). Osteosarkom hiicrelerinin TGF-3
salgilayarak MKH'lerde B-katenin yolunu aktive ettigi gosterilmistir (181). Baska bir
calisma ise TGF-B1 ve B-katenin sinyallesmesi arasindaki is birliginin insan MKH'lerinde
osteogenezi/osteoblastogenezi inhibe ettigini ileri siiriilmistir (194). Calismamizda
kemik iligi MKH’lerin ve K2 vitamininin, Saos-2 hiicreleri iizerinde Wnt/p-katenin sinyal
yolag1 aracili bir etkisi olup olmadigini belirlemek i¢in B-katenin ile immunositokimya
caligmalar1 yapildi. Wnt/B-katenin sinyal yolagimin C ve D vitamini araciliiyla
regiilasyonunun degistigini gosteren caligmalar literatlirde yer almaktadir (195-198).
Kolorektal kanser hiicrelerinde K3 vitaminin etkisine bakilan bir arastirmada K3
vitaminin Wnt sinyal yolunu baskiladig1 gosterilmistir (199). Ancak, osteosarkomda K2
vitaminin etkisinde Wnt/B-katenin sinyal yolunun arastirildigi bir c¢alismaya ise
rastlanmamistir. Bu anlamda ¢alismamizda tiim gruplar arasinda niikleer B-katenin'in
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde saglikli MKH’lerde -
katenin'in niikleer ekspresyonunun Saos-2 hiicrelerine oranla daha diisiikk oldugu
gorlilmiistiir. Bu durum kanser hiicrelerinde ve osteosarkom da [-katenin'in
ekspresyonunun arttigi ve sinyal yolagi ifadesinin degistigini gosteren caligmalari
destekler niteliktedir. Saos-2 hiicreleri, MKH ve K2 vitamini ile ko-kiiltiire edildiginde -
katenin ekspresyonunda degisiklik oldugu, niikleer ekspresyonun anlamli olarak azaldig:
gorlilmiistiir. 25 pM K2 vitamini uygulanan ko-kiiltlir grubundaki anlamli azalis K2
vitamininin ~Wnt/B-katenin sinyal yolunun aktivasyonunu bozarak [-katenin

ekspresyonunu inhibe edebilecegini gostermistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin kanser modiilasyonundaki rollerinde salgilanan
sitokinlerin, kemokinlerin veya ekstraseliiler vezikiillerin kanser progresyonundaki
celiskili sonuglar1 gortilmektedir. Bu farkliliklarin olusmasinda hiicre hatlarina uygulanan
ilaclarin yanitlari, etki mekanizmalari, uygulama dozlari, hiicrelerin kdken aldigi doku,

kanser hiicre hatlarinin karakteristik 6zellikleri de olduk¢a 6nemlidir (186). MKH'lerin
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tiimdr destekleyici veya tiimor baskilayict molekiiler mekanizmalari ile ilgili olarak daha
kapsaml1 arastirmalar yapilmasi kanser tedavisinde bu hiicrelerin roliine 11k tutacaktir.
Elde edilen sonuglara gore tek basina K2 vitamininin hastalik patogenezinde diizenleyici
rol oynamadig: tespit edilmis olup, kemoterapiye ek olarak tedavide kullanilabilecegi
diisiiniilmistiir. Bunun i¢in, K2 vitamini ile iliskili ¢alismalarin in vitro ve in vivo da

yapilan ileri aragtirmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismas1 kapsaminda asagida siralanan sonuglara varilmistir.

v

Tiimo6r mikrogevresinin ana elemanlarinda olan mezenkimal kok hiicrelerin
laboratuvar ortaminda iiretimi gerceklestirildi. Bu amaca uygun olarak gelistirilen
hiicreler in vitro ortamda ¢ogaltildi. Hiicrelerin karakterizasyonu i¢in morfolojik
ozellikleri ve farklilagsma kapasiteleri incelendi. Ayrica mezenkimal kok hiicrelere
0zgl ylizey belirteglerinin tayini akim sitometri ile yapilarak bu hiicrelerin MKH

oldugu kanitlandi.

Calismamizda K2 vitaminin sitotoksisite analizleri sonucunda Saos-2 hiicreleri i¢in

optimum doz 25 uM ve 50 pM, optimum siire 48 saat olarak belirlenmistir.

Apoptozis tayini i¢in yapilan akim sitometri analizleri sonucunda Saos-2 hiicrelerinin
apoptoz oranlar1 ve canli kalma oranlar belirlendi. K2 vitaminin ve MKH’lerin Saos-
2 hiicreleri lizerinde anti-apoptotik/apoptotik etkileri ile ilgili mekanizmalarin
aydinlatilabilmesi yeni ¢alismalarin yapilmasi gerekliligini dogurmaktadir. Ayrica K
vitaminlerinin uygulanan doz ve siirelerde anlamli bir etki gostermedigi
goriildiigiinden Xcelligence gibi gergek zamanl cihazlarla farkl siire ve dozlarda

etkinliginin arastirilmasi hedeflenmektedir.

Spektrofotometrik olarak dl¢iilen ALP enzim aktivitesi degerlendirildiginde Saos-2 ile
ko-kiiltlir gruplan karsilastirildiginda azalma goriilse de bu farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli degildir. Kemik mineralizasyonunda 6nemli olan ALP enziminin

aktivitesinde daha uzun kiiltiir siireleri uygulanmasi dngérmekteyiz.

Elisa yontemi ile IL-6 ve TGF-B1 sitokinlerinin konsantrasyonlari 6l¢iilerek Saos-2 ile
ko-kiiltir gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar bulunmadi. Bundan sonraki
calismalarimizda ko-kiiltiir gruplarinda sitokin profili yanisira molekiiler ilaglar ve gen
tasiyicilar olarak salinan ekstraseliiler vezikiillerin (ekzosomlar) mikrogevredeki roli

calisilarak MKH’lerin OS patogenezindeki yerinin belirlenmesi hedeflenmektedir.
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v Immiinositokimya analizleri ile p-katenin protein ekspresyonunu belirlemek icin
yapilan ¢aligsmalar sonucunda Saos-2 hiicreleri ile ko-kiiltiir edilen gruplar arasinda
proteinin ekspresyonu acgisindan fark bulundu. Saglikli hiicreler olan MKH’lerde -
katenin’in niikleer ekspresyonunun diisiik oldugu, Saos-2’lerde ise B-katenin’in
niikleer ekspresyonunun yiiksek oldugu belirlenmistir. 25 uM K2 vitamini ile ko-
kiiltiire edilen grupta p-katenin’in niikleer ekspresyonundaki anlamli azalma,
MKH’lerin ve K2 vitamininin Wnt/B-katenin sinyal yolagi hedeflenerek yapilacak
caligmalarda osteosarkom tedavisine potansiyel bir terapotik olarak katki saglayacagi
diistintildii. Osteosarkom tedavisinde terapotik ajan olarak mezenkimal kok hiicrelerin
tek basina uygulanmasinin tiimor hiicrelerinin apoptoza gitmesinde anlamli bir sonug
olusturmadigi ancak ko-kiiltiir ortamlarima eklenen K2 vitamini ile additif etki

gosterdigi immiin ¢calismalar ile gosterildi.

v" Elde ettigimiz tiim bu sonuglara gore, mezenkimal kok hiicrelerin kanser tedavisindeki
kullanim etkinligi tam olarak netlik kazanmadan klinik uygulamalara ge¢ilmemelidir.
Kanserde kullanilan standart tedavilerin yan etkilerinin olmasi alternatif tedavi
seceneklerini gerektirmektedir. Bu nedenle radyoterapi ve diger kemoterapétiklerle
kombinasyon halinde yeni tiimor mikro-¢evre hedefli ajanlarin gelistirilmesi tedaviye
katki saglayacaktir. Hedeflerimiz dogrultusunda yapacagimiz ileriki ¢alismalar kanser

hastaliginda alternatif hiicresel tedavilere 151k tutacaktir.
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