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ÖZ 

Amaç: Kanser kök hücreleri; kendini yenileyebilen, farklılaşma kapasitesi yüksek ve uzun süreli 
proliferasyon ile normal dokuya invazyon kabiliyeti olan hücrelerdir. Bu yetenekleriyle geleneksel 
kanser tedavisine direnç oluşturarak tümör büyümesi ve metastazda rol oynar. Başarılı kanser 
tedavileri için kanser kök hücre mekanizmalarına yönelik araştırmalar yapmak önem taşımaktadır. Bu 
çalışmanın amacı, insan diş pulpası kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin meme kanseri kök hücreleri 
üzerine etkisinin hücre canlılığı, hücre döngüsü ve apoptoz yöntemleriyle araştırılmasıdır. 

Gereç ve Yöntem: Meme kanseri hücreleri (MCF7) akış sitometrisi ile CD44
+
/CD24

-
 boyaması 

yapılarak ayrılmıştır. CD44
+
/CD24

-
 popülasyonuna meme kanseri kök hücresi denilmiştir. Diş 

pulpasından izole edilen mezenkimal kök hücreler kültüre edilip karakterizasyonu yapılmıştır. 
Mezenkimal kök hücre grubu mCitrine, meme kanseri kök hücresi grubu ise mCherry ile plazmit 
transfeksiyonu yapılarak işaretlenmiştir. Bu hücreler 48 saat boyunca ko-kültüre edilmiş ve sonrasında 
hücre canlılığı, hücre döngüsü ve apoptoz analizleri yapılmıştır. 

Bulgular: Diş pulpası kaynaklı mezenkimal kök hücreler ile ko-kültüre edilen meme kanseri kök 
hücrelerinin kontrol grubuna göre hücre canlılığı, hücre döngüsü ve apoptoz değerlerinde zamana 
bağlı olarak istatistiksel anlamlı değişiklikler görülmüştür. Ko-kültüre grubu kontrole göre 
kıyaslandığında zamana bağlı olarak G0/G1 evresinde artış gözlenmiştir. Ko-kültüre edilen hücrelerin 
floresan mikroskop ile yapılan incelemesinde sarı floresan işaretli hibrit hücreler gözlenmiştir ve 
immüno-floresan Ki67 boyamasında hücre sayısında azalma gözlenmiştir. 

Sonuç: Ko-kültür sonrası diş pulpası kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin meme kanser kök hücreleri 
üzerinde hücre proliferasyonunu inhibe edici etkileri olduğu ve apoptozu teşvik ettiği gözlenmiştir. 
Sonuç olarak, meme kanser kök hücreleri üzerinde diş pulpası kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin 
tedaviye yönelik bir etkisi olabilir.  

Anahtar Sözcükler: Meme kanseri, kanser kök hücresi, mezenkimal kök hücre, diş pulpası kök 
hücresi, ko-kültür. 

 

ABSTRACT 

Aim: Cancer stem cells are cells that can renew themselves, have a high differentiation capacity and 
have the ability to invade normal tissue with long-term proliferation. 
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With these abilities, it plays a role in tumor growth and metastasis by creating resistance to traditional 

cancer treatment. It is important to conduct research on cancer stem cell mechanisms for successful 

cancer treatments. The aim of this study is to investigate the effects of human dental pulp-derived 

mesenchymal stem cells on breast cancer stem cells by cell viability, cell cycle and apoptosis 

methods. 

Materials and Methods: Breast cancer cells (MCF7) were separated by flow cytometry with 

CD44+/CD24- staining. The CD44+/CD24- population was called breast cancer stem cells. 

Mesenchymal stem cells isolated from dental pulp were cultured and characterized. Mesenchymal 

stem cell group was labeled with mCitrine and breast cancer stem cell group with mCherry by plasmid 

transfection. These cells were co-cultured for 48 hours and then cell proliferation, cell cycle and 

apoptosis analyzes were performed. 

Results: Statistically significant changes were observed in cell viability, cell cycle and apoptosis 

values of breast cancer stem cells co-cultured with dental pulp-derived mesenchymal stem cells 

compared to the control group over time. When the co-culture group was compared to the control, an 

increase in the G0/G1 stage was observed depending on time. Yellow fluorescent-labeled hybrid cells 

were observed in the examination of co-cultured cells with fluorescent microscope, and a decrease in 

cell number was observed in immunofluorescent Ki67 staining. 

Conclusion: When mesenchymal stem cells from dental pulp were co-cultured with breast cancer 

stem cells, an increase in the G0/G1 stage of breast cancer stem cells was observed depending on 

time. After co-culture, it has been observed that dental pulp-derived mesenchymal stem cells have cell 

proliferation inhibitory effects on breast cancer stem cells and promote apoptosis. In conclusion, dental 

pulp derived mesenchymal stem cells may have a therapeutic effect on breast cancer stem cells. 

Keywords: Breast cancer, cancer stem cell, mesenchymal stem cell, dental pulp stem cell, co-culture. 

 

GİRİŞ 

Meme kanseri, 2020 yılı dünya kanser 

insidansına göre tüm kanser vakalarının 

%11,7'sini oluşturarak tahmini 2,3 milyon yeni 

vaka ile akciğer kanserini de geçerek dünya 

genelinde en yaygın tanı konulan kanserdir (1). 

Dünya genelinde kadınlarda, özellikle beyaz ırkta 

en sık görülen kanser çeşidi olmakla beraber (2), 

Türkiye’de de en çok görülen kanser türüdür (3). 

Ülkemizde meme kanseri tanısı alan kadınların 

%44,5’i 50-69 yaş arasında, %40,4’ünün ise 25-

49 yaş aralığında yer aldığı görülmektedir (3).  

Son yirmi yılda yapılan kanser çalışmalarına 

bakıldığında; dokulardaki tümör yapılarında 

küçük bir alt popülasyon olarak bulunan, kök 

hücre benzeri özellikler gösteren hücreler 

tanımlanmış ve bu hücrelere kanser kök hücresi 

(KKH) ismi verilmiştir (4, 5). KKH’lerin kendini 

yenileyebilme ve farklılaşma kapasitesi, uzun 

süreli proliferasyon ve normal dokuya invazyon 

kabiliyeti, anjiyogenez oluşumu, bağışıklık 

sisteminden kaçma ve geleneksel anti-kanser 

tedavisine direnç oluşturma yollarıyla tümör 

büyümesine ve nüks etmesinde rol oynadığı 

gösterilmiştir (6). Mikro-çevrede immün hücreler, 

çeşitli doku-spesifik parankimal hücreler, nöral 

hücreler, endotel hücreler, fibroblastlar ve 

multipotent progenitör hücreler bulunmaktadır (7). 

Bu kanser progenitör hücrelerini hedefleyecek 

farklı sinyal iletim yollarının kullanılması, nüks 

kabiliyeti olan agresif kanserler için hedeflenen 

terapötik tedavilerin geliştirilmesi mikro-çevre 

odaklı yaklaşımlar ile mümkün olabilir (8). Bu 

nedenle, başarılı kanser tedavileri için KKH’lerin 

tamamen ortadan kaldırılması oldukça önemlidir 

(9). KKH'ler ile bulundukları niş arasındaki ilişkiyi 

ve tedaviye verilen yanıt ve direnç 

mekanizmalarını anlamak yeni terapötik 

tekniklerin ve kanser tedavisi stratejilerinin 

bulunmasına yardımcı olabilir (9).  

Mezenkimal kök hücreler (MKH) çoğu dokuda 

bulunabilen, kendini yenileme ve farklılaşma 

kapasitelerine sahip önemli bir kök hücre benzeri 

hücre popülasyonudur (10). Kemik iliği, kas, yağ, 

diş pulpası, kordon kanı, plasenta, amniyon 

sıvısı, periferik kan gibi farklı kaynaklardan elde 

edilebilir (10). Kanser araştırmalarında da 

kullanılmaya başlanan MKH’ler, kanserli dokulara 

sistemik olarak verildiğinde kanserli dokuya 

migrasyon ve invazyon yaptığı ve burada dokuya 

karşı savunma mekanizması geliştirdiği 

gösterilmiştir (11). MKH'ler ayrıca, inflamatuvar 

süreçlerin modülasyonu, anjiyogenez, metastaz, 

KKH oluşumu ve tümör büyümesi dahil olmak 

üzere kanser oluşumunda kritik rollere sahiptir 

(12, 13). MKH'lerin migrasyon yetenekleri, klinik 
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uygulamalarda kullanılmalarına izin verir, ancak 

MKH migrasyonu kemokinler ve reseptörlerle 

ilgilidir, bu da diğer yardımcı hücrelerin tümörlere 

transferini de destekler (14). Tümör hücreleri ile 

MKH’lerin karşılıklı iletişimleri sonucunda 

metastatik potansiyeli ve epitelyal-mezenkimal 

geçişi arttırdığı gösterilmiştir (13). MKH’lerin 

tümör gelişiminde, hem tümör oluşumunu teşvik 

eden hem de tümörü baskılayan farklı görev ve 

özelliklerinin olduğu daha önceki çalışmalarda 

gösterilmiştir (15, 16). Literatürdeki farklı kanser 

türlerinde MKH uygulamalarıyla tümörün teşvik 

edilmesi/ baskılanması farklılıkları sebebiyle bu 

çalışmada meme KKH’leri ile diş pulpasından 

kökenlenen mezenkimal kök hücreleri (DPKH) 

ko-kültüre edilerek oluşturulan popülasyondaki 

değişimlerin incelenmesi hedeflenmiştir. 

DPKH’ler biyolojik atık materyal olan 3. molar 

dişlerden elde edilen, kolay bulunabilirliği ve 

yüksek kök hücre içeriği nedeniyle tercih edilen 

bir MKH kaynağı olarak ortaya çıkmıştır (17). 

Özellikle biyolojik olarak güvenli olması ve etik 

problemler teşkil etmemesi sebebiyle rejeneratif 

tıpta önemli bir yere sahiptir (18). Kemik iliği gibi 

diğer MKH elde etme yöntemlerine göre daha az 

girişimsel olması ve etik sorunlar taşımaması, 

allojenik transplantasyon uygulamalarına 

uygunluğu sebebiyle DPKH’ler tercih edilebilir 

(17). Diş pulpasından MKH izolasyonu 20 yıldan 

fazladır uygulanan bir yöntem olup (19), 

DPKH’ler ile prostat, meme, kolorektal ve baş-

boyun kanserlerine yönelik araştırmalar 

mevcuttur (15, 20-22).  

Hücre kanibalizmi kanser biyolojisinde bir asırdır 

çalışılan ve ökaryotik canlılarda evrimsel olarak 

korunmuş bir sistemdir (23). En basit tanımıyla 

bir hücrenin kendine benzeyen ya da farklı bir 

tipteki hücreyi yemesi/ hücre içine almasıyla 

oluşan duruma hücre kanibalizmi denir (15). 

Hücre kanibalizminin kanser mikro-çevresi ile 

ilişkili olduğu çeşitli çalışmalarda belirtilmiştir (24-

26). Kanser hücrelerinin kendi türü ve farklı tipteki 

hücreleri canlı olarak kanibalizme uğrattığı 

gösterilmiştir (27). Buna ek olarak meme kanseri 

ve kolorektal kanser çalışmalarında mitotik entoz 

gözlenmiştir (25). Mitotik entoz, sağlıklı 

hücrelerde görülmeyip kanser hücrelerinde 

görülen, bir hücrenin başka bir hücrenin 

sitoplazmasına girmesi durumudur (28). Mitotik 

entoz epitel hücre kanibalizmine sebep olur (25). 

Hücre kanibalizmi bir hücrenin başka bir hücreyi 

canlı olarak sindirmesi olduğundan; fagositoz, 

emperipolezis ya da mitotik entoz gibi diğer hücre 

içine alma yöntemlerinden farklı bir durum 

olduğunu belirtilmiştir (27). Bu araştırmada, 

meme KKH ile DPKH’lerin birlikte var olan 

davranışlarının belirlenmesi hedeflenmiştir. Ko-

kültüre edilen bu hücrelerin birbiriyle olan 

iletişiminin hücre döngüsü ve hücre apoptozu 

üzerindeki etkileri incelenmiştir. 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Hücre kültürü 

DPKH 

Araştırma süresi boyunca yeterli sayıda DPKH 

için Ege Üniversitesi ve İzmir Katip Çelebi 

Üniversitesi Ağız, Diş ve Çene Anabilim 

Dalı’ndan temin edilmiştir. Primer DPKH’ler 18-29 

yaş arası sağlıklı, sistemik hastalığı bulunmayan 

gönüllülerin 3. molar dişlerinden izole edilmiştir. 

Ege Üniversitesi 20.02.2019 tarihli ve 19-2.1T/41 

sayılı etik kurul onayı ile çalışmaya katılan 

sağlıklı bireylerden çalışmayla ilişkili yazılı 

bilgilendirilmiş onay alınmıştır. 

DPKH için çekime uygun olan sağlıklı adaylara 
işlem öncesi %0,2 klorheksidin ile gargara 
yaptırılmıştır (29). Dişin etrafındaki periyodental 
yapılar uzaklaştırılmış ve diş povidon-iyot (PVP-I) 
antiseptiğinde ile 1 dakika bekletilmiştir. Dişlerin 
yüzeyinde iyota bağlı oluşan artıkları 
uzaklaştırmak için dişler %70’lik etil alkol ve 
sonrasında 1X PBS tamponuyla yıkanmıştır. 
Pulpanın zarar görmemesi için steril gazlı bezle 
sarılarak diş kırılmıştır ve pulpa dokusu 
ayrılmıştır. Mekanik parçalama sonrası pulpa 
dokusu %10 FBS, 100 μg/ml Pen/Strep eklentili 
Mem- α besi yeri ile hücre ekimi yapılmıştır. 
Hücreler 37°C sıcaklıkta, %5 CO2 ve nem içeren 
inkübatörde çoğaltılmıştır. Hücre besi yeri 2-3 
günde değiştirilerek taze besi yeri eklemesi 
yapılmıştır. Hücreler %80 yoğunluğa ulaştığında 
pasajlanmıştır. Deneylerde 3. ve 4. pasajdaki 
DPKH hücreleri kullanılmıştır. 

Meme KKH 

Çalışmada insan meme KKH eldesi için MCF7 
adenokarsinoma hücre hattı (HTB-22, ATCC, 
ABD) kullanılmıştır. Bu hücreler %10 FBS, 100 
μg/ml Pen/Strep ve L-Glutamin içeren RPMI 
1640 besi ortamı kullanılmıştır. Hücreler 37°C ve 
%5 CO2 nem içeren inkübatörde çoğaltılmıştır ve 
yoğunluk %80 ve üzeri olduğunda hücreler 
CD44

+
/CD24

-
 biyobelirteçleri ile Floresan Aktif 

Hücre Ayırma (FACS Aria II, Becton Dickenson, 
ABD) işlemine hazırlanmıştır.  

Akış Sitometrisi 

DPKH'lerin karakterizasyon analizi için CD31, 
CD34, CD44, CD45, CD90 ve CD105 (Santa 
Cruz Biotechnology, ABD) yüzey belirteçleri 
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kullanılmıştır (30). Sekonder belirteç olarak Alexa 
Fluor 594 ve FITC (Jackson ImmunoResearch, 
ABD) kullanılmıştır. FITC CD44 ve PE CD24 
yüzey belirteçleri (Miltenyi Biotec, Almanya) 
MCF-7 meme KKH için kullanılmıştır. %0,25 
Tripsin/EDTA ile kaldırılan hücreler içerisinde %1 
BSA (Bovin serum albümin) bulunan tampon ile 
yıkanmıştır. Hücreler 1X10

5
 hücre/mL olacak 

şekilde 1 μL yüzey belirteçlerinden eklenerek 
karanlık ortamda +4ºC'de 30 dakika inkübe 
edilmiştir. İnkübasyon sonrasında peletler dPBS 
ile yıkanarak 1000 rpm'de 5 dakika 
santrifüjlenmiştir. Süpernatant atılarak tekrar %1 
BSA ve 1 μL ikincil antikor ile 100 μl soğuk dPBS 
eklenmiştir. Tüm analizler Accuri C6 (Becton 
Dickenson, ABD) ile ölçülmüş ve FACS Aria II 
(Becton Dickenson, ABD) ile hücrelerin ayrımı 
yapılmıştır. 

MCF7 hücreleri CD44
+
/CD24

-
 biyobelirteçlerine 

göre pozitif olan grup toplanmıştır ve bu grup 

MKKH olarak adlandırılmıştır.  İzole edilen 

hücreler, %1 FBS, L-Glutamin ve 100 μg/ml 

Pen/Strep içeren RPMI-1640 besi ortamında 

çoğaltılmıştır. 

DPKH’lerin Adipojenik, Kondrojenik ve 

Osteojenik Farklandırılması 

Farklandırma yöntemi için adipojenik, kondrojenik 
ve osteojenik gruplar için 6 kuyulu plakaların her 
bir kuyusuna 15 mm yuvarlak lameller üzerine 
1X10

4
 DPKH ekilmiştir. Farklandırma kitleri 

kullanılarak Adipojenik: A1007001, Kondrojenik: 
A1007101, Osteojenik: A1007201, Gibco, ABD) 
kullanılarak bazal besiyeri ve eklentiler üreticinin 
protokolüne uygun olarak hazırlanmıştır. 37ºC 
sıcaklık ve %5 CO2 sağlayan ortamda hücreler 3 
hafta kültüre edilmiştir. Besiyeri 2-3 günde bir 
değiştirilmiştir (31). 3. hafta sonunda yüzeye 
kaplanan hücreler besiyeri uzaklaştırılarak dPBS 
ile yıkanmıştır. Hücreler %4 PFA içeren 
solüsyonda oda sıcaklığında 30 dakika fikse 
edilmiştir. PFA uzaklaştırıldıktan sonra hücreler 
dH2O ile yıkanmıştır. Adipojenik grup için suyun 
ortamdan uzaklaştırılmasından sonra oda 
sıcaklığında beş dakika boyunca %60 
izopropanol ile yıkanmıştır. Yüzey kurutulup 
izopropanol tamamen uzaklaştırıldıktan sonra 
%0,5 Oil Red O (O0625, Sigma Aldrich, 
Almanya) eklenerek on dakika oda sıcaklığında 
inkübe edilmiştir (32). Boya uzaklaştırıldıktan 
sonra yüzey distile su ile yıkanmıştır. Kondrojenik 
farklandırma grubunda fiksasyon sonrası %1 
Alsiyan Mavisi (B8438, Sigma Aldrich, Almanya) 
oda sıcaklığında eklenmiştir (32). Örnekler 
karanlıkta 30 dakika 100 rpm’de çalkalanarak 
inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası boya 

uzaklaştırılmış ve 0,1N HCl çözeltisi ile yıkanmış 
ve sonrasında distile su ile yıkaması yapılarak 
lama kapatılmıştır. Osteojenik grupta ise 
fiksasyon sonrası %2 Alizarin Kırmızısı (A5533, 
Sigma Aldrich, Almanya) oda sıcaklığında 
eklenmiştir (32). 3 dakika oda sıcaklığında 
inkübasyon sonrası boya çekilerek distile su 
yıkaması yapılmıştır. Bütün örnek grupları 
inverted faz kontrast mikroskobunda (Olympus 
Medical Systems Corp, Japonya) 
görüntülenmiştir. 

Plazmit eldesi ve Transfeksiyon İşlemi 

Ko-kültürlerde hücre popülasyonlarının ayırt 

edilmesi için DPKH ve meme KKH hücrelerinin 

floresan etiketlemesi için neomisin ve kanamisin 

direnç geni içeren mCitrine-N1 (54594) ve 

mCherry-N1 (54517) 2. nesil bir lentiviral SIN 

vektörleri kullanılmıştır. Plazmitler E.coli bakterisi 

DH5α (E003, abm, Kanada) suşunda üreticinin 

önerdiği protokolde çoğaltılmıştır. Plazmitlerin 

çoğaltma işleminde besiyeri olarak LB Broth 

(L3152, Sigma Aldrich, Almanya) içerisine 

Kanamisin Sülfat (sc-257635, Santa Cruz 

Biotechnology, ABD) eklenerek çalkalamalı su 

banyosunda 120 rpm ve 37°C’de bir gece 

boyunca inkübe edilmiştir. Plazmitlerin izolasyonu 

için Endofree Plasmid Maxi Kit (12362, Qiagen, 

Çin) kullanılmıştır. İzolasyon sonrası DNA miktarı 

ve saflık tayini Multiskan Go Spectrum 

(ThermoFisher Scientific, ABD) ile ölçülmüştür. 

İzolasyonu yapılan plazmitlerin DPKH, MKKH 

transfeksiyonu için Lipofectamine 2000 

(11668019, ThermoFisher Scientific, ABD) ajanı 

kullanılmıştır.  

Plazmit Transfeksiyonu ile İşaretlenen 

Hücrelerin Ko-kültüre Edilmesi 

Hücrelerin canlılık ve sayımı için Count and 

Viability test kiti (MCH100102, Merck Millipore, 

Almanya) kullanılarak analizi yapılmıştır. DPKH 

ile MKKH’ler 1:1 oranda ekimleri yapılmıştır ve 

1:1 besiyeri içerikleriyle ko-kültüre edilmiştir (15, 

20). Her hücre grubundan 5X10
4
 hücre olmak 

üzere ko-kültüre olan hücrelerin toplam sayısı 

1X10
5
 olacak şekilde ekim yapılmıştır. Ko-kültüre 

edilen hücrelerin görüntülemesi floresan 

mikroskobu (Olympus IX71, Olympus Medical 

Systems Corp, Japonya) ile 24. ve 48. saatlerde 

yapılmıştır. 

Hücre Döngüsü 

Muse Cell Cycle Kit (MCH100106, Merck 

Millipore, Almanya) kullanılarak 24 ve 48. 

saatlerde toplanan hücrelerden hücre döngüsü 

analizi yapılmıştır. 6 kuyulu plaklara her kuyuya 
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total 1X10
5
 hücre olacak şekilde hücreler 1:1 

oranında ekilerek ko-kültüre edilmiştir. Hücreler 

%0,25 Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon işlemi 

yapılmıştır. Sonrasında örnekler 300 g'de 5 

dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüjden sonra 

hücre peleti 1 mL %70 soğuk etanol ile -20°C'de 

3 saat üreticinin protokolüne uygun olarak inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası hücreler oda 

sıcaklığında 300 g'de 5 dakika santrifüjlenmiştir 

ve pelet PBS içinde yeniden süspanse edilmiştir. 

Hücreler tekrar oda sıcaklığında 5 dakika 300 

g'de santrifüjlenerek süpernatant uzaklaştırılmış 

ve hücre peleti 200 uL Muse hücre döngüsü 

reaktifi içinde yeniden süspanse edilerek 

karanlıkta ve oda sıcaklığında 30 dakika inkübe 

edilmiştir (33). Sonuçlar için Muse Cell Analyzer 

(Merck Millipore, Almanya) cihazında ölçümleri 

yapılmıştır. 

Apoptoz Ölçümü  

Apoptoz için Muse Annexin V & Dead Cell Kit 

(MCH100105, Merck Millipore, Almanya) 

kullanılmıştır ve 24 ve 48. saatlerde analizi 

yapılmıştır. 6 kuyulu plakalara her kuyuya total 

1X10
5
 hücre olacak şekilde hücreler 1:1 oranında 

ekilerek ko-kültüre edilmiştir. Hücreler %0,25 

Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon işlemi yapılmıştır 

ve hücreler 1000 rpm’de 5 dakika 

santrifüjlenmiştir. 1.5 mL’lik steril mikrosantrifüj 

tüplerine 100 µL pellet ve 100 µL Muse Annexin 

V & Dead Cell solüsyonu eklenerek oda 

sıcaklığında karanlık ortamda 20 dakika inkübe 

edilmiştir (34). Sonuçlar için Muse cihazında 

ölçümleri yapılmıştır. 

Hücre Proliferasyonu 

Hücre proliferasyonu için DPKH ve MKKH grubu 

48 saat ko-kültüre edilmiş ve sonrasında 

immüno-floresan boyamaları gerçekleştirilmiştir. 

Kontrol grubu olarak MKKH hücreleri 

kullanılmıştır. Deney grupları 6 kuyulu plakaların 

içine yerleştirilen lameller üzerine bir gün 

önceden 3 X 10
4
 hücre ekimi yapılmıştır. Ertesi 

gün yüzeye oturan hücrelerin süpernatantı 

uzaklaştırılıp 1mL dPBS ile 5 dakika yıkama 

yapılmıştır. PBS uzaklaştırıldıktan sonra 

hücrelere 1 mL %4 PFA çözeltisi eklenmiş ve 30 

dakika +4°C’de bekletilerek fikse edilmiştir (15). 

Fiksasyon işleminden sonra tekrar PBS yıkaması 

yapılmıştır. PBS uzaklaştırılıp hücrelere 1mL 

dPBS içinde hazırlanmış %0,25 Triton X-100 

solüsyonu eklenerek oda sıcaklığında 20 dakika 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası tekrar PBS 

yıkaması yapılan hücrelere %1 BSA bloklama 

solüsyonu eklenerek oda sıcaklığında 1 saat 

bekletilmiştir. Sonrasında örneklere 1/100 

oranında dilüe edilmiş Ki67 (ab16667, Abcam, 

Birleşik Krallık) biyobelirteci ile boyanmış ve 

örnekler bir gece +4°C’de inkübe edilmiştir. Ertesi 

gün PBS yıkaması ile primer antikor 

uzaklaştırılmıştır ve FITC bağlı sekonder antikor 

(ab98692, Abcam, Birleşik Krallık) 1:200 dilüsyon 

ile dPBS içerisinde çözülüp eklenerek oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Sonrasında 

hücreler tekrar dPBS ile yıkanmıştır. Son 

aşamada ortamdaki PBS uzaklaştırılıp hücrelere 

DAPI (sc-24941, Santa Cruz Biotechnology, 

USA) eklenerek lamların üzerine kapatılmıştır, 

floresan mikroskopta (Olympus BX 50, Olympus 

Medical Systems Corp, Japonya) görüntüleme 

işlemi gerçekleştirilmiştir.  

İstatistiksel Analizler  

İstatistiksel analizler için GraphPad Prism 9.3.0 

kullanılarak Two-way ANOVA ve student- t testi 

yapılmıştır. p < 0.05 değeri istatistiksel olarak 

önemli kabul edilmiştir. 0.01-0.05 değerler arası 

“*”, 0.001- 0.01 arası “**”, 0.0001-0.001 arası “***” 

ve <0.0001’den küçük değerler “****” olarak 

gösterilmiştir. 

BULGULAR 

CD44
+
/CD24

-
 meme KKH izolasyonu 

Çalışmamızda MCF-7 meme kanser hücre hattı 

kullanılmış olup hücre popülasyonu içerisindeki 

CD44
+
/CD24

-
 yüzey özelliklerine sahip olan 

hücreler akış sitometrisi kullanılarak izole 

edilmiştir (Şekil-1). MKKH grubu %2,0 olarak 

gösterilmiştir. 

 
Şekil-1. MCF7 Hücrelerinin Akış Sitometresi ile 

CD44+/CD24- İşaretlenmesi 

 

DPKH izolasyonu ve karakterizasyonu 

DPKH’ler akış sitometrisi ile analiz edildiğinde 

belirteçler sırasıyla CD44 %87,5, CD90 %96,4 ve 

CD105 %98,0 oranındadır. Negatif belirteçler ise 

CD31 %1,7, CD34 %1,5 ve CD45 %2,0 

oranındadır (Şekil-2). Adipojenik, kondrojenik ve 

osteojenik farklandırılması yapılmış DPKH 
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hücrelerinin ışık mikroskobu görüntüleri Şekil-3’te 

verilmiştir. 

 
Şekil-2. DPKH’lerin Akış Sitometresi Karakterizasyon 

Sonuçları A. DPKH akış sitometrisi genel hücre 
popülasyonu B. DPKH akış sitometresi ile 

CD44, CD31, CD34, CD45, CD90 ve CD105 
biyobelirteçleri ifadelenmeleri 

 

 
Şekil-3. DPKH’lerin farklandırılması A. Kontrol 

DPKH B. Adipojenik C. Kondrojenik D. 
Osteojenik farklandırılması yapılmış grupların 
x4 (200µM), x10 (100µM) ve x20 (50µM) 
büyütmede faz-kontrast mikroskobu 
görüntüleri 

 

Plazmit Transfeksiyonu ile İşaretlenen 

Hücrelerin Ko-kültüre Edilmesi 

Plazmit transfeksiyonu sonrası işaretlenen 

hücreler ko-kültüre edilmiştir. DPKH + MKKH 

hücrelerinin 24 ve 48. saat görüntüleri Şekil 4’te 

verilmiştir. Ko-kültüre edilen hücrelerin 

görüntülemesi floresan mikroskobuyla yapılmıştır, 

aynı alan içerisindeki mCitrine ile işaretli DPKH 

hücreleri yeşil (Şekil-4A), mCherry ile işaretli 

MKKH hücreleri kırmızı (Şekil 4B), aynı alanın 

DIC (Differential interference contrast) görüntüsü 

(Şekil 4C) ve bu görüntülerin floresan mikroskobu 

ile birleştirilmiş sonuçları verilmiştir (Şekil-4D). 

Hücre döngüsü 

G0/G1 fazı için ko-kültür grubu kontrol MKKH ile 

kıyaslandığında p değerleri 24. saat için 0,0029 

ve 48. saat için <0.0001 ile istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (Şekil-5). G0/G1 fazı için 24. 

saat ile 48. saat kıyaslandığında 0,0154 ile 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. S fazı 

için ko-kültür grubu kontrol ile kıyaslandığında p 

değerleri 24. saat için 0.0038 ve 48. saat için 

<0.0001 ile istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur. S fazı için 24. saat ile 48. saat 

kıyaslandığında 0.0050 ile istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur. G2/M gruplarında kontrole 

ve saatler arası kıyaslamaya göre istatistiksel bir 

anlamlılık görülmemiştir. Bu bilgileri ışığında, 

kontrol grubu olan MKKH’ye göre DPKH ile 

muamele edilen ko-kültüre grubunun saate bağlı 

olarak S fazı yüzdesinin azalıp G0/G1 fazı 

yüzdesinin arttığı görülmüştür.  

 

Şekil-4. Ko-kültür edilmiş DPKH + MKKH 

hücrelerinin 24 ve 48. saat floresan 

mikroskop görüntüleri Ko-kültür edilmiş 

hücrelerin x20 (50µM) ve x40 (20µM) 

büyütmede mikroskop görüntüleri A. 

mCitrine ile işaretli DPKH hücreleri B.  

mCherry ile işaretli MKKH hücreleri C. 

Alanın DIC (Differential interference 

contrast) görüntüleri D. Alanın floresan 

mikroskobu ile birleştirilmiş görüntüleri. 

 

 

Şekil-5. Kontrol MKKH ve ko-kültür edilmiş DPKH + 

MKKH hücrelerinin 24 ve 48. saat hücre 

döngüsü sonuçları. 0.01-0.05 değerler arası 

“*”, 0.001- 0.01 arası “**”, 0.0001-0.001 arası 

“***” ve <0.0001’den küçük değerler “****” 

olarak gösterilmiştir. 
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Apoptoz 

Apoptoz bulgularına bakıldığında ko-kültür grubu 
kontrol MKKH ile canlılık parametresinde 
kıyaslandığında p değerleri 24. saat için <0,0001 
ve 48. saat için <0,0001 ve 24. saat ile 48. saat 
kıyaslandığında hücre canlılığındaki azalma 
<0,0001 ile istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmuştur (Şekil-6). Erken apoptoz 
parametresinde ko-kültür grubu kontrol ile 
kıyaslandığında p değerleri 24. saat için 
istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır, 48. 
saat için ise 0,0049 ile istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmuştur. Bu parametrede 24. saat ile 48. 
saat kıyaslandığında 0,0047 zamana bağlı olarak 
erken apoptoza giren hücre sayısında ile 
istatistiksel artış gözlenmiştir. Geç apoptoz 
parametresinde ko-kültür grubu kontrol ile 
kıyaslandığında p değerleri 24. saat için 
istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır, 48. 
saat için ise <0,0001 ile istatistiksel olarak 
anlamlı bulunmuştur. Bu parametrede 24. saat ile 
48. saat kıyaslandığında <0,0001 ile geç 
apoptoza giren hücre sayısında zamana bağlı 
olarak istatistiksel artış görülmüştür. Ölü hücre 
grubunda ise p değerleri 24. saat için <0,0001 ve 
48. saat için ile istatistiksel olarak anlamlı 
bulunmamıştır. Bu parametrede 24. saat ile 48. 
saat kıyaslandığında <0,0001 ile istatistiksel 
olarak anlamlı bulunmuştur. Bulgular 
doğrultusunda kontrol grubu MKKH’ye göre 
DPKH ile muamele edilen ko-kültüre grubunun 
zamana bağlı olarak hücre canlılığının azaldığı 
ve hücrelerin apoptoza girdiği görülmektedir. 

 

Şekil-6. Kontrol MKKH ve ko-kültür edilmiş DPKH + 

MKKH hücrelerinin 24 ve 48. saat apoptoz 

sonuçları. 0,01-0,05 değerler arası “*”, 0,001- 

0.01 arası “**”, 0,0001-0,001 arası “***” ve 

<0,0001’den küçük değerler “****” olarak 

gösterilmiştir. 

 

Hücre proliferasyonu 

Hücre proliferasyonu tayini için Ki67 biyobelirteci 
kullanılarak immüno-floresan boyama yapılmıştır. 
48 saatlik inkübasyonun ardından Ki67 ile 
boyanan hücrelerde, ko-kültüre grubun hücre 
sayısında kontrol grubu MKKH’ya göre anlamlı 
bir azalma görülmüştür (Şekil-7). İki grup 
birbiriyle kıyaslandığında ko-kültüre grubun hücre 
sayısındaki azalış <0.0001 ile istatistiksel olarak 
anlamlı bulunmuştur (Şekil-7E). 

 

Şekil-7. Kontrol MKKH ve ko-kültür edilmiş DPKH + 

MKKH hücrelerinin 48. saat sonucundaki 

proliferasyon sonuçları A. Ki67 B. DAPI C. 

Ki67/ DAPI birleştirilmiş x20 (50µM) 

büyütmedeki floresan mikroskobu görüntüleri 

D. Birleştirilmiş x40 (20µM) büyütmedeki 

floresan mikroskobu görüntüleri E. 

Proliferasyon sonuç grafiği. 0.01-0.05 değerler 

arası “*”, 0.001- 0.01 arası “**”, 0,0001-0,001 

arası “***” ve <0,0001’den küçük değerler 

“****” olarak gösterilmiştir. 

 

TARTIŞMA 

Kanser 21. yüzyılda hala önemli bir sistematik 

hastalık olarak yer almaktadır. Güncel 

yaklaşımlarda solid tümörler cerrahiyle alınıp 

kemoterapi ile tedaviler desteklenmektedir (5). 

Uygulanan tedavi yöntemlerine rağmen, var olan 

tümörün agresyonuna sebebiyet veren yaklaşık 

%2’lik KKH popülasyonunun mikro-metastazı 

başlattığı düşünülmektedir (5, 16). KKH’lerin 

diğer hücreler ve tedavi ajanları ile olan etkileşim 

mekanizmalarını anlayarak yeni kanser tedavi 

yaklaşımları geliştirebilir (9). Buradan yola 

çıkarak bu çalışmada MCF7 meme kanseri hücre 

hattının KKH grubuna DPKH uygulaması ile 
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hücre döngüsü, hücre canlılığı ve apoptoz 

üzerinden incelenmiştir. 

Mezenkimal kök hücreler (MKH) 1970’lerde 

keşfedilmiştir (35) ve günümüzde nöronal, kemik, 

karaciğer hastalıkları, böbrek hastalıkları, kalp 

hastalıkları, otoimmün hastalıklar, yara 

iyileşmesi, diyabet ve organ nakillerinde direkt ya 

da dolaylı olarak rejeneratif tıpta kullanımları 

bulunmaktadır (36, 37). Atık materyal olan 3. 

molar dişlerin kök hücre bakımından zengin ve 

izolasyon kolaylığı sağlaması açısından 

değerlendirilmesi önemlidir (38). Literatürde 

DPKH ile kanser hücrelerinin ko-kültüre edildiği 

çalışmalar bulunmaktadır (15, 20, 39). MKH’lerin 

MCF-7 hücre hattı üzerinde proliferasyonu 

baskılayan etkisi olduğu ve ko-kültür edilmesiyle 

meme kanseri hücrelerinin kanibalizm ile 

MKH’leri yok ettiği görüşü belirtilmiştir (15, 40). 

Benzer başka bir in vitro çalışmada göbek 

kordonu kökenli MKH ile MDA-MB-231 meme 

kanseri hücrelerinin ko-kültüründe 3 ile 6 gün 

arasında yapılan gözlemlerde işaretli hücrelerde 

hibrit hücreler oluştuğu gözlenmiştir (41). 

Çalışmamızda ise DPKH hücreleri mCitrine ile 

MKKH hücreleri ile mCherry ile işaretlenmiştir. 

Hücreler ko-kültüre edilip floresan mikroskobunda 

24 ve 48. saatlerde incelenmiştir. 

Çalışmamızdaki Şekil 4’te bulunan 24. saat 

görüntülerinde yeşil (Şekil 4A) ve kırmızı (Şekil 

4B) işaretli hücrelerin birbiriyle oluşturduğu 

hücre-hücre iletişimiyle beraber sarı işaretli (Şekil 

4D) hücre kümeleri izlenmiştir. Bu iki floresan 

ışımayı da gösteren hücreler, hücre-hücre 

iletişiminden kaynaklanan hibrit hücreler olabilir 

ya da MKKH tarafından kanibalizme uğramış 

DPKH hücreleri olabileceğini düşündürmüştür. 

Sonuçlar literatürde daha önce yapılan çalışmalar 

(15, 41) ile korele görülmüştür. Başka bir 

çalışmada MKH’lerden kökenlenen ekstraselüler 

veziküller ile MCF7 hücre hattı etkileşimine kemik 

iliği nişinde meme kanseri metastazı 

oluşturulmuştur (42). Burada MCF7 hücrelerinin 

sadece MKH türevli ekstraselüler veziküller (EV) 

ile tedavi edilmesiyle MKH-EV’lerinin MCF7 

hücrelerinin proliferasyonunu azalttığını ve 

adezyonu arttırdığı gösterilmiştir (42). 

Proliferasyon belirteci olan Ki67 ile bakılan 

hücrelerin MKH ile girdiği etkileşim sonrası 

proliferasyonun azaldığı ve meme kanseri 

hücrelerinin dormansi sürecine girdiği 

gösterilmiştir (15, 43). Literatürdeki bu sonuçlar, 

çalışmamızdaki Şekil 5 ve Şekil 7 ile uyumludur. 

MKH'lerin tümör hücrelerini G0/G1 fazında 

tutabildiği önceki çalışmalarda gösterilmiştir (44). 

MKH'ler, hücre döngüsünün düzenlenmesinde 

yer alan proteinlerin, anjiyogenez reseptörlerinin 

ve pro-apoptotik proteinlerin ifadelenmesini 

düzenleyerek hücre ölüm mekanizmalarını aktive 

edebilir (45). Bizim çalışmamızda da literatürle 

benzer olarak, ko-kültüre grup kontrol ile 

kıyaslandığında zamana bağlı hücre canlılığında 

azalma, hücre döngüsünde S fazından G0/G1 

fazına geçişte artış (Şekil 5) ve apoptoz giren 

hücre sayısında artış (Şekil 6) görülmüştür.  

SONUÇ 

Bu çalışmada elde edilen sonuçlar DPKH ile ko-

kültüre edilen MKKH’lerin KKH hedeflenmesinde 

kullanılabileceğini göstermektedir. MKH'ler, 

tümörogenez ve ilaç direncinde önemli bir rol 

oynamaktadır ve çeşitli yolaklarda da yer alır 

(46). MKH’lerin hem tümör oluşumunu teşvik 

edici hem de tümör baskılayıcı özelliklerinin 

anlaşılabilmesi için KKH-MKH ilişkisinin 

açıklanması önemlidir. Bu çalışma DPKH 

varlığının MKKH hücre çoğalması üzerindeki 

engelleyici etkisini göstermesiyle özgündür. 

Çalışmanın in vitro olması sebebiyle tümör mikro-

çevresi ve immünojenisitesinden yoksun 

olmasından kaynaklanan limitasyonları mevcut 

olsa da, KKH-MKH ve tümör mikro-çevresindeki 

değişimlerin daha detaylı araştırılmasına dikkat 

çekerek yeni çalışmalara fikir sunabilir. 
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