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insan dis pulpasi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin meme kanseri kok
hicreleri lizerine etkisi

Effect of human dental pulp derived mesenchymal stem cells on breast cancer
stem cells
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Amag: Kanser kok hicreleri; kendini yenileyebilen, farklilasma kapasitesi yuksek ve uzun sureli
proliferasyon ile normal dokuya invazyon kabiliyeti olan hucrelerdir. Bu yetenekleriyle geleneksel
kanser tedavisine direng olusturarak timoér buylimesi ve metastazda rol oynar. Basarili kanser
tedavileri icin kanser kdk hlicre mekanizmalarina yénelik arastirmalar yapmak énem tagimaktadir. Bu
¢alismanin amaci, insan dis pulpasi kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin meme kanseri kok hiicreleri
Uzerine etkisinin hiicre canliligi, hiicre dénglsi ve apoptoz yontemleriyle arastiriimasidir.

Gereg ve Yontem: Meme kanseri hiicreleri (MCF7) akis sitometrisi ile CD44'/CD24  boyamasi
yapilarak ayriimistir. CD44'/CD24 popiilasyonuna meme kanseri kok hiicresi denilmistir. Dig
pulpasindan izole edilen mezenkimal kok hucreler kultire edilip karakterizasyonu yapilmistir.
Mezenkimal kék hiicre grubu mCitrine, meme kanseri kdk hicresi grubu ise mCherry ile plazmit
transfeksiyonu yapilarak isaretlenmistir. Bu hlicreler 48 saat boyunca ko-kdltire edilmis ve sonrasinda
hicre canlihgi, hiicre ddnglsu ve apoptoz analizleri yapiimistir.

Bulgular: Dis pulpasi kaynakli mezenkimal kdk hucreler ile ko-klltire edilen meme kanseri kok
hicrelerinin kontrol grubuna goére hiicre canliigi, hiicre déngisi ve apoptoz degerlerinde zamana
bagh olarak istatistiksel anlamli degisiklikler goérilmustir. Ko-kiltire grubu kontrole gore
kiyaslandiginda zamana bagli olarak G0/G1 evresinde artis gdzlenmistir. Ko-kulttre edilen hucrelerin
floresan mikroskop ile yapilan incelemesinde sari floresan isaretli hibrit hicreler gdzlenmistir ve
immuno-floresan Ki67 boyamasinda hiicre sayisinda azalma gézlenmisgtir.

Sonug: Ko-kiltir sonrasi dis pulpasi kaynakli mezenkimal kdk hucrelerin meme kanser kok hicreleri
Uzerinde hicre proliferasyonunu inhibe edici etkileri oldugu ve apoptozu tesvik ettigi gézlenmisgtir.
Sonug olarak, meme kanser kok hicreleri Uzerinde dis pulpasi kaynakli mezenkimal kék hicrelerin
tedaviye yonelik bir etkisi olabilir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, kanser kok hicresi, mezenkimal kok hicre, dis pulpasi kok
hicresi, ko-kultir.
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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 GO/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 GO/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.

GIRIS Bu kanser progenitdr hiicrelerini hedefleyecek
Meme kanseri, 2020 y||| d[]nya kanser farkli Sinyal iletim yO"arlnln kU”anIlmaSl, niks
insidansina g('jre tum kanser vakalarinin kablllyetl olan agresif kanserler I(}In hedeflenen

terapétik tedavilerin  gelistiriimesi  mikro-gcevre
odakh yaklagimlar ile mumkin olabilir (8). Bu

%11,7'sini olusturarak tahmini 2,3 milyon yeni
vaka ile akciger kanserini de gecerek dinya

genelinde en yaygin tani konulan kanserdir (1).
Dunya genelinde kadinlarda, 6zellikle beyaz irkta
en sik gorilen kanser gesidi olmakla beraber (2),
Tarkiye'de de en ¢ok gérilen kanser turadar (3).
Ulkemizde meme kanseri tanisi alan kadinlarin
%44,5’i 50-69 yas arasinda, %40,4’Unun ise 25-
49 yas araliginda yer aldigi gorilmektedir (3).

Son yirmi yilda yapilan kanser calismalarina

bakildiginda; dokulardaki timér yapilarinda
kiguk bir alt populasyon olarak bulunan, kék
hicre benzeri 0&zellikler gdsteren hucreler

tanimlanmis ve bu hicrelere kanser kék hlicresi
(KKH) ismi verilmigtir (4, 5). KKH’lerin kendini
yenileyebilme ve farkllagsma kapasitesi, uzun
sureli proliferasyon ve normal dokuya invazyon
kabiliyeti, anjiyogenez olusumu, bagisiklik
sisteminden kagma ve geleneksel anti-kanser
tedavisine direng olusturma yollariyla timor
biyiimesine ve nuks etmesinde rol oynadigi
gosterilmistir (6). Mikro-gevrede immun hucreler,
cesitli doku-spesifik parankimal hUcreler, néral
hicreler, endotel hcreler, fibroblastlar ve
multipotent progenitdr hicreler bulunmaktadir (7).
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nedenle, basarili kanser tedavileri icin KKH’lerin
tamamen ortadan kaldiriimasi oldukga 6nemlidir
(9). KKH'ler ile bulunduklari nis arasindaki iliskiyi

ve tedaviye verilen yanit ve direng
mekanizmalarini  anlamak  yeni  terapdtik
tekniklerin ve kanser tedavisi stratejilerinin

bulunmasina yardimci olabilir (9).

Mezenkimal kok hucreler (MKH) c¢odu dokuda
bulunabilen, kendini yenileme ve farklilasma
kapasitelerine sahip énemli bir kok hlicre benzeri
hiicre populasyonudur (10). Kemik iligi, kas, yag,
dis pulpasi, kordon kani, plasenta, amniyon
sivisi, periferik kan gibi farkli kaynaklardan elde
edilebilir (10). Kanser arastirmalarinda da
kullaniimaya baglanan MKH’ler, kanserli dokulara
sistemik olarak verildijinde kanserli dokuya
migrasyon ve invazyon yaptigi ve burada dokuya
karsi savunma mekanizmasi gelistirdigi
gOsterilmistir (11). MKH'ler ayrica, inflamatuvar
sureclerin modullasyonu, anjiyogenez, metastaz,
KKH olugsumu ve timér bluylimesi dahil olmak
Uzere kanser olusumunda kritik rollere sahiptir
(12, 13). MKH'lerin migrasyon yetenekleri, Klinik
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uygulamalarda kullanilmalarina izin verir, ancak
MKH migrasyonu kemokinler ve reseptorlerle
ilgilidir, bu da diger yardimci hicrelerin timdorlere
transferini de destekler (14). Timor hicreleri ile
MKH’lerin  karsilikli  iletisimleri ~ sonucunda
metastatik potansiyeli ve epitelyal-mezenkimal
gecisi arttirdigr  gosterilmistir (13). MKH’lerin
timor gelisiminde, hem timor olusumunu tesvik
eden hem de timoru baskilayan farkh gérev ve
Ozelliklerinin oldugu daha o6nceki calismalarda
gOsterilmistir (15, 16). Literattrdeki farkli kanser
tirlerinde MKH uygulamalariyla timorin tegvik
edilmesi/ baskilanmasi farkliliklari sebebiyle bu
calismada meme KKH’leri ile dis pulpasindan
kdkenlenen mezenkimal kok hicreleri (DPKH)
ko-kiltire edilerek olusturulan popilasyondaki
degisimlerin incelenmesi hedeflenmistir.

DPKH’ler biyolojik atik materyal olan 3. molar
dislerden elde edilen, kolay bulunabilirligi ve
yuksek kok hucre icerigi nedeniyle tercih edilen
bir MKH kaynag@i olarak ortaya cikmistir (17).
Ozellikle biyolojik olarak giivenli olmasi ve etik
problemler teskil etmemesi sebebiyle rejeneratif
tipta 6nemli bir yere sahiptir (18). Kemik iligi gibi
diger MKH elde etme yontemlerine gére daha az
girisimsel olmasi ve etik sorunlar tasimamasi,
allojenik transplantasyon uygulamalarina
uygunlugu sebebiyle DPKH’ler tercih edilebilir
(17). Dis pulpasindan MKH izolasyonu 20 yildan
fazladir uygulanan bir ybntem olup (19),
DPKH’ler ile prostat, meme, kolorektal ve bas-
boyun kanserlerine yonelik arastirmalar
mevcuttur (15, 20-22).

Hucre kanibalizmi kanser biyolojisinde bir asirdir
calisilan ve okaryotik canlilarda evrimsel olarak
korunmus bir sistemdir (23). En basit tanimiyla
bir hicrenin kendine benzeyen ya da farkli bir
tipteki hucreyi yemesi/ hiicre icine almasiyla
olugsan duruma hicre kanibalizmi denir (15).
Hucre kanibalizminin kanser mikro-gevresi ile
iliskili oldugu cesitli calismalarda belirtilmistir (24-
26). Kanser hucrelerinin kendi tiru ve farkh tipteki
hucreleri canh olarak kanibalizme ugrattigi
gOsterilmigstir (27). Buna ek olarak meme kanseri
ve kolorektal kanser galismalarinda mitotik entoz

g6zlenmistir  (25). Mitotik entoz, saglikh
hicrelerde gorilmeyip kanser hicrelerinde
gorulen, bir hicrenin  bagka bir hucrenin

sitoplazmasina girmesi durumudur (28). Mitotik
entoz epitel hiicre kanibalizmine sebep olur (25).
Hucre kanibalizmi bir hlcrenin bagka bir hicreyi
canl olarak sindirmesi oldugundan; fagositoz,
emperipolezis ya da mitotik entoz gibi diger huicre
icine alma yontemlerinden farkli bir durum
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oldugunu Dbelirtiimistir  (27). Bu arastirmada,
meme KKH ile DPKH’lerin birlikte var olan
davranislarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Ko-
kdltire edilen bu hucrelerin  birbiriyle olan
iletisiminin hdcre doénglsi ve hiicre apoptozu
Uzerindeki etkileri incelenmistir.

GEREG ve YONTEM
Hiicre kiiltiirii
DPKH

Arastirma slresi boyunca yeterli sayida DPKH
icin Ege Universitesi ve Izmir Katip Celebi
Universitesi Agiz, Dis ve Cene Anabilim
Dalr’ndan temin edilmistir. Primer DPKH’ler 18-29
yas arasi saglikli, sistemik hastaligi bulunmayan
goénullilerin 3. molar diglerinden izole edilmistir.
Ege Universitesi 20.02.2019 tarihli ve 19-2.1T/41
saylli etik kurul onayl ile calismaya katilan
saghkh bireylerden ¢alismayla iligkili yazih
bilgilendirilmis onay alinmistir.

DPKH icin ¢ekime uygun olan saglikli adaylara
islem o6ncesi %0,2 klorheksidin ile gargara
yaptiriimistir (29). Disin etrafindaki periyodental
yapilar uzaklastiriimis ve dis povidon-iyot (PVP-I)
antiseptiginde ile 1 dakika bekletilmistir. Dislerin
yluzeyinde iyota bagh  olusan  artiklari
uzaklastirmak icin disler %70’lik etil alkol ve
sonrasinda 1X PBS tamponuyla yikanmistir.
Pulpanin zarar gérmemesi icin steril gazh bezle
sarilarak dis kinlmistir ve pulpa dokusu
ayrilmistir. Mekanik parcalama sonrasi pulpa
dokusu %10 FBS, 100 pug/ml Pen/Strep eklentili
Mem- a besi yeri ile hicre ekimi yapilmistir.
Hucreler 37°C sicaklikta, %5 CO, ve nem igeren
inkibatorde g¢ogaltilmistir. Hiicre besi yeri 2-3
ginde degistirilerek taze besi yeri eklemesi
yapilmistir. Hacreler %80 yogunluga ulastiginda
pasajlanmistir. Deneylerde 3. ve 4. pasajdaki
DPKH hicreleri kullaniimigtir.

Meme KKH

Calismada insan meme KKH eldesi icin MCF7
adenokarsinoma hicre hattt (HTB-22, ATCC,
ABD) kullaniimistir. Bu hucreler %10 FBS, 100
pug/ml Pen/Strep ve L-Glutamin igceren RPMI
1640 besi ortami kullaniimistir. Hicreler 37°C ve
%5 CO, nem igeren inkiibatérde ¢ogaltiimistir ve
yogunluk %80 ve Uzeri oldugunda hcreler
CD44'/CD24 biyobelirtegleri ile Floresan Aktif
Hucre Ayirma (FACS Aria 1l, Becton Dickenson,
ABD) islemine hazirlanmistir.

Akig Sitometrisi

DPKH'lerin karakterizasyon analizi icin CD31,
CD34, CD44, CD45, CD90 ve CD105 (Santa
Cruz Biotechnology, ABD) vyiizey belirtegleri
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kullanilimistir (30). Sekonder belirte¢ olarak Alexa
Fluor 594 ve FITC (Jackson ImmunoResearch,
ABD) kullaniimigtir. FITC CD44 ve PE CD24
yluzey belirtegleri (Miltenyi Biotec, Almanya)
MCF-7 meme KKH icin kullaniimistir. %0,25
Tripsin/EDTA ile kaldirilan hiicreler igerisinde %1
BSA (Bovin serum albimin) bulunan tampon ile
yikanmistir. Hiicreler 1X10° hiicre/mL olacak
sekilde 1 pL yuzey belirteglerinden eklenerek
karanlik ortamda +4°C'de 30 dakika inktbe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda peletler dPBS
ile ykanarak 1000 rpm'de 5 dakika
santrifUjlenmistir. Sipernatant atilarak tekrar %1
BSA ve 1 L ikincil antikor ile 100 pl soguk dPBS
eklenmistir. Tim analizler Accuri C6 (Becton
Dickenson, ABD) ile olgiimis ve FACS Aria Il
(Becton Dickenson, ABD) ile hicrelerin ayrimi
yapilmistir.

MCF7 hiicreleri CD44"/CD24" biyobelirteclerine
gére pozitif olan grup toplanmistir ve bu grup
MKKH olarak adlandiriimistir. izole edilen
hicreler, %1 FBS, L-Glutamin ve 100 pg/ml

Pen/Strep igeren RPMI-1640 besi ortaminda
cogaltiimistir.
DPKH’lerin  Adipojenik, Kondrojenik ve

Osteojenik Farklandiriimasi

Farklandirma yontemi i¢in adipojenik, kondrojenik
ve osteojenik gruplar igin 6 kuyulu plakalarin her
bir kuyusuna 15 mm yuvarlak lameller Uzerine
1X10* DPKH ekilmigtir. Farklandirma kitleri
kullanilarak Adipojenik: A1007001, Kondrojenik:
A1007101, Osteojenik: A1007201, Gibco, ABD)
kullanilarak bazal besiyeri ve eklentiler Greticinin
protokoliine uygun olarak hazirlanmigtir. 37°C
sicaklik ve %5 CO, saglayan ortamda hucreler 3
hafta kultire edilmigtir. Besiyeri 2-3 gunde bir
degistirilmistir (31). 3. hafta sonunda yluzeye
kaplanan hucreler besiyeri uzaklastirilarak dPBS
ile  yikanmistir. Hicreler %4 PFA igeren
solisyonda oda sicakliginda 30 dakika fikse
edilmigtir. PFA uzaklastirildiktan sonra hicreler
dH,0 ile yikanmistir. Adipojenik grup i¢in suyun
ortamdan  uzaklastirimasindan sonra oda
sicakliginda bes dakika boyunca %60
izopropanol ile yikanmistir. Yuzey kurutulup
izopropanol tamamen uzaklastirildiktan sonra
%0,5 Oil Red O (00625, Sigma Aldrich,
Almanya) eklenerek on dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir (32). Boya uzaklastirildiktan
sonra yuzey distile su ile yilkanmistir. Kondrojenik
farklandirma grubunda fiksasyon sonrasi %1
Alsiyan Mavisi (B8438, Sigma Aldrich, Almanya)
oda sicakhginda eklenmistir (32). Ornekler
karanlikta 30 dakika 100 rpm’de calkalanarak
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi boya
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uzaklastiriimis ve 0,1N HCI ¢ozeltisi ile yikanmis
ve sonrasinda distile su ile ylkamasi yapilarak
lama kapatiimistir.  Osteojenik grupta ise
fiksasyon sonrasi %2 Alizarin Kirmizisi (A5533,
Sigma Aldrich, Almanya) oda sicakliginda
eklenmigtir (32). 3 dakika oda sicakliginda
inkibasyon sonrasi boya c¢ekilerek distile su
yikamasi yapiimistir. Butin 6rnek gruplarn
inverted faz kontrast mikroskobunda (Olympus
Medical Systems Corp, Japonya)
goruntilenmistir.

Plazmit eldesi ve Transfeksiyon Islemi

Ko-kdltirlerde hiicre populasyonlarinin  ayirt
edilmesi icin DPKH ve meme KKH hiicrelerinin
floresan etiketlemesi icin neomisin ve kanamisin
diren¢ geni igceren mCitrine-N1 (54594) ve
mCherry-N1 (54517) 2. nesil bir lentiviral SIN
vektorleri kullaniimistir. Plazmitler E.coli bakterisi
DH5a (E003, abm, Kanada) susunda Ureticinin
Onerdigi protokolde ¢ogaltilmigtir. Plazmitlerin
¢ogaltma isleminde besiyeri olarak LB Broth
(L3152, Sigma Aldrich, Almanya) igerisine
Kanamisin  Sdlfat (sc-257635, Santa Cruz
Biotechnology, ABD) eklenerek c¢alkalamali su
banyosunda 120 rpm ve 37°C’de bir gece
boyunca inkibe edilmistir. Plazmitlerin izolasyonu
icin Endofree Plasmid Maxi Kit (12362, Qiagen,
Cin) kullanilmistir. izolasyon sonrasi DNA miktari
ve safllk tayini Multiskan Go Spectrum
(ThermoFisher Scientific, ABD) ile olgulmustar.
izolasyonu yapilan plazmitlerin DPKH, MKKH
transfeksiyonu icin Lipofectamine 2000
(11668019, ThermoFisher Scientific, ABD) ajani
kullaniimistir.

Plazmit Transfeksiyonu ile Isaretlenen
Hiicrelerin Ko-kiiltiire Edilmesi

Hucrelerin canliik ve sayimi i¢in Count and
Viability test kiti (MCH100102, Merck Millipore,
Almanya) kullanilarak analizi yapilmigtir. DPKH
ile MKKH’ler 1:1 oranda ekimleri yapilmistir ve
1:1 besiyeri icerikleriyle ko-kiltire edilmistir (15,
20). Her hicre grubundan 5X10* hiicre olmak
Uzere ko-kultire olan hicrelerin toplam sayisi
1X10° olacak sekilde ekim yapilmistir. Ko-kiltire
edilen  hucrelerin  goruntilemesi  floresan
mikroskobu (Olympus IX71, Olympus Medical
Systems Corp, Japonya) ile 24. ve 48. saatlerde
yapilmigtir.

Hiicre Déngiisii

Muse Cell Cycle Kit (MCH100106, Merck
Millipore, Almanya) kullanilarak 24 ve 48.
saatlerde toplanan hicrelerden hiicre ddéngusu
analizi yapiimistir. 6 kuyulu plaklara her kuyuya
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total 1X10° hiicre olacak sekilde hiicreler 1:1
oraninda ekilerek ko-kultire edilmistir. Hlcreler
%0,25 Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon iglemi
yapilmistir. Sonrasinda o6rnekler 300 g'de 5
dakika santrifij edilmistir. Santrifijden sonra
hiicre peleti 1 mL %70 soguk etanol ile -20°C'de
3 saat Ureticinin protokoliine uygun olarak inkiibe
edilmigtir. inkiibasyon sonrasi hiicreler oda
sicakliginda 300 g'de 5 dakika santrifijlenmistir
ve pelet PBS icinde yeniden slispanse edilmigtir.
Hucreler tekrar oda sicakliginda 5 dakika 300
g'de santrifijlenerek sipernatant uzaklastiriimis
ve hicre peleti 200 uL Muse hicre déngusu
reaktifi icinde yeniden slspanse edilerek
karanlkta ve oda sicakhginda 30 dakika inktbe
edilmistir (33). Sonuglar igin Muse Cell Analyzer
(Merck Millipore, Almanya) cihazinda o&lgtumleri
yapilmigtir.

Apoptoz Olgiimii

Apoptoz igin Muse Annexin V & Dead Cell Kit
(MCH100105, Merck Millipore, Almanya)
kullaniimistir ve 24 ve 48. saatlerde analizi
yapilmistir. 6 kuyulu plakalara her kuyuya total
1X10° hiicre olacak sekilde hiicreler 1:1 oraninda
ekilerek ko-kultire edilmistir. Hicreler %0,25
Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon iglemi yapilmistir
ve hicreler 1000 rpm'de 5  dakika
santrifujlenmistir. 1.5 mL’lik steril mikrosantrifij
tiplerine 100 yL pellet ve 100 uL Muse Annexin
V & Dead Cell solisyonu eklenerek oda
sicakhginda karanlik ortamda 20 dakika inkibe
edilmigtir (34). Sonuglar igin Muse cihazinda
olcumleri yapilimistir.

Hiicre Proliferasyonu

Hucre proliferasyonu icin DPKH ve MKKH grubu
48 saat Kko-kiltire edilmis ve sonrasinda
immuno-floresan boyamalari gergeklestirilmistir.
Kontrol  grubu  olarak  MKKH hlcreleri
kullaniimistir. Deney gruplari 6 kuyulu plakalarin
icine vyerlestirilen lameller Uzerine bir gun
onceden 3 X 10* hiicre ekimi yapiimistir. Ertesi
gun yizeye oturan hicrelerin slUpernatanti
uzaklastinlip 1mL dPBS ile 5 dakika yikama
yapilmigtir. PBS  uzaklastirildiktan  sonra
hicrelere 1 mL %4 PFA ¢ozeltisi eklenmis ve 30
dakika +4°C’de bekletilerek fikse edilmistir (15).
Fiksasyon isleminden sonra tekrar PBS yikamasi
yapilmistir. PBS uzaklastiriip hicrelere 1mL
dPBS icinde hazirlanmis %0,25 Triton X-100
solisyonu eklenerek oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi tekrar PBS
yilkamasi yapilan hicrelere %1 BSA bloklama
soliusyonu eklenerek oda sicakliginda 1 saat
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bekletiimistir.  Sonrasinda  orneklere  1/100
oraninda dilie edilmis Ki67 (ab16667, Abcam,
Birlesik Krallik) biyobelirteci ile boyanmis ve
Ornekler bir gece +4°C’de inkube edilmistir. Ertesi
gun PBS yikamasi ile primer antikor
uzaklastinimistir ve FITC bagl sekonder antikor
(ab98692, Abcam, Birlesik Krallik) 1:200 dillisyon
ile dPBS icerisinde ¢ozllip eklenerek oda
sicakhginda 1 saat inkube edilmistir. Sonrasinda
hicreler tekrar dPBS ile yikanmigtir. Son
asamada ortamdaki PBS uzaklastirilip hiicrelere
DAPI (sc-24941, Santa Cruz Biotechnology,
USA) eklenerek lamlarin Uzerine kapatiimigtir,
floresan mikroskopta (Olympus BX 50, Olympus
Medical Systems Corp, Japonya) goruntileme
islemi gergeklestirilmistir.

Istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler icin GraphPad Prism 9.3.0
kullanilarak Two-way ANOVA ve student- t testi
yapilmistir. p < 0.05 degeri istatistiksel olarak
Onemli kabul edilmistir. 0.01-0.05 degerler arasi
“”0.001- 0.01 arasi “**”, 0.0001-0.001 arasi “***”
ve <0.0001'den kuguk degerler “****” olarak
gOsterilmigtir.

BULGULAR
CD44"/CD24 meme KKH izolasyonu

Calismamizda MCF-7 meme kanser hiicre hatti
kullaniimis olup hiicre populasyonu igerisindeki
CD447/CD24  ylzey 6zelliklerine sahip olan
hicreler akis sitometrisi kullanilarak izole
edilmistir (Sekil-1). MKKH grubu %2,0 olarak
gOsterilmigtir.

#Events %Parent %Total

Sekil-1. MCF7 Hucrelerinin  Akig = Sitometresi ile
CD44+/CD24- Isaretlenmesi

DPKH izolasyonu ve karakterizasyonu

DPKH’ler akig sitometrisi ile analiz edildiginde
belirtecler sirasiyla CD44 %87,5, CD90 %96,4 ve
CD105 %98,0 oranindadir. Negatif belirtegler ise
CD31 %1,7, CD34 %15 ve CD45 %2,0
oranindadir (Sekil-2). Adipojenik, kondrojenik ve
osteojenik  farklandiriimasi  yapilmis DPKH
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hicrelerinin 151k mikroskobu goéruntileri Sekil-3'te
verilmigtir.

Sekil-2. DPKH’lerin Akig Sitometresi Karakterizasyon
Sonuglan A. DPKH akis sitometrisi genel hiicre
populasyonu B. DPKH akis sitometresi ile
CD44, CD31, CD34, CD45, CD90 ve CD105
biyobelirtegleri ifadelenmeleri

Kontrol

Kondrojenik

Adipojenik Osteojenik

x10

; ¥
vy
i S
: o ..?. ‘
f $7 ]

2 ke
Sekil-3. DPKH’lerin farklandinimasi A. Kontrol
DPKH B. Adipojenik C. Kondrojenik D.
Osteojenik farklandiriimasi yapilmis gruplarin
x4 (200uM), x10 (100uM) ve x20 (50uM)
blyltmede faz-kontrast mikroskobu
goruntileri

Plazmit Transfeksiyonu ile isaretlenen
Hiicrelerin Ko-kiiltiire Edilmesi

Plazmit transfeksiyonu sonrasi isaretlenen
hicreler ko-kultire edilmisti. DPKH + MKKH
hicrelerinin 24 ve 48. saat goruntuleri Sekil 4’te
verilmigtir. Ko-klttre edilen hlcrelerin
goruntilemesi floresan mikroskobuyla yapiimistir,
ayni alan igerisindeki mCitrine ile isaretli DPKH
hicreleri yesil ($ekil-4A), mCherry ile isaretli
MKKH hucreleri kirmizi (Sekil 4B), ayni alanin
DIC (Differential interference contrast) goruntisu
(Sekil 4C) ve bu goéruntilerin floresan mikroskobu
ile birlestiriimis sonuglari verilmistir (Sekil-4D).
Hiicre déngiisi

GO0/G1 fazi igin ko-kultur grubu kontrol MKKH ile
kiyaslandiginda p degerleri 24. saat igin 0,0029
ve 48. saat icin <0.0001 ile istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur (Sekil-5). GO/G1 fazi igin 24.
saat ile 48. saat kiyaslandiginda 0,0154 ile
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. S fazi
icin ko-kultir grubu kontrol ile kiyaslandiginda p
degerleri 24. saat icin 0.0038 ve 48. saat igin
<0.0001 ile istatistiksel olarak  anlamli
bulunmustur. S fazi igin 24. saat ile 48. saat
kiyaslandiginda 0.0050 ile istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. G2/M gruplarinda kontrole
ve saatler arasi kiyaslamaya gore istatistiksel bir
anlamhhk goérdlmemistir. Bu bilgileri 1s131nda,
kontrol grubu olan MKKHye gére DPKH ile
muamele edilen ko-kultire grubunun saate bagli
olarak S fazi ylzdesinin azalip GO/G1 fazi
yuzdesinin arttigi gérilmastar.

DPKH + MKKH 24. saat
x20 x40

> c G ¢ B - ‘%
% o

s ,q

DPKH + MKKH 48. saat
x20 x40

o
=

D b i
. . S oM
; 2] : ¢ } |
Sekil-4. Ko-kultir edilmis DPKH + MKKH
hiicrelerinin 24 ve 48. saat floresan
mikroskop goriintiileri Ko-kiltir edilmis
hiicrelerin x20 (50uM) ve x40 (20uM)
blylitmede mikroskop gorintileri A.
mCitrine ile isaretli DPKH hiicreleri B.
mCherry ile isaretli MKKH hicreleri C.
Alanin  DIC (Differential interference
contrast) gorintileri D. Alanin floresan
mikroskobu ile birlestiriimis gorintileri.

.

% % % %k

‘ a |
il

* ok ok ok ns

mm Kontrol
= 24 saat
B3 48 saat

Hiicre ylizdesi
o
o
1

G0/G1 S G2/M

Sekil-5. Kontrol MKKH ve ko-kiiltir edilmis DPKH +
MKKH hiicrelerinin 24 ve 48. saat hiicre
dongiisii sonuglari. 0.01-0.05 degerler arasi
“*”0.001- 0.01 arasi “**”, 0.0001-0.001 arasi
7 ye <0.0001’den kuguk degerler “****”
olarak gosterilmistir.
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Apoptoz

Apoptoz bulgularina bakildiginda ko-kdltar grubu
kontrol MKKH ile canliik parametresinde
kiyaslandiginda p degerleri 24. saat i¢in <0,0001
ve 48. saat igin <0,0001 ve 24. saat ile 48. saat

kiyaslandiginda hlicre canlihdindaki azalma
<0,0001 ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil-6). Erken apoptoz
parametresinde ko-kiltir grubu kontrol ile
kiyaslandiginda p degerleri 24. saat icin

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir, 48.
saat icin ise 0,0049 ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu parametrede 24. saat ile 48.
saat kiyaslandiginda 0,0047 zamana bagli olarak
erken apoptoza giren hicre sayisinda ile
istatistiksel artis goOzlenmistir. Ge¢ apoptoz
parametresinde ko-klltir grubu kontrol ile
kiyaslandiginda p degerleri 24. saat igin
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir, 48.
saat igin ise <0,0001 ile istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur. Bu parametrede 24. saat ile
48. saat kiyaslandiginda <0,0001 ile geg¢
apoptoza giren hicre sayisinda zamana bagl
olarak istatistiksel artis gorilmustir. Oli hiicre
grubunda ise p deg@erleri 24. saat i¢in <0,0001 ve
48. saat icin ile istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bu parametrede 24. saat ile 48.
saat kiyaslandiginda <0,0001 ile istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Bulgular
dogrultusunda kontrol grubu MKKHye gobre
DPKH ile muamele edilen ko-kiltire grubunun
zamana bagli olarak hicre canlihdinin azaldigi
ve hicrelerin apoptoza girdigi gérulmektedir.

% %k %k Xk %* % % %k %k k ns
* %k k% * % ns * %k % %
i [ [
k%% ns * %k %k %k ¥k Kk
100+ ] ]

mm Kontrol
80 £ 24 saat
7 E= 48 saat

Hiicre ylizdesi

Sekil-6. Kontrol MKKH ve ko-kiiltiir edilmis DPKH +
MKKH hiicrelerinin 24 ve 48. saat apoptoz
sonuglari. 0,01-0,05 degerler arasi “*”, 0,001-
0.01 arasi “**”, 0,0001-0,001 arasi “***” ve
<0,0001'den kuguk degerler “****” olarak
gOsterilmistir.
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Hiicre proliferasyonu

Hicre proliferasyonu tayini igin Ki67 biyobelirteci
kullanilarak immuno-floresan boyama yapilmistir.
48 saatlik inkibasyonun ardindan Ki67 ile
boyanan hicrelerde, ko-kiltire grubun hicre
sayisinda kontrol grubu MKKH’ya gére anlamh
bir azalma gorilmistir (Sekil-7). ki grup
birbiriyle kiyaslandiginda ko-kdltire grubun hicre
sayisindaki azalis <0.0001 ile istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Sekil-7E).

Kontrol MKKH DPKH + MKKH

Ki67

*REE

DAPI

Hiicre Yiizdesi

Ki67/ &

DAP! 3 -

x20

Sekil-7. Kontrol MKKH ve ko-kiiltiir edilmis DPKH +
MKKH hucrelerinin 48. saat sonucundaki
proliferasyon sonuglan A. Ki67 B. DAPI C.
Ki67/ DAPI birlestirimis x20  (50uM)
buyutmedeki floresan mikroskobu gorintileri
D. Birlegtiriimis x40 (20uM) buyitmedeki
floresan mikroskobu goruntdleri E.
Proliferasyon sonug grafigi. 0.01-0.05 degerler
arasi “*”, 0.001- 0.01 aras! “**”, 0,0001-0,001
arasi “**” ve <0,0001’den kiglk degerler
‘e olarak gosterilmistir.

Hilcre Canliligi

x40

TARTISMA
Kanser 21. yluzyilda hala 6nemli bir sistematik
hastallk olarak yer almaktadir.  Giincel

yaklagsimlarda solid timorler cerrahiyle alinip
kemoterapi ile tedaviler desteklenmektedir (5).
Uygulanan tedavi yontemlerine ragmen, var olan
timorin agresyonuna sebebiyet veren yaklasik
%2’lik KKH populasyonunun mikro-metastazi
baslattigi distnilmektedir (5, 16). KKH’lerin
diger hucreler ve tedavi ajanlari ile olan etkilesim
mekanizmalarini anlayarak yeni kanser tedavi
yaklasimlari  gelistirebilir (9). Buradan vyola
ctkarak bu calismada MCF7 meme kanseri huicre
hattinin  KKH grubuna DPKH uygulamasi ile
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hiicre donglisu, hicre canlihdi ve apoptoz
Uzerinden incelenmistir.
Mezenkimal kok hicreler (MKH) 1970’lerde

kesfedilmistir (35) ve giinimuzde néronal, kemik,
karaciger hastaliklari, boébrek hastaliklari, kalp
hastaliklari, otoimmdun hastaliklar, yara
iyilesmesi, diyabet ve organ nakillerinde direkt ya
da dolayli olarak rejeneratif tipta kullanimlari
bulunmaktadir (36, 37). Atik materyal olan 3.
molar diglerin kdk hicre bakimindan zengin ve
izolasyon kolayligi saglamasi acisindan
degerlendiriimesi  6nemlidir (38). Literatirde
DPKH ile kanser hicrelerinin ko-kultire edildigi
calismalar bulunmaktadir (15, 20, 39). MKH’lerin
MCF-7 hiicre hatti (zerinde proliferasyonu
baskilayan etkisi oldugu ve ko-kultir edilmesiyle
meme kanseri hucrelerinin  kanibalizm ile
MKH’leri yok ettigi gorasu belirtiimistir (15, 40).
Benzer baska bir in vitro c¢alismada gobek
kordonu kokenli MKH ile MDA-MB-231 meme
kanseri hicrelerinin ko-kultiriinde 3 ile 6 gin
arasinda yapilan gozlemlerde isaretli hiicrelerde
hibrit hiicreler olustugu go6zlenmistir (41).
Calismamizda ise DPKH hicreleri mCitrine ile
MKKH hicreleri ile mCherry ile isaretlenmistir.
Hucreler ko-kulture edilip floresan mikroskobunda
24 ve 48. saatlerde incelenmisgtir.
Calismamizdaki Sekil 4'te bulunan 24. saat
goéruntulerinde yesil (Sekil 4A) ve kirmizi (Sekil
4B) isaretli hicrelerin birbiriyle olusturdugu
hicre-hicre iletisimiyle beraber sari isaretli (Sekil
4D) hicre kimeleri izlenmistir. Bu iki floresan
Isimayl da gosteren hicreler, hicre-hicre
iletisiminden kaynaklanan hibrit hicreler olabilir
ya da MKKH tarafindan kanibalizme ugramig
DPKH hucreleri olabilecegini dusundurmustir.
Sonuglar literatirde daha énce yapilan ¢alismalar
(15, 41) ile korele goérulmiastiar. Baska bir
calismada MKH’lerden kdkenlenen ekstraseliler
veziklller ile MCF7 hicre hatti etkilesimine kemik
iligi nisinde  meme  kanseri metastazi
olusturulmustur (42). Burada MCF7 hucrelerinin
sadece MKH turevli ekstraseliler veziklller (EV)

ile tedavi edilmesiyle MKH-EV’lerinin MCF7
hicrelerinin  proliferasyonunu  azalttigini  ve
adezyonu arttirdi1g1 gOsterilmigtir (42).
Kaynaklar

Proliferasyon belirteci olan Ki67 ile bakilan
hicrelerin  MKH ile girdidi etkilesim sonrasi
proliferasyonun azaldidi ve meme kanseri
hicrelerinin dormansi surecine girdigi
gOsterilmistir (15, 43). Literatlrdeki bu sonuglar,
calismamizdaki Sekil 5 ve Sekil 7 ile uyumludur.
MKH'lerin  timér hucrelerini  G0/G1  fazinda
tutabildigi dnceki galismalarda gdsterilmistir (44).
MKH'ler, hiicre doéngusinin dizenlenmesinde
yer alan proteinlerin, anjiyogenez reseptdrlerinin
ve pro-apoptotik proteinlerin  ifadelenmesini
dizenleyerek hicre 6lim mekanizmalarini aktive
edebilir (45). Bizim calismamizda da literatirle
benzer olarak, ko-klltire grup kontrol ile
kiyaslandiginda zamana bagh hicre canliliginda
azalma, hicre doéngusinde S fazindan GO0/G1
fazina gegiste artis (Sekil 5) ve apoptoz giren
hicre sayisinda artis (Sekil 6) géraimustur.

SONUGC

Bu calismada elde edilen sonuglar DPKH ile ko-
kultire edilen MKKH’lerin KKH hedeflenmesinde
kullanilabilecegini  gostermektedir.  MKH'ler,
timoérogenez ve ilag direncinde 6nemli bir rol
oynamaktadir ve ¢esitli yolaklarda da yer alir
(46). MKH’lerin hem timér olusumunu tesvik

edici hem de timoér baskilayici 6zelliklerinin
anlasilabilmesi icin KKH-MKH iligkisinin
acgiklanmasi  6nemlidir. Bu ¢alisma DPKH

varhginin MKKH hucre ¢ogalmasi uzerindeki
engelleyici etkisini gdstermesiyle 6zgundur.
Calismanin in vitro olmasi sebebiyle timdr mikro-
cevresi ve immunojenisitesinden  yoksun
olmasindan kaynaklanan limitasyonlari mevcut
olsa da, KKH-MKH ve timor mikro-gevresindeki
degisimlerin daha detayli arastirilmasina dikkat
cekerek yeni calismalara fikir sunabilir.

Cikar catismasi: Yazarlar ¢ikar ¢catismasi beyan
etmemiglerdir.

Tesekkiir: Calisma, Ege Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi TYL-
2019-20624  numarali proje  kapsaminda
desteklenmigstir. Calismada dental pulpa temini
katkilarindan dolayr Dr. Dt. ilkay Aydogdu ve
Do¢.Dr.  Onur Sahin’e  tesekkir ederiz.
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