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1. OZET

ISHIKAWA VE HUVEC HUCRELERI iLE OLUSTURULMUS SFEROID
MONO-KULTUR VE SFEROID KO-KULTUR MODELLERININ
MORFOLOJIK VE iIMMUNOHISTOKIMYASAL (E-KADERIN VE BETA-
KATENIN) OLARAK KARSILASTIRILMASI

Giliniimiizde giderek artan kanitlar, {ic boyutlu hiicre kiltiirii modellerinin, iki
boyutlu hiicre kiiltiirii modellerine gore in vivo timoér mikro ortamini daha iyi
yansittigini gostermektedir. Ko-kiiltiir modelleri, hiicreler ve in vivo mikro ortam
arasindaki iletisimi daha iyi anlamak igin ideal hiicre kiiltiirti modelleridir. E-kaderin
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler, kanser metastazi ve ilerlemesi ile yakindan
iliskilidir. B-katenin, E-kaderinin hiicre yapismasina aracilik eder. Endotel hiicreler,
timor mikro ortamindaki stromal hiicre bilesenleridir. Endotel hiicrelerinde E-
kaderin ekspresyonunun ¢ok az oldugu veya hi¢ olmadig bilinmektedir.
Calismamizda, hiicre etkilesimlerini daha iyi yansitmak i¢in Huvec ve Ishikawa
hiicreleri (endometriyal kanser hiicre hatti) kullanilarak hem iki boyutlu hem de g
boyutlu mono-kiiltir ve ko-kiiltir modelleri olusturulmustur. Uc boyutlu hiicre
kiltiirii modelinde sferoidler ii¢ giin boyunca takip edildi. Ko-kiiltiir sferoidlerinin
boyutu, mono-kiiltiir sferoidlerinden 6nemli Ol¢lide daha biiyiik kaydedildi. E-
kaderin ve B-katenin ekspresyon seviyeleri, immiinofloresan boyama ile 6lgiildii. Iki
ve U¢ boyutlu modellerde, Ishikawa hiicrelerinin mono-kiiltiiriinde E-kaderin
ekspresyon seviyeleri, Huvec ve ko-kiiltiir hiicrelerinden 6nemli 6lgiide daha yiiksek
kaydedildi. Benzer sekilde, B-katenin ekspresyon seviyeleri iki boyutlu modellerde
Ishikawa hiicrelerinin mono-kiiltiiriinde daha yiiksek iken, {ic boyutlu modellerde [3-
katenin ekspresyon seviyelerinde onemli bir farkliik gozlenmedi. E-kaderin
ekspresyon seviyelerinin, Huvec ve Ishikawa hiicrelerinin hem iki hem de ii¢ boyutlu
ko-kiiltiirlerinde 6nemli 6l¢tide azaldigi kaydedildi. Bu sonuglar, endotel hiicrelerinin
Ishikawa hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonunu baskilayarak endometriyal kanser

ilerlemesinde degisikliklere neden olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: 3D, E-Kaderin, Ko-kiiltiir, Sferoid, Vaskiilarizasyon.



2. ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL (E-CADHERIN
AND BETA-CATENIN) COMPARISON OF SPHEROID MONO-CULTURE
AND SPHEROID CO-CULTURE MODELS GENERATED WITH
ISHIKAWA AND HUVEC CELLS

Increasing evidence shows that three dimensional cell culture models better reflect
the in vivo tumor microenvironment than two dimensional cell culture models. Co-
culture models are ideal cell culture models for understanding the communication
between cells and the in vivo microenvironment better. Changes in expression levels
of E-cadherin are closely related to cancer metastasis and progression. -catenin
mediates cell adhesion of E-cadherin. Endothelial cells are stromal cell components
in the tumor microenvironment. It is known that there is little or no expression of E-
cadherin in endothelial cells. In our study, both two dimensional and three-
dimensional mono-culture and co-culture models were created using Huvec and
Ishikawa cells (endometrial cancer cell line) in order to better reflect cell
interactions. Spheroids were followed for three days in the three dimensional cell
culture model. The size of the co-culture spheroids was recorded significantly larger
than the mono-culture spheroids. Expression levels of E-cadherin and -catenin were
measured by immunofluorescence staining. In two and three dimensional models,
expression levels of E-cadherin in mono-culture of Ishikawa cells were recorded
significantly higher than in Huvec and co-culture cells. Likewise, while the
expression levels of B-catenin were higher in mono-culture of Ishikawa cells in two
dimensional models, no significant difference was observed in three dimensional
models. It has been noted that the expression levels of E-cadherin is significantly
reduced in co-cultures of Ishikawa cells with Huvec cells in both two and three
dimensions. These results support the idea that endothelial cells may cause changes
in endometrial cancer progression by suppressing E-cadherin expression in Ishikawa

cells.

Key Words: 3D, Co-Culture, E-Cadherin, Spheroid, Vascularization.



3. GIRIS VE AMAC

Kanser hiicrelerinin apoptoz vasitasiyla oliime gonderilmesinde klinik olarak ¢ok
cesitli kemoterapotik ajanlarin kullanildigr bilinmektedir. Bunlardan en yaygin
kullanilanlarindan bazilar1 Cisplatin, Taksol ve Doksorubusin’dir. Giiniimiizde
bunlar gibi bir¢ok molekiiliin endometriyum kanseri hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkileri arastirilmaya devam etmektedir. Ancak bu g¢alismalarin neredeyse tamami
geleneksel olarak tek tabaka halinde birbirileriyle yanal membran baglantilart
haricinde iletisimi olmayan, iki boyutlu hiicre kiiltiiri modelleri iizerinde
denenmektedir(1).

Hiicre biyologlar1 kanseri uzun yillar boyunca tek tabakada yetisen stabilize timor
hiicre hatlar1 kullanarak arastirdilar. Her ne kadar bu in vitro hiicre modeli malign
biiyiimenin temelindeki mekanizmalar hakkinda ¢ok degerli bilgiler vermis olsa da in
vivo tiimorleri tamamen temsil etmek ic¢in uygun degildir. Solid timdrlerin g
boyutlu uzaysal diizlemde biiyiidiigii, bu tiimorlerdeki hiicrelerin homojen olmayan
oksijen ve besin maddesi dagilimlarinin yani sira diger fiziksel ve kimyasal streslere
de farkli oranlarda maruz kaldigi unutulmamalidir. Sonug olarak, tlimorlerin farkl
bolgelerinde bulunan biiyiik mikro-¢evresel varyasyonlar nedeniyle dnemli hiicresel
heterojenite ortaya ¢ikabilir. Oksijen ve besin kaynaklarinin diisiik oldugu bolgelerde
hiicre hasar1 ve hatta nekroz geligebilir. Bu detaylara bagli olarak hiicrelerin hepsinin
esit derecede oksijene ve besin maddelerine maruz kaldigi iki boyutlu kanser
hiicrelerinin  biliylimesinin, timor biyolojisinin tiim yonlerinin incelenmesinde
kullanilamayacag1 agik¢a gortilmektedir. Ek olarak, tek tabakada yetisen hiicreler ile
in vivo tiimorlerde bulunan hiicreler arasinda gozlenen radyoterapi ve kemoterapiye
verilen farkli cevaplarin ¢ogunun mekansal organizasyondaki ve hiicre-hiicre
temaslarindaki farkliliklarin dogrudan sonucu olabilecegi de varsayilabilir. Boylece,
kati tiimorlerin ti¢ boyutlu diizenlemesini dikkate alan daha uygun in vitro sistemler
tasarlama cabasiyla ¢ok hiicreli tiimor kiireleri gelistirilmistir. Aslinda, timor
kiireleri oldukca gergekci bir sekilde, kati tiimoérlerin {i¢ boyutlu biiyiimesini ve
organizasyonunu temsil eder ve sonu¢ olarak bu tiimorlerde bulunan hiicre-hiicre

etkilesimlerini ve mikro ¢evre kosullarini ¢ok daha kesin olarak yansitir(2).



Iki boyutlu kiiltiirlerde etkisi arastirilan kimyasal hiicrelerin iizerine direkt olarak
verilir ve tek tabaka halinde bulunan hiicrelerin hepsi bu kimyasaldan esit derecede
etkilenir. Fakat in vivo’daki ii¢ boyutlu tiimor yapilari distan ige prolifere olan
hiicreler, proliferasyon hizi diisiik stabil hiicreler ve en icte nekrotik hiicrelerden
olusan kiiremsi yapilardir. Bu da etkisi arastirilan kimyasalin aslinda in vivo’da tim
hiicrelere ayn1 oranda ulasamayacagin1 gostermektedir.

Tim bu sebeplerden dolayr giinlimiizde avaskiiler timoér modelleri seklinde
olusturulan ti¢ boyutlu hiicre gruplariyla yapilan ¢alismalar popiilerlik kazanmistir.
Olusturulan ti¢ boyutlu avaskiiler tiimor modelleri tizerinde sitotoksik analizler, gen
fonksiyon analizleri, genomik analizler, proteomik analizler, hiicre-hiicre
etkilesimlerinin gosterilmesi, apoptotik-nekrotik hiicrelerin gosterilmesi ve doku
miithendisligi ¢alismalar1 yapilmaktadir(3).

Karsinomlarin neredeyse tamami epitel hiicrelerinden kdken almaktadir. Ancak
bunlar karsinomlar1 olustururken tek baslarina degil, bir mikro ¢evreyle etkilesim
halindedirler. Epitel olmayan hiicreler, fibroblastlar ve endotel hiicreler stroma ile
dinamik olarak etkilesime girerler. Epitel-stromal etkilesimler biiyiime ve ilerleme
icin ¢ok dnemlidir. Ornegin, tiimér kitlesi kan akimi olmadan 200 pm’lik bir capin
Otesinde biiyiiyemez(4).

Oksijenin bulunmamasi, kanser hiicrelerinde hipoksi ile indiiklenebilen faktor
(HIF1a) artisina neden olur. Bu da gegici olarak ayri bir sekilde diizenlenmis
vaskiiler endotel biliylime faktérii (VEGF) dahil anjiyogenik faktor kaskadi
proteinlerinin transkripsiyonunu destekler. Ayn1 zamanda ¢ogalan kanser hiicrelerine
yeterli besin ve oksijen tedarik etmek i¢in yeni damarlar olusturmak iizere kanser
hiicrelerine dogru endotelyal hiicreleri ¢eker. Biiyliime ve vaskiilarizasyon dongiisii
kanser kiitlesinin hipoksik merkezi tarafindan yayilir. Timor stromasi ayrica
enflamatuar hiicreler (makrofajlar, nétrofiller ve mast hiicreleri) tarafindan da
doldurulur. Bunlar anjiyogenezin uyarilmasi yoluyla tiimor agresifligine katkida
bulunur, c¢ilinkii spesifik bolgelerde talep iizerine proanjiyogenik faktorleri (Orn.
VEGF ve bFGF) sentezlerler(5).

Hiicre adezyon molekiilleri tiimor gelisimlerinin diizenlenmesinde goérev alirlar.
Kaderinler dokuda dagilimlar1 ve kdkenlerine gore 10°dan fazla alt gruba ayrilan

hiicre adezyon molekiilleridir. Bulunduklari dokuya gore epitelyal (E-Kaderin),



noronal (N-Kaderin), plasental (P-Kaderin) olarak isimlendirilirler. E-Kaderinler
epitel hiicreleri arasindaki adherens baglantilarda kritik rol oynarlar. E-kaderinler
hiicre membranlarinin lateralinde lokalizedirler. Hiicre iskeleti elemanlarindan olan
aktin filamentlerle baglant1 kurarak hiicre-hiicre baglantilarin1 saglarlar. Kateninler
alfa, beta ve gama elektroforetik mobilitelere goére siniflandirilirlar. Beta katenin
hiicre-hiicre adezyonunda kaderinler ve sitoplazma arasindaki baglantiy1 saglayarak
hiicre yiizeyinden sitoplazmaya kadar sinyal iletiminde rol alir. Bu nedenle E-
Kaderin- B-Katenin baglantilar1 tiimor invazyonu ve migrasyonunda Kritik rol
oynarlar(6).

Insan endometriyum kanseri hiicreleri (Ishikawa) ve insan umblikal ven endotelyal
hiicrelerini (HUVEC) kullanarak ii¢c boyutlu (sferoid) mono-kiiltiir ve ii¢ boyutlu
(sferoid) ko-kiiltiir modelleri olusturularak hiicre sayisi, kiiltiire edilme siireleri,
inkiibasyon ortamlar1 gibi parametreler sabitlenip her iki grup arasindaki gelisim
fark1 histolojik agidan incelenmistir. Ayrica her iki modelde olusturdugumuz
sferoidlerde immiinofloresan boyama teknigiyle, E-Kaderin ve B-Katenin intensity
degerleri arasindaki farklarin ortaya konulmasi amaclanmistir. Bu ¢alisma kanser
hiicre kiiltiirtinde iki boyutlu ve ii¢ boyutlu modellemeler arasindaki farkin ortaya
cikarilmasi, ii¢ boyutlu kiiltiir modellerinin in vivo’yu daha iyi taklit edebildiginin
gosterilmesi, modellemelerin vaskiiler timorler seklinde yapilarak klinik i¢in ciddi

anlamda On bilgiler saglamasi agisindan olduk¢a dnemlidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirli, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda genellikle dogal
ortamlarinin disinda biiyiitiilmesi siirecidir. Bu kosullar her hiicre tipi i¢in farklilik
gostermektedir(7). Hiicreler genellikle kiiltiir flasklart veya petri kaplari gibi diiz bir
ylizey tizerinde, tek tabakali olarak, besin kaynagi bir besiyeri varliginda ve viicut
sicakhiginda (37°C) biiyiitiiliirler(8). /n vitro hiicre kiiltiirii ydntemleri memeli
hiicrelerinin biiylimesini siirdiirmek ve desteklemek igin besiyeri ortamini kullanir.
Temel besiyeri ortamlar1 genellikle vitaminler, tuzlar, aminoasitler ve glukoz gibi
bilesenleri igerir. Bu besin ortamlari, hiicrelere gerekli enerji kaynaklarini ve hiicre
dongiisiinii - diizenleyebilen bilesikleri saglarlar. Genellikle pek c¢ok hiicreyi
biiyiitebilmek icin bu besin ortamlar1 yeterlidir. Besiyeri ortamlar1 genellikle
hiicrelerin hayatta kalmasini, ¢ogalmasimi ve islevlerini destekleyebilen bir ortam
olusturmak amaciyla fetal sigir serumu (FBS) gibi bir serum ile zenginlestirilmelidir.
FBS hiicrelere kararsiz veya suda ¢oziinmeyen besinler icin tasiyici olarak gorev
yapar. Hiicreler igin gerekli olan biiyiime faktorleri ve hormonlar gibi proteinleri

saglar(9).

In vitro hiicre Kkiiltiirleri, in vivo hiicre davranisinin altinda yatan
mekanizmalarin daha 1iyi anlasilmast i¢in siklikla kullanilir. Bu davraniglar
biyokimyasal ve biyomekanik ¢evreden etkilenen hiicre farklilasmasi, gd¢, biiyiime

ve hiicre mekanigini igermektedir(10).

Doku kiiltiirii ve hiicre kiiltiirii terimleri her ne kadar ayni seyi ifade ediyor
gibi goriinse de birbirinden ayrilmasi gereken ifadelerdir. Doku kiiltiiri, hiicrelerin
dokudan bir yiizeye goc ettigi yapay bir ortamda doku pargalarinin kiiltiirlenmesidir.
Her iki teknik de hayvan deneylerinde canli hayvanlara uygulanabilecek olandan

daha fazla manipiilasyona izin verir(11).



4.1.1. Hiicre Kkiiltiiriiniin tarihi, gelisimi ve giiniimiizdeki durumu

Hiicre kiiltiirii yeni bir teknik degildir. Bilimsel literatiirde 1885(12) yilina
kadar kullanimiyla ilgili ¢esitli referanslar bulunmaktadir. Roux adi verilen bir
embriyolog, bir civciv embriyosunun mediiller plakasini 1lik salin igerisinde birkag
giin koruyabilmistir. Bu agiklama hiicre kiiltliriiniin temellerinin ilk basarili kaydi
olmustur. 1903'te Jolly, semender 16kositlerini kullanarak in vitro hiicre sag kalimi

ve hiicre boliinmesi hakkinda ayrintili gozlemler yapmistir(13, 14).

Hiicre kiiltiirii gegmisten giiniimiize embriyoloji, gelisim biyolojisi ve kanser
arastirmalarinda kullanilarak zamanla gelistirilmistir. Yirminci yiizyilin basinda Ross
Harrison (1870-1959) ve Leo Loeb (1869-1959) tarafindan yapilan deneylerde sivi
ortam olarak kan pihtilari, agar veya tuz ¢ozeltileri icerisinde canli tutulan doku veya
organ parcalart kullanilmistir. Harrison, kurbaga sinir liflerinin gelisimini incelerken
test tiipiinde doku iireten ilk kisidir. Ayrica dokunun petri kabinin ya da test tiiptiniin

kapaginin arkasindaki plazmaya gomiildiigii “asili damlacik teknigi”ne Onciiliik

etmistir(11, 13, 15).

Bu alandaki bir diger oncii Alexis Carrel (1873-1944)’dir ve Harrison
Metodolojisi’ni  gelistirmistir. Civcivlerden, ¢esitli memelilerden ve timor
dokularindan gelen doku pargalarin1 kullanmistir(11, 14, 15). Carrel’in 34 yil
boyunca ayn1 hiicreyi pasajlamis olmasi baslangigta izole edilmis hiicrelerin siiresiz
cogaltilabilecegi inancma yol agmistir. Daha sonra yapilan cesitli analizler ile
devamli olarak yeni hiicrelerin kiiltiire eklendigi ve safligin bozuldugu fark
edilmistir(13). Carrel ve meslektas1 Montrose Burrows (1884-1947) bu dokulari
kaynak aldiklar1 hayvanin plazmasinda, cam kapaklarin i¢ yiizeylerinde asil
damlaciklar halinde biyiitmiislerdir(11, 13, 15). Carrel, bugiin hiicre kiiltiirii igin
kullanilan flasklarin bir prototipi olan, ‘‘D-flasklar1” adi verilen ilk hiicre kiiltiirii
kaplarini icat etmistir. Ayrica besiyeri ortamini iyilestirmis, plazma yerine serumun
kullanilabilecegini ve farkli memelilerden alinan serumun hiicresel biiylimeyi
destekledigini  gOstermistir. Carrel, ayrica steril tekniklere duyulan ihtiyaci

vurgulamis ve toliieni bakteriyel kontaminasyonu onleyen bir inhibitér olarak az



miktarlarda kullanmistir. Carrel’in doku ve hiicre kiiltiiriine katkis1 ¢ok biiyiiktiir.
1912 yilinda Nobel Tip Odiilii’nii alan ilk Amerikali olmustur. Ilgi cekici nokta ise
Carrel ve Charles Lindbergh (1902-1974) arasindaki is birligidir. Carrel ve
Lindbergh 1930'larda bir¢cok arastirma makalesi yazmis ve arastirmalar1 1950 ve
1960 yillar1 arasinda hiicre kiiltiirii tekniklerinde bilgi patlamasina yol agmistir. Daha
sonraki 25 yil boyunca biiylime faktdrlerinin, sitokinlerin ve hiicrelerin biiylimesini
artiran veya inhibe eden bagisiklik sisteminin proteinleri bulunana kadar, doku
kiiltiirti alaninda ¢ok az degisiklik olmustur(11). Bir diger 6nemli gelisme, hiicreleri
doku matriksinden kurtarmak ig¢in Rous ve Jones tarafindan 1916'da tripsin
(proteolitik bir enzim) kullanilmasidir. Sonrasinda tripsin yapisik hiicrelerin
pasajlanmas1 ve alt kiiltlirlerinin olusturulmasi i¢in kullanilmistir. 1950'lerde,
homojen hiicre suslar1 iiretmek icin (hiicre tiplerinin bir karigimini igeren doku
kiiltiirlerinin aksine) tripsinizasyon tekniginden yararlanilmis ve bu hiicre kiiltiirii

tekniklerinin baslangicini isaret etmistir(13).

Yillar boyunca, insan timor hiicrelerini kiiltiirlemek i¢in bir¢ok girigimde
bulunulmus ancak ¢ok fazla basar1 saglanamamistir. Bununla birlikte, 1951'de
kiiltiirde biiyiiyen ilk insan tiimor hiicreleri, Henrietta Lacks adiyla geng bir Afrikali
Amerikal1 kadinin servikal karsinomundan izole edilmistir. Bu hiicreler George Gey
tarafindan Baltimore'daki John Hopkins Universitesi Hastanesi'nde izole edilmis ve
Hela olarak adlandirilmistir. HeLa, hiicre kiiltiirti alaninin basi olmustur. Hiicre
biiylimesini ve ¢ogalmasini incelemek ve elbette virlis liretmek igin kullanilmistir.
Kiiltiirde daha oOnce yetistirilemeyen birgok virlis HeLa'da yetistirilmistir. Bu
hiicrelerin kiiltiirleri iki kat ila on kat seyreltme seklinde boliinmiistiir. Yeni hiicre
kiltiirii kaplarina aktarildiginda tek tabakali ortamda ¢ok hizli bir sekilde gelismis ve
mevcut hiicre sayist ¢ogalmistir. Gey bu hiicreleri talep eden herkese dagitmis
bdylece hemen hemen her hiicre kiiltlir laboratuvar1 bu hiicreleri kullanmistir. Gey
bugiin kullanilan hiicre kiiltiirii tekniklerinin ¢ogunu gelistirmistir. Esi Margaret ile
test tiiplerinde hiicre biiyiimesini filme almak ve fotograflamak i¢in teknikler
gelistirmistir. Bilim adamlarin1 hiicre kiiltiirii “sanati”nda egitmek amaciyla 1946
yilinda kurulan bir kurulus olan Doku Kiiltirii Dernegi'nin (TCA) kurucusu ve ilk
bagkanidir. In Vitro adli yeni bir dergi yaymlamistir; amact hiicre kiltiirindeki

gelismeleri tanimlamaktir(11). George ve Margaret Gey bir hormonun (insiilin)



biiyiimeye etkisini gosteren, hiicre dist matriks bilesenlerinin (kollajen) hiicre
baglanmasindaki roliinii ve kiiltlirdeki hiicreler tarafindan bir hormonun

(gonadotropin) iiretimini gosteren ilk kisilerdir(16).

William Earle, fare embriyo fibroblastlarindan HeLa'min biiylime potansiyeline
benzer bir fare hiicre hatt1 gelistirmistir. Bunlar L292 hiicreleri (L-hiicreleri) olarak
adlandirilir. Ted Puck, kiiltiirdeki diger hiicrelerin aksine yakin bir diploid
kromozom tamamlayicist olan “CHO” adi verilen Cin hamsterlarindan izole edilmis

bir hiicre hatt1 gelistirmistir(11).

Giliniimiizde doku ve organlarin olusumu, islevi ve patolojisinin altinda yatan
mekanizmalar  lizerindeki  calismalarda farkli  hiicre  kiltirii  teknikleri
kullanilmaktadir. Harrison’un sinir lifleriyle yaptigi calismadan giiniimiize kadar
yontemler gelistirilmeye devam etmistir. Bu yontemler hiicrelerin viicut disindaki
biiylimesi ve farklilasmasini gozlemlemek igin kullanilmistir(17). Bugiine kadar
hiicre temelli calismalarin ¢ogunda diiz ve kati substratlar {izerinde kiiltiirlenen
geleneksel iki boyutlu (2D) tek tabakali hiicre kiiltiirii tercih edilmistir. Zamana bagh
olarak iki boyutlu hiicre kiiltliriiniin hiicre tabanli ¢alismalar i¢in degerli bir yontem
oldugu kanitlanmis olsa da smirlamalar1 giderek daha fazla kabul gormeye
baslamigtir. Bu nedenle in vivo hiicre davraniglarini daha gercekei bir sekilde taklit
edebilen ve in vivo testlerde daha ongoriilebilir sonuglar saglayabilen in vitro hiicre
tabanl calismalar gelistirilmistir(18). Daha ayrintili olarak bahsedecegimiz cesitli
siirlamalarin iistesinden gelebilmek i¢in yeni ti¢ boyutlu (3D, sferoid) hiicre kiiltiirii
platformlar1 gelistirilmektedir. Giiniimiizde evrensel bir i boyutlu platform
bulunmamas1 nedeniyle iki boyutlu hiicre kiiltiirii hala kullanilmaktadir. Ug boyutlu
platformlarin gelismesiyle iki boyutlu hiicre kiiltiiriine alternatif olarak li¢ boyutlu
hiicre kiiltiiriiniin tercih edilmesi beklenmektedir(10). Ilerleyen béliimlerde ayrmtili
bir sekilde bahsedecegimiz hidrojel tabanli destek, polimerik sert malzeme bazl
destek, hidrofilik cam elyaf ve organoidler gibi iskele tabanli teknikler
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak yapigskan olmayan yiizey olusturma, asili damla,
manyetik levitasyon, mikroakigkan ve ajitasyon temelli yaklasimlar olmak iizere

iskele igermeyen teknikler kullanilarak ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir(19).



4.2. Hiicre Kiiltiirii Siniflandirilmasi

4.2.1. Kullanilan hiicre kaynagina gore siniflandirma

Direkt olarak dokudan kimyasal, mekanik veya enzimatik ayristirmayla elde
edilen hiicrelerin kullanildig1 sistem primer hiicre kiiltiirii olarak isimlendirilir(20).
In vitro insan hastalik modellerinin gelisimi hastadan alian spesifik hiicre tipleri ve
dokularinin mevcudiyetine baghidir. Bu modeller, hastalik fenotipleri ve
patomekanizmalar1 hakkinda fikir verebilir. Primer hiicre kiiltiirleri yeni tedavilerin
gelistirilebilmesi i¢in potansiyel yeni hedefleri ortaya c¢ikarmaya yardimci olur.
Primer hiicre kiiltiiriiniin avantajlarinin yan1 sira ¢esitli sinirlamalar1 da vardir. Hasta
dokusundan izole edilen primer hiicreleri elde etmek zordur ve bu hiicrelerin in vitro
kiiltiirli sinirh bir 6mre sahiptir. Ek olarak bu biyopsi 6rnekleri hastalifin genellikle
son asamasinda almabilir. Dolayisiyla etik endiseler ve potansiyel saglik riskleri

nedeniyle saglikli bireylerden alinan uygun kontrol dokularina erisilemeyebilir(21).

Sekonder hiicre kiiltiirii ise hiicre hatti terimini karsimiza ¢ikarmaktadir. Iki
ayr1 hiicre hatti kavrami bulunmaktadir. Normal hiicreler, ¢ogalma yeteneklerini
kaybetmeden 6nce sinirlt sayida boliiniir. Bu, yaslanma olarak bilinen ve genetik
olarak belirlenen bir olaydir. Bu hiicre hatlar1 sonlu hiicre hatlar1 olarak bilinir.
Bununla birlikte, bazi hiicre hatlari, doniisiim olarak adlandirilan, kendiliginden
meydana gelebilen ya da kimyasal veya viral olarak indiiklenebilen bir islemle
6liimsiiz hale gelir. Sonlu bir hiicre hatt1 transformasyona ugradiginda ve sinirsiz bir
sekilde boliinme kabiliyetine sahip oldugunda siirekli hiicre hatt1 olarak
tanimlanir(22). Bu hiicre hatlarinin uzun émiirlii olmasi sekonder hiicre kiiltiiriiniin
en Onemli avantajidir. Fakat calisilmadan once hiicre homojenliginden emin
olunmalidir. Ayrica bu hiicre hatlar toksisiteye karst daha direnglidir. Siirekli hiicre
hatlar1 daha hizli boliniirler ve hayvanlara yeniden verildiginde timor

olustururlar(13).
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4.2.2. Biiyiime sekillerine gore siniflandirma

Hiicreler bir yiizeye yapisik sekilde tek tabakali veya siispansiyon halinde
bliyliyebilir. Yapisik hiicrelerin ankraj bagimli oldugu soylenir ve bir substrata
baglanmak ¢ogalma i¢in gerekli 6n kosuldur. Genellikle temas inhibisyonuna maruz
kalirlar. Birbirlerine degecekleri bir yogunluga ulastiklarinda boliinmeyi birakirlar.
Olgun hemopoietik hiicreler ve degisim geg¢irmis hiicreler hari¢ ¢ogu hiicre bu
sekilde biyiir (Sekil 4.2.2.1). Ankraj bagimli hiicrelerin aksine kan, dalak veya
kemik iliginden kiiltiirlenen hiicreler kiiltiir tabagina hi¢ yapigsmazlar. Viicutta bu
hiicreler siispansiyon halinde tutulur veya sadece gevsek bir sekilde yapigsma gosterir.
Stispansiyon kiiltiirlerinin ¢ogaltilmast daha kolaydir. Ciinkii alt kiiltiir sadece
besiyeri ile seyreltmeyi gerektirir. Hiicrelerin birbirine veya bir substrata bagli
oldugu kiiltiirlerde hiicreler ve substrat arasindaki bagi kirmak i¢in hiicrelerin
proteolitik bir enzim ile muamele edilmesi gerekir. En yaygin kullanilan enzim
tripsindir (kollajenaz, papain, dispaz ve pronaz da kullanilabilir). Sonu¢ olarak
serbest siispansiyona alinmis Kkiiltlirler tripsinizasyon gerektirmez. Bu nedenle
pasajlanmasi daha kolaydir (Sekil 4.2.2.2)(13).

Sekil 4.2.2.1 Yapisik olarak biiyliyen NIH 3T3 hiicrelerinin ¢ozdiiriilmesinden (A) 24 saat

sonra ve (B) 72 saat sonra gozlemlenen morfolojisi(23).
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Sekil 4.2.2.2 Siispansiyon olarak biiyiitiilen BJ/ TERT LT hiicrelerinin morfolojileri(24).

4.2.3. Morfolojlerine gore siniflandirma

Hiicreler morfolojilerine gore fibroblastik, epitelyal, lenfoblastik ve ndronal
olmak iizere dort farkli sekilde gozlenir. Fibroblastik hiicreler bipolar veya c¢ok
kutupludur. Uzun sekillere sahiptir ve bir substrata baglanirlar (Sekil 4.2.3.1/A).
Epitelyal hiicreler daha diizenli boyutlara sahip ve ¢okgen seklindedir (Sekil
4.2.3.1/B). Lenfoblastik hiicreler kiiresel sekildedir ve genellikle bir siispansiyon
icinde biyiitliirler (Sekil 4.2.3.1/C). Noronal hiicreler ise néronlarda oldugu gibi
govdelerinden ¢ikan dendrit benzeri uzantilara sahiptir (Sekil 4.2.3.1/D)(22).
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Sekil 4.2.3.1 (A )Fibroblastik hiicre (25), (B) Epitelyal hiicre (26), (C) Lenfoblastik hiicre
(27), (D) Néronal hiicre (28) morfolojisi.

4.3. Iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltlirii ¢alismalarmin biiyiik boliimii kolayligi ve yiiksek hiicre
canlilif1 nedeniyle mikro kuyucuklu plakalar, doku kiiltiirii flasklar1 ve petri kaplar
gibi iki boyutlu yiizeyler iizerinde ¢alisilir(29). Bununla birlikte iki boyutlu hiicre
kiiltiirleri, hiicre-matriks arasindaki ve bitigik hiicrelerin arasindaki iletisimin
incelenmesi igin gesitli sinirlamalara sahiptir(30). Hiicreler dogal ortamlarinin aksine
plastik veya cam yiizeyler iizerinde biyiimeye alisik degildir. Genel iki boyutlu
hiicre kiiltiirii kosullarinda hiicreler, atiklar1 uzaklastirmak ve besinleri yenilemek
icin birka¢ gilinde bir degistirilen sivi besiyeri ortamima direkt olarak maruz

birakilirlar (Sekil 4.2.3.2)(31).

hiicre-hiicre temas
yiizeyi

hiicre ve petr1 kabi
arasindaki temas viizeyi

hiicre-bestyeri temas yiizeyi

Sekil 4.2.3.2 iki boyutlu hiicre kiiltiirii sistemlerinde hiicrelerin bulundugu ortam(17).
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Iki boyutlu sistemler hiicre biyolojisi alaninda, hiicre mimarisinin, molekiiler
yapinin, protein etkilesimleri ve sinyal iletim yollarinin aydinlatilmasini saglayan
arastirmalarda 6onemli bir yere sahiptir. Ayrica iki boyutlu kiiltiir sistemleri hastalik
modellemesi i¢in ¢esitli araglar, ilag gelistirme ve toksisite testleri icin yiiksek
verimli platformlar saglamaktadir(32). Iki boyutlu hiicre kiiltiirii yiizyildan fazla
stiredir biyofiziksel ve biyokimyasal olaylardan gelen uyarilara verilen hiicresel
yanitlar1 incelemek i¢in in vitro model olarak kullanilmistir. Son yillarda iki boyutlu
sistemlerin in vivo yanit1 kayda deger dlgiide degistiren hiicre biyoaktivitelerine yol
actigin1 gosteren bir takim kamitlar sunulmustur. Ornegin kanser hiicrelerinin bazi
onemli Ozelliklerinin iki boyutlu kiiltiirlerde uygun sekilde modellenemedigi
gosterilmistir(10). Dokudan izole edilip iki boyutlu kosullara transfer edilen
hiicrelerin bdliinme sekilleri gibi morfolojileri de degisim gostermektedir. Fenotip
kayiplart da iki boyutlu kiiltiirin meydana getirdigi olumsuz bir sonugtur (Sekil

4.2.3.3)(17).

Nl

Iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirii Tek Tabakali Hiicre Degisimi

Sekil 4.2.3.3 Tek tabakali iki boyutlu hiicre kiiltiiriinde biiyiitiillen hiicrelerin degisimi(33).

Giliniimiizde ila¢ kesfinde bilesiklerin taranmasinin standart prosediirii klinik
olarak, iki boyutlu kiiltiir tabanl sistemler ile baslamakta ardindan hayvan modeli
deneyleri ile devam etmektedir(18). Hayvan modellerine kiyasla iki boyutlu hiicre
kiiltiirli insan kaynakli hiicreleri inceleme ve ayni tiirden hastalik patolojilerini

aragtirabilme firsat1 sunar(31).

Geleneksel iki boyutlu hiicre kiiltiiriinlin toksik bilesikleri tanimlamak i¢in

degerli bir yontem oldugu kanitlanmistir. Diisilk maliyet ve yiiksek test hizi iki
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boyutlu hiicre kiiltiirinii ilag kesfinin vazgecilmezi haline getirmistir. Bununla
birlikte iki boyutlu hiicre kiiltiiriiniin smirlamalart giderek daha fazla kabul
gormiistiir. Hiicrelere uygulanan dogal olmayan geometrik ve mekanik kisitlamalar
nedeniyle iki boyutlu hiicre kiiltiirleri normal dokularin sadece bazi 6zelliklerine
sahiptir. Bu yaklasim her zaman hiicre tipleriyle sinirlt kalmistir. Diger hiicrelerin ve
cevresinin etkisi dikkate alinmaz(34). Bu nedenle giiniimiizde doku fizyolojisini
anlamak ve in vivo ortamin daha iyi taklit edilebilmesi igin farkli yontemler

kullanilmaya baglanmistir.

4.4. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Dokularin nasil olustugunu, islevini, patofizyolojisini ve canli organizmanin
bir parcasi olarak nasil davrandigini anlayabilmek icin, iic boyutlu yapilarini,
mekanik 6zelliklerini ve biyokimyasal mikro cevrelerini incelemek ¢ok onemlidir.
Ne yazik ki hiicre ve doku regiilasyonu ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu, in vivo hiicresel
mikro cevreyi olusturamayan iki boyutlu hiicre kiiltiirii modellerinde biiyiitiilen
hiicrelerin analizine dayanmaktadir. Bu kiiltiirler genellikle hiicrelerin farklilagmis
islevlerini siirdiiremez(35). Bu nedenle fizyolojik olarak in vivo’ ya daha yakin ve iki
boyutlu hiicre kiiltliriine alternatif olarak ii¢ boyutlu sferoid modelleri gelistirilmistir.
Ug boyutlu hiicre kiiltiirii 6nemli hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks (ECM)
etkilesimlerini  dikkate alarak, hiicrelerin morfoloji, farklilasma, polarite,
proliferasyon orani, gen ekspresyonu ve genomik profilleri gibi ozelliklerini taklit
edebilir. Timorlerin hiicresel heterojenitesi, besin ve oksijen derecesi gibi ¢esitli
kritik 6zelliklerinin kopyalanmasina izin verir(36). Bu karmasik biyokimyasal ve
mekanik etkilesimler g6z Onilinde bulundurulmasima ragmen o6nemli biyolojik
ozelliklerin sadece iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde ¢alisilmasina devam edilmektedir.
Fakat bilindigi tizere iki boyutlu kiiltiirler, ayn1 zamanda bir¢ok dogal olmayan
geometrik ve mekanik kisitlamayr beraberinde getirir. Bu nedenle {i¢ boyutlu
kiiltiirler bu kisitlamalar1 ortadan kaldirma gorevi gormektedir (Sekil 4.4.1). Ug
boyutlu kiiltiirlerde in vitro biyiiyen hiicreler, genetik ve transkripsiyonel olarak

protein diizeylerindeki degisikliklerle yeni mikro ¢evreye uyum saglar(37).
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Ug boyutlu hiicre
kiiltird modeli

Iki boyutlu hiicre y
kiiltiiri model1 ;

Sekil 4.4.1 iki ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii ortaminda bulunan hiicrelerin durumu(38).

U¢ boyutlu hiicre kiiltiirii sistemlerinde kanser modellemeleri, 6zellikle
metastaz ve anjiyogenezi incelemek i¢in iyi tanimlanmis hastalik modellerinin
olmamasi nedeniyle oldukca fazla ilgi gormektedir(39). Farkli deney kosullar
altinda kanser hiicrelerinin plastisitesinin ve komsu hiicreler ile ¢evresindeki stroma
arasindaki etkilesimin anlagilmasi i¢in ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii kullanilmaktadir.
Tiimdrleri etkileyen molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi igin
de ii¢ boyutlu kiiltiirler kolaylikla uygulanabilir(40). Hayvan modelleri, ii¢ boyutlu
kiiltiirlerle karsilagtirildiginda insan tiimorlerini, terapotik yanitlari, otoimmiin
hastaliklar1 ve kok hiicre farklilagsmasini yeterince iyi taklit edemeyebilir. Bu in vitro
ti¢ boyutlu doku modelleri in vivo molekiiler mekanizmalar1 anlamak i¢in gerekli
yaklagimlara olan ihtiyac1 karsilar. Spesifik dokular1 taklit edebilen {li¢ boyutlu
modellerin artan kullanimi doku miihendisligi gibi alanlarin ilerlemesini, yeni

terapotiklerin gelistirilmesini ve taranmasini kolaylastirabilir(41).

4.4.1. Farkh ii¢ boyutlu hiicre Kiiltiirii modelleri

4.4.1.1. iskele tabanh ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii

Ug boyutlu hiicre kiiltiirii sistemleri iskele tabanli ve iskele tabanli olmayan
yontemlerden olusmaktadir. Iskeleler, yeterli gaz degisimini, besin destegini ve
bliylime faktorlerini destekleyen biyomateryallerden olusan {ic boyutlu gozenekli

yapilardir. Dokular1 diizenlemek veya sekillendirmek icin gerekli ¢evresel kosullar
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tic boyutlu iskeleler kullanilarak elde edilir(42, 43). Yaygin kullanilan iskeleler
agaroz, kollajen, fibronektin, jelatin, laminin ve vitronektindir. Giliniimiizde hem
organik hem de inorganik yapida 100'den fazla matriks ve yap1 iskelesi
kullanilmaktadir. Bu matrikslerin ve yap iskelelerinin se¢imi, ¢alismanin dogasina
ve hiicre tiplerine gore belirlenir. Tip | kollajen matriksi ii¢ boyutlu kiiltiir sisteminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun nedeni isleme kolayligi, diisiik maliyet ve
canli hiicre manipiilasyonu i¢in esneklik saglamasidir(44). Iskelelerin islevi hedef
dokunun ECM’ sini taklit etmektir(45)(Sekil 4.4.1.1.1). U¢ boyutlu modellerde
iskele i¢in kullanilan malzemeler dogal, sentetik ve hibrid biyomalzemeler olmak

tizere 3 siifa ayrilir(46).

(: {: (: 2L
Hiicreler

Iskele tabanli ii¢c boyutlu hiicre kiiltiiri

Sekil 4.4.1.1.1 Iskele tabanli ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii sistemlerinde hiicrelerin

organizasyonu(47).

4.4.1.1.1. Dogal materyal tabanh iskele sistemleri

Dogal malzeme bazli iskelelerden en yaygin olarak kullanilam
hidrojeldir(46). Hidrojeller sitokinler ve biiylime faktorleri gibi ¢oziiniir faktorlerin
doku benzeri jelden ge¢mesine izin verirler. Hidrojeller ECM'yi taklit etme
yetenekleri nedeniyle benzersiz ve ¢ok yonliidiir.  Sferoid olusturmak igin
kullanilabilirler ve yapilan deneye bagli olarak c¢esitli sekillerde hazirlanabilirler.
Dogal jeller yaygin olarak fibrinojen, hiyaliironik asit, kollajen, Matrigel, jelatin,
kitosan ve alginat gibi dogal polimerlerle yapilir(19, 48). Kollajen bazli hidrojeller,
fiziksel ve kimyasal\enzimatik ¢apraz baglama ile birlestirilebilir ve bu da fibriler bir
iskele kurulmasina yol agar. Kollajen, tiimor ilerlemesi sirasinda 6rnegin meme,

akciger ve kolon kanserlerinde giderek artan ve biriken tiimor mikro-ortaminin ortak
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bilesenidir. Bu dogal ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii platformlar: hiicresel adezyon, in vivo
benzeri morfoloji ve gen ekspresyonunu uyarabilen tetikleyici sinyal olaylarini igerir.
Hiyaluronik asit ise normal ve habis dokularda ECM’ de bulunan biiylik bir
glikozaminoglikandir. Hiyaluronik asit, kanser ilerlemesi ile yakindan iliskilidir.
Tiimo6r stromasinda yiikksek miktarda olmasi ilerlemis kanser sonuglariyla
iliskilendirilmistir. /n vivo kokenli olmas1 nedeniyle Matrigel bazli iskeleler, ECM'ye
0zgii sinyal molekiillerini, laminin, kollajen, elastin, entaktin, fibronektin, fibrinojen

ve farkli bliylime faktorlerini saglar(46).

Aljinat, kitosan ve ipek fibroin, memeli olmayan orijinlerden tiiretilen dogal
biyopolimerlerin 6rnekleridir. Bu malzemeler in vitro hiicre kiiltiirti i¢in disiik
immiinojen ve uygun biyo-uyumluluk gosterir(46). Aljinat jelleri gesitli hiicre
tiplerini  kapsiillemek i¢in kullanilmaktadir(49). Kitosan, biyolojik olarak
parcalanabilir. Immiinojenik olmayan ve katyonik dogasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ipek fibroin, proteaz bozulmasina karsi1 direncinin yani sira hiicre
yapisma Ozelliklerinden otiirii tercih edilmektedir. Ozellikle kanserden kemige
metastaz gibi ¢alismalar i¢in ii¢ boyutlu in vitro modellerin gelistirilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir(46).

4.4.1.1.2. Sentetik materyal tabanh iskele sistemleri

Sentetik hidrojeller, tipik olarak polietilen glikol (PEG), polilaktik asit (PLA)
veya polivinil asetat (PVA), poliglikolik asit (PGA), polilaktik-ko-glikolik asit
(PLGA) ve poli-kaprolakton (PCL)’dan yapilmis sentetik polimerler ile yapilir(19,
46). Polimerik sert iskeleler, ECM' nin yapisini ¢ogaltma kabiliyeti nedeniyle hiicre-
ECM etkilesimlerini incelemek ig¢in Onemli bir aragtir. Ayrica polimerik sert
iskeleler, doku rejenerasyonunun incelenmesi ve tiimor hiicresi tedavilerinin test
edilmesinde son derece faydalidir. Hidrofilik cam elyaflar, antikorlarin ve
invazyonun test edilmesinin yani sira hiicre gocilinii izlemek icin {ic boyutlu
timorlerin - modellenmesinde 6nemlidir(19). Bununla birlikte, sadece sentetik
platformlarda kiiltiirlenen hiicreler, in vivo tiimdorlerinkine kiyasla tutarsiz timor
olusumu, metastatik potansiyel veya ilaca direncgli fenotipler sunarak tiimor benzeri

gen ekspresyon paternlerinden yoksun gogalirlar(46).
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4.4.1.1.3. Hibrid materyal tabanh iskele sistemleri

Hem dogal hem de sentetik malzemelerin en iyi 6zelliklerinden yararlanmak
ve sentetik malzemelerle elde edilen iskeleler iizerinde kontrol saglamak i¢in dogal
malzemeleri kimyasal olarak degistirilmesiyle yar1 sentetik yani hibrid matriksler
gelistirilmistir(48). Dogal veya  sentetik iskele tabanli  yaklagimlarla
karsilastirildiginda, gelismis hibrid iskele tabanli {i¢ boyutlu in vitro modeller, timor
ilerlemesinin ¢esitli yonlerinin yeniden Ozetlenebilecegi daha saglam platformlar
temsil eder. Hibrid yapi iskeleleri metastaz veya kanser hiicrelerinin gogalmasi gibi
olaylarda spesifik ECM bilesenlerinin roliiniin degerlendirilmesine izin verebilir(46).
Omegin yaygin olarak kullanilan hiyaluronik asit zincirleri, akrilat veya metakrilat
ile modifiye edilerek ayarlanabilir mekanik ve degradasyon o6zelliklerine sahip

capraz baglanabilen bir hidrojel elde edilebilir(48).

4.4.1.2. iskele tabanl olmayan ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii

Iskele igermeyen yontemler, yapiskan olmayan kosullar altinda hiicre
kiiltiirlerinin uygulanmasina dayanmaktadir. Bu stratejinin temel amaci, {i¢ boyutlu
kiiresel (sferoidler) veya daha gevsek bir sekilde toplanmis mikro dokularin (hiicresel
agregalar) iiretimini tesvik etmektir. Iskele icermeyen yontemler; ¢ok hiicreli tiimor
sferoidleri, organotipik ¢ok hiicreli sferoidler, tiimor dokusundan elde edilmis tiimor

kiireleri olmak tizere ti¢ farkli sekilde siniflandirilabilir(46, 50).

Sferoid terimi ¢ok diisik yapisma Ozelligine sahip bir ylizey {izerine
hiicrelerin ekilmesi ve Kkiiltiirlenmesiyle elde edilen kiiremsi hiicre toplulugunu
aciklar(51). Sferoidlerin yapisi, hiicreler arasi baglantilarin ve hiicreler ile yeni
sentezlenen hiicre dis1 matriks arasindaki etkilesimlerinin olusumu nedeniyle dogal
dokularinkine yakindir(52). U¢ boyutlu sferoidlerin kisitli oksijen ve beslenme
ortami in vivo dokularin mikro ¢evresini taklit etmektedir(18)(Sekil 4.4.1.2.1).
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Sekil 4.4.1.2.1 Sferoidlerin besin ve oksijen varliginda olusan zonlarmmin gosterilmesi.
Proliferasyon zonu; hiicre proliferasyonunun devam ettigi kistmdir. Durgun yasama zonu;
hiicrelerde herhangi bir aktivite olmayan boliimdiir. Nekrotik zon ise oksijen ve besin az

ulastigi i¢in hiicre 6limlerinin gergeklestigi bolimdiir(3).

Cok hiicreli timor sferoidleri, in vivo timorlerin ozelliklerini asamali olarak
taklit etmek icin gegerli bir {i¢ boyutlu kanser modeli olarak kabul edilen heterojen
hiicre agregatlaridir. Timor mikro gevresini hiicresel heterojenite agisindan daha
dogru bir sekilde yansitir(Sekil 4.4.1.2.2). Cok hiicreli tiimor sferoid modelleri, iki
boyutlu modellerin basitlestirilmis yapist ile kati timorlerin karmagikligr arasindaki
boslugu doldurur(53). En o6nemli fonksiyonlari hiicre-hiicre yapismasi yoluyla
hiicrenin hayatta kalim mekanizmasimi destekleyebilen bir in vivo timdr mikro
ortami yaratmaktir. Bu nedenle bir sferoidin islevi, belirli hiicre-hiicre yapisma

molekiillerinin ekspresyonuna ve aktivitesine baglidir(54).
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Sekil 4.4.1.2.2 Cok hiicreli tiimor sferoidlerinin olusumu(50).

Organotipik ¢ok hiicreli sferoidler, in vivo tiimorlere en yakin sferoidlerdir.
Organotipik c¢ok hiicreli sferoidlerin kesin 6zellikleri heniiz rapor edilmemistir. Bu
model hakkindaki ¢ogu bilgi Rolf Bjerkvig’in grubu tarafindan elde edilmistir. EX
vivo tiimor dokusunun elde edilir. Morfolojileri genellikle orijinal tiimor dokusuna
benzer. Organotipik ¢ok hiicreli sferoidler, vaskiiler elemanlari g¢evreleyen
fibroblastlar ile birlikte kolajen lifleri olan damarlarin ve makrofajlarin varligini

koruyarak tlimdrlerin orijinal heterojenligini saglarlar(50)(Sekil 4.4.1.2.3).

Organotipik Cok Hiicreli Sferoidler

- »

SR Kesme islemi 8
Tiimér Dokusu

-

Toparlanma

@ Timor Hiicreleri . Fibroblast
@) Immiin Hiicreleri e Endotel Hiicreler

Sekil 4.4.1.2.3 Organotipik ¢ok hiicreli Sferoidlerin olusumu(50).
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Tiimor dokusundan elde edilmis sferoidler, biiyiik 6l¢lide kolorektal kanser
icin karakterize edilmistir. Bununla birlikte, akciger, mesane, prostat ve meme
kanseri dokusu ve uveal melanom da dahil olmak iizere cesitli kanser dokularinin
ayrismasindan elde edilmistir. Tiimor dokusundan elde edilmis sferoidler kismi doku
ayrismasindan sonra yeniden doku modellenmesi ve sikistirma ile olusturulur (Sekil

4.4.1.2.4)(50, 55).

Timor Dokusundan Elde Edilmis Sferoid

- - »

Dokudan parga Sikigma ile
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i modellenme
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Sekil 4.4.1.2.4 Tiimér dokusundan elde edilen ¢ok hiicreli tiimor sferoidlerinin olusumu(50).

Bu mikro dokularm in vitro kiiltiirlenmesi kolaydir. ilag taramasi ve temel
biyoloji ¢aligmalari igin ti¢ boyutlu in vitro hastalik modellemesi alaninda yaygin
olarak kullanilmaktadir(46). Bu mikro dokular1 elde etmek i¢in ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda yapigkan olmayan ylizey olusturma, asili
damlacik, ajitasyon temelli teknikler, manyetik levitasyon ve mikroakigskan(55)

sistemler bulunur(8, 56).
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4.4.1.2.1. Yapiskan olmayan yiizey olusturma teknigi

Ug boyutlu sferoidlerin iiretilmesi icin nispeten basit bir ydntem, yiizeyi
modifiye ederek hiicrelerin baglanmasini dnlemek ve zorla yiizmesini saglamaktir(8).
Yapigkan olmayan ylizey olusturma veya Zzorla yiizdliirme olarak adlandirilan
yontem, kaplanmamis plakalar (polistiren yiizeyin diisiik yapigsma 6zelliklerine sahip
olmasi gibi) veya ultra diisilk baglant1 plakalar1 gibi hiicre-substrat etkilesimlerini
baskilayan bir hidrofilik polimer ile kaplanmis plakalar kullanilarak
gerceklestirilir(57). Bu yaklasim ¢ok hiicreli sferoid olusumunu destekleyen hiicre-
hiicre temaslarin1 destekler. Bu yaklagimi kullanarak Ivascu ve Kubbies, kanserli ve
kanserli olmayan hiicrelerden ii¢ boyutlu sferoidlerin {iretilmesi i¢in yuvarlak veya
konik tabanli 96 kuyulu plakalarda sferoidlerin hizli iiretimini saglayan bir yontem
gelistirmislerdir. Sferoidler tretilirken her kuyuya esit sayida hiicre ekilebildigi igin
basit ve genellikle tekrarlanabilirdir. Sferoidlerin boyutlar1 ayarlanabilir, yani daha
biiyiik sferoidler i¢in daha biiyiik miktarlarda hiicreler ekilebilir. Tipik olarak 96
kuyulu bir plakada iiretildiginden morfolojik olarak homojen ¢ok sayida sferoid
kolayca iiretilir. Bu sferoidler gen ekspresyonu, hiicresel ve biyokimyasal tahlillere
yonelik yiiksek verimli arastirmalar i¢in idealdir. Kiiltiir kabina hiicre baglanmasin
onlemek icin, kiiltlir kaplariin yiizeyi agaroz ile kaplanabilir. Agar, yiizeye hiicre
yapismasint Onleyerek ii¢ boyutlu sferoidlerin olusmasina neden olur (Sekil
4.4.1.2.1.1). Agaroz disinda poli-HEMA (poli-2-hidroksietil metakrilat) da yiizeyi
kaplamak i¢in kullanilmaktadir(8). Ayrica son zamanlarda hiyaliironik asit, agarozun
yerini alabilecek uygun bir alternatif biyomateryal olarak kullanilmaktadir. Kanser
ilerlemesi sirasinda kanser hiicrelerinin  yiizey reseptorleri ile etkilesime
girebilmektedir. Bu etkilesim proliferasyon, anjiyogenez, sagkalim ve farklilasma ile
iligkili  hiicresel sinyallerin transdiiksiyonunu ve terapotiklere karsi direnci

arttirmaktadir(55).
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Sekil 4.4.1.2.1.1 Yapiskan olmayan yiizey tizerinde sferoid olusturma(46).

4.4.1.2.2. Asih damlacik teknigi

Asili damla teknigi, yergekimini kullanarak hiicrelerin kendi kendine
toplanma yoluyla sferoid olusturmasinda izin verir. Sferoidler, genellikle kiiltiir
kaplarimin kapaginin arka tarafinda olusturulur. Asili damlacik ydntemleri,
tekrarlanabilir olmasi nedeniyle genis bir kullanim alanina sahiptir(19). Bu yontemle
tiretilen sferoidlerdeki gaz aligverisi nispeten daha yiiksektir ve substrat ile temasa
bagli hiicreler iizerindeki olasi etkilerden kaginilir. Bununla birlikte, sferoidlerin
hiicre bazli analizlerde kullanilmak iizere diger standart plakalara aktarilmasi
gerekir(8, 57). Bu yontem igin hiicreler, siispansiyon olarak hazirlanir ve istenen
hiicre yogunluguna ulasmak igin besiyeri ile seyreltilir. Daha sonra hiicre
slispansiyonu, pipet yardimiyla bir plakanin kuyucuklarina ekilir. Plakaya bir kapak
yerlestirilir ve ters cevrilir. Plaka yilizeyindeki hiicre siispansiyonu damlalari, ylizey
gerilimi ile ters yiizeyde kalir. Bu yontemde sferoidler, yiizey gerilimi ve yercekimi
kuvvetinin eszamanl etkisi nedeniyle damlaciklar halinde olusur(Sekil 4.4.1.2.2.1).
Bu sistem sayesinde kiiciik 6l¢ekli deneyler icin sferoid olustururken pahali veya
profesyonel ekipmana ihtiya¢ duyulmaz. Cok kanalli pipetler kullanilarak fazla
sayida sferoid kolayca iiretilebilir ve kiiltiir kaplarmin kapaklarin kazinmasiyla

pasajlama yapilabilir(8, 55).
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Sekil 4.4.1.2.2.1 Plaka yiizeyinde asili damlacik teknigi ile sferoid olusturma(58).

4.4.1.2.3. Ajitasyon temelli teknikler

Ajitasyon  temelli  yontemlerin  ardindaki  genel  prensip, hiicre
siispansiyonunun bir kaba yerlestirilmesi ve siispansiyonun hareket halinde tutulmasi
temeline dayanmaktadir. Bu sekilde askiya alinmis hiicreler, siirekli hareket halinde
bulunduklar1 i¢in kabin duvarma yapismaz ve hiicre-hiicre etkilesimleri olusur.
Ajitasyon tabanli yaklasimlar spinner sisesi biyoreaktorleri ve rotasyonel kiiltiir

sistemleri olarak ikiye ayrilmaktadir(8).

Spinner  kiiltlir  teknigi, spinner sisesi biyoreaktor kaplarindaki hiicre
slispansiyonunun bir karigtirma ¢ubugu yardimiyla siirekli karistirildigi teknige
karsihik  gelir. Ortaya ¢ikan  sferoid, biyoreaktor kabmin  biiylikliigline
baglhdir. Kaplardaki sivi ve kiitlenin kosullari, sferoidi olusturmak i¢in ¢ok 6nemli
olan  karistirma  g¢ubugunun  konveksiyon  kuvvetinden  etkilenir(Sekil
4.4.1.2.3.1). Yiiksek bir karigtirma hizi, sferoid hiicrelerine zarar verir. Bununla
birlikte son derece yavas bir karistirma hizi, sferoid hiicrelerinin kabin dibine

¢cokmesine izin vererek kapta sferoid olusumunun inhibisyonuna neden olur(8, 55).
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Sekil 4.4.1.2.3.1 Spinner sisesi biyoreaktorleri ile olusturulan sferoidler(46).

Rotasyonel kiiltiir ~ sistemleri, daireselligi sabit doniisle yeniden
yapilandirir. Sabit rotasyon nedeniyle, hiicreler stirekli olarak kapta asili
durumdadir(55). Bu sistemin spinner kiiltiir tekniginden farki karistirma gubugu
kullanmak yerine kabin kendisinin dondiiriilmesidir(Sekil 4.4.1.2.3.2). 1992 yilinda
NASA tarafindan gelistirilen doner duvar kabi, mikro yer¢ekimini taklit etmek ve
kiiltiirdeki hiicrelere diisiik bir kuvvet uygulamak i¢in tasarlanmistir. NASA

biyoreaktoriinii kullanmanin sinirlamasi, 6zel ekipman gerektirmesidir(8).

Hiicre Siispansiyvonu Agregatlar
ekil 4.4.1.2.3. otasyonel kultur sistemi anilarak olusturulan sferoidler .
Sekil 4.4.1.2.3.2 Rotasyonel kiil i i kullanilarak ol lan sferoidler(46
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4.4.1.2.4. Mikroakigkan sistemler

Mikroakigkan hiicre kiiltiirii, mikrometre ve nanolitre oOlg¢egindeki sivi
akisinin kesin olarak tanimlanmis geometrilerde kontrol edilmesini saglar. Tek bir
hiicre seviyesinden daha biiyiik hiicre popiilasyonlarina kiiltiirlenen dokulara kadar

eszamanli manipiilasyon saglayarak analizi kolaylastirir(59).

Bu sistem mikrometre Ol¢eginde olan mikro kanallardaki kii¢iik hacimli
stvilarm akis davranisinin kontroliinii ele alan bilime dayanmaktadir. Ug boyutlu
hiicre kiltiirii ve hiicre temelli deneyler i¢in siirekli besin ve oksijen tedarikinin
saglanmast; hiicre kiiltiirli, hiicre yakalama, hiicre lizizi ve karistirma gibi ¢oklu
adimlarin  entegrasyonuna ve aynmi cihazda algilanmasmna izin  verir.
Polidimetilsiloksan (PDMS) ve polimetil metakrilat (PMMA), yumusak litografi
teknigi ile mikroakigskan cihazlar1 imal etmek i¢in en yaygin olarak kullanilan
polimerlerdir. Bu malzemeler oksijen girisine izin verecek  sekilde

tasarlanmaktadir(60).

/77 \
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Yenilenme Apoptoz C Farklilasma
Sekil 4.4.1.2.4.1 Mikroakiskan hiicre kultiiri teknigi kullanilarak olusturulan hiicre
agregatlari(55).
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Mikroakigkan kiiltiir teknigi, tek hiicre analizi, genetik analizler ve ilag
toksisitesi caligmalari gibi uygulamalar i¢in kullanilir. Ek olarak, mikroakigkan
cihazlar, in vivo ti¢ boyutlu ortami taklit ederek ortamin mikro Olgekte kontroliinii
kolayca saglar. Baska bir 6zelligi ise hiicre analizi i¢in oldukc¢a yliksek bir hiicre
verimi olmasidir. Mikroakiskan cihazlar proliferasyonu etkileyen biiyiime

faktorlerini kullanir(55).

4.4.1.2.5. Manyetik levitasyon

Manyetik levitasyona dayali sistemde, hiicreler harici bir miknatisa maruz
kalirlar. Hiicrelerle karisarak sferoid olusmasina izin veren manyetik nanopartikiiller
enjekte edilerek gergeklestirilir. Bu durum, ECM'nin sentezlenebilecegi konsantre bir
hiicre ortam1 yaratir(19). Kiiltiirlenme sirasinda olusan manyetik kuvvet nedeniyle,
manyetik pargaciklar ile birlesmis olan hiicreler yer cekimine karsi havaya
kaldirilirlar. Bu durum, hiicre kitlesinin geometrik degisimini indiikler. Hiicreler
arasindaki temasi tesvik ederek hiicrelerin birlesmesine yol agar(Sekil 4.4.1.2.5.1).
Ayrica bu sistem, farkli hiicre tiplerinin kullanilmasi ile ¢ok hiicreli ko-kiiltiirleri
kolaylastirabilir(55). Harici miknatis, daha gelismis ortamlara izin vererek ii¢ boyutlu
kiiltiiri manipiile etmek i¢in kullanilabilir. Genel olarak, manyetik kaldirma hem
temel hem de gelismis ortamlarin ¢ogaltilmasina izin verir, bdylece ¢ok yonli bir

teknik haline gelir(19).

Iapnet
[ | e
2% o
Manyetik nanopartikdillerle hanyetik kiiltiir kabma hiicrelerin
hiicrelerin birlegtirilmesi ™ gkilmesi ve sferoid olugumu

Sekil 4.4.1.2.5.1 Manyetik levitasyon teknigi ile sferoid olusturma(61).
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4.5. Ko-Kiiltiir

Bazi patolojik durumlari ve in vivo’ yu taklit etmek amaciyla iki boyutlu ve
tic boyutlu kiiltiirde dahil olmak iizere ¢esitli kiiltiir sistemleri gelistirilmistir. Bunun
yani sira birden fazla hiicrenin bir arada oldugu ya da fibroblast, vaskiiler endotelyal
hiicreler gibi destek saglayan hiicrelerle birlikte gerceklestirilen ko-kiiltlir sistemleri

bildirilmistir(62).

Birlikte kiiltiirleme yani ko-kiiltlir, ¢ok sayida farkli hiicre tiirliniin ayni1
ortamda dogrudan veya dolayli olarak biiyiitiildiigii bir yontemdir. Dogal hiicre
etkilesimlerini gézlemleyen deney sistemlerinde ko-kiiltiir yapilmasi ¢ok énemli bir
basamaktir. 1980'lerde hiicreler arasi iletisim arastirmasi icin tanitildigindan beri
cesitli calisma alanlarinda kullanilmistir. Ko-kiiltiir sistemlerini  kullanmanin
ardindaki temel motivasyon, dogal hiicreler ve mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimleri incelemek ve bu etkilesimleri kullanarak yeni hiicre miihendisligi

teknikleri gelistirmektir(63).

1978' de Lawrence ve ark. in vitro ilk ko-kiiltiir ¢alismasini gergeklestirmistir.
Bu calismada, sigan yumurtalik graniiloza hiicreleri(64), hiicreler arasindaki
baglantilarin olusumunu gozlemlemek i¢in fare kardiyomiyositleri ile birlikte
kiltirlenmisti. Bundan sonra, ko-kiiltiir arastirmasmin odagi 6zellikle implante
embriyolarmn in vitro gelisimine kaymistir. Bu sonuglar sadece in vitro embriyonik
ko-kiiltir yOntemlerinin son yillarda klinik kullanimmna katkida bulunmakla
kalmamig aynm1 zamanda in vitro fertilizasyonun klinik uygulamasin1 da
icermektedir(65).

Ko-kiiltir modelleri 1ki boyutlu olarak yapilabilecegi gibi c¢esitli
sinirlamalarin olusmasindan dolay1 {ic boyutlu olarak da gerceklestirilebilir. Ug
boyutlu Kko-kiiltiir modelleri, in vivo hiicre ¢evresini taklit etmek i¢in kullanilir.
Ayrica hiicrelerin normal sekli ve mikro yapisinin daha iyi yansitilabilmesi igin

dinamik ve mekanik 6zelliklerin dogal bir sekilde olusmasina izin verir(66).

Doku, hiicrelerden ve hiicre dist matriksten (ECM) olusan ii¢ boyutlu bir
yapidir. Viicuttaki dokularin ¢ogu birden fazla hiicre tipinden olusur. Canli bir doku

stirekli olarak g¢evre hiicreler ve ECM ile etkilesime girer. Bu etkilesim, doku ve
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organ i¢indeki hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini etkiler. Ko-kiiltiir, bu in vivo
etkilesimleri cogaltmak igin kullanilan in vitro yontemlerden biridir(64). Ug¢ boyutlu
kiiltiir, hiicre fonksiyonu, davranis, morfoloji, gen ekspresyonu, parakrin faktorler ve
hiicre-hiicre etkilesimlerinin in vivo kosullar1 daha iyi temsil eden bir sekilde
incelenmesine izin verir. Fare modelleri ile karsilastirildiginda, ii¢ boyutlu
ko-kiiltiirler daha uygun maliyetlidir ve tiimor mikro c¢evresinde meydana gelen
coklu ve eszamanh etkilesimlerle belirli hiicre tipleri arasindaki hiicre iletisiminin

calisilmasini kolaylastirir(67).

Birden fazla hiicre tipi birlikte kiiltiirlendiginde her biri digerine yardimci
hiicre olarak islev gérmektedir. Yardimer hiicreler, hedef hiicrelerde istenen bir dizi
davranigin gozlemlenmesini saglar. Bu davraniglar arasinda ¢ogalma, farklilasma,
dogrudan hiicre-hiicre temasi ile matriks iiretimi veya organizasyonu bulunur.
Hiicrelerin yardimer hiicreler tarafindan {iretilen hiicre dist matrikslere yapismasi
veya sinyal molekiillerinin salgilanmas1 da bu davranislar arasindadir. Destek ve
hedef hiicreler arasindaki yakin etkilesimler eksojen kontrol yoluyla
uygulanamayacak kadar karmasiktir. Yardimci hiicreler, hedef hiicrelerin
ithtiyaglarin siirekli olarak izler ve yanitlar, boylece ideal olarak kontrol edilen bir

kiiltiir ortam1 olusturur(68).

Geleneksel tek tabakali kiiltiirlerin bir bagka potansiyel sinirlamasi, in vivo
ortam ile karsilasgtinldiginda diger hiicre tipleriyle etkilesimin olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin, fibroblastlar ve Kkeratinositlerin ko-kiiltiirii, &zellikle
yara iyilesmesi silirecinde her iki hiicre tipi arasindaki etkilesimi anlamak igin
incelenmistir. Matriks metallopeptidazlara ve metalloproteinazlara karsilik gelen
doku inhibitorlerinin dengesinin, hem hiicre tipleri arasindaki etkilesime bagli oldugu
hem de mono Kkiiltiirler ile ko-kiiltlirler arasinda farklilik gosterdigi bildirilmistir.
Keratinositler ve fibroblastlarin hiicre go¢iiniin, farklilagmasinin ve ¢ogalmasinin her
iki hiicre tipi arasindaki sinyal molekiilleri ve parakrin biiylime faktorii dongiilerinin
karmagik aglar tarafindan diizenlendigi gosterilmis ve bdylelikle ko-kiiltiiriin etkisi

de ortaya konmustur(69).

Cogaltilmis fizyolojik parametrelere sahip iyi karakterize edilmis bir in vitro

tic boyutlu tiimor ko-kiiltiir modeli, patolojik olarak ilgili ve 1yi tanimlanmis kiiltiir
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kosullart altinda tiimér olusumunu anlamak ve yeni ilaglarin taranmasini saglamak
icin kullanilabilir. Ayrica boyle bir in vitro ilag test modeli, in vivo ortamda vaskiiler
destegi bulunan bir timori replike etme kabiliyeti nedeniyle intratiimoral ilag
vermeyi gerektirmez(70). Ilaclara kars1 kanser hiicrelerinin duyarlihig genellikle
timor mikro ortamina baglidir. Preklinik i¢ boyutlu in vitro ko-kiiltiir modellerinin,
tek tabakali kiiltiirlerden daha karmasik sistemler oldugu ve fizyolojik ortami en iyi

sekilde taklit edebildigi bilinmektedir(71).

Tiimo6r mikro ortamindaki hiicrelerin tiimorlerle iligkilerini incelemek igin
uygun bir sekilde parakrin sinyal degisimini ve matriks sertliginde degisikler
yapilmasini saglayan ko-kiiltiir sistemleri kullanilmaktadir. Mono kiiltiirlere kiyasla
ko-kiiltiirlerde stromal ve tiimor hiicrelerinin fenotip farkliliklarinin, kanser

ilerlemesini tegvik etmede karsilikli etki ettigi gosterilmistir(72).

4.5.1. Direkt ko-kiiltiir modelleri

Iki ya da daha fazla hiicre tipinin hiicre-hiicre etkilesimlerine izin veren
karisik bir popiilasyon olarak biiyiitiilmesi direkt ko-kiiltiir olarak isimlendirilir.
Membran eklentileri ve sartlandirilmig ortam kullanilarak dolayli yoldan iletisime
izin veren modeller de direkt ko-kiiltir modelleridir(Sekil 4.5.1.1). Direkt ko-
kiltiirler iki hiicreli popiilasyonlar arasinda fiziksel bir etkilesim gerektiren 6rnegin;
adezyon molekiillerinin incelenmesi, sitokin {iretimi ve juxtakrin sinyallerin
arastirilmasi gibi caligmalar i¢in kullanilir. Direkt ko-kiiltiirler baz1 teknik zorluklar
gosterir ve genellikle daha ¢ok optimizasyon agamasina ihtiya¢ duyar(67). Ek olarak

hiicrelerin dogrudan temasi fenotip ve fonksiyon degisikligine neden olabilir(64).
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Sekil 4.5.1.1 Direkt ko-kiiltiir sistemlerinde hiicrelerin bulundugu ortam(68).

4.5.2. indirekt ko-Kkiiltiir modelleri

Indirekt ko-kiiltiirler bazen daha fazla tekrarlanabilir sonu¢ sagladiklar1 igin
tercih edilir ancak bunlar hiicre-hiicre adezyonu, integrin ve notch tipi sinyalleri
icermez. Indirekt ko-kiiltiirler salgilanabilir ve ¢oziiniir faktdrlerin yayilmasima izin
veren gecirgen bir zar kullanilarak veya kullanilacak hiicre tiplerinden birinin
onceden iretilmis sartlandirilmis ortamu kullanilarak elde edilir(Sekil 4.5.2.1).
Indirekt ko-kiiltiirler, popiilasyona 6zgii hiicresel degisiklikler iizerinde parakrin
sinyallesmenin degerlendirilmesini igeren ¢alismalar i¢in yararhidir. Ancak
sartlandirilmig ortam ko-kiiltiirleri, hiicreler arasinda muhtemel dinamik geri besleme
dongiistinii gbz ard1 eder(67). Temassiz bir kiiltirde besiyeri ayr1 bir plaka tizerinde
farkli hiicreler arasinda paylastirilir. Hiicrelerin fiziksel olarak farkli yerlerde
bulunmas1 her bir hiicre tipinin bireysel fenotip degisikliklerini ve gen

ekspresyonunu tespit etmeyi miimkiin kilar(64).
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Sekil 4.5.2.1 Indirekt ko-kiiltiir sistemleri(64).

4.6. Tiimor Mikro Cevresi

Bir tiimor hiicresi kitlesinin hayatta kalmasi, biiylimesi ve metastazi, kansere
bagli fibroblastlar, makrofajlar, sitokinler, biiyiime faktorleri, kan damarlan,
bagisiklik hiicreleri ve hiicre disi matriks proteinleri ile basarili bir etkilesime
dayanir. Bunlar topluca tiimor mikro gevresi olarak bilinir(73). Tiimor mikro ¢evresi
hiicresel ve hiicresel olmayan iki farkli bilesenden olusmaktadir. Hiicresel bilesen,
kanser iligkili fibroblastlar, timor iliskili endotel hiicreler, perisitler, immiin stromal
hiicreler, tiimore bagli adipositler ve kanser kok hiicrelerinden olusur. Hiicre dist
bilesen ise ECM, ¢oziiniir faktorler ve eksozomlar gibi hiicre dis1 vezikiillerden

olusur(Sekil 4.6.1)(74).
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Sekil 4.6.1 Tiimor mikro ¢evresinde bulunan hiicrelerin gosterimi(74).

Tiimo6r mikro ¢evresi zamanla hiicrelerde cesitli degisikliklerin meydana
gelmesiyle olusur. Timor ilerlemesi sirasinda kanser hiicreleri, fibroblastlar,
bagisiklik hiicreleri, perisitler, mezenkimal kok hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi
stromal hiicreleri tiimdr mikro ¢evresine alir ve hiicresel heterojenligini arttirir. Bu
stromal hiicreler, kanser ilerlemesinde bir tiimorojenik nis saglamak i¢in fenotiplerini
degistirir. Ornegin, makrofajlar, anjiyogenez, istila ve metastaz yoluyla tiimor

hiicresi yayilimini destekleyen tiimorle iligkili makrofajlara doniisiir(75).

1970°’li yillarda yeni biyomedikal teknolojilerin ortaya c¢ikmasi, timor
mikrogevresi ile ilgili aragtirmalarda yogun gelismeler saglamistir. Gegen yiizyilin
yetmisli ve seksenli yillarinda tiimor mikrogevresi baglaminda incelenen bir hiicre
tiirli makrofajlardir. Daha sonra dendritik hiicreler incelenmistir. Seksenli yillarda,
tiimor stroma (kansere bagli fibroblastlar) ile iligkili fibroblastlar normal deriden
farkli olarak karakterize edilmistir(76). Timor ve timor mikrogevresi arasindaki
karmagik etkilesimi anlamak, umut verici terapotik hedeflerin  belirlenmesine

yardimci olmaktadir(73).
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4.6.1. Fibroblast hiicreleri

Kansere bagh fibroblastlar, timér mikro ortaminin énemli bir oranini temsil
eden heterojen ve aktiflestirilmis hiicre popiilasyonudur. Ornegin kanser iliskili
fibroblastlar, meme kanserinin %70’ini ve pankreas kanseri timor kiitlesinin %90'mn1
olusturur. Kanser iligkili fibroblastlarin tiimor olusumuna, timor biiyilimesine,
Metastazina ve tedaviye direncine katkida bulunduklar gosterilmistir. Ayrica kanser
metabolizmasinin diizenlenmesinde, 6zellikle metabolitlerin salgilanmasi ve kanser
hiicresi metabolizmasini1 etkileyen daha siddetli ve fibrotik bir ECM' nin
tiretilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir(77). Kanser iligkili fibroblastlar,
sitokinleri ve biiyiime faktorlerini salgilayarak timor hiicreleri i¢in optimal bir mikro
ortam olusturur. Epitelyal-mezenkimal gegis ve immiinosupresyon fizyolojik
stireglerine de dahil olur(78). Tiimor stromasinda daha fazla sayida kanser iliskili
fibroblast varliginin meme, akciger ve pankreas kanserinde kotii klinik prognoz ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Aktif kanser iligkili fibroblastlarin ¢ogu, tlimor
mikrocevresinde bol miktarda bulunan TGF, FGF ve PDGF gibi bir¢ok biiyiime
faktorii ve sitokinlere yanit olarak yerlesik fibroblastlardan tiiretilir. Kanser iligkili
fibroblastlar ayrica kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok hiicrelerden de
kaynaklanabilir. Epitelyal-mezenkimal geg¢is veya endotelyal mezenkimal gegis
yoluyla tiimor stromasi igindeki yerlesik epitel veya endotel hiicrelerinden
tiretilebilir(Sekil 4.6.1.1)(79). Timor mikrogevresindeki aktif fibroblastlar normal
bir fenotipe geri donmez veya apoptoza maruz kalmazlar(75).  Karsinomun
ilerlemesi sirasinda kollajen yogunlugunda artis gozlenir ve kollajenin ¢ogunlukla

kanser iligkili fibroblastlar tarafindan tiretildigi gosterilmistir(77).
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Sekil 4.6.1.1 Kanser iliskili fibroblastlarin orijini ve rolii(74).

4.6.2. Endotel hiicreler

Yeni kan damar1 olusumu, besin temini, atiklarin uzaklastirilmasit ve
metastatik yayilma igin ¢ok Onemlidir. Endotel hiicreleri, perisitlerle birlikte
anjiyogenezden ve timor biiylimesini desteklemekten sorumludur(Sekil 4.6.2.1 )(80).
Tiimdre bagli endotelyal hiicreler proliferasyon, go¢, bliylime faktorlerine (yani EGF,
VEGF) ve kemoterapétik ilaglara verilen yanitlarda normal endotelyal hiicrelerden
farklilik gostermektedir. Artan kanitlar tiimor hiicrelerinin, endotel hiicrelerin
immiinosiipresif aktivitelerini tetikledigi gostermistir. Tlimore bagli endetel hiicreler
tarafindan E-selektin, hiicreler arasi adezyon molekiilii 1,2 ve vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii 1'in ekspresyonunun azalmasi, tiimor spesifik sitotoksik T
hiicrelerinin tiimor lezyonuna alinmasina yol agmaktadir. Ayrica bu hiicreler secici
olarak immiinosiipresif miyeloid hiicrelerin kandan tlimére gegisine izin verir ve bu
nedenle anti-timor immiin yanitlarini bozmaktadir(79). Veriler, kemik iliginden
tiretilen endotelyal hiicrelerin, timor biiyiime faktorii-beta (TGFB) varliginda

endotelyal hiicreleri, fibroblast benzeri hiicrelere doniistiiren bir endotelyal
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mezenkimal gecise maruz kaldigini gostermistir(81). Timor anjiyogenezinin, kan
damarlarindaki endotel hiicrelerinin ¢ogalmasiyla ortaya ciktigi diisiiniilmektedir.
Tiumor iliskili endotel hiicrelerin diizensiz sekli ve boyutu normal endotelyal

hiicrelerinkinden farklidir(74).

Jet _
K &S ; 2 Ly [
Temor iliskili makrofajlar | :;5:;; kok Mezenkimal kok hiicre |/
Ai\ \ ‘/Kemik iligi
Onceden var olan e e O, B O
kilcal damarlar Tiimér [ligkili Endotel Hicre
‘ & Anjiyogenez
$ & 1,
P 2
X .
| Timor Biyiimesi |

Sekil 4.6.2.1 Tiimor iliskili endotel hiicrelerin orijini ve rolii(74).

Perisitler, kilcal damarlar1 saran ve stabilize eden mezenkimal kokenli
hiicrelerdir. Kiiciik kan damarlarinin taban zarina gémiiliirler. Endotel hiicre biiylime
faktorlerini, MMP (matriks metalloproteinaz) inhibitérlerini ve ¢esitli ECM
molekiillerini salgilayarak kilcal damarlarin proliferasyonlarini kisitlarken endotel
hiicrelerin hayatta kalmasin tesvik ederler. Perisitler ayrica vaskiiler gegirgenligi

siirlamak i¢in endotel hiicre kavsaklarini stabilize eder(82).
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4.6.3. Adiposit hiicreleri

Adipositler, bazi tip kanser hiicreleri ile dogrudan baglantili olmasina
ragmen, tiim kanser tiirlerinde en az calisilan stromal hiicrelerdir. Yiiksek oranda
vaskiilarize ve anjiyojenik tiimor dokularindaki adipositler, tiimorlerin genislemesini
ve ilerlemesini desteklemektedir(74). Timorlerin  invaziv cephesinde bulunan
adipositlerin, kanser hiicrelerinin matriks yeniden modellenmesi, istilas1 ve hayatta
kalmast ile iligkili faktorleri ifade ettigi ve ayrica epitelyal-mezenkimal gecise neden
oldugu gosterilmistir (Sekil 4.6.3.1). Dirat ve ark. meme kanseri hiicreleri ile birlikte
kiiltiirlenen  olgun adipositlerin, matriks metaloproteinazlarin  yanm1  sira
proenflamatuar  sitokinlerin ~ ve interlokin  ekspresyonlarini  arttirdiklarini
gostermislerdir(81). Son yapilan arastirmalar, timor hiicrelerinin  ve komsu
adipositlerin  tiimoér stromasinda birbirleriyle dogrudan etkilesime girdigini
gostermistir. Bu etkilesim, genellikle lipoliz, adiposit belirteclerinde kayip ve
proenflamatuar sitokinlerin asir1 ekspresyonu ile taninan tiimor destekleyici fenotip
ile aktiflestirilmis adipositlere yol agmaktadir. Tiimor hiicrelerinin komsu dokulara
yayilmasi ve invazyonu, tiimoér dokusundaki adipositlerin rollerine baghdir. Fakat

timor iligkili adipositlerin kokeni belirsizligini korumaktadir(74).
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Sekil 4.6.3.1 Adipositlerin timor hiicresi lizerine olan etkisi(83).
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4.6.4. immiin hiicreleri

Tiimor mikro g¢evresinde dogustan gelen bagisiklik hiicreleri (makrofajlar,
mast hiicreleri, noétrofiller, dendritik hiicreler, miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler),
dogal katil hiicreler ve edinsel bagisiklik hiicreleri (T ve B lenfositleri) bulunur(Sekil
4.6.4.1). Dogrudan temas yoluyla veya kemokin yoluyla timér hiicreleriyle
etkilesime girerler. Tiimoriin davranigini ve tedaviye cevabini sekillendiren sitokin
sinyali yardimiyla timdr hiicreleriyle etkilesim kurarlar(79). Timor mikro
cevresindeki bagisiklik hiicreleri sadece habis hiicre tanima ve baskilamada degil,

ayni zamanda immiinolojik kagista da 6nemli bir role sahiptir(80).
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Sekil 4.6.4.1 Tiimor mikro ¢evresinde bulunan immiin hiicreleri(84).

Giliniimiizde giderek artan kanitlar, tiimor mikro ¢evresi ve kanser hiicreleri
arasindaki etkilesimlerde tiimoére bagli makrofajlarin kritik rollerinin yani sira timor
ilerlemesi, invazyonu ve metastaza da gigli bir sekilde etki ettigini

gostermektedir(85). Tiumorle iliskili makrofajlarin kaynagi, tiimorlerin igindeki
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yerlesik makrofajlar yerine dolagimdaki monositlerdir. Kemik iligindeki monositler
miyeloid progenitorlerden tiiretilir ve kan dolagimiyla timdrlere giris yapar. Daha
sonra makrofajlara farklilagabilirler. Makrofajlar polarizasyon durumlarina gére M1
ve M2 alt tiplerine ayrilabilir. M1 makrofajlar1 Thl sitokin interferon y (IFNy) ve
mikrobik iirlinler ile aktive edilebilir. Buna karsilik M2 makrofajlari, IL-4, IL-10 ve
IL-13 gibi Th2 sitokinlerine yanit olarak farklilasir. Timor iliskili makrofajlar
baglaminda M1 makrofajlarinin timér oOldiirici oldugu distliniilmektedir. M2
makrofajlar ise tiimor olusumunu arttirir(79). Yiiksek makrofaj miktari siklikla insan
tiimdrlerinde artmis vaskiiler yogunluk ile iligkilidir. Tiimdrle iligkili makrofajlar,
endotel hiicrelerin sagkalimi, aktivasyonu ve proliferasyonunu tesvik ederek

anjiyogenezi destekleyen biiyiime faktorlerini ve inflamatuar sitokinleri salgilar(82).

Antijen sunan hiicreler olarak da bilinen dendritik hiicreler, hem edinsel hem
de dogustan gelen bagisiklik tepkilerini baslatmak ve modiile etmekle gorevlidir(85).
Dendritik hiicre aktivitesi siklikla kanserde diizensizdir. Bu da olgun dendritik hiicre
sayilarinda azalmaya, anormal olgunlasmaya ( tolere edici ve immiinosiipresif
yetencklere sahip artan olgunlasmamis dendritik hiicre sayisi) ve bastiriimig

farklilasmaya yol agar(81).

Miyeloid tiirevi baskilayict hiicreler, miyeloid progenitor hiicreler,
olgunlagmamis makrofajlar, olgunlasmamis graniilositler ve olgunlasmamis dendritik
hiicrelerden olusan hiicre popiilasyonudur. Bu hiicreler timdér olusumu sirasinda
genisler ve c¢esitli T hiicresi yanitlarin1 baskilar. Ayni1 zamanda aktif olarak timor
bolgesine go¢ edebilir, burada hizla tiimérle iliskili makrofajlara doniisiirler. Tiimorle
iliskili makrofajlarla birlikte anjiyogenezi desteklemek i¢in VEGF kaybini telafi eden
faktorleri salgilayarak anti-VEGF tedavisine direng gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
siklofosfamid, antrasiklin ve sunitinib gibi baz1 anti-kanser ilaglarina Kkarsi

dayaniklilikta kritik bir rol oynamaktadir(79).

Notrofiller, insan kaninda en bol bulunan graniilositik popiilasyondur.
Genellikle deneysel ve insan kanserlerinde hematopoietik hiicre infiltratinin 6nemli
bir kismini olusturur(82). Notrofiller enfeksiyona karsi ilk savunma hatt1 olarak
calisir ve kansere bagli inflamasyon da dahil olmak {iizere gesitli inflamasyonlara

yanit verir. Cok sayida inat¢i1 hiicre ve aracidan olusan timor mikro ¢evresinde,
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timorle iliskili notrofiller plastisite gosterir. Notrofiller ayrica anti-timor

bagisikligini engellemek i¢in mitokondriyal DNA olarak aktive edilir(85).

Dogal katil hiicreleri en iyi sekilde, interferon vy tiretimi ve kanser
hiicrelerinde dogrudan sitotoksisite dahil gili¢lii anti-tiimor aktiviteleri ile karakterize
edilir(85). Her ne kadar dogal katil hiicreler uterus vaskiilatiirinde 6nemli
proanjiyogenik rollere sahip olsa da, timoér anjiyogenezine katilimlari daha az
anlasilmistir(82). Timor dokularinda tiimor infiltre edici ve tiimorle iliskili dogal
katil hiicreler olarak adlandirilan alt popiilasyon tanimlanmigtir. Bu alt
poplilasyonlar, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve stromal tiirevli
faktor-1 (SDF-1) gibi artmis pro-anjiyogenik faktor seviyeleri de dahil
olmak tiizere degismis sitokin ekspresyonu sergiler. Bu da siirekli anjiyogenez ve

timor ilerlemesine yol agar(81).

Mast hiicreleri, doku anjiyogenezinde oldugu uzun siiredir bilinen dokuda
yerlesik bulunan grantilositlerdir. Mast hiicreleri, MMP-9 (matriks metalloproteinaz
9) dahil olmak tizere MMP'lerle birlikte FGF-2, VEGFA ve TNF gibi pro-anjiyojenik
faktorleri serbest birakir. Ayrica pro-MMP'leri aktive eden spesifik proteazlar (kimaz

ve triptaz) iiretir(82).

Lenfositler, antijene spesifik bagisiklik cevaplarini gergeklestiren hiicrelerdir.
Miyeloid hiicre aktivasyonunu modiile ederek, B ve T hiicreleri dolayl olarak timor
anjiyogenezini kontrol edebilir. Ayrica, bazi lenfosit tiirevli sitokinler, tiimorlerde
endotel hiicre biyolojisini dogrudan etkiler. B hiicreleri, VEGFA, FGF-2 ve MMP-9
dahil olmak iizere cesitli pro-anjiyojenik aracilar1 ifade ederek tlimorlerde
anjiyogenezi kolaylastirabilir. Ayrica, immiinoglobulin G (IgG) ve polarize

makrofajlar yoluyla dolayli olarak tiimdr anjiyogenezini uyarabilirler(82).

Kanser ilerlemesi ve trombositoz (artan trombosit sayis1) arasindaki baglanti
iyl kurulmustur. Aktiflestirilmis trombositler, VEGFA, trombosit kaynakli biiyiime
faktorleri (PDGF'ler) ve FGF-2 dahil olmak tizere zengin bir pro-anjiyogenik faktor
kaynagidir. Tiimorlerde, trombositler, kolajen ve kanser hiicreleri ile temas ederek

vaskiiler hiper gegirgen ve plazma kagagi bolgelerinde aktive edilir(82).
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4.6.5. Ekstraselliiler matriks

Normal doku ile karsilastirildiginda tiimoér mikro ¢evresi, tiim hiicre tipleri
tarafindan tretilen degistirilmis bir ECM ile iliskilidir. Bu da sadece tiimor
hiicrelerinin istila etme yeteneginde 6nemli bir rol oynamayip karmasik bir aga
neden olur ve metastaz meydana gelir. Ayn1 zamanda ila¢ tedavisine duyarlilig1 da
etkiler(79). ECM, kanser hiicresi biiylimesi i¢in yapisal destek, biyokimyasal ve
biyomekanik ipuclar1 saglayan karmasik lifli proteinler, glikozaminoglikanlar ve
matrikiiler proteinler agidir (Sekil 4.6.5.1). Hem vaskiiler hem de interstisyel ECM'
nin kompozisyonu, topografisi ve ligand yogunlugu tiimoérlerde degisir. ECM hem
pro-anjiyojenik hem de vaskiiler agi diizenleyici rollere sahip olabilir. Ekstraselliiler
matriks, MMP, VEGFA, FGF, PDGFB ve TGF-B gibi gesitli proanjiyogenik biiyiime
faktorleri i¢in bir depo gorevi goriir(82). ECM' nin her bileseni kanser ilerlemesinde
onemli bir rol oynar. Bunlar arasinda kollajen 6ne ¢ikmaktadir. Kollajenin sentezi
kanser hiicreleri, mutasyona ugramis genler, sinyal yolaklar1 / reseptorleri ve
transkripsiyon faktorleri ile diizenlenebilmektedir. Kollajen integrinler, tirozin kinaz
reseptorleri, disidin alan reseptorleri ve bazi sinyal yollarindan tiimdr hiicresi
davranigini etkilemektedir. Ayrica, fibronektin, laminin, hyaluronik asit ve MMP'ler
dahil olmak iizere ECM molekiilleri ile kolajen etkilesimi kanser hiicresi aktivitesini
etkilemektedir. Kolajen agisindan zengin tiimérlerde yaygin olan hipoksi, kanserin

ilerlemesini desteklemektedir(86).

Tiimor Hiicresi Membrani
Integrin

Laminin

Fibronektin

A‘R

Ao
"2

}\\— Proteoglikan

Glikoprotein

Kolajen

Sekil 4.6.5.1 Tiimor mikro ¢evresini olugturan ECM elemanlar1(87).
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4.7. Adezyon Molekiilleri

Dogada hiicreler, hiicre yapisma molekiilleri araciligiyla kendilerini
cevreleyen hiicrelere ve/veya hiicre dis matrikse yapisirlar. Adezyon molekiillerinin
rolii sadece hiicreler ve gevreleri arasindaki fiziksel baglantiy1 degil, ayn1 zamanda
cesitli hiicre i¢i sinyal yollarmin aktivasyonunu da igerir. Hiicre adezyonu
embriyonik gelisim, timor olusumu, yara iyilesmesi sinyal iletimi, hiicresel iletigim
ve tanima, enflamatuar bagisiklik tepkileri, apoptoz ve epitelin yapisal biitiinliigiiniin
korunmasi gibi birgok Onemli fizyolojik siireci diizenler(88, 89). Tiim bunlar
fonksiyonel dokularin olusturulmasinda adezyon molekiilleri aracili hiicre
yapismasinin onemini vurgulamaktadir(89). Hiicre adezyon molekiilleri ¢gogunlukla
normal epitel, endotel ve farkli bagisiklik hiicreleri tarafindan genis ol¢lide eksprese
edilen transmembran reseptor proteinleridir. Bu proteinler ii¢ farkli ortamda; hiicre
ici alan, zar Otesi alan ve hiicre dis1 alanda bulunabilir. Hiicre i¢i alan, hiicre iskeleti
ile dogrudan veya iskele proteinleri aracilifiyla etkilesir ve sinyallesmeden
sorumludur. Hiicre dis1 alan ise diger hiicre adezyon molekiilleri veya hiicre dist
matriks ile etkilesime girer. Bu nedenle adezyon molekiilleri hiicre i¢i yanitlari,
hiicre-iskelet organizasyonunu, hiicre i¢i sinyalleri ve gen ekspresyonunu
etkilemektedir(90). Biyofiziksel acidan bakildiginda yapiskan baglar, kuvvet
uygulayabilen dinamik ve mekanik varliklar1 temsil eder. Bu baglara kuvvet
uygulanmasi1 ayrilmalarina neden olabilir; dolayisiyla yapisma dinamik ve geri
dontigimlii  bir islemdir. Kas hiicreleri, cildin epitel hiicreleri, akciger ve
bagirsaklarin mukozal yiizeyleri arasinda oldugu gibi baz1 yapigkan etkilesimler uzun
Omirlidir. Burada saglam bir bariyerin kurulmasi dokunun patojenik
mikroorganizmalardan ve gevresel toksinlerden korunabilmesi i¢in kritik olmaktadir.
Bu nedenle adezyon molekiillerinde gelisim, organogenez, endotelyal ve epitelyal
yiizeylerin biitiinliigliniin korunmasi ve konak¢1 savunmasi gibi homeostatik siiregler
cesitli temel biyolojik olaylar i¢in dnemlidir. Bu genis kapsamli fonksiyonlar goz
online alindiginda, adezyon molekiillerinin yapisini ve fonksiyonunu degistiren
genetik mutasyonlarin immiin yetmezlik, siddetli kanama ve kanser gibi hastalik
durumlarina yol agmasi sasirtict degildir. Terapotik agidan bakildiginda, adezyon
molekiilleri inflamatuar ve bagisiklik hastaliklari tedavi etmek ve yeni yaklagimlar
icin ¢ekici hedeflerdir(91).
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Bugiine kadarki  kanitlar, adezyon molekiillerinin  ¢esitli  insan
malignitelerinde invazyon ve metastaz ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. EK
olarak, bazi viriisler adhezyon molekiillerini kendi spesifik reseptorii olarak kullanir.
Adezyon molekiillerinin bu kadar cgesitli islevi, kanser tedavisi igin onlar1 degerli
hedefler haline getirmektedir(88). Hem hiicre-hiicre hem de hiicre-matriks
yapismasinda Ki degisiklikler, kanser hiicrelerinin daha hareketli hale gelmesine,
hiicre dis1 matriksin (ECM) bozulmasina, kanser hiicrelerinin dolasimda hayatta
kalmasina ve uzak metastatik bolgelerin kolonize edilmesine izin vererek, cok
asamal1 kanser ilerlemesinin meydana gelmesine sebep olur(92). Bu nedenle kanser
hiicrelerinde homotipik hiicre yapismasina aracilik eden baskin molekiiliin ve bu
hiicrelerdeki yapisma varyantlarinin kaybinin belirlenmesi, insan kanserlerinde hiicre

yapigmasini ve hiicre yayilimini incelemek i¢in hayati 6nem tagimaktadir(93).

Cok hiicreli dokularin olusumu, organizasyonu ve bakimina biiyiik 6lciide
hiicre adezyon molekiilleri aracilik eder. Bu molekiiller sadece fiziksel uyum igin
gerekli olan yapigsma giiciinii saglamaz, aksine dokuya 0zgli paterni ¢dzmek igin
gereken hiicre-hiicre algilamasini miimkiin kilar. Hiicre adezyonundaki degisiklikleri
baslatan uyaranlar, mekanik bozulmadan genisleme faktorii uyarimina ve igsel
aktiviteye (hilicre boliinmesi veya apoptoz gibi) kadar degisirken, yapiskan
etkilesimlerin olusumuna ve ayrilmasina izin veren temel dinamikler korunur. Hem
hiicre-hiicre hem de hiicre-matriks adezyonlari bu tiir dinamiklere tabidir. Her
hiicrenin adezyonu dort ana adezyon molekiilii ailesinin tyeleri tarafindan
gerceklestirilir; kaderinler, immiinoglobulin siiper familyas1 (IgSF), selektinler ve

integrinler(88, 94, 95) (Sekil 4.7.1).

.

. L. 9
Selektinler 18 SUper Ailesi fntesrinler
Kaderinler

Sekil 4.7.1 Dért ana adezyon molekiilii ailesi(96).

44



4.7.1. integrinler

Integrin reseptérleri, kovalent olarak iliskili olmayan alfa ve beta alt
birimlerinden olusan kalsiyum bagimli heterodimerlerdir(94)(Sekil 4.7.1.1).
Integrinler, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve farklilasmasmi arttiran
transmembran reseptorlerini temsil eder. “Integrin” kelimesi ECM ve hiicre iskeleti
arasindaki capraz baglarin biitiinligliniin bakimdaki roliinden
kaynaklanmaktadir(97). Integrin ailesi molekiillerinin iiyeleri, hiicre dist matriksi
(ECM) ve hiicre iskeletini birbirine baglar. Bu aile ¢ift yonlii sinyallesme yetenegine
sahiptir. Bu da sadece igten disa sinyallesme yoluyla yapisma ve gogiin fiziksel
mekanigi lizerinde degil, ayn1 zamanda hiicresel polarite, hiicre iskelet yapisi ve

distan sinyallesme ile hayatta kalma tizerinde kontrol saglar(94).

integrin
heterodimer
Ligand baglanma hm/;;\
elkstazelliiler matrileag
baglar ol B

Sitozolik alan hiicra

izkeletine ba}glam:\_/

Sekil 4.7.1.1 Integrin reseptdrlerinin o ve P alt birimlerinden olusan heterodimer yapis1(98).

Integrinler, dokularda yerlesik hiicreler (fibroblastlar, kas hiicreleri, endotel
hiicreleri ve epitel hiicreleri) ve nétrofiller, lenfositler, monositler, makrofajlar ve
trombositler gibi hematopoietik kokenli hiicreler iizerinde eksprese edilir. Integrinler,
ECM i¢in reseptorler olarak islev goren ve boylece hiicre dis1 ortamdaki
degisiklikleri veya sinyalleri (biyokimyasal veya biyofiziksel) algilayan ve bu bilgiyi

hiicrenin i¢ine ileten birincil molekiillerdir. Integrinler, epitelyal, endotelyal ve kas

45



hiicrelerini, bazal membranda bulunan laminin, kollajen ve fibronektin gibi ECM
proteinlerine baglamak icin calisir. Boylece matrikse kuvvet ileten ve potansiyel

olarak zararl dis kuvvetlere kars1 koyan fiziksel ekler saglar(91).

4.7.2. immiinoglobulin siiper ailesi (IgSF)

Immiinoglobiilin siiper ailesi proteinleri, Ig benzeri alanlar yoluyla kalsiyum
bagimsiz hiicre-hiicre yapismasina aracilik eder ve hem homofilik hem de heterofilik
ligandlar1 tanir. Bu etkilesimler kaderin veya integrin aracili yapisma kadar giicli
degildir. Ancak IgSF iiyelerinin, doku olusumu ve bakimi sirasinda bu yapiskan
etkilesimlerin ince ayarina, gliclendirilmesine ve diizenlenmesine daha fazla katkida

bulundugu goriilmektedir(94).

Disiilfid baglar G IgM
Smuf I Smf 11 .
Dis Hiicre MHC MHC T-hiicre
Membrani protein protein reseptorti
Fc reseptor CcD8 CD28
Thy-1 i ::3
Sitoplazma © Encyclopzedia Britannica, Inc.

Sekil 4.7.2.1 Cesitli hiicrelerde eksprese edilen immiinoglobulin siiper ailesi iiyeleri(99).

Adezyon molekiillerinin immiinoglobulin siiper familyasi, endotel hiicreleri,
CD2, CD4 ve CD8 gibi T-lenfositler tarafindan eksprese edilen yiizlerce adezyon
molekiiliinii igerir (Sekil 4.7.2.1). Immiinoglobiilin siiper ailesi adezyon molekiilleri,
bir immiinoglobulin alan1 gibi katlanmis bir ila yedi hiicre dis1 alandan, molekiilii
plazma membranma tutturan tek bir transmembran sarmalindan ve hiicresel

sinyallesmeye katilabilecek bir sitoplazmik alandan olusur(91)(Sekil 4.7.2.2).
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Immiinoglobulin Siiper Ailesi

K Plazma /

Hiicre 2 Membran Hiicre 1

Sekil 4.7.2.2 Hiicreler arasinda bulunan immiinoglobulin siiper ailesi adezyon

molekiilii(100).

4.7.3. Selektinler

Selektin ailesinin iiyeleri, bir N-terminal kalsiyum-bagimli lektin tipi domain,
bir EGF-benzeri domain ve tamamlayici-baglanma dizilerine homolog degisken
sayida kisa tekrardan olusur (Sekil 4.7.3.1). Bu adezyon molekiilii ailesi,
iltihaplanma sirasinda 16kosit gociindeki rolleri ile iinlidiir. Lokositler tizerindeki
selinler ve bunlarin aktiflestirilmis endotelyal hiicreler iizerindeki ligandlari
arasindaki tersinir etkilesimler, integrinlerin aktive edilmesi durumunda siki hiicre
yapismasint giiclendiren l6kosit baglanmasin1 kolaylastirir. Bu, yapisal ve islevsel
olarak farkli ailelerden gelen adezyon moleklleri arasindaki molekiiler sinerjinin
temsili bir 6rnegidir(94). Selektinler, komsu hiicrelerin yiizeylerindeki spesifik
karbonhidrat (seker) parcalarina baglanan bir adezyon molekiilii ailesini temsil eder.
Selektin ailesi, l6kositler iizerinde eksprese edilen L-selektin (CD62L), endotelyal
hiicreler tizerinde eksprese edilen E-selektin (CD62E) ve hem endotelyal hiicreler
hem de trombositler tarafindan eksprese edilen P-selektin (CD62P) igerir(91)( Sekil
4.7.3.1).
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P-Selektin

' E-Selektin

C-Tip Lektin Domain
L-Selektin

‘ ———3 EGF-benzeri domain

> Kisa tekrar dizileri

W | . ‘ Transmembran bolgesi

———> Sitoplazmik bélge

Sekil 4.7.3.1 E-, P-, L-Selektin ve bdlgeleri(101).

4.7.4. Kaderinler

Kaderin ailesinin iiyeleri, degisken sayida kaderin benzeri alan araciligiyla
bitisik hiicreler arasinda nispeten giiclii, kalsiyuma bagli, homotipik yapisikliklar

olusturur. Bu proteinler organogenez ve doku organizasyonunu korumak ig¢in ¢ok

onemli olan mekanik kohezyonun yani

kolaylastirir(94, 97)(Sekil 4.7.4.1).

sira  hiicre-hiicre tanimasini da

e
. E-Kaderin
% intraselliiler Domain intraselliiler Bosluk ¥
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& Adherens Baglantilar ¥
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2 E-Kaderin ekstraselliler
Transmembran Domain &
& Domain &
3
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Sekil 4.7.4.1 Hiicre membrani iizerinde kaderin adezyon molekiillerinin organizasyonu(102).
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Kaderinler, E-, N-, P-, T- ve VE-kaderinler(97), protokaderinler, yedi-
transmembran kaderin ve FAT ailesi kaderin dahil olmak iizere 80'den fazla
kalsiyuma bagli adezyon molekiili ailesini temsil etmektedir. Kaderin molekiilleri,
sandvig¢ benzeri bir yapiya katlanmig yaklasik 100 amino asit kalintisindan olusan bes
veya daha fazla hiicre dist alandan olusur. Cesitli kaderin ekspresyonlari hiicresel
ozgiilliik gosterir. Ornegin, epitel hiicreleri E-kaderin ifade ederken vaskiiler
endotelyal hiicreler VE-kaderin ifade eder. Kaderinler, komsu hiicreler iizerindeki
ayni (homofilik) veya farkli (heterofilik) sinif kaderin molekiillerine baglanabilir.
Boylece hiicreleri birlestirmeye yarayan Ozel kavsaklarda aderens baglar ve
desmozomlar olarak adlandirilan 6zel kavsaklarda giiclii hiicreler arasi baglar
oOlusturabilirler. Kaderinler doku biitlinliigiiniin korunmasi, hiicre-hiicre tanima,
sinyal verme, hiicreler arast iletisim, gelisim ve anjiyogenez ile iliskilidir.
Embriyogenez sirasinda, hiicre tipine Ozgli kaderinler benzer hiicre tiplerinin
baglanmasin1 ve toplanmasini yonlendirir, boylece organ olusumunu destekler.
Kaderinlerin sitoplazmik alanlara, hiicre iskeletinin bilesenlerine, 6zellikle aktin
filamanlarina veya ara filamanlara baglanir. Boylece hiicreler arasi kavsaklar1 biiyiik

olgiide giiclendirir(91).

Kaderinler, kendilerini aktin mikrofilamentlerine baglayan, hiicre biiyiimesini
ve farklilagmasini diizenleyen, sinyal transdiiksiyon mekanizmalarina aracilik eden
katenin ad1 verilen bir grup hiicre i¢i protein ile birlesir. a-, B-, y-katenin olmak iizere
li¢ ¢esit katenin tanmimlanmistir. B-katenin ve y-kateninler, a-katenin ile bir kompleks
olugturarak kaderin molekiillerinin sitoplazmik karboksi-terminal bdlgelerine
baglanirlar (Sekil 4.7.4.2). Kateninlerin kaderinlere baglanmasi, saglam yapisma
komplekslerinin  islevinde o6nemli bir adimdir. Katenin molekiillerindeki
degisiklikler, hiicre-hiicre yapigmasinin bozulmasma neden olarak neoplastik
hastalikta tlimor agresifligi ve invazivligine yol acabilir. Kaderin genleri timor
baskilayict genler olarak kabul edilir. Ekspresyon ve fonksiyonlarindaki kusurlar
timor ilerlemesi ile iliskilendirilmistir. Timor hiicrelerinde kaderin ekspresyonunun,
ornegin tlimdrlerin benzer fenotip ancak farkli histogenezleri arasinda ayirici tanisal
belirtecler olarak kullanilabilecegi ve tiimorlerin histolojik kokenini izlemeye

yarayabilecegi belirtilmistir(88).
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Sekil 4.7.4.2 Kaderinlerin yapigmasma aracilik eden [f-katenin ve a-katenin
molekiilleri(103).

4.7.4.1. E-Kaderin

Tip | klasik bir kaderin olan epitelyal kaderin, epitelyal dokularda adherens
baglantilarinin olusumunda anahtar bir bilesendir (Sekil 4.7.4.1.1). Yillar boyunca
cok sayida veri, E-kaderin' in kanserde tiimor invazyon baskilayici rolii oldugunu
belgelemistir. E-kaderin ekspresyonu epitelioid ve iyi diferansiye fenotip, diisiik
invaziv kapasite ve fonksiyonel hiicre-hiicre birlesimlerini indiikler. Bununla birlikte,
bu proteinin azalmasi veya islev kaybi, mezenkimal ve daha az farklilasmis bir
fenotipe, hiicre gdciiniin artmasina, komsu dokularin invazyonuna ve nihayetinde

metastaza yol acar. Meme kanserinde E-kaderin kaybi lobiiler karsinomlarin ayirt

edici 6zelligidir(92).

50



3 Inrtaselliler Domain o Ca™ baglayan bolge & a-katenin

. -kateninler
= Transmembran Domain ® Alktin ay
© Ektraselliler Domain @ P-katenin 2 p120-katenin

Sekil 4.7.4.1.1 E-kaderin adezyon molekiillerinin yapisi(104).

Diferansiyel E-kaderin ekspresyon seviyeleri, bas ve boyun karsinomu hiicre
hatlarinda degisen sferoid olusumu ile iligkilendirilmistir. Ayrica hepatoselliiler
karsinom hiicre hatlarinda ve renal hiicre karsinomunda kompakt sferoid olusumu ile
iliskili bulunmustur (Sekil 4.7.4.1.2). In vivo olarak, degistirilmis E-kaderin
ekspresyonu, epitelyaldan mezenkimal gegis sirasinda kanser gelisimini ve E-kaderin

kaybini baskilar, artan hareketlilik timor ilerlemesi ve metastaz ile iligkilidir(93).

i

(1) Hiicre agregats (3) Sferoid olugumu

(2) E-Kaderin birtkmesi

Sekil 4.7.4.1.2 Sferoid olusumunda E-kaderinlerin rolii(3).
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4.7.4.1.1. Kateninler

E-kaderin dahil olmak tizere kaderinler, kendilerini hiicre iskeletinin
mikrofilamentleri ile birlestirmek i¢in hareket eden a-katenin (102 kDa) ve B-katenin
(95 kDa) dahil olmak iizere bir grup katenin ile iliskilidir. a -katenin adherens
baglant1 ve fokal temasta lokalize olan vinkuline homologdur. Takuyama ve ark. E-
kaderinin aracilik ettigi kanserlerde adezyon sisteminin a-katenin ekspresyonunun
azalmasindan etkilendigini ayrica a-kateninin kanser hiicrelerinin invaziv veya

metastatik davranigini etkileyebilecegini 6nermislerdir(105).

B-Katenin, normal epitel hiicrelerinde ¢ogunlukla adherens baglantilarinda E-
kaderin sitoplazmik uzantisina bagli olan, hiicre iskeletiyle iliskili bir proteini
kodlayan protoonkogendir(106). B-katenin geni kromozom 3p21'de lokalizedir ve
iiriinii 92-kDa bir proteindir. Protein baslangigta Ca®* bagl transmembran yapisma
molekiillerinin (kaderin) etkilesimine aracilik eden sitoplazmik bir protein olarak
tanimlanmistir. E-kaderin sitoplazmik alani olan kateninin, hiicre-hiicre birlesiminin
yapiskan o6zelliklerinde 6nemli bir rol oynadigi ve bdylece epitel hiicrelerinin normal
fenotipinin korunmasimi sagladigr gosterilmistir. Kaderin-katenin kompleksinin
yapigkan ozelliklerinin kaybinin, insan karsinomlarinin patojenleri ile iligkili oldugu
bildirilmigtir(107). B-katenin, Wnt yolu dahil olmak {iizere birgok sinyal iletim
yolunda 6nemli bir ara maddedir. Plazma zarinda hiicre-hiicre yapigmasinin kritik bir
diizenleyicisi olan E-kaderin ile etkilesir ve hiicre polaritesinin korunmasindan
sorumludur. Anormal Wnt sinyalinden veya [-katenin geninin mutasyonundan
kaynaklanan B -katenin birikimi meme kanserine yol agar. Niikleer B -katenin ayrica
pro-invaziv proteinlerin ekspresyonunu da diizenler. Bu nedenle, B-katenin'in hiicre
alt1 dagilimi, timor hiicrelerinin fenotipini ve davranisini 6nemli 6lgiide etkiler(108).
Zhou ve ark. daha once [B-katenin ablasyonunun dermal fibroblastlari deaktive
ettigini, hiicre biiylimesini bastirdigini ve ECM proteinlerinin yani sira parakrin
faktorlerinin tiretimini azalttigini bildirmislerdir(109). Molekiiler diizeyde, -katenin
goriinliste bagimsiz iki islemde yer alir, hiicre-hiicre yapigsmasi ve sinyal iletimi, -
katenin transkripsiyon aktivasyon yolunda rol oynar. Daha 6nce Lee ve digerleri oral
kanserde anormal B-katenin ekspresyonunun yaygin oldugunu, bu degisikligin
malignite indeksi ve hasta prognozu ile korele oldugunu bildirmislerdir. Bununla

birlikte, oral kanserde B-katenin ekspresyonuna yol agan molekiiler mekanizmalar
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belirsizdir. B-kateninin hedef genlerin aktivasyonunu tesvik ettigi mekanizmalar iyi
anlagilamamistir. Ornegin endometriyal kanserlerde, 20 vakanmn 12'sinde (% 60)
cekirdekte B-katenin birikimi goriilmistiir, Ancak bu vakalarin sadece ikisinde f-

katenin geninde mutasyonlar goriilmiistiir(110).

4.7.4.2. N-Kaderin

N-Kaderin, néroektoderm ve mezoderm kokenli dokularda eksprese edilir.
Yiksek invaziv meme tiimorlerinde, N-kaderinin hiicre-hiicre temaslarinda E-
kaderin' in yerini aldigi gosterilmistir. N-kaderinin, meme stromal hiicreleri ile
karsinom hiicre etkilesimine aracilik ettigi ileri sliriilmiistiir. Bu kaderin
molekiiliiniin, meme stroma yoluyla karsinom hiicre gogiinii kolaylastirarak ve
metastazda homofilik hiicre-hiicre yapismasimni yeniden saglayarak meme kanseri

metastazinin tesvik edilmesinde rol oynadigi 6ne siirtilmiistiir(88)(Sekil 4.7.4.2.1).

! N-Kaderin
Ektraselliiler
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Sekil 4.7.4.2.1 N-kaderinin hiicre membrani {izerindeki yapisi(111).
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4.7.4.3. P-Kaderin

P-kaderin fare plasentasinda, akciger epitelinde, cildin bazal hiicrelerinde ve
meme bezinin miyoepitelyal hiicrelerinde bulunur. P-kaderinin epitelyal dokularda
ekspresyonu proliferatif potansiyeli olan hiicre popiilasyonlarinin karakteristigidir ve
hiicreler farklilastikga ekspresyonu azalir(88). P-kaderin (veya plasental kaderin),
ekspresyonu normal yetiskin epitel dokularinda ve zayif diferansiye karsinomlarda
yiikksek oranda farklilagsmis hiicrelerle iliskili olan CDH3 geni tarafindan kodlanan
klasik bir hiicre-hiicre yapisma molekiiliidiir. Meme kanserinde P-kaderin, invaziv
karsinomlarin yaklasik% 30-40'inda eksprese edilir ve bu hastalikta kot bir
prognostik faktordiir(92)(Sekil 4.7.4.3.1).

P-Kaderin

Sekil 4.7.4.3.1 P-Kaderinin hiicre membrani iizerindeki yapis1(112).

4.8. Tiimor Anjiyogenezi

Anjiyogenez yeni kan damarlarimin olusum stirecidir. Endotel hiicrelerinin
¢ogalmasini, migrasyonunu ve farklilasmasini igerir(113). Fizyolojik anjiyogenez
oldukca karmasik bir siirectir. Gelismekte olan veya iyilesen dokulara yeterli besin
ve oksijen temini i¢in gerekli bir islemdir. Endotelyal hiicreler, ¢6ziiniir biiyltime
faktorleri, proteolitik enzimler, adezyon molekiilleri ve matriks proteinleri (ECM)
gibi cesitli bilesenlerin bir kombinasyonudur. Anjiyogenezin indiiksiyonu pro-

aniyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki dengeye dayanir(114). Bu
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faktorler dinamik bir homeostaz altindadir. Bu homeostaz bozuldugunda anjiyogenez
siireci baglar. Genetik mutasyonlar (onkogenlerin aktivasyonu veya anjiyogenez
regiilatorlerinin iiretimini kontrol eden tiimdr baskilayici genlerin kaybi), metabolik
stres (hipoksi, diisiik pH veya hipoglisemi) gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler bu siireci
tetikler. Bunlar arasinda hipoksi, timor anjiyogenezini tetikleyen vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) ve hipoksik hiicrelerden diger anjiyogenez uyaranlarinin
ekspresyonunun artmasina neden olan birincil faktorlerden biridir. Eszamanli olarak,

Ozellikle matriks metaloproteinazlar, hiicre dis1 matriksi bozarak tiimér dokusunun
mikro ¢evresindeki degisikliklere aracilik eder. Hipoksi, VEGF' in yukari

reglilasyonunu indiiklediginde, vaskiilatoriin endotel hiicrelerini filizlenmeye ve goc
etmeye tesvik eden oksijen tedarikini saglamak i¢in ek aktivasyon ile anjiyogenez
baslatilir(115)(Sekil 4.8.1). VEGF ile uyarilan endotel hiicreleri, go¢ eden bir
fenotipi sergilemeye baslar. Biiyliyen kilcal damarlarin basinda olan bu endotel
hiicreler, ug¢ hiicreler olarak adlandirilmistir. Ug hiicreler hareketli ve invazivdir.
Biiytime faktorlerine, hiicre dis1 matrikse ve gesitli uyaranlara cevap verebilen ¢ok
sayida filopodiyi uzatir. Fizyolojik anjiyogenik biiylime sirasinda, endotel hiicrelerin
bir kismi u¢ hiicre fenotipine gecerek filizlenmeyi baglatirken, asagida bulunan
endotel hiicreler (sap hiicreleri) ¢ogalir ve yeni ortaya ¢ikan damarlarin yapisal ve

fonksiyonel biitlinliigiiniin korunmasina katkida bulunur(116).
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Sekil 4.8.1 Anjiyogenez(117).
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Timor ilk asamada hayatta kalmak ve ¢ogalmak i¢in oksijen ve besinleri
difiizyon yoluyla alir. Gelistigi ortam asir1 metabolik iiriinlerin bir sonucu olarak
hipoksiye ve asitlesmeye maruz kalmaktadir. Hacmi 1-2 mm®"ii astiginda, timor
anjiyogenik hale gelmeli ve biliylimek i¢in vaskiilatorlerini kullanmalidir. Kanser
hiicreleri, mikro ¢evresinde bulunan hiicrelerle birlikte, ¢esitli tiimdr anjiyogenez
mekanizmalarini kullanarak kan damarlariin gelisimini uyarirlar (Sekil 4.8.2)(118).
Klasik modelde, ana damarin vazodilatasyonu meydana gelir. Bu da bazal
membranin kismi degradasyonuna ve oradaki endotel hiicrelerinin ¢ikmasina yol
acar. Endotel hiicreleri birbirleriyle hiicre i¢i baglantisim1 kaybetmedigi ve paralel
olarak goc ettikleri igin hiicrelerin polaritesi korunur. Ayni zamanda, yeni limen
polarize endotel hiicreler tarafindan olusturulur. Perisitlerin go¢ ettigi bazal zari
yeniden olusturan proteinleri serbest birakirlar. Bu fenomen, kilcal damarlar
stabilize eder ve olgunlasmasina katkida bulunur. Yukarida tarif edilen damar
olgunlagmasinin son asamasi kanser anjiyogenezi sirasinda bozulur. VEGF uyarisina
yanit olarak yeni damarlarin filizlenmesinin yani sira, kan damarlar1 ayrica endotel
hiicrelere ayristirilmis kemik iligi hiicrelerinden veya tiimor kok hiicrelerinden
kaynaklanabilir. Tiimor vaskiilarizasyonunu indiikleyebilen c¢ok c¢esitli molekiiler

yolaklar anti-anjiyogenik tedavileri etkisiz hale getirebilir(118).
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Sekil 4.8.2 Tiimér tarafindan anjiyogenezin baglatilmasi(119).
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4.8.1. Anjiyogenezde adezyon molekiillerinin rolii

Kan damarlarinin biiyiik ¢ogunlugu 6nceden var olan damarlardaki endotel
hiicrelerinin vaskiiler ag1 genisletmek ve sekillendirmek i¢in yeni dallar olusturdugu
anjiyogenik filizlenme ile olusur. Ayn1 zamanda yeni bir vaskiiler dali yonlendirmek
ve uzatmak i¢in komsu hiicrelerin arasinda bulunan baglantilari siirdiirmeleri gerekir.
Yeni olusan filizler, liimeni olusturup genisletirken apikal-bazal polarite kurarak
komsu damarlarla anastomoz yoluyla baglantilar olusturur. Bu siire¢ boyunca
dinamik hiicre-hiicre birlesimleri araciligiyla gegirgenlik bariyeri ve damar

biitiinligiinti korunur. Hiicreler katlanir, pozisyonlari degisir ve ¢ogalirlar(120).

Timoér anjiyogenezi, endotel hiicrelerinin reseptorlerine baglanan spesifik
bliylime faktorlerinin aktivasyonu ile baglar. Anjiyogenik faktorlere yanit olarak
endotel hiicrelerin yapisma kapasitesindeki degisiklikler, anjiyogenik asamalarin
kontroliinde c¢ok oOnemlidir. Bu degisiklikler temel olarak hiicre yapistirma
molekiillerinin ¢ogu smifinin ekspresyonunun ve fonksiyonlarinin dinamik

regiilasyonundan kaynaklanmaktadir(117).

Endotelyumda hiicre-hiicre yapismasina vaskiiler endotelyal kaderin bazl
adherens baglantilar, klaudinler ve okludinlerden olusan siki baglantilar ve adezyon
molekiilleri aracilik eder(120). Heterodimerik yapisma molekiillerinin integrin
ailesi, endotel hiicrelerinin liminal ve abluminal yiizeyleri iizerinde eksprese edilir.
Endotel hiicre gogline ve in vitro kapiller benzeri tiiplerin olusumuna katildig:
gdsterilmistir. /n vivo olarak integrinlerin hem anjiyogenez hem de vaskiilogenezde
rol oynadigi gosterilmistir. Integrinlerin yani sira, bir dizi baska hiicre adezyon
molekiiliiniinde anjiyogenezde islev gordiigi ileri siiriilmistiir(121). Kaderin ailesi
tiyeleri endotelyal hiicre biitiinliigii, bliylimesi ve genel olarak vaskiiler gelisimde
onemli bir rol oynarlar. Yapistirict Ozelliklerinin yani sira hiicre ici sinyalleri,
karmasik bir hiicre iskeleti ve sinyal molekiilleri ag1 yoluyla aktararak hareket
edebilirler. N-kaderinin endotelyal hiicrelerde bolca eksprese edildigi bilinmektedir
ancak normal ve patolojik anjiyogenezdeki rolii tam olarak bilinmemektedir. Son
gozlemler, N-kaderinin endotelyal hiicreler, perisitler ve vaskiiler diiz kas hiicreleri
gibi  duvar  hiicreleriyle etkilesimlerinde 6nemli bir roli  oldugunu

desteklemektedir(117). VE-kaderin, vaskiiler gelisim boyunca eksprese edilir ve
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hiicre-hiicre temas noktalarinda lokalizedir. Bu gézlemler VE-kaderin molekiillerinin
anjiyogenezde, endotelyal hiicre organizasyonunu veya olgun damarlara
farklilasmay1 belirleyebildigini diistindiirmektedir. Baz1 deneysel kanitlar, selektin
yapisma molekiilleri ailesinin bir iiyesi olan E-selektinin anjiyogeneze katildigini
ortaya koymaktadir. E-Selektin, 16kositlerin endotel hiicrelerine yapismasini tesvik
etme  kabiliyeti ile  bilinen bir endotel ~membran  glikoproteininde
bulunur(121). Immiinoglobulin siiper ailesinin iiyeleri arasinda birgok tiimor hiicresi
tipinde bulunan immiinoglobulin-1 ekspresyonu, yayilma paterni ve metastaz
potansiyeli ile iliskilendirilmistir. immiinoglobulin-1, kanser damarlar iizerinde pro-
anjiyogenik faktorlerle yukari regiile edilebilir. Bu nedenle bu molekiiliin timor
anjiyogenez siireclerinde olas1 bir rol oynadig1 sdylenmektedir. Endotel hiicre segici
yapigma molekiilii, yakin zamanda tanimlanmis vaskiiler endotel hiicrelerle sinirli bir
ekspresyon paterni olan immiinoglobulin siiper ailesinin bir {liyesidir. Homofilik,
kalsiyumdan bagimsiz hiicre-hiicre etkilesimlerinde yer alir, bu da vaskiiler
biitiinliiglin korunmasinda veya damar olusumunda spesifik bir rol aldigim

diistindiirmektedir(117) (Sekil 4.8.1.1).
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Sekil 4.8.1.1 Adezyon molekiillerinin anjyogenezde rolii(117).

58



5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerec

Bu tez ¢alismas1 Istanbul Medipol Universitesi Saglik Bilim ve Teknolojileri

Arastirma Enstitiisii (SABITA)’nde gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma istanbul Medipol

Universitesi "Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu" onayi ile

yapilmustir. (Etik kurul onay numarasi: 10840098-604.01.01E.33218).

5.1.1. Deneylerde kullanilan materyaller

Bu tez calismasinda insan endometriyum kanseri hiicre hatt1 olan Ishikawa ve

insan umblikal ven endotelyal hiicre hatti olan Huvec kullanilmistir.

Tablo 5.1.1.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemelerin

Listesi

Ham's F-12K (Kaighn's) | Gibco GIBCO 21127022
Medium

MEM Alpha medium Biosera LM-E1149/500
MEM Non Essential Amino | Biosera XC-E1154/100
Acids

Antibiotic-Antimycotic Solution | Biosera XC-A4110/100
Fetal Bovine Serum (FBS) (EU- | Biosera FB-1001/500
approved) sterile-filtered

Dulbecco's Phosphate Buffered | Biosera LM-S2041/500
Saline w/o Calcium w/o

Magnesium,w/o PHENOL RED

D-Phosphate Buffered Saline, | Biosera LM-S2042/500
with Ca and Mg

Trypsin-EDTA (0.25%), with | Biosera LM-T1721/100

phenol red
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Agarose, Low-EEO/Multi- | Fisher Scientific BP160-100
Purpose
PFA Sigma-Aldrich P6148
E-Kaderin Cell Signaling- | 24e10
Rabbit Monoclonal
B-Katenin Cell Signaling- | D10A8
Rabbit Monoclonal

Goat-Anti Rabbit Alexa Fluor | Abcam ab150077
488
Donkey-Anti  Rabbit  Alexa | Invitrogen A-11010
Fluor 546
Dilution Buffer Genetex GTX30932
Normal Goat Serum Sigma-Aldrich G9023
Normal Donkey Serum Abcam ab7475
Dap1 Abcam ab228549
Triton™ X-100 Sigma-aldrich 9002-93-1
Dapi with Fluoromount Invitrogen 00-4959-52
Petri Dish Nunc 150460
T25 ve T75 Flask Nest VWR-734-2311 /| VWR-

734-2313
15 ve 50 ml Falcon Isolab 078.02.002/ 078.02.004
96 well plate Nest VWR-734-2327
Removable 8 well chamber Ibidi 80841
Cover slips Paul Marienfeld 0107032

5, 10 ml Serolojik Pipet Thermo Fisher | VWR-612-37027/ VWR-
Scientific 612-3700

Pipet Seti Mettler Toledo RAININ XLS

Serolojik Pipet Tabancasi Mettler Toledo RAININ
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Hemositometri Marienfeld 0680030
Neubauer-improved

Sinif II Biyogiivenlik Kabini Thermo Maxisafe | 51026651

2020
Inkiibator Thermo Scientific | Heracell ~ 150i  CO,
Incubator
Santrifiij Thermo Scientific | SL16R
Inverted Mikroskop Zeiss AXxio
Konfokal Mikroskop Zeiss LSM 800
-80°C Dondurucu Thermo Scientific Forma 88000

Mikrodalga

-20 Buzdolab1

5.2. Yontem

5.2.1. Hiicreler i¢cin gerekli besiyeri ortamlarimin hazirlanmasi

Huvec hiicreleri i¢in; 15 mg EGF 5 ml DMEM F12K ile ¢ozdiiriiliir. 50 ml
DMEM F12K besiyerine %10 FBS, %] streptomisin/penisilin ve hazirlanmis olan
EGF c¢ozeltisinden %0,2 eklenir.

Ishikawa hiicreleri i¢in; 50 ml MEM besiyerine %10 FBS, %l

streptomisin/penisilin, %1 Glutamin, %1 esansiyel olmayan aminoasit eklenir.

5.2.2. Hiicrelerin ¢oziilmesi

-80°C veya sivi nitrojende kriyo tiiple bekletilen hiicreler 37°C’de hizlica
¢ozdiiriiliir. Daha sonra iizerine 1 ml besiyeri eklenerek 15°lik tiiplere aktarilir. 1500

rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir. Pelletin iizerine medium
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eklenerek iki adet 25 cm? flask i¢ine eklenmis mediuma ekimi yapilir. 24-48 saat

stireyle 37°C, %5 CO>’li inkiibatorde biiylimesi gozlenir.

5.2.3. Hiicrelerin tripsinizasyonu, pasajlanmasi ve dondurulmasi

Hiicreler ilk kez ¢oziildiigiinde 25 cm? flasklara 5 ml besiyeri igerisine ekilir.
Hiicreler %70-80 konfluent olduklarinda 75 cm?® flasklara pasajlanarak 13 ml
besiyeri icerisinde biiyiitiiliir. Hiicrelerin besiyerleri ti¢ dort giinde bir taze besiyeri
ile degistirilir. Hiicreler dort ya da bes pasajda bir dondurularak (%95 besiyeri, %5
DMSO) 3-4 hafta igerisinde ¢6ziilecekse —80°C’de ya da uzun siire saklanacaksa sivi

nitrojende saklanir.

flk olarak hiicrelerin bulundugu 25 cm? flasktan kirli besiyeri serolojik pipet
yardimiyla ¢ekilerek atilir. Daha sonra 1X Ca/Mg’siz PBS ile yikanir. 37°C’de
isitilmis Tripsin/EDTA eklenerek 5 dakika 37°C, %5 CO;’li inkiibatorde bekletilir. 5
dakika sonra Tripsin/EDTA’y1 inhibe etmek i¢in flaska medium eklenerek hiicreler
toplanip 15°lik bir tiip igerisine alinir. 1500 rpm’de 5 dakika satrifiij edilir. Daha
sonra siipernatant atilir. Hiicreler pasajlanacaksa iizerine medium eklenir. Eger
hiicreler dondurulacaksa tizerine 1 ml besiyeri eklenir ve 950 pl ¢ekip bir kriyo tiip
igerisine konur. Uzerine 50 ul DMSO yavasca eklenerek kriyo tiip buz iizerine alinir.
Kisa siireyle saklanacaksa -80°C’lik dolaba alinir. Uzun siireli olarak saklanacaksa

s1v1 nitrojene alinir.

5.2.4. Hiicrelerin sayilmasi

Yapilacak tiim denemelerde belirli sayida hiicrenin flasklara ekilmesi icin
hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre miktarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Sayim i¢in hemositometre veya otomatik sayim cihazi kullanilabilir.

Bu tez ¢alismasinda hemositometre ve tripan mavi boyasi kullanarak hiicre
sayimi1 gerceklestirilmistir. Yontemin prensibi, membran biitiinliigli bozulmus
hiicrelerin, Tripan mavisi boyasin1 hiicre i¢ine almalar1 ve Oli hiicre olarak
degerlendirilmeleri veya membran biitiinliigiinii koruyan hiicrelerin ise membrandan

boya gecisine izin vermemelerine dayanmaktadir. Hiicrelerin tripsinizasyonu
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yapildiktan sonra santrifiijlenip siipernatant atildi. Pelletin iizerine 5 ml besiyeri
eklenerek pipetaj yapildi. Daha sonra 45 pl tripan mavi boyasi alinarak bir bagka tiip
icerisine eklendi. Uzerine besiyeriyle resiispent edilmis hiicre karigimmdan 5 pl
eklenerek pipetaj yapilip 10 ul g¢eklerek hemositometreye yiiklendi. Inverted
mikroskop yardimiyla hemositometre iizerindeki 16 karelik 4 alan icerisinde bulunan

hiicreler sayildi.

5.2.5. Yapiskan olmayan yiizey olusturma

Yapiskan olmayan yiizey olusturabilmek i¢in 96 kuyucuklu plakalarin her bir
kuyusu kaplanmalidir. Kaplama islemi i¢in %3’liikk agaroz hazirlandi. 3 gram agaroz
tartilarak 100 ml distile su igerisine eklendi. Mikrodalga firin igerisinde 45 saniye
boyunca 800 w 1s1 ile kaynatildi. Daha sonra hafif sogutulur ve her kuyuya 100 pl
olacak sekilde kuyucuklar kaplandi. 96 kuyucuklu plaka kaplandiktan sonra
sogumasi i¢in 5 dakika boyunca +4°C’de bekletildi.

5.2.6. Huvec ve Ishikawa hiicrelerinin ii¢ boyutlu mono-Kiiltiirii

Daha oOnceden biiyiitiilmiis olan Huvec ve Ishikawa hiicreleri %70-80
konfluent olduklarinda bulunduklar: flasklardan tripsinizasyon islemi ile ayrildi. Her
bir hiicre hatti i¢in ayr1 bir 96 kuyucuklu plaka kullanildi. Daha 6nceden agaroz ile
kaplanmis olan 96 kuyucuklu plakalara ekilmek iizere sayma islemi gerceklestirildi.
Her bir kuyuda 200 pl besiyeri igerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde hesaplama
yapilarak hiicreler ekildi. 37°C’de %5 CO; bulunan inkiibatorde biiylimeye birakildi.
Hiicrelerin bu siirede 2 giinde bir kirli besiyeri degistirildi. 100 pl kirli besiyeri aspire
edilerek 100 pl 1:1 (50:50ul) oraninda taze besiyeri karigimi eklendi.

5.2.7. Huvec ve Ishikawa hiicrelerinin ii¢ boyutlu ko-Kkiiltiirii

Ug boyutlu ko-kiiltiir uygulamasi i¢in daha 6nceden agaroz ile kaplanmis olan

96 kuyucuklu plakalar kullanildi. Flasklarda biyiitiilmiis olan hiicrelerin
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tripsinizasyon iglemiyle bulunduklar1 yiizeyden ayrilmasindan sonra her bir
kuyucukta iki hiicre hattindan 1:1 oraminda (5x10%5x10%) hiicre olacak sekilde
sayma islemi gergeklestirildi. Daha 6nceden kaplanmis plakanin kuyucuklarina her
iki hiicre hattinin besiyerinden her bir kuyucukta 1:1 oraninda (100:100ul) olacak
sekilde 200 pl besiyeri icerisine hiicreler ekildi. 37°C’de %5 CO; bulunan
inkiibatorde gilin giin sferoid olusumu goézlenerek ¢ap Slgiileri kaydedildi. Hiicrelerin
bu siirede 2 giinde bir besiyeri degisimi yapildi. 100 pl kirli besiyeri aspire edilerek
100 pl 1:1 (50:50ul) oraninda taze besiyeri karisimi eklendi.

5.2.8. Huvec ve Ishikawa hiicrelerinin iki boyutlu ko-Kkiiltiirii

2D ko-kiiltiir uygulamasi igin flasklarda biiyiitilen hiicreler %70-80 konfluent
olduklarinda tripsinizasyon iglemi ile bulunduklari flask yiizeyinden ayrildi. 8
kuyucuklu lamm (Ibidi/ kat. no: 80841) her bir kuyusunda 1:1 oraninda
(5X103:5X103) hiicre olacak sekilde her iki hiicre hattinin besiyeri 1:1 oraninda
(100:100ul) karistirilarak 200 pl besiyerinin igerisine ekim yapildi. Hiicrelerin bu
stirede 2 giinde bir kirli besiyeri degistirildi. 100 pl kirli besiyeri aspire edilerek 100
pl 1:1 (50:50ul) oraninda taze besiyeri karigimi eklendi.

5.2.9. U¢ boyutlu mono-kiiltir ve Ko-kiiltiir sistemlerinde olusturulan
sferoidlerin biiyiikliiklerinin dl¢iilmesi

Huvec hiicrelerinden olusturulan mono-sferoidlerin  biiyiiklikleri hiicre
ekiminin yapildig1 giinden 48, 72 ve 96 saat sonra olmak iizere li¢ giin boyunca
Olclilmiistiir. Ishikawa hiicreleri ile olusturulan mono-sferoidlerin biiyiikliikleri
ekimin yapildig1 giinden 24, 72 ve 48 saat sonra olmak iizere li¢ gilin boyunca
Olciilmiistiir. Huvec ve Ishikawa hiicreleri ile olusturulan ko-kiiltiir sferoidleri ekimin
yapildig: ilk glinden 24, 48 ve 72 saat sonra li¢ giin siireyle Ol¢lilmistiir. Tim
sferoidlerin biiyiikliiklerini 6lgme islemi Zeiss Axio inverted mikroskobu ve Zen Lite

programi kullanilarak kaydedilmistir.
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5.2.10. U¢ boyutlu Huvec mono-Kkiiltiir, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-Kkiiltiir
sferoidlerinin E-Kaderin ve p-Katenin immmiinofloresan boyamasi ve
goriintillenmesi

Bu deney ig¢in olusturulan sferoidler uygun oOlgililere ulastiklarinda 8
kuyucuklu lam igerisine aktarildi. Sferoidler fiksasyon islemi igin 1X PBS ile
seyreltilmis %4’ lik PFA ile 25 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. %4 liikk PFA
aspire edildikten sonra 1X PBS ile 3 defa 5’er dakika yikandi. Daha sonra bloklama
soliisyonu hazirlandi. Bloklama soliisyonu 1X PBS igerisinde %5 normal goat serum,
%0,3 TritonX olacak sekilde hazirlandi. Bir petri ile hazirladigimiz nemli ortamda
oda sicakliginda 2 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda primer
antikor hazirlandi. Primer antikor i¢in E-Kaderin rabbit monoklonal ve B-Katenin
rabbit monoklonal antikorlar1 diliisyon soliisyonu igerisinde 1:200 oranda hazirlandi.
Bloklama soliisyonu aspire edildikten sonra 1X PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama
yapildi. Primer antikor eklendikten sonra 24 saat boyunca +4°C’de inkiibasyona
birakildi. Negatif kontrol olarak belirlenen kuyucuklara primer antikor yerine 1X
PBS eklenerek inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra sekonder antikoru hazirlamak
igin goat-anti rabbit Alexa Fluor 488 1:200 oraninda diliisyon soliisyonu igerisinde
hazirlandi. Primer antikor aspire edildikten sonra 3 defa 5’er dakika 1X PBS ile
yikama yapildi. Sekonder antikor kuyucuklara eklendikten sonra 2 saat boyunca
nemli ortam igerisinde oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
3 defa 5’er dakika 1X PBS ile yikama yapildi. Ardindan DAPI igeren kapatma
soliisyonu ile bir lamel yardimiyla lamin iizeri kapatildi. Preparatin kurumasini
takiben Lazer taramali konfokal mikroskobunda (Zeiss LSM 800) 488 nm
cksitasyonla uyarilarak elde edilen goriintiiler kaydedildi. Immiinofloresan
goriintliileme Zeiss Lsm 800 lazer taramali konfokal mikroskobu araciligiyla optik
kesit alma prensibiyle gergeklestirildi. Z-stack islemi (uzaysal z diizleminde optik
kesitler alma) ile sferoidlerin ii¢ boyutlu goriintiileri ortaya konulur. Bu yontemle ii¢
boyutlu yapi, histolojik kesitler alma mantiiyla olusturulacag: icin her kesitteki E-
Kaderin ve - Katenin lokalizasyonlarinin ayri ayri incelebilmesi saglanir. E-Kaderin
boyamasi yapilan 264 um kalinhigindaki Huvec mono-sferoidlerinden Z-stack

islemiyle 67 tane optik kesit, 180 um kalinligindaki Ishikawa mono-sferoidlerinden
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46 tane optik kesit ve 356 um kalinligindaki ko-kiiltiir sferoidlerinden 90 tane optik
kesit alinmistir. f-Katenin boyamasi yapilmis 72 pm kalinhiginda olan Huvec ve
Ishikawa mono-sferoidlerinden 19 tane, 68 um kalinliginda olan Ko-kiiltiir

sferoidlerinden 18 tane optik kesit alinmistr.

Huvec Ishikawa Ko-kiiltiir
. (S RSN\,
EKaderin [y ' (5. O

Sekil 5.2.10.1. Uc¢ boyutlu mono-kiiltir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin E-Kaderin

immiinofloresan boyamasinin sematik olarak gosterilmesi(122).

Hurec Ishikawa Ko-kiiltiir
(A NON )
Y\ SEY/)\EC)

[-Katenin

Sekil 5.2.10.2. Ug¢ boyutlu mono-kiiltir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin B-Katenin

immiinofloresan boyamasinin sematik olarak gosterilmesi(122).
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5.2.11. Ishikawa ve Huvec hiicrelerinin iki boyutlu mono-Kkiiltiir ve ko-kiiltiir
modelinde E-Kaderin ve p-Katenin immiinofloresan boyamasi1 ve
goriintiilenmesi

Bu deney i¢in T75 flaskta biiyiitiilen hiicreler %90 konfluent olduklarinda
trispinize edilerek 12 kuyucuklu lama ekildi. Iki giin boyunca kuyucuklarda bulunan
hiicrelerin konfluent olmasi beklendi. Daha sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri
cekilip atilarak hiicreleri fikse etmek i¢in %4 PFA kuyucuklara eklendi ve 15 dakika
boyunca oda sicakliginda bekletildi. %4 PFA cekilip atilarak 1X PBS ile 5’er dakika
boyunca 2 kere yikama yapildi. Daha sonra 1X PBS igerisinde %0,3 Triton X, %5
normal goat serum olacak sekilde bloklama soliisyonu hazirlandi. Her kuyuya
eklendikten sonra 1 saat boyunca hazirladigimiz nemli petri kabi igerisinde
inkiibasyona birakildi. 1 saat sonunda bloklama soliisyonu kuyucuklardan gekilip
atildi. Primer antikoru hazirlamak i¢in E-Kaderin rabbit monoklonal ve B-Katenin
rabbit monoklonal antikorlar1 1:200 oraninda antikor dillisyon soliisyonu ile
hazirlandi. Daha sonra pozitif 6rnek olarak belirlenen kuyucuklara 200’er pl eklendi.
Negatif o6rneklerin bulundugu kuyucuklara 1X PBS eklendi. 12 kuyucuklu lam nemli
petri kabina alinarak aliminyum folyo ile kaplandi ve 24 saat boyunca +4°C’de
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra kuyucukladan primer antikor ve PBS cekilip
atilarak 3 defa 5’er dakika 1X PBS ile yikama yapildi. Sekonder antikoru hazirlamak
icin goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 diliisyon soliisuyonu 1:200 oraninda ile
seyreltilerek hazirlandi. Hazirlanan sekonder antikor biitiin kuyucuklara 200’er pl
eklendi. 2 saat boyunca nemli petri kabina konulduktan sonra aliminyum folyo ile
sarilarak oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
sekonder antikor kuyucuklardan ¢ekilip atildi. 3 defa 5’er dakika siireyle 1X PBS ile
yikama yapildi. Daha sonra DAPI igeren kapatma soliisyonu ve bir lamel yardimiyla
lamim tizeri kapatildi. Preparatin kurumasimi takiben Lazer taramali konfokal

mikroskobunda (Zeiss LSM 800) goriintiiler kaydedildi.
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(-Katenin E-Kaderin

(,;)‘133436

(FS)
4
)

(=

O N2

Ishikawa-->1-4
Huvec--»2-3
Ko-kiltir-->3-6

Sekil 5.2.11.1. Iki boyutlu mono-kiiltir ve ko-kiiltir E-Kaderin ve  B-Katenin

immiinofloresan boyamasinin sematik olarak gosterilmesi(123).

5.2.12. Huvec ve Ishikawa hiicreleriyle olusturulan Kko-Kkiiltiir sferoidlerinin E-
Kaderin ve p-Katenin polink ikili boyama sistemi ile boyanmasi

Huvec ve Ishikawa hiicreleriyle olusturulan sferoidler 8 kuyucuklu lama
aktarildi. %4 PFA ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda fiksasyona birakildi. Siire
sonunda PFA aspire edilerek 100 ul 1X PBS ile 5’er dakika 3 kere yikama yapildi.
Bloklama soliisyon 1X PBS i¢inde %35 normal goat serum ve %0,3 Triton X olacak
sekilde hazirlandi. 200°er pl bloklama soliisyonu kuyucuklara eklenerek 1 saat
boyunca oda sicakliginda inkiibayona birakildi. Primer antikor i¢in E-kaderin rabbit
monoklonal antikoru 1:200 oraninda diliisyon soliisyonu ile seyreltilerek hazirlandi.
Bloklama soliisyonu aspire edilerek primer antikor pozitif 6rnek kuyusuna eklendi.
Negatif 6rnegin bulundugu kuyuya 1X PBS eklendi ve nemli bir petri kabinin
igerisinde 24 saat +4°C’de inkiibasyona birakildi. Ertesi glin primer antikor
kuyucuklardan aspire edildi. PBS-Tween 20 ile 3 kere 2’ser dakika yikama yapildi.
Sekonder anrikor ig¢in 1:100 oraninda goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 diliisyon

soliisyonu ile seyreltilerek hazirlandi. Biitiin  kuyucuklara sekonder antikor
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eklendikten sonra 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra
sekonder antikor aspire edilerek PBS ile 10 dakika yikandi. PBS-Tween 20 ile 3 defa
2’ser dakika yikama yapildi. Bloklama soliisyon i¢in 1X PBS igerisinde %5 donkey
serum, %0,3 Triton X hazirlandi. 200’er ul bloklama soliisyonu her bir kuyucuga
eklendi ve 1 saat oda sicakliginda oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Primer
antikor i¢in B-Katenin rabbit monoklonal antikoru 1:200 oraninda diliisyon
soliisyonu igerisinde hazirlandi. Pozitif 6rnegin bulundugu kuyucuga 100 pl eklendi
ve nemli petri kab1 igerisinde 24 saat +4°C’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
primer antikor aspire edildi ve PBS-Tween 20 ile 3 defa 2’ser dakika yikama yapildi.
Sekonder antikor icin donkey-anti rabbit alexa fluor 546 1:100 oraninda diliisyon
sollisyonu icerisinde hazirlandi. Kuyucuklara eklendikten sonra 30 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor aspire edildikten sonra PBS-
Tween 20 ile 3 defa 2’ser dakika olmak iizere yikama yapildi. Her kuyucuga DAPI
eklendi ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. PBS-Tween 20 ile 3
defa 2’ser dakika yikandi. Fluoromount (kapatma soliisyonu) damlatildiktan sonra
lamel yardimiyla lam kapatildi. Preparatin kurumasini takiben Lazer taramali

konfokal mikroskobunda (Zeiss LSM 800) elde edilen goriintiiler kaydedildi.

5.2.13. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler igin Graph Pad Prism 8 istatistik programi kullanildi.
Calisma gruplari tek yonli varyans analizi (One-Way ANOVA) ile degerlendirildi.
Gruplar arasi farkliliklar 6rneklem sayisinin esit oldugu analizlerde Tukey testi, esit
olmadig1 analizlerde Bonferroni testi ile karsilagtirilmistir. p<0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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6.BULGULAR

6.1. Uc Boyutlu Mono-Kiiltiir ve Ko-kiiltiir Sisteminde Olusturulan Huvec ve
Ishikawa Sferoidlerinin Biiyiikliiklerinin Ol¢iilmesi

Her iki sistem icinde 96 kuyucuklu plakalarda olusturulan sferoidlerin
biiyiikliik olciileri olusmaya basladiktan 24, 48 ve 72 saat sonra mikroskop altinda
Zen Lite programi araciligiyla olusan sferoidlerin ¢ap Olciileri ve goriintiileri

kaydedilmistir. Olusan her bir sferoidin goriintiileri tablo halinde gosterilmistir.

6.1.1.U¢ boyutlu mono-kiiltiir sisteminde olusturulan Huvec sferoidlerinin
biiyiikliiklerinin 6lciilmesi

96 kuyulu plakalarin her bir kuyusunda 1x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapildiktan sonra mono-sferoidlerin olusumu gozlemlenmistir. Huvec sferoidlerinin
1, 2 ve 3. giinleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmistiir (p<0,0001)
(Sekil 6.1.1.2.).

Tablo 6.1.1.1. Huvec sferoidlerinin ii¢ giin boyunca 6l¢iilen biiyiikliik degerleri (10X).
HUVEC

1.GUN 2.GUN

2

2%s “wh 4 ‘.' e
587,378 um

e N A SO
e Y. <k

’ o
L o T

. o =
“ .

354,818 um

P '

7777100 um

. : > 70
410,903

um




5.
6.
33,18 um 338,339 um
7.
353,677 um
8.

411,732 pm

333,200 pm
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HUVEC

1.GUN 2.GUN
9. “
440,035 pum
10.
330,673 um
11.
351,566 um
12.
355,312 um
13.
388,498 um 317,333 um
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14.

15.

Y

16.

17.

: '...-_' Aj _
329,066 um

423,963 pm

364,643 um
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19.

20.

21.

22.

23.

440,725 um

379,454 um
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418,110 pm

24,
377.706 um 364,757 um
25.
100 pm
402,477 um 365,000 um

2.
27.

28.

313,383 um

2w 1o ¥ Hicnit iy
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29.

30.
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Huvec Sferoidlerinin Giinlere Gore Buyuklik Olgimii

@

| °

500 -

400-

300-

CAP (Um)

200-

100 -

1 L2 3
GUNLER

Sekil 6.1.1.2 Huvec hiicreleri ile olusturulan sferoidlerin {i¢ giinliik biiylimesinin

karsilagtirimasi.

6.1.2. U¢ boyutlu mono-kiiltiir sisteminde olusturulan Ishikawa sferoidlerinin
biiyiikliiklerinin 6l¢iilmesi

96 kuyulu plakalarin her bir kuyusunda 1x10* hiicre olacak sekilde ekim
yapildiktan  sonra mono-sferoidlerin  olusumu  gézlemlenmistir.  Ishikawa
sferoidlerinin 2. giinlerinde Olgiilen ortalama biiytikliikklerinin 1 ve 3. giinlerden
istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu bulunmustur (p=0,0010) (Sekil
6.1.2.2.).
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ISHIKAWA

Tablo 6.1.2.1. Ishikawa sferoidlerinin {i¢ giin boyunca 6lgiilen biiytiklik degerleri.

1.GUN

2.GUN

3.GUN

392,754 um

393.300 um

365,608 pm

431,621 pm

417,098 um

369,634 um

410,756 um

408,647 pm

525,364 um

601,470 um

591,442 um

518,844 um

736,338 um

696,876 um
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ISHIKAWA

1.GUN 2.GUN
6. .
381,284 um 413702 um 380,442 um
7.
393,889 um 410,240 um
| .
443,870 um 459,845 um
9.
Pials o o e 3-4-:%-’-
463,902 um 476,862 um 458 474 um
10.

384,079 um

402,241 pm

383,500 um
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ISHIKAWA

1.GUN

2.GUN

3.GUN

11.

452,234 um 467,192 um 456,204 um
12.

372,076 um 402,216 um 395,008 um
13.

454.564 um 464,613 um 391,839 um
14.

404,840 um 410,637 um 397,960 um
15.

382,683 pm

425,269 pm

401,865 um

80



ISHIKAWA

1.GUN

2.GUN

3.GUN

16.

410,784 um 613,283 um 55855 ]
195 um 405,096 um 382,096
368,185 um 362,6

406.879 um

432,429 um

20.

409,849 pm

420,658 um

427,056 um

404,062 pm
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ISHIKAWA

1.GUN

2.GUN

21,

412,421 um

461,047 um

3 g‘ o I
454,730 ym

22.

409,001 pm

412,600

395,996 um

23.

391.826 um

396,377 um

24,

413,398 um

452,927 pm

372,186 um

25.

405,709 um

436,994 pm

B
o ol

414,399 um

82



ISHIKAWA

1.GUN

2.GUN

26.

389,177 um

452,109 um

Wy s

387,540 um

217.

446,132 pm

446,369 pm

437,891 um

28.

426,520 pm

454,009 um

425919 um

29.

424,688 um

439,805 um

: “‘\ ’

428,149 um

30.

464,356 um

468,863 um

e

456 622 um
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750~

650 -

G

450- ‘

350~

1 L2
GUNLER

Sekil 6.1.2.2 Ishikawa hiicreleri ile olusturulan sferoidlerin

karsilastirilmasi.

tic giinliik biyilimesinin
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6.1.3. Huvec ve Ishikawa hiicreleri ile olusturulan ii¢ boyutlu Kko-kiiltiir
sferoidlerinin biiyiikliiklerinin 6l¢iilmesi

96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyusunda 5x10° Huvec ve 5x10° Ishikawa hiicresi
olacak sekilde ekim yapildi. Ko-kiiltiir sferoidlerinin 1, 2 ve 3. giinlerinde dlgiilen
ortalama biiyiikliiklerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,0001)
(Sekil 6.1.3.2.).

Tablo 6.1.3.1. Ko-kiiltiir sisteminde olusturulan sferoidlerinin {i¢ giin boyunca o6lgiilen
biiyiikliik degerleri (10X).

KO-KULTUR

1.GUN 2.GUN 3.GUN

684,970 um 469,512 um 397,740 um

794,031 um 541,054 um 448,053 pm

738,928 um 473,863 um 423,277 um
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KO-KULTUR

1.GUN

2.GUN 3.GUN
685,440 um 502,469 um 428,604 um
432,253 um 386,199 um

641,780 um

LS

721,748 um

531,598 um

446,018 pm

707,340 um

469,487 pm

420,281 um

681,815 um

484,972 pm

418,152 um

86



KO-KULTUR

1.GUN

2.GUN 3.GUN
9. .
752,241 um 530,726 um 429392 um
) .

626,836 um

468,167 um

414.922 um

475,756 pm

453,507 pm

371,379 um

736,079 um

498,952 um

s

431,985 um
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KO-KULTUR

1.GUN

2.GUN

3.GUN

14.

680,729 um

453,247 pm

P

433,606 um

720,544 um 536,384 um 450,646 um
774,156 um 464,360 um 416,869 um
633,392 um 505,191 um 428,172 um
18.

709,825 um

512,044 ym
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KO-KULTUR

2.GUN

3.GUN

19.

639.825 um 476,818 um 449,449 pum
20.

760,110 pm 616,836 um : 538.737 um
21. .

713,100 um 500,796 um 418,795 um
) .

672,526 um 508,741 um 434,396 um
23.

733,114 um

551,634 um

509,261 um
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KO-KULTUR

1.GUN

2.GUN

3.GUN

24.

501,740 um

407,163 um

777,696 um

4,3 480,095 um 470,035 um
880,280 um 442,270 um 381,185 um

577,382 um

479,479 um

28.

725,314 um

726,421 um

495,261 um

423,280 um
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KO-KULTUR
1.GUN 2.GUN 3.GUN
29.
713,523 um 449.898 um 422,151 um
30.
724,902 um 535,322 um 437,858 um
900 -
800 -
700-
E
2
o 'y
<C 600 -
500 - Y
400 -
1 2 3

GUNLER

Sekil 6.1.3.2 Ko-kiiltiir sferoidlerinin ii¢ giinliik biiyiimesinin karsilagtirilmasi.
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6.2. U¢ Boyutlu Mono-Kiiltir ve Ko-Kiiltiir Sistemlerinde Olusturulan
Sferoidlerin Biiyiikliiklerinin Istatistiksel Analizi ve Karsilastiriimasi

Uc boyutlu mono-kiiltiir sisteminde olusturulan Huvec, Ishikawa mono-
sferoidleri ve Kko-kiiltiir sisteminde olusturulan sferoidlerin {i¢ giin boyunca
kaydedilen olgiileri kendi aralarinda karsilastirilmigtir. Huvec, Ishikawa mono-
sferoid ve ko-kiiltiir sferoidlerinin 1. giin 6lgiilen biyiikliikleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,0001). Sferoidlerin 2. giin 6l¢iilen biiytikliikleri
arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,0001). Sferoidlerin 3.
giinlerinde Huvec ve Ishikawa mono-kiiltiir sferoidleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0,0001). Huvec mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidleri
arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,0001). Fakat ko-kiiltiir
ve Ishikawa mono-sferoidleri arasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0,05) (Sekil
6.2.2).

1.Huvec 2 Ishikawa 3.Ko-Kultar

E 500-

A

1 -

i

I
-

1 -

250-

1 2 3 1 2 3 1 2 3
GUNLER

Sekil 6.2.1 Olusturulan tiim sferoidlerin biiyiikliiklerindeki giinliik degisimleri bir arada

gosteren grafik.
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250-
400-
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GUNLER

700 - .
600 - -
L]
*
. Huvec
500 - EI
EI Ishikawa
E3 Ko-Kittr
*
*
400 -
*
300 -
3

Sekil 6.2.2 Her iki sistemde olusturulan tiim sferoidlerin ayn1 giin igindeki biiyiikliiklerini

karsilastiran grafik.

Ta0-

2

GUNLER

E Huwed
B3 Ko-Kukor

Sekil 6.2.3 Huvec ve ko-kiiltiir sferoidlerinin giinlere gore biiyikliiklerinin karsilagtiriimasi.
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900~

800-
L ]
700- .
5
5 . - E3 Ishikawa
- L
&.600 . E3 Ko-Kattar
L
L ]
3 L
500 -
400~ l
| .
1 2 3

GUNLER
Sekil 6.2.4 Ishikawa ve ko-kiiltir sferoidlerinin glinlere gore biiyiikliiklerinin

karsilastiriimasi.

6.3. Huvec Mono-Kiiltiir, Ishikawa Mono-Kiiltiir ve Ko-Kiiltiir Sferoidlerinin
E-Kaderin  Antikoru ile Immiinofloresan Boyama  Gériintiilerinin
Degerlendirilmesi

E-Kaderin antikoru ile immiinofloresan boyama yapilmis tiim sferoidlerin
pozitif ve negatif drneklerinin Dapi, Alexa Fluor 488 ve ikisinin bir arada oldugu

goriintiiler degerlendirildi.
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Tablo 6.3.1. Tiim sferoidlerin boyandiktan sonra kaydedilmis goriintiileri (10X).

E-KADERIN
DAPI ALEXA FLUOR 488 MERGE

(+)
H
U
V
E
C

)

I
S
H
I
K
A
w
A
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DAPI ALEXA FLUOR 488 MERGE

X ¢ A ¢ X O X

6.4. Huvec Mono-Kiiltiir Sferoidinin E-Kaderin Antikoru ile immiinofloresan
Boyamasinin Z-Stack Alinarak Kaydedilmis Goriintiilerinin Degerlendirilmesi
Huvec hiicreleri kullanilarak olusturulan sferoidin E-Kaderin immiinofloresan
boyamas1 yapildiktan sonra lazer taramali konfokal mikroskopta Z-stack teknigiyle
goriintiileri alindi. Daha sonra kesitlerin Alexa Fluor 488 intensity degerleri Image J
ile Olclilmiistiir. Gorilintiinlin belirgin oldugu kesitler DAPI, Alexa Fluor 488 ve
ikisinin bir arada bulundugu goriintiileri ayr1 tablolar halinde asagida verilmistir.

Tiim kesitlere ait intensity 6l¢iimleri Sekil 6.4.4.”de gosterilmistir.
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Tablo 6.4.1. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerin DAPI goriintiileri (10X).
HUVEC E-KADERIN Z-STACK

25.Kesit

26.Kesit

27 Kesit

28.Kesit

29.Kesit

30.Kesit

31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit

34.Kesit

35.Kesit

36.Kesit

37.Kesit

38.Kesit

39.Kesit

40.Kesit

41 Kesit

42 Kesit

43 Kesit

44 Kesit
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HUVEC E-KADERIN Z-STACK

45 Kesit

46.Kesit

47 Kesit

48 . Kesit

49 Kesit

50.Kesit
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Tablo 6.4.2. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488 goriintiileri (10X).
HUVEC E-KADERIN Z-STACK

25.Kesit

26.Kesit

27 Kesit

28.Kesit

29.Kesit

30.Kesit

31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit

34.Kesit

35.Kesit

36.Kesit

37.Kesit

38.Kesit

39.Kesit

40.Kesit

41 Kesit

42 Kesit

43 Kesit

44 Kesit
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HUVEC E-KADERIN Z-STACK

45 Kesit

46.Kesit 47 Kesit 48 . Kesit

49 Kesit 50.Kesit
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Tablo 6.4.3. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI ve Alexa Fluor 488

goriintiileri(10X).

HUVEC E-KADERIN Z-STACK

25.Kesit

26.Kesit 27.Kesit

28.Kesit

29.Kesit

30.Kesit 31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit

34 Kesit 35.Kesit

36.Kesit

37.Kesit

38.Kesit 39.Kesit

40.Kesit

41.Kesit

42 Kesit 43.Kesit

44 Kesit
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HUVEC E-KADERIN Z-STACK

45 Kesit

46.Kesit

47 Kesit

48 . Kesit

49 Kesit

50.Kesit
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Intensity
w

N
1

0-
1 |

45 46

4_ I |
1- I I I I
L - —
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

34
Kesit

Sekil 6.4.4. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488 intensity 6l¢timleri.

6.5. Ishikawa Mono-Kiiltir ~ Sferoidinin  E-Kaderin  Antikoru ile
Immiinofloresan Boyamasimin Z-Stack Alinarak Kaydedilmis Gériintiilerinin
Degerlendirilmesi

Ishikawa hiicreleriyle olusturulan sferoidin E-Kaderin immiinofloresan
boyamasi yapildiktan sonra lazer taramali konfokal mikroskop araciligiyla Z-stack
optik kesitleri alindi. Daha sonra kesitlerin Alexa Fluor 488 intensity degerleri Image
J ile Ol¢lilmistiir. Gorlintlinlin belirgin oldugu kesitler DAPI, Alexa Fluor 488 ve
ikisinin bir arada bulundugu goriintiiler ayr1 tablolar halinde asagida verilmistir. Tim

kesitlere ait intensity ol¢iimleri Sekil 6.5.4.’de gosterilmistir.
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Tablo 6.5.1. Ishikawa sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI gériintiileri(10X).
ISHIKAWA E-KADERIN Z-STACK

15.Kesit

16.Kesit

17.Kesit

18.Kesit

19.Kesit

20.Kesit

21.Kesit

22 Kesit

23.Kesit

24 .Kesit

25.Kesit

26.Kesit

27.Kesit

28.Kesit

29.Kesit

30.Kesit

31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit

34.Kesit
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Tablo 6.5.2. Ishikawa sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488
goriintiileri(10X).
ISHIKAWA E-KADERIN Z-STACK
15.Kesit 16.Kesit 17 Kesit 18.Kesit

19.Kesit

20.Kesit

21.Kesit

22 Kesit

23.Kesit

24.Kesit

25.Kesit

26.Kesit

27.Kesit

28.Kesit

29.Kesit

30.Kesit

31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit

34.Kesit
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Tablo 6.5.3. Ishikawa sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI ve Alexa Fluor 488

goriintiileri(10X).

ISHIKAWA E-KADERIN Z-STACK

15.Kesit

16.Kesit

17.Kesit

18.Kesit

19.Kesit

20.Kesit

21 .Kesit

22 Kesit

23.Kesit

24 .Kesit

25.Kesit

26.Kesit

27.Kesit 29.Kesit 30.Kesit
31.Kesit 32.Kesit 33.Kesit 34 Kesit
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Sekil 6.5.4. Ishikawa sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488 intensity

Ol¢timleri.

6.6. Huvec ve Ishikawa Ko-Kiiltiir Sferoidinin E-Kaderin Antikoru ile
Immiinofloresan Boyamasimin Z-Stack Alinarak Kaydedilmis Gériintiilerinin
Degerlendirilmesi

Huvec ve Ishikawa hiicreleriyle olusturulan ko-kiiltiir sferoidinin E-Kaderin
immiinofloresan boyamas1 yapildiktan sonra lazer taramali konfokal mikroskop
araciligiyla Z-stack optik kesitleri alindi. Daha sonra kesitlerin Alexa Fluor 488
intensity degerleri Image J ile 6lgiilmiistiir. Goriintiiniin belirgin oldugu kesitler
DAPI, Alexa Fluor 488 ve ikisinin bir arada bulundugu goriintiiler ayr1 tablolar
halinde asagida verilmistir. Tiim kesitlere ait intensity Ol¢iimleri Sekil 6.6.4.’de

gosterilmistir.

107



Tablo 6.6.1. Ko-kiiltiir sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI goriintiileri(10X).
KO-KULTUR E-KADERIN Z-STACK

24.Kesit

25.Kesit

26.Kesit

27.Kesit

28.Kesit

29.Kesit

30.Kesit

31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit

34.Kesit

35.Kesit

36.Kesit

37.Kesit

38.Kesit

39.Kesit

40.Kesit

41 Kesit

42 Kesit

43 Kesit
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KO-KULTUR E-KADERIN Z-STACK

44 Kesit 45.Kesit 46.Kesit 47 Kesit

48.Kesit 49.Kesit 50.Kesit 51.Kesit

52.Kesit 53.Kesit 54.Kesit 55.Kesit

56.Kesit 57.Kesit 58.Kesit
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Tablo 6.6.2. Ko-kiiltiir
goriintiileri(10X).

sferoidinin  Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488

KO-KULTUR E-KADERIN Z-STACK

24 Kesit

25.Kesit 26.Kesit

27 .Kesit

28.Kesit

29.Kesit 30.Kesit

31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit 34 .Kesit

35.Kesit

36.Kesit

37 .Kesit 38.Kesit

39.Kesit

40.Kesit

41 Kesit 42 Kesit

43.Kesit
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KO-KULTUR E-KADERIN Z-STACK

44 Kesit

45.Kesit

46.Kesit

47 Kesit

48.Kesit

49 Kesit

50.Kesit

51.Kesit

52.Kesit

53.Kesit

54.Kesit

55.Kesit

56.Kesit

57.Kesit

58.Kesit
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Tablo 6.6.3. Ko-kiiltiir sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI ve Alexa Fluor 488

goriintiileri(10X).

KO-KULTUR E-KADERIN Z-STACK

24.Kesit

25.Kesit

26.Kesit

27.Kesit

28.Kesit

29.Kesit

30.Kesit

31.Kesit

32.Kesit

33.Kesit

34 Kesit

35.Kesit

36.Kesit

37.Kesit

38.Kesit

39.Kesit

40.Kesit

41 Kesit

42 Kesit

43 Kesit




KO-KULTUR E-KADERIN Z-STACK

44 Kesit

45 Kesit

46.Kesit

47 Kesit

48.Kesit

49 Kesit

50.Kesit

51.Kesit

52.Kesit

53.Kesit

54.Kesit

55.Kesit

56.Kesit

57.Kesit

58.Kesit
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Sekil 6.6.4. Ko-kiiltiir sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488 intensity

Ol¢timleri.

6.7. Huvec, Ishikawa Mono-Kiiltiir ve Ko-Kiiltiir Sferoidlerinin Alexa Fluor 488
Intensity Olgiimlerinin image J ile Degerlendirilmesi

Huvec, Ishikawa mono-kiiltir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin Z-stack optik
kesitleri alindiktan sonra Alexa Fluor 488 intensity degerleri Image J ile 6l¢iilmiistiir.

Sferoidlerin goriinmeye bagladigi kesitten itibaren 10 tanesi segilerek sfeoidler

arasinda karsilagtirma yapilmistir.
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Tablo 6.7.1. Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin aymi kesitlerinde

intensity degerlerinin karsilagtirilmasi.

E-KADERIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC

ISHIKAWA

KO-KULTUR

INTENSITY

1.744

1.069

4.375

1.806

7.14

4.977

2.883

20.516

3.971

4.837

28.46
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E-KADERIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC ISHIKAWA KO-KULTUR INTENSITY
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E-KADERIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC ISHIKAWA KO-KULTUR INTENSITY

N :
0.004 0.659 ¥

0.0000 67.288 0.116 v

6.7.2. Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin Alexa Fluor 488
intensity ol¢iimlerinin istatistiksel analizi

Huvec, Ishikawa mono-kiltir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin Z-stack optik
kesitleri alindiktan sonra Alexa Fluor 488 intensity degerleri Image J ile dlciilmiistiir.
Ishikawa ve Huvec mono-sferoidlerinin optik kesitlerinin intensity degerleri arasinda
istatistiksek olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 6.7.2.1.). Ko-kiiltiir
sferoidi ve Ishikawa mono-sferoidinin optik Kkesitlerinin intensity degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,0001) (Sekil 6.7.2.1.).
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95% Giiven Araligi (Bonferroni)

® Ortalama Intensity Farki
Ko-kiiltiir - Ishikawa- —e—
: *
Ko-kiiltiir - Huvec— —— :
Ishikawa - Huvec— i
1 I 1 1
-20 -10 0 10 20

Grup Ortalamalari Arasindaki Farklilik

Sekil 6.7.2.1. Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidleri arasinda yapilan ¢oklu

karsilastirma testinin sonucu. (*** p<0,0001)

6.8. Huvec Mono-Kiiltiir, Ishikawa Mono-Kiiltiir ve Ko-Kiiltiir Sferoidlerinin f-
Katenin  Antikoru  ile  Immiinofloresan  Boyama  Gériintiilerinin
Degerlendirilmesi

B-Katenin antikoru ile immiinofloresan boyama yapilmis tiim sferoidlerin
pozitif ve negatif drneklerinin Dapi, Alexa Fluor 488 ve ikisinin bir arada oldugu

goriintiiler degerlendirildi.
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Tablo 6.8.1. Tiim sferoidlerin boyandiktan sonra kaydedilen goriintiileri (10X).

B-KATENIN
DAPI ALEXA FLUOR 488 MERGE
[(+)
H
U
Vv
E
C
)
(+)
|
S
H
|
K
A
Wi
A
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DAPI

ALEXA FLUOR 488

MERGE

4 @G X O X

6.9. Huvec Mono-Kiiltiir Sferoidinin p-Katenin Antikoru ile Immiinofloresan

Boyamasinin Z-Stack Alinarak Kaydedilmis Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

Huvec, Ishikawa mono-kiiltir ve ko-kiiltir sferoidlerinin B-Katenin

immiinofloresan boyamast yapildi. Daha sonra lazer taramali konfokal mikroskopta

Z-stack optik kesitleri alindi. Daha sonra kesitlerin Alexa Fluor 488 intensity

degerleri Image J ile dlgiilmiistiir. Goriintiiniin belirgin oldugu kesitler DAPI, Alexa

Fluor 488 ve ikisinin bir arada bulundugu goriintiiler ayr1 tablolar halinde asagida

verilmistir. Tiim kesitlere ait intensity ol¢iimleri Sekil 6.9.4.’de gosterilmistir.
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Tablo 6.9.1. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI goriintiileri(10X)

HUVEC B-KATENIN Z-STACK

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit

4 Kesit

5.Kesit

6.Kesit

7.Kesit

8.Kesit

9.Kesit

13.Kesit

10.Kesit

11.Kesit

12.Kesit

14 Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17.Kesit

18.Kesit
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Tablo 6.9.2. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488 goriintiileri(10X).
HUVEC B-KATENIN Z-STACK

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit

4 Kesit

5.Kesit

6.Kesit

7.Kesit

8.Kesit

9.Kesit

10.Kesit

11.Kesit

12.Kesit

13.Kesit

14 Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17.Kesit

18.Kesit
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Tablo 6.9.3. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI ve Alexa Fluor 488

goriintiileri(10X).

HUVEC B-KATENIN Z-STACK

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit

4 Kesit

5.Kesit

6.Kesit

7.Kesit

8.Kesit

9.Kesit

10.Kesit

11.Kesit

12.Kesit

.

13.Kesit

14 Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17 Kesit

18.Kesit
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Sekil 6.9.4. Huvec sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488 intensity 6l¢timleri.

6.10. Ishikawa Mono-Kiiltiir  Sferoidinin  p-Katenin  Antikoru ile
Immiinofloresan Boyamasinin Z-stack Alinarak Kaydedilmis Gériintiilerinin
Degerlendirilmesi

Ishikawa mono-kiiltiir sferoidlerinin immiinofloresan boyamasindan sonra
lazer taramali mikroskop araciligiyla Z-stack optik kesitleri alindi. Daha sonra tiim
kesitler i¢in Imaje J ile Alexa Fluor 488 intensity Slciimleri yapildi. Goriintiiniin
belirgin oldugu kesitler DAPI, Alexa Fluor 488 ve ikisinin bir arada bulundugu
goriintliler ayr1 tablolar halinde asagida verilmistir. Tiim kesitlere ait intensity

Olctimleri Sekil 6.10.4.’de gosterilmistir.
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Tablo 6.10.1. Ishikawa sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI goriintiileri(10X).
ISHIKAWA B-KATENIN Z-STACK

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit

4. Kesit

5.Kesit

6.Kesit

8.Kesit

9.Kesit

10.Kesit

11.Kesit

12 Kesit

13.Kesit

14.Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17.Kesit

18.Kesit
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Tablo 6.10.2. Ishikawa sferoidinin Z-stack optik Kkesitlerinin Alexa Fluor 488
goriintiileri(10X).
ISHIKAWA B-KATENIN Z-STACK
1.Kesit 2. Kesit 3.Kesit 4. Kesit

5.Kesit

6.Kesit

7 .Kesit

8.Kesit

9.Kesit

10.Kesit

11.Kesit

12 Kesit

13.Kesit

14 Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17.Kesit

18.Kesit
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Tablo 6.10.3. Ishikawa
goriintiileri(10X).

sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI ve Alexa Fluor 488

ISHIKAWA B-KATENIN Z-STACK

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit

4 Kesit

6.Kesit

7.Kesit

8.Kesit

9.Kesit

10.Kesit

b
e

11.Kesit

12 Kesit

13.Kesit

14 Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17 Kesit

18.Kesit
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Sekil 6.10.4. Ishikawa mono-kiiltiir sferoidlerinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488

intensity olgtimleri.

6.11. Huvec ve Ishikawa Ko-kiiltir Sferoidinin p-Katenin Antikoru ile
Immiinofloresan Boyamasimin Z-stack Alinarak Kaydedilmis Gériintiilerinin
Degerlendirilmesi

Huvec ve Ishikawa ko-kiiltiir sferoidlerinin immiinofloresan boyamasindan
sonra lazer taramali mikroskop araciligiyla Z-stack optik kesitleri alindi. Daha sonra
tiim kesitler igin Imaje J ile Alexa Fluor 488 intensity dl¢iimleri yapildi. Goriintiiniin
belirgin oldugu kesitler DAPI, Alexa Fluor 488 ve ikisinin bir arada bulundugu
goriintliler ayr1 tablolar halinde asagida verilmistir. Tiim kesitlere ait intensity

Olctimleri Sekil 6.11.4.’de gosterilmistir.

128



Tablo 6.11.1. Ko-kiiltiir sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI gérintiileri(10X).
KO-KULTUR B-KATENIN Z-STACK DAPI

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit

4 Kesit

5.Kesit

6.Kesit

7.Kesit

8.Kesit

9.Kesit

10.Kesit

11.Kesit

12.Kesit

13.Kesit

14 Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17 Kesit

18.Kesit
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Tablo 6.11.2. Ko-kiiltiir

goriintiileri(10X).

sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488

KO-KULTUR B-KATENIN Z-STACK AF488

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit 4.Kesit

5.Kesit

6.Kesit

7 .Kesit 8.Kesit

9.Kesit

10.Kesit

11.Kesit 12.Kesit

13.Kesit

14 Kesit

15.Kesit 16.Kesit

17 Kesit

18.Kesit
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Tablo 6.11.3. Ko-kiiltiir
goriintiileri(10X).

sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin DAPI ve Alexa Fluor 488

KO-KULTUR B-KATENIN Z-STACK

1.Kesit

2.Kesit

3.Kesit

4 Kesit

5.Kesit

6.Kesit

8.Kesit

9.Kesit

11.Kesit

12.Kesit

13.Kesit

14 Kesit

15.Kesit

16.Kesit

17 Kesit

18.Kesit
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Sekil 6.11.4. Ko-kiiltiir sferoidinin Z-stack optik kesitlerinin Alexa Fluor 488 intensitiy

Ol¢timleri.

6.12. Huvec, Ishikawa Mono-Kiiltiir ve Ko-Kiiltiir Sferoidlerinin Alexa Fluor

488 intensity Olciimlerinin image J ile Degerlendirilmesi
Huvec, Ishikawa mono-kiiltir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin Z-stack optik

kesitleri alindiktan sonra Alexa Fluor 488 intensity degerleri image J ile 6l¢iilmiistiir.

Sferoidlerin goriinmeye basladigi kesitten itibaren 10 tanesi segilerek sfeoidler

arasinda karsilagtirma yapilmistir.

132



Tablo 6.12.1. Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin ayni kesitlerinde

intensity degerlerinin karsilagtirilmasi.

B-KATENIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC ISHIKAWA KO-KULTUR INTENSITY
0.6
0.4+
0.2
0.0 -
4"'0 & .\@‘
& ‘.\&'D *;o
0.011 0.025 0.533 L 4

0.027

0.106

0.955

0.074

0.325

1.965

0.222

0.537

4.014
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B-KATENIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC ISHIKAWA KO-KULTUR INTENSITY
. . . |
0.977

5.524

7.369

72.781
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B-KATENIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC

ISHIKAWA

KO-KULTUR

INTENSITY

15.445

18.336

75.920

40.116

37.703

46.137

47.097

27.603

38.307

12.842
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B-KATENIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC

ISHIKAWA

KO-KULTUR

INTENSITY

10.287

10.32

6.114

154

@

4.652

8.379

3.296

4.016
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B-KATENIN ALEXA FLUOR 488

HUVEC ISHIKAWA KO-KULTUR INTENSITY

0.8

0.6

0.4
0.2
0.0- :

&
0.488 "

0.412

0.143 0.523 0.304

6.12.2. Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin Alexa Fluor
488 intensity olciimlerinin istatistiksel analizi

Huvec, Ishikawa mono-kiiltir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin Z-stack optik
kesitleri alindiktan sonra Alexa Fluor 488 intensity degerleri image J ile 6lgiilmiistiir.
Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidlerinin optik kesitlerinin intensity
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05) (Sekil
6.12.2.1).
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95% Guven Araligi (Tukey)

® Ortalama Intensity Farki
Ko-kiiltiir - Ishikawa— : : ®
Ko-kiiltiir - Huvec — ®
Ishikawa - Huvec- : s !
I I I I 1
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Grup Ortalamalan Arasindaki Farkhlik

Sekil 6.12.2.1. Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidleri arasinda yapilan ¢oklu

karsilastirma testinin sonucu.

6.13. Huvec ve Ishikawa Hiicreleriyle Olusturulan Ko-Kiiltiir Sferoidlerinin E-
Kaderin ve p-Katenin Polink ikili Boyama Gériintiileri

Ko-kiiltiir sferoidleri poliink ikili boyama sistemiyle boyandiktan sonra lazer
taramali konfokal mikroskop ile Z-stack alinarak goriintiileri kaydedilmistir. Alexa
Fluor 488 sekonder antikoru ile E-Kaderin, Alexa Fluor 546 sekonder antikoru -

Katenin adezyon molekiilleri gosterilmistir.
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Tablo 6.13.1. Ko-kiiltiir sferoidinin poliink ikili boyama goriintiileri.

DAPI

ALEXA FLUOR 488

ALEXA FLUOR 546

MERGE
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6.14. Ishikawa ve Huvec Hiicrelerinin Iki Boyutlu Mono-Kiiltiir ve Ko-Kiiltiir
Modelinde E-Kaderin immiinofloresan Boyama Gériintiileri

E-Kaderin antikoru ile immiinofloresan boyama yapilmis iki boyutlu
hiicrelerin pozitif ve negatif 6rneklerinin Dap1, Alexa Fluor 488 ve ikisinin bir arada
oldugu goriintiiler degerlendirildi. Zeiss LSM 800 lazer taramali konfokal mikroskop
ile goriintiileri kaydedildi. Gériintiilerin Alexa Fluor 488 intensity dl¢iimleri image J
ile yapildi. Elde edilen goriintiiler Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir modeli

icin ayr1 tablolar halinde agagida verilmistir.
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Tablo 6.14.1. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii modelinde Huvec hiicrelerinin E-Kaderin

immiinofloresan boyamasinin goriintiileri (10X).

HUVEC E-KADERIN
DAPI ALEXA FLUOR MERGE
==
F
<
&)
M
z
NS
==
=
N
o
(a9}
N
==
=
N
o
[a )
o
B
=
N
o
[a )
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Tablo 6.14.2. iki boyutlu hiicre kiiltiirii modelinde Ishikawa hiicrelerinin E-Kaderin

immiinofloresan boyamasinin goriintiileri (10X).

ISHIKAWA E-KADERIN
DAPI ALEXA FLUOR MERGE
==
F
<
&)
M
z
NS
==
=
N
o
(a9}
N
==
=
N
o
[a )
o
B
=
N
o
[a )
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Tablo 6.14.3. Huvec ve Ishikawa hiicreleriyle olusturulan iki boyutlu ko-kiiltiir modelinde

E-Kaderin immiinofloresan boyamasinin goriintiileri (10X).

KO-KULTUR E-KADERIN

DAPI ALEXA FLUOR MERGE

NEGATIF

POZITIF-2

POZITIF-3

POZITIF-1
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6.14.1. Ishikawa ve Huvec hiicrelerinin iki boyutlu mono-Kkiiltiir ve ko-Kkiiltiir
modelinde Alexa Fluor 488 intensity ol¢iimlerinin istatistiksel analizi

Iki boyutlu hiicreler E-Kaderin antikoru ile immiinofloresan boyama
yapildiktan sonra goriintiileri kaydedilmistir. Alexa Fluor 488 intensity degerleri
Image J ile dlgiilmiistiir. Olgiilen ortalama intensity degerleri Sekil 6.14.1.1.°de
verilmistir. Huvec ve Ishikawa mono-kiiltiir modeli arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p=0,0175). Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir modeli

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,0175) (Sekil 6.14.1.2.).
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Sekil 6.14.1.1. iki boyutlu Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir modelinde hiicrelerin

ortalama intensity degerleri.
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95% Guven Araligi (Tukey)

® Ortalama Intensity Farki
Ishikawa - Ko-Kiiltiir D ° -
Huvec - Ko-Kiiltiir— : . | *
Huvec - Ishikawa-| | ®
| I 1 1
-40 -20 0 20 40

Gruplar arasindaki ortalama fark

Sekil 6.14.1.2. Olgiilen intensity degerleri arasinda yapilan coklu karsilastirma testinin
sonucu. (*p<0.05)

6.15. Ishikawa ve Huvec hiicrelerinin iki boyutlu mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir
modelinde -Katenin immiinofloresan boyama goriintiileri

B-Katenin antikoru ile immiinofloresan boyama yapilmis iki boyutlu
hiicrelerin pozitif ve negatif 6rneklerinin Dap1, Alexa Fluor 488 ve ikisinin bir arada
oldugu goriintiiler degerlendirildi. Zeiss LSM 800 lazer taramali konfokal mikroskop
ile goriintiileri kaydedildi. Gériintiilerin Alexa Fluor 488 intensity dlciimleri Image J
ile yapildi. Elde edilen goriintiiler Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir modeli

i¢in ayr1 tablolar halinde asagida verilmistir.
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Tablo 6.15.1. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii modelinde Huvec hiicrelerinin B-Katenin

immiinofloresan boyamasinin goriintiileri (10X).
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Tablo 6.15.2. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii modelinde Ishikawa hiicrelerinin B-Katenin

immiinofloresan boyamasinin goriintiileri (10X).
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Tablo 6.15.3. Huvec ve Ishikawa hiicreleriyle olusturulan iki boyutlu ko-kiiltiir modelinde f3-

Katenin immiinofloresan boyamasinin goriintiileri (10X).
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6.15.1. Ishikawa ve Huvec hiicrelerinin iki boyutlu mono-Kkiiltiir ve ko-Kkiiltiir
modelinde Alexa Fluor 488 intensity ol¢iimlerinin istatistiksel analizi

Iki boyutlu hiicreler PB-Katenin antikoru ile immiinofloresan boyama
yapildiktan sonra goriintiileri kaydedilmistir. Alexa Fluor 488 intensity degerleri
Image J ile dlgiilmiistiir. Olgiilen ortalama intensity degerleri Sekil 6.15.1.1.°de
verilmistir. Huvec ve Ishikawa mono-kiiltiir hiicrelerinin intensity degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,0086). Ishikawa mono-kiiltiir ve
ko-kiiltir modelinde hiicrelerin intensity degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark bulunmustur (p=0,0359) (Sekil 6.15.1.2).
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Sekil 6.15.1.1. iki boyutlu mono-kiiltiir ve ko-kiiltir modelinde Huvec ve Ishikawa

hiicrelerinin ortalama intensity degerleri.
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95% Giiven Araligi (Tukey)

Ishikawa - Ko-kiiltiir-| e —x%
Huvec - Ko-kiiltiir| ———

Huvec - Ishikawa-] ————@——— —— 4 x

I I 1 1
-40 -20 0 20 40
Gruplar arasindaki ortalama fark

Sekil 6.15.1.2. Olgiilen intensity degerleri arasinda yapilan ¢oklu karsilastirma testinin
sonucu. (**p=0,0086, *p=0,0359)

® Ortalama Intensity Farki
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7. TARTISMA VE SONUC

Hiicre kiiltiirii, genellikle temel ve klinik in vivo ¢aligmalarda kullanilan bir
yontemdir. Ayn1 zamanda ilag kesif siirecinde Oonemli bir yere sahiptir. Hayvan
testlerini azaltmak igin basit, hizli ve uygun maliyetli bir yol saglar(124). Bu tez
calismasinda hiicre kiiltiirinlin kullanilmasinin temel nedeni saglamis oldugu
avantajlar ve kullanim alanlarinin yaygmligidir. Calismanin amaci hiicre kiiltiiriinde
kullanilan farkli tekniklerin avantaj ve dezavantajlarini ortaya koymaktir. Bu sebeple

iki boyutlu ve ii¢ boyutlu olarak mono ve ko-kiiltiir teknigi kullanilmistir.

In vivo ortamdaki hiicreler, hiicre dist matris (ECM) ve diger hiicrelerle
cevrilidir. Bu nedenle, iki boyutlu hiicre kiiltiiri bazen in vivo yanitla ilgili yaniltict
olabilecek ongoriilemeyen veriler saglar. ilag gelistirmede bilesik taramaya yonelik
standart prosediirler, iki boyutlu hiicre kiiltiiriine dayali testlerle baslamakta daha
sonra hayvan modeli testleri ve klinik arastirmalar ile devam etmektedir. Test edilen
bilesiklerin yaklasik %10'u klinik arastirma asamasinda basarili olmaktadir. Iki
boyutlu kiiltiir kosullarinda uygun doku yapist ve hiicre-hiicre etkilesimleri
kayboldugundan, in vivo durum olarak tam olarak yansitilamamaktadir(124, 125).
Iki boyutlu yiizeylerde bilyiime, hiicrenin yiizeye yapismasi ve i¢ hiicre iskeletinin
yeniden sekillenmesi ile sonuglanir. Bu tiir degisikliklerin gen ekspresyonunu
degistirdigi  gosterilmistir. Hiicrenin ylizeye yapismast niikleer sekli de
etkilemektedir. Niikleer seklin degisimi, gen ekspresyonu ve protein sentezinde
farkliliklara yol agabilir. Ornegin, tek tabaka halinde kiiltiirlenmis hiicrelerin
terapotik maddelere daha duyarli oldugu diislintilmektedir. Ayrica, iki boyutlu hiicre
kiiltliriiniin, hiicre proliferasyonunu artirabildigi ancak smnirli hiicre etkilesimleri

nedeniyle hiicre farklilagmasini inhibe ettigi soylenmistir(125, 126).

In vitro iki boyutlu hiicre kiiltiirii ve in vivo arasinda biiyiik bir bosluk vardir,
Iki boyutlu hiicre kiiltiirlerine kiyasla daha gercek¢i uzaysal, biyokimyasal ve
hiicresel parametreler saglayan ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri bu boslukta kdprii
gorevi gorebilir. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii modellerinin molekiiler ve hiicresel
mekanizmalarin daha 1yl anlasilmasini sagladigi, daha gercekei hiicre-hiicre
etkilesimleri nedeniyle yeni ilacglarin gelistirilmesini ve taranmasini kolaylastirdig

gosterilmistir(124, 126, 127). Daha once yapilan ¢alismalarda, iki boyutlu ve ii¢
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boyutlu  kiiltiirlenmis  glioma hiicrelerinin  proteomlar1  kantitatif — olarak
karsilagtirmistir. Ve immiin yanit yollarinda dikkate deger farkliliklar oldugunu
gbzlemlemlenmistir(128, 129). iki boyutlu kiiltiir yerine {i¢ boyutlu olarak biiyiitiilen
hepatoseliiler ~ karsinom hiicrelerinin  adezyon proteinlerinde ve  matriks
metalloproteinaz ekspresyonlarinda farkliliklar goriilmiistiir. Benzer sekilde parotis
bezi hiicrelerinin, iki boyutlu yerine ii¢ boyutlu olarak kiiltiirlenmesinin sonucunda
daha vyiiksek seviyelerde amilaz ve akuaporin proteinlerinin eksprese edildigi

gosterilmistir(129).

Kati tiimérlerin in vivo’da dogal biiyiimesi {i¢ boyutludur. Ug boyutlu hiicre
kiiltlirsi, in vivo’ da oldugu gibi hiicre-hiicre etkilesimleri olusturma ve {i¢ boyutlu
yapilara doniisme kabiliyeti nedeniyle in vivo ortami geleneksel iki boyutlu hiicre
kiiltiirtinden daha iyi taklit etmektedir. Bu teori, iki boyutlu kiiltiirler olarak
yetistirilen hiicrelerin bazi dogal islevsel yeteneklerini kaybetmeleri gercegiyle
desteklenmektedir; ancak bu degisiklikler, hiicrelerin yeniden {i¢ boyutlu olarak

biiyiitiilmesiyle engellenebilir(130).

Sferoidler, hiicre-hiicre etkilesiminin hiicre-substrat etkilesimlerine baskin
oldugu bir ortamda kiiltiirlenen birka¢ bin hiicreden olusan kendi kendine bir araya
gelmis kiiresel kiimelerdir. Iglerinde bulunan oksijen ve besin gradyanlar: ile
avaskiiler tiimorleri taklit ederler. Bu tiir sferoidler sekil, hiicre morfolojisi, biiyiime
kinetigi, gen ekspresyonu ve ilag tepkisi agisindan in vivo tiimorlere benzerler(127).
Sferoidler, endometriyal kanser, yumurtalik kanseri, hepatoseliiler kanser ve kolon
kanseri dahil olmak iizere ¢ok cesitli kaynaklardan yetistirilebilir. Bu modellerin,

ozellikle timor ¢aligsmalari igin degerli temsilciler oldugu kanitlanmistir(129).

Iki boyutlu kiiltiirden ii¢ boyutlu kiiltiir tekniklerine gegis, fizyolojik olarak
daha uygun doku modellerine dogru gegiste 6nemli bir adimdir. Bununla birlikte, {i¢
boyutlu kiiltiir teknikleri tipik olarak dokularin ¢ok hiicreli karmasikligin1 heniiz
yakalayamamaktadir ve vaskiilariteden yoksundur(131). Gergeklestirdigimiz tez
calismasinda ko-kiiltiir teknigi Kullanilarak Ishikawa hiicre hatti, insan vaskiiler
endotel hiicre hatt1 olan Huvec hiicreleriyle birlikte biiyiitiildii. Bu sayede vaskiilarite
eksikligi ortadan kaldirilarak, sferoidlerde in vivo tiimér mikro gevresine uygun bir

model olusturuldu.
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Ko-kiiltiir sistemleri, iki veya daha fazla farkli hiicre tiirliniin ayn1 kap veya
kuyuda birlikte kiiltiirlendigi in vitro kiiltiirlerdir. Ko-kiiltiirler, iki hiicre tiiriiniin st
iiste bulundugu veya karisik bir popiilasyon olarak kiiltiirlendigi hiicreden hiicreye
etkilesimlere izin veren direkt ko-kiiltiir ve dolayli olarak iki hiicre popiilasyonunun
membran ekleri ile ayrildig1 veya onceden kosullandirilmis ortamlarin kullanildig
indirekt ko-kiiltiir olarak ikiye ayrilir. indirekt ko-kiiltiirler hiicre-hiicre yapismasi /
integrin / notch tipi sinyallesmeyi yakalamaz(67). Calismamizda direkt ko-kiiltiir
tercih edilmesinin sebebi adhezyon molekiillerini inceleyebilmektir. Ayrica timor
hiicrelerinin mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir teknigiyle biiyiitiildiiginde hangisinin in vivo

tiimdrlere daha yakin bir model olacagi anlagilmaya calisilmistir.

Gergeklestirdigimiz ¢alisma sonucunda, Huvec hiicre hattinin, endometriyum
kanseri hiicre hatt1 (Ishikawa) kadar sferoid olusturma egiliminde olmadigi ve
kompakt sferoidler olusturamadigir gozlemlendi. Ishikawa hiicre hattinin sinirlar
daha belirgin kiiremsi ve kompakt sfeoidler olusturdugu kaydedildi. Huvec hiicreleri
tek basina ekildikten 24 saat sonra sferoid olusumu gézlenmezken, Ishikawa mono-
kiiltir ve ko-kiiltiir hiicreleri sferoid formu olusturabildi. EKildikten sonraki 1. giin
Olglimlerinde en genis ¢apa ulasan sferoidlerin Ko-kiiltiir sferoidleri oldugu
belirlendi. Birinci giin bir Ishikawa sferoidi ortalama 416 pum iken bir ko-kiiltiir
sferoidi 715,3 um olarak kaydedildi. Huvec hiicrelerinde sferoid olusumu ikinci giin
gerceklesti. Bununla birlikte birinci giin 426,520 um olarak 6lgiilen bir Ishikawa
sferoidi ikinci giin gosterdigi biliylime sonucunda 454,009 pm olarak olgtildi. Ko-
kiiltiir hiicrelerinin biiytikliklerinde ilk giine oranla ikinci giin azalma kaydedildi.
Soyle ki birinci giin 740,132 pum olarak o6l¢iilen ko-kiiltiir sferoidi ikinci giliniinde
480,095 pm olarak 6lgiildii. Tiim gruplarin, ikinci giin Slgiimleri yapildiginda ise
Huvec sferoidleri ortalama 413,6 um, Ishikawa sferoidleri ortalama 452,5 um ve ko-
kiiltiir sferoidleri ortalama 498 um olarak belirlendi. Ucgiincii giinde Huvec
sferoidlerinde ikinci giine oranla ortalama 60 um’ lik bir kiigiilme gozlendi. Ishikawa
sferoidleri ise Giglincii giinde ortalama olarak 21,95 um’ lik bir kii¢iilme gosterdiler.
Ko-kiiltiir sferoidlerinde de digerlerinde oldugu gibi {igiincii giin ortalama 64,41 um’
lik bir kiiglilme gozlemlendi. Hem birinci giin hem ikinci giin ko-kiiltiir sfeoidleri
diger gruplarla karsilastirildiginda, biiyiikliikk bakimindan istatistiksel olarak anlamli

derecede fark ortaya koymustur. Yalnizca ligiincii giin Ishikawa mono-sferoidleriyle
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arasindaki fark istatistiksel olarak anlam ifade etmemektedir. Tim bunlarin
sonucunda ko-kiiltiir sferoidlerinin endotel hiicre hattinin varligindan dolayr daha iyi
gelismesi, mono-kiiltiir timor sferoidlerinden daha biliylik olmasi hipotezimizle
uyumluluk gostermistir. Tiimor mikro ¢evresinde bulunan endotel hiicrelerin timor
bliyiimesi ve anjiyogenezi destekledigi  bilinmektedir(80). Ayrica timor
anjiyogenezinin de kan damarlarinda bulunan endotel hiicre varliginin artmasiyla
ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir(74). Daha 6nce yapilmis bir ¢alismada meme kanseri
hiicrelerinin, endotel hiicrelere yapisarak migrasyon ve invazyon Kkabiliyetini
arttirdig1 gosterilmistir(132). Ayrica yapilan bir bagka ¢alismada yumurtalik kanseri
hiicrelerinin VGFA( vaskiiler biiylime faktorii-A) muamele edilmesine ragmen kilcal
bir olusum gostermedigi fakat Huvec hiicreleriyle birlikte kiiltiirlendiklerinde endotel
hiicre dallanma noktalarinin ve kapiller tiiplerin sayisinda bir artis ve anjiyogenik
davraniglar gosterdikleri belirtilmistir(133). Bu nedenle ¢alismamizda kullandigimiz
endotel hiice hattinin in vivo’ da oldugu gibi timor hiicrelerinin biiylimesini

arttirdigini sdyleyebiliriz.

Hayvan modelleriyle karsilagtirildiginda, ii¢ boyutlu ko-kiiltlirler daha
ekonomiktir ve belirli hiicre tiirleri arasindaki hiicre iletisiminin incelenmesini
kolaylastirir. Aksi takdirde hiicre iletisimi, tiimor mikro ortaminda meydana gelen
¢oklu ve eszamanli etkilesimler tarafindan maskelenir(67). Kanser, anormal E-
kaderin ekspresyonu ile iliskilendirilebilir. Endometriyum kanserlerinde E-kaderin
ekspresyonunun kaybi ve integrin ekspresyonunun yeniden diizenlenmesi(3, 134)
kanser hiicrelerinin miyometriuma daha derin penetrasyonu, uterusta timor
proliferasyonu ve pelvik lenf nodlarina metastaz yapmasiyla iligkili oldugu
gosterilmistir(134-136). Son yillarda artan kanitlar, E-kaderin’ in meme, mide ve
akciger gibi bir¢ok insan kanserinde istenmeyen Klinikopatolojik parametreler ile

iliskili oldugunu ortaya koymustur(137).

Calismamizda olusturulan Huvec, Ishikawa mono-kiiltir ve ko-kiltiir
sferoidlerinde hiicre adezyon molekiilii olan E-kaderin ve B-katenin ekspresyonlari,
immiinofloresan boyama yontemiyle semi-kantitatif olarak belirlendi. Bu adezyon
molekiillerinin varligi hem iki boyutlu hem ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirlinde mono-kiiltiir

ve ko-kiiltiir halinde karsilastirildi.

154



Ug boyutlu sfeoridler olusturularak yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
karsilasilan en biiyiik problem boyut bakimindan standardizasyonlarin saglanmasinda
giicliik ¢ekilmesidir(50). Sferoid olustururken ekilen hiicre sayisi esit olsa da elde
edilen sferoidlerin bilyiikliikleri kontrol edilememektedir. Bu problemin Oniine
olduke¢a fazla sayida sferoid iireterek i¢lerinden birbirlerine miimkiin oldugunca en
yakinlar segilerek gecilebilinir. Bunun yaninda sferoidlerin boyama iglemleri igin
bagka bir ortama aktarilmasi gerekmektedir. Bu aktarim sirasinda sferoidi
gorebilmek, diizgiince alabilmek ve par¢alanmasina engel olmak deneylerimizi
sirasinda karsilatigimiz zorluklardan biridir. Boyama igin fiksasyon isleminden sonra
sferoidler  genellikle aktarildiklar1  kuyucuklarin  igerisinde yilizer halde
bulunmaktadir. Bu durum boyama i¢in gerekli islemler sirasinda sferoidlerin pipet
ucuna kagmasina ya da kuyucugun duvarlarina yapismasina da neden olabilmektedir.
Deney sirasinda pek ¢ok sferoidin bu sekilde kaybedilmesi sebebiyle oldukca fazla
deney tekrar1 gerekmistir. Boyama yapildiktan sonra goriintiileme islemi i¢in lamin
tizeri lamel yardimiyla kapatilmistir. Sferoidlerin boyutlarinin tam olarak birbirlerine
esit olma olasiligi miimkiin olmadig: i¢in tiim sferoidlerden esit sayida ve ayni
bolgeye denk gelecek sekilde Z-stack alabilmek de karsilastigimiz problemler

arasinda onemli yer tutmustur.

E-kaderin rabbit monoklonal antikor ile immiinofloresan boyama yapilan
Huvec mono-sferoidlerinin E-kaderin ekspresyonunun digerlerinden daha az olmasi
hipotezimize dair beklentilerimiz arasinda yer almaktaydi. Ishikawa mono-
sferoidlerdinde E-kaderin ekspresyonu diger iki gruba oranla oldukg¢a yiiksek
kaydedildi. Renal ve hepatoselliiler karsinom hiicre hatlarinda sferoid olusumunun E-
Kaderin ekspresyon seviyelerinin artist ile iliskili oldugu bildirilmistir(3).
Gergeklestirdigimiz immiinofloresan boyama ile endometriyal kanser hiicre hattinda
da sferoid olusumunun E-kaderin ekspresyon seviyesinin artisina bagli oldugunu
gostermis bulunmaktayiz. Froeling ve arkadaslar1 kanser hiicrelerinin stromal
hiicrelerle birlikte kiiltiirlendiklerinde E-kaderin ekspresyonlarinda azalma oldugunu
gostermislerdir(138). Huvec ve Ishikawa hiicre hatlariyla olusturdugumuz ko-kiiltiir
sferoidlerinin ekspresyon seviyeleri Ishikawa mono-sferoidlerinden anlamli derecede
az kaydedildi. Bu sonug, Ishikawa hiicrelerinin Huvec hiicreleri ile

kiiltirlendiklerinde, E-kaderin ekspresyonunun baskilandigini diisiindiirmektedir.
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Endotel hiicrelerin E-kaderin ekspresyonun ¢ok az veya hi¢c olmadigi
bilinmektedir. Endotel hiicreler VE-kaderin ve N-kaderin eksprese ederler. N-
kaderin’in hiicre dis1 alaninda, endotel hiicrelerde bulunan fibroblast biiyiime faktorii
reseptorlerinin, (FGF) aktivasyonundan sorumlu olan bir bolge tanimlanmistir(139).
Huvec hiicrelerinde yer alan FGF-1 reseptor aracili bFGF, E-Kaderin ekspresyonunu
azaltmaktadir(140). Hem mono-kiiltir hem ko-kiiltiir sferoidlerine yapmis
oldugumuz immiinofloresan boyama sonucunda ko-kiitiir sferoidlerinin hiicresel
iletisiminin daha fazla olmasi nedeniyle Huvec hiicrelerinin Ishikawa hiicrelerinin E-
kaderin ekpresyonunu baskilamis olabilecegini diisiinmekteyiz. Azalan E-kaderin
ekspresyon seviyesi, in vivo’da hiicrelerin daha karmasik bir mikro c¢evrede
bulundugunu ve sinyal mekanizmalarinin daha fazla oldugunu bu nedenle ko-kiiltiir

tekniginin yapilacak arastirmalar i¢in daha agiklayici oldugunu kanitlar niteliktedir.

Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir sferoidleriyle gerceklestridgimiz
B-katenin monoklonal antikoru ile immiinofloresan boyamada, her ti¢ sferoide ait
optik kesitlerin intensity degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmedi. E-kaderin ekspresyon seviyesi azalmis olsa bile [-katenin
ekspresyon seviyesi mono-kiiltir ve ko-kiiltir sferoidi arasinda farklilik
gostermemistir.  Froeling ve ark. pankreas kanseri hiicrelerinde E-kaderin
ekspresyonunun azalmasinin aksine [-katenin ekspresyonunun stromal hiicre
varhiginda arttigimi  gézlemlemislerdir(138). Fakat c¢alismamizda Kko-kiiltiir

sferoidlerinde B-katenin ekspresyonlarinda anlamli bir degisiklik gdzlemlenmemistir.

Sferoidlerin goriinmeye basladigi ilk kesitten itibaren sirasiyla 10 adet optik
kesit segildi. Bu iglem yalnizca ayni kesitlerde intensity degerlerini karsilastirabilmek
amaciyla yapildi. Ornegin E-kaderin intensity degeri bir Huvec mono-sferoidinin 5.
kesitinde 2,589 olarak Olgiiliirken Ishikawa mono-sferoidinde 9,302 ve ko-kiiltiir
sferoidinde 26,084 olarak olgiildii. B-katenin ekspresyon seviyeleri se¢tigimiz 6.
kesitte Huvec mono-sferoidi i¢in 0,956 olgiiliirken Ishikawa mono-sferoidin 1,955 ve
ko-kiiltiir sferoidinde 18,702 olarak olciildii. Istatistiksel analiz yapilirken tiim

kesitlere ait toplam intensity degeri lizerinden ti¢ grup arasinda karsilastirma yapildi.

E-kaderin ve B-katenin intensity degerlerini gérmek i¢in iki boyutlu hiicre

kiltirinde Huvec, Ishikawa mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir modelleri hazirlandi. E-
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Kaderin intensity degerleri Ishikawa mono-kiiltiir hiicrelerinde diger iki hiicre
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek c¢ikmistir. Ayni sekilde B-
katenin intensity degeri iki boyutlu Ishikawa mono-kiiltiirinde Huvec ve ko-kiiltiir
hiicrelerinden anlamli derecede yiiksek kaydedildi. Canli dokularda bitisik hiicre
tipleri arasinda giiclii bir damarlanma ve etkilesim vardir. iki boyutlu mono-kiiltiir
sisteminde tek hiicre cesidi yalmiz basma biiyiitiilir ve biyolojik deneyler icin
kullanilir. Bu ag¢idan in vivo gibi hiicresel etkilesim ve {i¢ boyutlu goriiniime sahip
degildir. iki boyutlu mono-kiiltiir sisteminin biyolojik deneylerde ii¢ boyutlu ko-
kiiltiir sisteminden daha az giivenilir olduguna inanilmaktadir(141). Bu nedenle iki
boyutlu hiicre kiiltiiriiyle yapmigs oldugumuz mono-kiiltir ve ko-kiiltiir
karsilastirmamizdan ¢ikan sonuglarin, ti¢ boyutlu hiicre kiiltiirii tekniginde elde
ettigimiz sonuglarla saglamasini gerceklestirmis bulunmaktayiz. iki boyutlu ve iig
boyutlu hiicre kiiltiirlerini karsilagtirabilmek hiicrelerin fiziksel ve fonksiyonel
durumlar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda, optimizasyon saglamanin zorlugu

nedeniyle karsilastirilamamastir.

Gergeklestirdigimiz tez ¢alismast hem iki boyutlu hem de ii¢ boyutlu olarak
mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir modellerinin karsilastirilmasi i¢in yapilmis en genis ¢apl
calisma olma ozelligine sahiptir. Daha once herhangi bir calismada sferoidlerin
boyutu ii¢ giin boyunca gozlenerek mono-kiiltiir ve ko-kiiltiir arasindaki fark ortaya
konulmamustir. Ayrica E-kaderin ve B-katenin intensity degerlerinin her iki teknikte
iki boyutlu ve ii¢ boyutlu olarak karsilastirildigr ilk c¢aligmadir. Farkli bir ekip
tarafinda daha oOnce yapilmis bir deneysel ¢aligmada, karaciger ve pankreas
kanserlerinde E-kaderin ve [B-katenin ekspresyon seviyeleri ko-kiiltiir teknigiyle
Ol¢iilmiistiir. Fakat endometriyum kanserinde ko-kiiltiir teknigiyle E-kaderin ve -
katenin intensity degeriyle iliskili bir ¢alisma mevcut degildir. Calismamiz ayni
zamanda endometriyum kanserinin endotel hiicrelerle birlikte kiiltiirlendikten sonra
goriilen E-kaderin ve B-katenin intensity degerlerini ortaya koymaktadir. Bundan
sonraki calismalarimizda, iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirlinde mono-kiiltiir ve
ko-kiiltiir modellerinde E-kaderin ve B-katenin ekspresyon miktarlarint Western Blot
teknigiyle belirleyerek, mRNA ekpresyon seviyeleriyle ilgili daha detayli ve

kantitatif sonuglarla karsilastirma parametrelerini artirmay1 hedeflemekteyiz.
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