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oz
Amag: Sferoid kiiltiirleri, hiicrelerin kendi i¢ dinamikleri ve diger hiicrelerle olan
etkilesimleri acisindan tek tabakali kiiltiirlere kiyasla timor dokusunun
ozelliklerini daha iyi yansitmaktadir. Bu calismanin amacy, tic boyutlu (3D) ve iki
boyutlu (2D) kiiltiir ortamlarinda iiretilen CD133+/CD44+ prostat kanser kok
hiicrelerinin  (KKH) makromolekiillerindeki benzerlik ve farkliiklarimin
arastirilmasidir.
Gere¢ ve Yontem: DU-145 prostat kanser hiicre hatti icerisindeki
CD133+/CD44+ yiizey belirte¢ ozelliklerine sahip KKH'leri akis sitometrisi
(FACS) kullanilarak izole edilmistir. Agarla kapl kiiltiir kaplar: ile sferoid
yapilar olusturulmustur. 2D ve 3D kiiltiir ortamlarindaki KHK hiicreleri Fourier
dontistimii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi ile karsilastirilmistir.
Bulgular: CD133+/CD44+ hiicrelerin birinci haftada agarl kiiltiir ortamlarinda
mikro-agregatlar olusturdugu gozlenmistir. Tkinci haftada ise, olgun sferoid
yapilarin olustugu saptanmistir. 2D ve 3D (multiselliiler tiimor sferoidleri) kiiltiir
ortamlarinda tiretilen hiicreler ile yapilan FTIR analizleri KHK hiicre yapisindaki
proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerde (DNA, RNA) 6nemli
derecede farklanmalar oldugunu gostermistir. Membran lipit acil zincir
uzunlugu ve hiicre zari kalinligi, proteinlerin sekonder yapilari ve DNA
oligoniikleotitlerin baz sekanslarinda veya fonksiyonel gruplarinda &nemli
farklanmalarin oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, 3D kiiltiir
ortaminda tiretilen sfreoid yapilarinin in vivo tiimér dokusu ile benzer 6zellikler
sergiledigini gostermistir.
Sonug: Hiicre ortam kosullar: ile yaratilmis olan fiziksel, kimyasal ve biyolojik
GUunnur GULER ozellikler hiicrelerin kendi i¢ dinamigini ve mikrocevresi icerisindeki
Ege Universitesi, ilag Arastirma-gelistirme ve etkilesimlerini 6nemli derecede etkilemektedir. 2D kiiltiir ortamlari ile hiicreleri
Farmakokinetik Uygulama Merkezi, izmir tek boyutta indirgemek hiicrelerin gercek ozelliklerini yansitmamaktadir. Bu
@ hetps://orcid.ore/0000-0002-8485-7372 nedenle, 3D kiiltiir ortamlar1 ile hiicre dinamiklerinin incelenmesi
) ps:/jorad.org gerekmektedir. Bu calismadan elde edilen sonugclar, kanserde 6nemli bir hiicre
popiilasyonunu olusturan KKH'lerin membran yapisi, lipitler, proteinlerin
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sekonder yapilar1 ve DNA oligoniikleotit yapilarmin
olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: kanser kok hiicresi, prostat kanseri, FTIR spektroskopisi,
multiseliiler tiimor sferoidleri, 3D hiicreler, 2D hiicreler

ABSTRACT

Objective: Spheroid cultures reflect properties of tumor tissue better than
monolayer cultures in terms of internal dynamics and interaction with other cells.
The aim of this study is to investigate the similarities and differences in
CD133+/CD44+ prostate cancer stem cells (CSCs) produced in three-
dimensional (3D) and two-dimensional (2D) culture media.

Material and Method: CSCs with CD133+/CD44+ surface marker properties in
the DU-145 prostate cancer cell lines were isolated using flow cytometry (FACS).
Spheroid structures were formed with agar-coated culture vessels. CSCs in 2D
and 3D cultures were compared with Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy.

Results: CD133+/CD44+ cells were observed to form micro-aggregates in
cultured media in the first week. In the second week, mature spheroid structures
were formed. FTIR analysis revealed that the 2D and 3D (multicellular tumor
spheroids) models of CSCs exhibit significant differences in proteins, lipids and
nucleic acids. Significant differences were detected in membrane lipid acyl chain
length, membrane thickness, protein secondary structures and DNA
oligonucleotides. The results showed that spheroids in 3D culture medium
exhibit similar properties to in vivo tumor tissue.

Conclusion: Physical, chemical and biological properties generated by
environmental conditions significantly affect internal dynamics of cells and their
interactions within the microenvironment. Reducing the cells in one dimension
through the 2D culture medium does not reflect actual properties of cells.
Therefore, cell dynamics in 3D culture media should be investigated. This study
demonstrates that cellular lipids, membrane structure, protein secondary
structures and nucleic acids of CSCs constituting an important cell population in
cancer may be therapeutic targets.

Keywords: cancer stem cell, prostate cancer, FTIR spectroscopy, multicellular
tumor spheroids, 3D cells, 2D cells

terapotik  hedef

Prostat kanseri (PCa), diinya genelinde erkeklerde en
sik teshis edilen ikinci kanser olup, kanser oliimlerinin
erkelerdeki en sik sebeplerinden birisidir. Diinya saglik
(WHO) ve wulusal
istatistiklerine gore 2012 yilinda gergeklesmis oldugu

orgiitii kanser veri tabaninin
tahmin edilen 1,1 milyon yeni vakayla yildan 300.000 kisi

bu hastalik nedeniyle hayatini kaybetmektedir [1, 2].

Prostat dokusu, bag ve kas dokusundan olusan
fibromiiskiiler stroma ve bu yap: ile i¢ ice ge¢mis olan
epitelyal glandiiler bilesenlerden olugmaktadir [3]. PCa
epitelyal  hiicrelerin  proliferasyonu ~ ve  malign
transformasyonu sonucunda olusmaktadir. Geleneksel
anti-PCa

ablasyon ve kemoterapiyi icermektedir [4]. Artan ¢abalara

terapileri ameliyat, radyasyon, hormonal
ragmen, bu tedaviler ileri ve/veya metastatik hastalig1 olan
hastalar igin etkili degildir. Cogu durumda, kanser

terapileri bazi hiicrelerin ortadan kaldirilmamasina bagh

olarak tedavi sonrasinda kanser kisa bir siire sonra yeniden
ortaya c¢tkmaktadir. Kanser kok hiicre (KKH) hipotezi,
onkolojik hastaliklarin molekiiler dzelliklerinin ¢ogunu ve
kanserlerin relaps, metastaz yapma ve konvansiyonel
tedavilere direng gelistirmeye egilimlerini agiklayan
olduk¢a 6nemli bir modeldir [5].

Kanser kok hiicresi, normal kok hiicreler gibi kendini
yenileme yetenegi bulunan, radyoterapi ve kemoterapiye
direngli, bulundugu dokunun disinda viicudun diger
dokularinda da koloni olusturabilme yetenegine sahip olan
hiicrelerdir [4, 5]. Giincel radyoterapi ve kemoterapiler
kanser hiicre bulk popiilasyonunu oldiirmektedir, ama
spesifik diren¢ mekanizmalar1 tarafindan korunan
KKH’lerini ortadan kaldirmamaktadir [5]. Hayatta kalan
KKH'leri hastaligin niiksetmesine neden olarak, yeni
timor ve metastazlarin olusmasimna neden olmaktadir.

Tekrarlayan tiimorler hizla yayilir ve dnceden kullamilan
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ilaglara direngli hale gelerek prognoza yol agmaktadir.
Boylece, KKH’lerinin spesifik sag kalimi bir¢ok tedavinin
bagarisiz olmasmin temel nedenidir. Bu nedenle, PCa
igerisinde yer alan KKH'lerin tanimlanmas: ve karakterize
edilmesi yeni stratejik tedavilerin gelistirmesi agisindan
oldukc¢a KKH’lerin
tammmlanmasinda degisik yontemler kullarulmaktadir.
Prostat kanser kok hiicreleri (PKKH) CD44, CD133,
integrinler, Sca-1 gibi prostat kok hiicrelerine benzer

onemlidir. izole edilip

degisik belirtegleri ifade etmektedir [6]. Bu belirtegler
prostat kanser kok hiicrelerinin izole edilmesinde siklikla
kullarilmaktadar.

Tiimor hiicreleri ile yapilan in vitro deneylerde birgok
laboratuvarda tek tabakali (monolayer) tiimor hiicre
kiltirleri kullanilmaktadir. S6z konusu in vitro hiicre
modeliyle kanserin temel olusum mekanizmalar1 ve ilag
tedavisi ile ilgili olduk¢a degerli bilgiler edinilmistir.
Ancak, tek tabakali kiiltiir ortamlar1 viicutta kitle olusturan
solid tiimorlerin ti¢ boyutlu uzaysal 6zelliklerini tam olarak
yansitamamaktadir. Bu nedenle, solid tiimorlerin iig
boyutlu diizeni dikkate alinarak daha uygun in vitro
sistemler olusturulmasi amaciyla multiseliiler timor
(MSTS) MSTS’ler, solid

tiimorlerin ii¢ boyutlu biiylime ve organizasyonunu

sferoidleri gelistirilmistir.
oldukga gergek¢i bir bigcimde yansitmakta ve bunun
sonucunda tiimorler s6z konusu hiicreler arasi iligkileri ve
mikrogevresel kosullar1 ¢ok daha net olarak ortaya
koyabilmektedir [7].

S6z konusu c¢alismamizdaki amacimiz, Fourier
dontisiimii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi kullanularak
DU-145

multiseliiler tiimor sferoidleri (3D) ile monolayer hiicreleri

insan prostat kanser kok hiicrelerine ait
(2D) karsilastirarak hiicre biyokimyasindaki farklanmalari
molekiiler diizeyde belirlemektir. FTIR spektroskopisi,
analiz edilen biyolojik Orneklerin (doku kesitleri, hiicre,
lipozom, viicut sivilar1 vb.) molekiiler bilesimi hakkinda
hizli ve dogrudan bilgi saglayan biyofiziksel bir tekniktir.
Sarf malzeme gerektirmemesi, 6rnege zarar vermemesi, az
miktarda 6rnek gerektirmesi (birka¢ mikrolitre) ve etiketsiz
(label-free) ol¢iim saglamasi sebebiyle son zamanlarda,
biyomedikal, farmasétik ve biyoteknolojik arastirmalar ile
biyokimyasal ve biyofiziksel ¢alismalar i¢in giderek daha
onemli bir teknik haline gelmektedir [8-12]. FTIR teknigi,
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IR 15181n sogurulmas: ile kimyasal baglarin titresiminin
Ol¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Bir hiicrenin FTIR
spektrumundaki en giiclii IR sinyalleri hiicre igerigindeki
proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi
makromolekiillerin

fonksiyonel gruplarindan

kaynaklanmaktadir.
GEREC VE YONTEM
DU-145 Prostat Kanser Hiicre Hattinin Uretilmesi

DU-145 prostat kanser hiicre hattinin gogaltilmasinda
ve slirdiiriilmesinde icerisinde %10 1s1 ile inaktive edilmis
fetal bovin serum, %1 oraninda Amfoterisin B ve %1
oraninda L-Glutaminin bulundugu RPMI-1640 besi ortami
kullanilmistir. Besi ortamina ekilen hiicreler 37°C’de, %5
CO?1li ve nemli ortamda inkiibe edilmistir. Hiicre hatt
canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon agisindan inverted
mikroskopta giinliik olarak takip edilmistir. Flasklarda
%80/in {izerinde hiicre yogunlugu gozlendiginde hiicreler
pasajlanarak ¢ogaltilmistir.

FACS Yontemiyle CD133+/CD44+ Kanser Kok
Hiicrelerinin izolasyonu
DU-145 prostat kanser hiicreleri igerisindeki

CD133+/CD44+

sitometrisi

popiilasyonunun izolasyonu igin akis
ile flask
ylizeyinden ayrilip yikama islemi yapildiktan sonra 10 ul
CD133-FTICH ve 10 pul CD44-APC eklenerek +4°C’de 15 dk.
karanlik ortamda inkiibe Daha
CD133+/CD44+ ylizey belirtecini igeren
popiilasyonu FACS Aria II (Beckton Dickinson) cihazi ile

kullanulmistir. Hiicreler tripsin

edilmigtir. sonra

hiticre

sort edilmigtir.
Sferoid Uretimi

Sferoid {iretimi i¢in zemini agarla kaplh 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplart kullanilmistir. Bunun igin steril %3'liik stok
agar soliisyonu hazirlanmistir. Zemin kaplama islemi i¢in
hazirlanan stok agar serumsuz RPMI-1640 medium ile
karistirilarak son konsantrasyon %1 olacak sekilde
ayarlanmustir. Elde edilen soliisyon her bir kuyucuga 1 ml
olaracak sekilde paylastirilmis ve donmasi igin +4°C’de 10
dk. bekletilmigtir. Daha sonra izole edilen CD133+/CD44+
hiicreleri 1x104 hiicre/kuyucuk olacak sekilde serumsuz
RPMI-1640 medium edilerek

icerisinde  siispanse
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kuyucuklara ekilmistir. Haftada 2 defa olmak iizere taze
medium degisimleri yapilarak takip edilmistir.

Hiicre 6rneklerinin FTIR i¢in hazirlanmasi

DU-145 prostat kanser hiicre hattindan izole edilen
CD133+/CD44+ hiicreler ve bu hiicrelerin agar kapl kiiltiir
ortamlarina ekilerek elde edilen sferoidler toplanarak steril
izotonik soliisyonda (%0,9 NaCl) ii¢ defa yikanmustir.
Yikama igleminden sonra, hiicreler NaClI soliisyonunda re-
stispanse edilmistir.

FTIR spektroskopik ol¢iimleri

Olgiimler, zayiflatilmis toplam yansima (ATR) {initesi
ile birlestirilmis ve DLATGS detektorii ile donatilmis
IRTracer-100 FTIR spektrometresi (Shimadzu, Japonya) ile
gergeklestirilmistir. Hiicre
miktar1 (yaklasik 1x106 hiicre/ml), ATR kristali iizerinde
yerlestirilmistir ve [8]' de aciklandigr gibi, kuru hava

siispansiyonunun 2 ullik

temizleme kogullar: altinda yaklagik 10 dakika kadar oda
sicakliginda kurutulmustur. Her kiiltiirden almman tiger
numune bagimsiz olarak ATR {istline yetistirilerek
Ol¢lilmiistlir, bu sekilde Olglimler iicer kopya halinde
gergeklestirilmistir (triplicate). Her 6l¢iim basina en az beg
spektrum, 4000-800 cm™ (orta-IR) spektral araliginda
kaydedilmistir. Her interferogram igin 4 cm? spektral
¢oziiniirliikkte toplam 128 tarama ortalamas: almmuigtir.
ATR kristali bos oldugunda hava spektrumu arka plan
(background) olarak kaydedilmistir.

FTIR veri isleme

Spektral Onislem, fark spektrumlar1 ve Student t-
testleri ile hiyerarsik kiime analizii, MATLAB altinda
‘Kinetics’  (Belgika'daki Librede

Prof. Dr. Erik Goormaghtigh tarafindan
saglanmistir) ile gergeklestirilmistir.

calisan Université

Bruxelles,

Spektral onigleme: FTIR spektrumlari, spektrometre
yazilim programi LabSolutions (Shimadzu, Japonya) ile
kaydedildi. Spektral 6n isleme ve gorsellestirme amaciyla
sekilde kullanarak
gerceklestirilmistir: Spektrumdaki atmosferik su buhari

‘Kinetics yazilimi su

katkisi, 1562-1555 cm? referans pik olarak alinarak
¢ikarilmigtir. Daha sonra, spektrumlar tiim spektrum

iizerinde baseline diizeltmesi yapimis ve Amid II
bolgesinde 1585 ve 1482 cm arasinda egit alan icin

normalize edilmistir.

Ortalama absorbans spektrumu: Her ornek tipi icin
tamamen On islem gormiis (baseline diizeltilmis ve
normalize edilmis) absorbans spektrumlarinin (her hiicre
kosulu igin kaydedilen en az 15 spektrum) ortalamasi

alinmistir.

Kizilotesi fark spektrumlari ve Student t-testi: Farkh
kosullardaki hiicrelerin fark spektrumlarim hesaplamak
i¢in, 2D-hiicrelerinin ortalama absorbans spektrumu, 3D-
hiicrelerin ortalama absorbans spektrumundan ¢ikarilmis
olup ‘(3D hiicreler) - (2D hiicreler)’ seklinde gosterilmistir.
Her bir hiicre hatti durumunun spektrumlar1 arasinda
istatistiksel bir karsilastirma yapabilmek icin, her dalga
boyunda Student t-testi gerceklestirildi. Burada, kirmiz1
noktalar, nemli farklanmalarin meydana geldigi dalga
sayilarinda standart sapmalar1 gostermektedir (o = % 0,1
anlamlilik ile).

Hiyerarsik kiime analizi (HCA): Tiim absorbans
spektrumlari i¢in 3015-2800 ve 1800-800 cm birlestirilmis
spektral araliginda kiimeleme analizi gerceklestirilmistir.
Boylece iki farkli yontemle hazirlanan hiicre hatlar: (2D ve
3D) arasindaki

belirlenmistir.

diskriminant karakteristikleri

BULGULAR
Kanser kok hiicrelerin FACS ile ayirimi

DU-145 insan prostat kanser hiicreleri, hiicre yiizey
belirteci olan CD133 ve CD44 ifadesine dayali olarak
Hiicreler CD133+/CD44+
popiilasyon (sorted) olarak FACS ile ayrilmistir (Sekil-1).
Elde edilen kanser kok hiicrelerinin safligi CD133 ve CD44

antikorlar ile test edilmistir. Sort edilen hiicrelerin oranm

tamimlarmp izole edilmisgtir.

%0.5 olarak tespit edilmistir. Akis sitometri analizlerini
dogrulamak igin, hiicreler yeniden degerlendirilmistir.

Sonuglar, sort iglemi sonrasinda hiicrelerin saflik

oranlarinin %90,3 arasinda oldugunu gostermistir.
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Sekil-1. DU-145 insan prostat kanser hiicre hattindan izole edilen CD133+/CD44+ hiicrelerin dagilimim gosteren akisg

sitometrisi.

DU-145 CD133+/CD44+ Hiicrelerinin Sferoid Olusumu

DU-145 CD133+/CD44+ tek hiicre diisecek seklinde
resiispanse edildikten sonra kiiltiir kaplarma ekilmistir.
Agar kapli kuyucuklara 10.000 DU-145 CD133+/CD44+
hiicreleri ekildikten sonra, 1 giin icinde bu hiicrelerin

kiimeler seklinde bir araya gelerek tekdiize mikro-
agregatlar olusturdugu goézlenmistir (Sekil-2). Bir araya
gelen hiicreler 2 giinde sinurlar1 belirgin olmayan, amorf

kiimeler olusturmustur (Sekil-2).
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Sekil-2. DU-145 CD133+/CD44+ hiicrelerinin 1. ve 2. giinde olusturdugu mikro-agregatlar (Inverted mikroskop, Scale

bar: I¢ (20 um); Dis (50 pm)).

Olusan kiiremsi yapilar zaman igerisinde biiyiimeye
devam ederek 7 giin sonra olgun sferoid yapilar
olusturmaya baglamustir. Sferoid yapilar: sinurlar: belirgin,
sekilli
Mikroskobik analizler sonuglari, olusan sferoid yapilarinin

yuvarlak morfolojik  ozellik  sergilemistir.

120-150 um arasinda oldugunu gostermistir. Multiseliiler
timor sferoid (MSTS) yapilarinda bolgelere gore degisik
ozellikler ile karakterize hiicrelerin varlig1 tespit edilmistir.
MSTS yapilarin i¢ bolgelerinde koyu kahverengi alanlarin
varlig: tespit edilmistir. Dig kisimda yer alan hiicrelerin
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daha seffaf oldugu gorilmistiir (Sekil-3). 14 giiniin
sonunda, 250-400 um arasinda degisen morfolojik olarak

genellikle sirli tam olarak belirgin olamayan MSTS

yapilar izlenmistir (Sekil-3).
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Sekil-3. DU-145 CD133+/CD44+
mikroskop, Scale bar: I¢ (20 pum); Dis (50 pm)).

2D ve 3D Ortamda Prostat Kanser Kok Hiicrelerin FTIR
Spektrumlari

DU-145 insan prostat kanser kok hiicrelerinin iki
farkli hiicre kiltiirii ortaminda hazirlanan multiseliiler
timor sferoidleri (3D) ve monolayer hiicreleri (2D)nin
absorbans spektrumlar: 4000-800 cm! spektral araliginda

kaydedilmistir (Sekil-4A). Hiicre igerigindeki
makromolekiilleri  olusturan  fonksiyonel gruplarin
molekiiler titresimleri temel olarak {i¢ bolgeye

ayrilmaktadir. Atomlar arasindaki bag titresimlerinden
kaynaklanan dalga sayilarina karsilik gelen fonksiyonel
gruplar Tablo I'de ayrintili olarak verilmistir. Kisaca
bahsedecek olursak, (1) 3015-2800
araligindaki karakteristik absorbans bantlar1 yogunlukla
lipit CH gruplarindan kaynaklanirken, (2) Amid I (1700-
1600 cm) and Amid IT (1600-1500 cm?) bantlari ise protein
ikincil yapilarindan (6rn. a-heliks, B-plakali tabakali yapr)
meydana gelmektedir. (3) 1250-800 cm! spektral bolgedeki
bantlar ise fosfolipitler ve niikleik asitlerin (DNA, RNA)
fosfat gruplari ile karbonhidrat ve oligosakkaritlerin COH

cm?  spektral

ve CC gruplarindan kaynaklanmaktadir [8, 13-17].

hiicrelerinin 7. ve

14. giinde olusturdugu olgun sferoid yapilan (Inverted

Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) tiim absorbans
spektrumlari icin 3015-2800 ve 1800-800 cm™ birlestirilmis
spektral araliginda gergeklestirilmistir. HCA’da, iki farkl
kiiltiir ortaminda hazirlanan hiicrelerin FTIR spektrumlari,
spektral  benzerliklere  gore  smuflandirilmaktadir.
degiskenlikler, heterojenlik

degerleri ile tanimlanur. ‘Kinetics’ yazilimi tarafindan

Spektrumlar  arasindaki
otomatik olarak hesaplanan kiimeler arasindaki yiiksek
arasindaki yiiksek
farkliliklar1 gostermektedir. HCA grafiginde (Sekil-4B)
agikca goriildiigii gibi, 3D ve 2D hiicreler kendi gruplar:

heterojenlik  degerleri, kiimeler

igerisinde heterojen pattern sergilemelerine ragmen, 3D
FTIR
spektrumlarindan basarili bir sekilde iki ayr1 kiime olarak

hiicrelerinin spektrumlar1 2D hiicrelerinin

siniflandirilmigtir.  Kiimeleme analizi sonucunda elde

edilen yiiksek heterojenlik degerleri, 3D ve 2D hiicreler
arasinda Onemli derecede farklanmalar oldugunu
gostermektedir. Hiicre yapisindaki proteinler, lipitler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler (DNA, RNA) kiimeleme

analizinde rol alan 6nemli makromolekiillerdir.



Fourier doniisimii kizilétesi spektroskopisi ile CD133+/CD44+ prostat kanser kok hiicrelerinin iki boyutlu ve ¢ boyutlu ortamdaki hiicresel farkliliklarinin belirlemesi

A Lipit CH

Protein
Amide | &Il
L

Sogurma

DNA, RNA, Fosfolipit
Karbonhidratlar ~ -1800

11600

£1400

:1200 3D

21000 hiicreler
800

600

400
2D

200 hiicreler

1600 1400 1200 1000

Dalga sayisi (cm™)

AL

g
g
8
gl
&
B

51

3D
hiicreler

2D
hiicreler

Sekil-4. (A) Ug boyutlu (3D) ve iki boyutlu (2D) prostat kanser kok hiicrelerinin FTIR spektrumlari. (B) Hiyerarsik
kiimeleme analizi. 3015-2800 ve 1800-800 cm-1 birlestirilmis spektral araliginda absorbans spektrumlar: ile

gergeklestirilmistir.

Tablo I. Bag titresimlerinden kaynaklanan dalga sayilar: ve karsilik gelen fonksiyonel gruplar [8, 13-17].

Molekiiler titresimler ve

Dalga sayis1 (cm™?) Hiicresel yapilar
agiklamalan
3010 Olefinik v(=C-H) Doymamis yag asitleri
2958 vas(CHb): asimetrik gerilme Lipit, protein
2921 vas(CHy): asimetrik gerilme Lipit (cogunlukla)
2872 vs(CHs): simetrik gerilme Lipit, protein
2852 vs(CHz): simetrik gerilme Lipit (cogunlukla)
1742 Ester v(C=0O): gerilme Lipit ester gruplari (Fosfolipit, trigliserit, kolesterol)
1660, 1652 Protein v(C=0): gerilme Protein Amid I: a-heliks yap1
1685, 1635 Protein v(C=0): gerilme Protein Amid I: B-plakal1 yap1
Protein d(N-H), v(C-N): N-H
1540 Protein Amid II: a-heliks yap1
biikiilme, C-N gerilme
1461 CH: makaslama Lipit
vs(COO"): simetrik gerilme;
1410-1370 Amino asit anyonik karboksil gruplari; protein, lipit
CHs biikillme
1256, 1225 vas(PO27): asimetrik gerilme Fosfolipitler, niikleik asitler (DNA, RNA)
1176 vas(CO-O-C): asimetrik gerilme | Fosfolipitler, trigliserit ve kolesterol esterleri
1147, 1032 C-O gerilme Glikojen, karbonhidrat, oligosakkarit
1000-800 C-C, C-O, O-P-O gerilme Niikleik asitlerin seker-fosfat omurgasi
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Lipit acil CH gruplarmn 3000-2800 cm™ spektral
araligindaki karakteristik absorbans bantlar1 Sekil-5'de
detayli olarak dalga sayisi ile birlikte gosterilmektedir. Bu
bolgenin incelenmesi, hiicre zari1 dinamigi, biyofiziksel
ozellikleri ile lipit miktar1 ve kompozisyonu hakkinda bilgi
saglar [18, 19]. Agikca goriildiigili gibi, 3D-hiicre ortaminda
hem CH: ve hem de CHs asimetrik ve simetrik gerilme
vibrasyonlarindan kaynaklanan bant pozisyonlar1 diisiik
dalga sayisina kaymaktadir (vas(CHs) igin: 2957,1->2956,1
cm?; vas(CH2) igin: 2924,2->2923,1 cm?; vs(CHz) igin:
2853,3>2852,7 cm?). Bu durum, prostat kanser kok
hiicrelerinin multiseliiler timor sferoidleri (3D) ortaminda
daha diizenli bir
gostermektedir. 2D

lipit yapisina hakim oldugunu

monolayer hiicreleri ile
kargilagtirildiginda, 3D multiseliiler tiimor sferoidlerinde
CH: asimetrik ve simetrik gerilmelerinden kaynaklanan IR
absorbans degerleri CH3 sinyallerine oranla yiiksektir. Bu
durum, membrane lipit acil zincir uzunlugu ve membran
kalinig: ile iligkilidir [20, 21]. Bizim caligmamizda ise,
membrane lipit uzunlugunun 3D sferoidlerde daha uzun
oldugunu dolayisiyla, hiicre zarmin daha kalin oldugunu
gostermektedir. Bunlara ek olarak, FTIR-fark spektrumuna
bakildiginda (Sekil-6, spektrum a), lipit CH bantlarindan
gelen sinyallerin 3D-hiicre ortaminda daha yiiksek
absorbans degerine sahip olmasi lipit miktarinda 6nemli
derecede farklanmalar oldugunu belirtmektedir. Daha
ayrintili bahsedecek olursak; 3D hiicrelerin doymus (3000-
2800 cm™) ve doymamis (3010 cm™) yag asitleri miktarinda
artig gozlenmektedir. Bunlara ek olarak, lipit ester C=O
gruplar1 (1742 cm™) ile trigliserit ve kolesterol esterlerinin

(1176 cm™) IR absorbans degerlerindeki artis lipit
kompozisyonunda da farklanmalar oldugunu ifade
etmektedir.

o
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Sekil-5. Ug boyutlu (3D) ve iki boyutlu (2D) prostat
kanser kok hiicrelerinin CH2 and CHs lipit bantlarim
gosteren FTIR spektrumlari. Spektrumlarin karsilagtirmasi
amaciyla, absorbans spektrumlar1 CH: asimetrik gerilme
bandina (~2923.1 cm-!) gore maksimize edilmistir.

FTIR-fark spektrumu, absorbans

kolayca tespit edilemeyen kiigiik spektral degisimleri

spektrumunda

yakalamak igin siklikla kullamilir. FTIR-fark spektrumu
(Sekil-6, spektrum a), 2D-hiicrelerin ortalama absorbans
(Sekil-6,
ortalama absorbans spektrumundan (Sekil-6, spektrum c)

spektrumunun spektrum b), 3D-hiicrenin
digital ortamda c¢ikarilmasiyla elde edilmis olup ‘(3D) -
(2D) seklinde belirtilmistir. Kirmiz1 renk ile belirtilen
noktalar, dnemli farklanmalarin meydana geldigi dalga
sayilarinda standart
hiicrelerinde lipit acil CH gruplar1 (3015-2800 cm-1), lipit

ester C=O gruplar1 (1742 cm?), protein a-heliks ve 3-plakali

sapmalar1  gostermektedir. 3D

yapilar (1685'de genis omuz bandi, 1664 ve 1540 cm),
fosfodiester baglar1 (1260-1200 cm™ ve 1062'de genis omuz
bandi), trigliserit ve kolesterol esterleri (1176 cm?), seker
ve/veya karbonhidrat yapilari (1200-950 cm™) ile niikleik
asitlerin seker-fosfat omurgasi yapilarina (836cm™) karsilik
gelen dalga sayilarinda pozitif absorbans degerleri
gozlenmektedir. Bu durum, 2D hiicreleri ile
karsilastirildiginda, 3D hiicrelerde proteinler, lipitler,
karbonhidratlar ve niikleik asitler (DNA, RNA) gibi
makromolekiiler yapilarda belirgin derecede artis
oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, prostat KKH 3D
derecede

hiicreleri ile 2D hiicreleri arasinda Onemli
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biyokimyasal farklanmalar vardir. FTIR-fark spektrumu
(Sekil-6, spektrum a) ile elde edilen bu bulgular, Sekil-4 ve
Sekil-5'de bulgular ile
gostermektedir. Calismalar, 900-800 cm™ spektral bolgenin

gozlenen uyumluluk
incelenmesiyle, DNA oligoniikleotitlerin baz sekanslarinda
veya fonksiyonel gruplarinda biyolojik modifikasyonlarin
bir sonucu olarak DNA seker biizgecinde kiiciik fakat
onemli degisiklikleri ortaya ¢ikarmay1 miimkiin kildigin
gostermistir [22].
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Sekil-6. 2D hiicrelerin (b) ve 3D hiicrelerin (c)
ortalama absorbans spektrumlar1 ile ‘3D-2D" seklinde
belirtilen FTIR-fark spektrumu (a) ve Student t-testi. FTIR-
fark
spektrumunun,

spektrumu, 2D-hiicrelerin ortalama absorbans

3D-hiicrenin  ortalama absorbans
spektrumundan digital
edilmistir. Her bir dalga boyunda ot =% 0,1'lik bir anlamlilik

seviyesine sahip Student t-testi hesaplanmustir. Spektrum

ortamda ¢ikarilmasiyla elde

tzerindeki kalin noktali isaretler, istatistiksel olarak
anlamli farklar1 gosterir. Daha iyi okunabilirlik igin

spektrumlar dengelendi.
TARTISMA

Son yillarda, kanser ¢alismalarinda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Buna ragmen, giiniimiizde kullanilan
cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve giincel olan as1
tedavilerin yetersiz oldugu goriilmektedir. Bunun en
onemli nedenlerinden biri, kanserin kokii veya tohumu

olarak nitelendirebilecegimiz kanser kok hiicrelerinin
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hedeflenmemesinde kaynaklanmaktadir. KKH'leri tiimor
olduk¢a  kiiclik  bir
olusturmaktadir. KKH’leri sahip oldugu benzer ozellikleri

dokusunun popiilasyonunu

sayesinde tiimoriin gelismesi, prognozu, relapst ve
metastazindan sorumludur. Bu nedenle, etkili tedavi
stratejilerinin gelistirilebilmesi igin KKH'lerinin ortadan
KKH’lerinin
oldugu karakteristik 6zelliklerin altinda yatan biyolojik

kaldirilmas:  gerekmektedir. sergilemis
ozelliklerin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Daha 6nce
yapmis oldugumuz calismalarda, iki ve ti¢ boyutlu hiicre
kiiltiir ortamlarinda KKH'lerini farkli genetik ozellikler
sergiledigi tespit edilmistir [23]. Elde ettigimiz sonuglardan
yola ¢ikarak hiicre kiiltiir ortam kogullarimin KKH'lerdeki
biyomolekiillerde de

olabilecegi hipotezi gelistirilmistir. Bu ¢alismada, iki ve tig

birtakim degisikliklere neden

boyutlu ortamlarda iiretilen KKH'lerinin protein, lipit,
karbonhidrat ve niikleik asit gibi temel molekiillerdeki
ATR-FTIR
Calismadaki FTIR sonuglarina gore, ii¢ boyutlu ortamdaki

degisimler yontemi  ile  incelenmistir.
prostat kanser kok hiicrelerinin hiicre zari lipit yapilarimin
daha diizenli oldugu, membrane lipitlerinin daha uzun
oldugu ve hiicre zarinin daha kalin oldugu kanismna
varilmaktadir. Ayrica, bu hiicrelerin toplam lipit
miktarinda (doymus ve doymamus yag asitleri) artis ve lipit
kompozisyonunda farklanmalar gozlenmektedir. Bunlara
ek olarak, 3D ortamda tiretilen PKKH'lerinin protein a-
heliks yapilarinda ve niikleik asitlerde belirgin derecede
artis gozlenmektedir. Bu durum, 3D PKKH'lerde hiicre zar1
dinamiginin, lipit sentezinin ve protein ve gen ekspresyon
seviyelerinin 2D hiicrelerden Onemli derecede farkli

oldugunu gostermektedir.

KKH'lerin karakterizasyonu ve izolasyonunda
siklikla hiicre yiizey belirtegleri kullanilmaktadir. Prostat
KKH'leri CD44, CD133, inegrinler, Sca-1 gibi degisik
kullanilarak edilmektedir [6]. Bu
CD44 ve CDI133 yiizey belirtegleri
kullanularak KKH'lerin bir¢ok o&zelligini karsilayabilen
CD133+/CD44+ 6zelligine sahip hiicreler izole edilmistir.

CD44 yiizey belirteci kendini yenileme, tiimér olusumu,

belirtegler izole

calismamizda,

hiicre adezyonu, ila¢ direnci ve metastaz gibi Snemli

onkogenik siireglerde rol oynamaktadir [24-26].

Cesitli yontemler ve materyaller kullamilarak yapilan

ti¢ boyutlu hiicre kiiltiir modelleri, in vivo fizyolojik
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mikrogevreyi taklit ederek tiimor hiicrelerinin biyolojik
ozelliklerini daha iyi tamumlamak igin yararl bir platform
saglamaktadir [27]. Bu ozellikler sayesinde, geleneksel tek
tabakali hiicre kiiltlirti ve in vivo kiiltliir modellemeleri
arasinda Onemli bir koprii gorevi gormektedir. Timor
mikrogevresi prostat kanseri invazivligi, metastaz, ve
radyoterapi ve iligkilidir.
Multiseliiler tiimor sferoidleri (MSTS) kiiltiirleri prostat
kanserinde kemoterapiye, radyoterapiye ve androjen

kemoterapiye direng ile

ablasyonuna diren¢ mekanizmalarimi aydinlatilmas1 ve
yeni terapotik hedeflerin kesfi i¢in iyi bir modeldir [28].
KKH'leri tiimor kitlesi igerisindeki diger hiicreler ile
kiyaslandiginda benzersiz 6zellikler sergilemektedir.
MSTS’leri kanser hiicrelerin terapiye direng, invazyon,
migrasyon ve metastaz gibi Ozelliklerin daha iyi
degerlendirilmesine olanak verme potansiyeline sahiptir

[29-32].

Kiiltiir ortamlar1 temelde, hiicrelerin biiyiimesi igin
gerekli olan yapay ortamlar1 saglamaktadir. Bagka bir
ifadeyle, diger hiicreler disinda kalan bilegenleri igeren
hiicrelerin mikro-gevresi olarak da tanimlanabilir. Bu
bakildiginda,

hazirladigimiz ortamlar sadece biiylimeyi degil, aym

agidan hiicrelerin -~ tiretmek  i¢in
zamanda biyolojik olarak hiicrelerin nasil bir davranig
paterni sergileyecegini de etkilemektedir. 2D kiiltiir
ortamlari, hiicre yapisim tek boyuta indirgedigi igin
temelde hiicrelerin polarize hallerini ve diger hiicrelere ile
olan etkilesimlerini yansitmamaktadir. Bu agdan
degerlendirildiginde, 2D ortamlar1 hiicre i¢i veya hiicre dis1
dinamikler hakkinda yeterli bilgi verememektedir. Daha
once yapilan c¢alismalarda, 2D kiiltiir ortaminda iiretilen
kanser hiicrelere kiyasla 3D Kkiiltiir ortaminda {iiretilen
hiicrelerin gen ve protein ifadelerinin, kok hiicre
karakteristiklerinin ve ila¢ gibi degisik ajanlara verilen

tepkilerin degistigi rapor edilmistir [23, 33-35].

Hiicre zan bilesenlerindeki

degisiklikler, iyon kanallari, tasiyicilar, reseptorler, sinyal

yapist ve lipit

transdiiktorleri ve enzim aktivitesi gibi hiicresel

fonksiyonlar: etkilemektedir. Literatiir bilgileri hiicrelerin
malign transformasyonu sirasinda lipit profilinde ve

membran lipitlerin biyofiziksel ozelliklerinde

degisikliklerin meydana geldigini = goOstermektedir.

Membran lipitlerinin biyofiziksel ozellikleri membran

gecirgenligi, hiicre i¢/d1s trafigi, ila¢ direnci ve apoptoz gibi
hiicresel olaylarla iligkilidir [36]. Bu ¢calismada, farkl: kiiltiir
ortamlarinda tiretilen hiicrelerin lipit dinamiklerinin

degistigi gosterilmistir.
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