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TUMOR HUCRELERININ MULTISELULER TUMOR SFEROID
MODELINDE URETILMESI

Biilent AHISHALI, Ayhan BILIR*

OZET

Organizasyon bakimindan tek tabakali hiicre kiiltiirii ile in vivo timor arasinda yer alan multi-
seliiler tiimor sferoid modeli in vivo tiimér korelasyonu yiiksek bir sistem olarak kanser arag-
tirmalarinda kullantilmaya baglanmistir. Biz laboratuarimizda bulunan MCE7, CC531s ve C6
tiimér hiicrelerinden sivi iisttabaka yéntemine gore sferoidler olugturduk. MCF7 ve CC531s
hiicreleri genel sferoid olusturma siiregleri agisindan benzer dzellikler gdstermesine kargin
C(C531s sferoidleri psédoglandiiler yapilariyla 151k mikroskobunda farkli bir gériintim sergile-
diler. C6 sferoidleri siirekli bir bilylime siirecinde birbirleriyle birleserek biiytik diizensiz kii-
melenmeler gosterdi. MCF7 ve CC531s sferoidlerinin merkezi béliimlerinde apoptotik hiicre
profilleri saptanirken C6 sferoidlerinde nekrotik béliim goriilmedi, FM3A hiicreleri siv1 iistta-
baka yonteminde sferoid olugturmadilar. Bu 6zellikleriyle MCF7, CC531s ve C6 tiimor hiicre-
lerinin antineoplastik ila¢ ve radyasyon uygulamalari igin in vitro degerlendirmelerde kullanil-
maya uygun sferoidler olusturdugu saptandu,

Anahtar kelimeler: Multiseliiler sferoidler, tiimor, hiicre kiiltiirii.

SUMMARY

Production of multicellular tumor spheroids from tumor cell lines. The multicellular tumor
spheroid model which is of intermediate complexicity between in vivo tumors and monolayer
cultures represents a system having a high correlation with tumors in vivo in cancer research.
In this study we cultured spheroids using the MCF7, CC531s and C6 tumor cell lines accor-
ding to the liquid overlay technique. Although the general characteristics of spheroid formati-
on were similar in CC531s and MCF7 cell lines, CC531s spheroids showed a distinct pseu-
doglandular structure under the light microscope. C6 spheroids displayed a continuous growth i
with large irregular aggregates of spheroid assembly. While profiles of apoptotic cells were i
detected in the inner regions of MCF7 and CC531s spheroids, C6 spheroids had no necrotic !
centers. FM3A cells did not form spheroids. In conclusion, MCF7, CC531s and C6 tumor cells

formed typical multicellular tumor spheroids which are suitable for use as a realistic model to

study tumor response to antineoplastic agents and radiation.

Key words: Multicellular spheroids, tumors, cell culture.

GIRIS

Tiimor hiicreleri ile yapilan in vitro deney-
lerde bircok laboratuarda tek tabakali
(monolayer) tiimor hiicre kiilttirleri kullanil-
maktadir, Bu in vitro hiicre modeliyle kanse-
rin temel olusum mekanizmalar1 ve tedavisi
iizerinde oldukca degerli bilgiler edinilmisgtir
(13,14) " Ancak, tek tabakal kiiltiir ortaminda
oksijen ve besinler kanser hiicrelerine esit
oranda ulagmakta ve hiicreler bu kosullar al-
tinda iki boyutlu bir biiylime gostermektedir.
Oysa viicutta kitle olusturan solid tiimorler
ti¢ boyutlu uzaysal bir konumda biiylimekte-

dir. Bu durum tiimérlerin i¢ boliimiindeki
hiicreler arasinda oksijen ve besin dagilimi-
nin esit olmamasina yol agmakta ve hiicreler
farkli diizeylerde fiziksel ve kimyasal stres-
lerle karsilagmaktadir. Oksijen ve besin kay-
naklarmn diigik oldugu boliimlerde hiicre
hasar1 ve hatta nekroz kendiliginden gelise-
bilmektedir @), Ayrica tek tabakali hiicre
kiiltiir modelinin aksine hiicresel yanitlarin
gelismesinde 6nemli rol oynadig diisiiniilen
hiicreler aras1 temaslar ti¢ boyutlu bir ortam-
da gergeklegsmektedir (14,
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karg: tiimdor hiicrelerinin direng gelistirmesi
kanser tedavisindeki en 6nemli problemler-
den biridir. Tlag direncinin olusum mekaniz-
malarim belirlemek iizere gesitli ilaglar tek
tabakali kiiltiir ortaminda tiimér hiicre soyla-
rina uygulanmis ve bu sekilde ilag penetras-
yonunda azalma, ilacin hiicre digina aktif
pompalanmasi, ilag inaktivasyonunun ve
DNA onarim igleminin artmasi ve hiicre
icinde ilaglarin hedef molekiillerinin eks-
presyonun degismesi gibi hiicresel diizeyde
igleyen bir¢ok biyokimyasal mekanizmalar
ortaya ¢ikarilmigtir &8, Ancak bu gibi tek
hiicre diizeyinde ortaya ¢ikan (uniseliiler) di-
ren¢ mekanizmalarinin klinikte izlenen ilag
direnci i¢in gecerli olup olmadigi konusunda
ciddi endiseler bulunmaktadir. Bu konuda li-
teratiirde yapilmig olan ¢alismalarda kullani-
lan tek tabakah kiiltiirde biiyiitiilen hiicrele-
rin kemoterapiye kars: olusturduklar1 yanit
ile klinik gozlemler arasimda birgok farklilik
bulundugu gézlenmektedir. Bu durumda tek
tabakal kiiltiirde ¢ok etkili bulunan ve belir-
gin antitiimoral etkinligi saptanan bir ilacin
ya da ilag kombinasyonlarinin klinikte bu
derece etkili olmadig1 gériilmektedir (7, Bu
nedenle tek tabakali hiicre kiiltiiriiniin {i¢ bo-
yutlu in vivo solid tiimérlerin 6zelliklerini
tam olarak yansitmada yetersiz kaldig1 gide-
rek daha cok aragtirmaci tarafindan kabul
edilmektedir (4,

Sonug olarak, solid tiimérlerin li¢ boyutlu
diizeni dikkate alinarak daha uygun in vitro

sistemler olusturulmas: amaciyla multiselii-

ler tiimor sferoidleri (MTS) geligtirilmistir,
Tiimor sferoidleri, solid tiimorlerin ti¢ bo-
yutlu biiylime ve organizasyonunu olduk¢a
gercekei bir bicimde yansitmakta ve bunun
sonucunda tiimorlerde s6z konusu hiicreler
arast iligkileri ve mikrogevresel kogullari ¢ok
daha net olarak ortaya koyabilmektedir
2.10.149), Buna paralel olarak bir¢ok tliimor
hiicre soyunun ti¢ boyutlu sferoidler seklin-
de iiretildiginde antineoplastik ajanlara ve
radyasyona karsi tek tabakali kiiltiire gore
daha direngli oldugu gosterilmigtir (6:12.13,16),

Klinik uygulamalarda elde edilen bulgularla
da uyumlu olan sferoidlerdeki bu direng,
multiseliiler diren¢ olarak tanimlanmakta ve
tiimor hiicrelerinin {i¢ boyutlu organizasyo-
nuna bagh olarak gelistigi belirtilmektedir
8, Ustelik sferoidler, gesitli hiicre tipleri
kullanmilarak iiretilebilmekte, laboratuar ko-
sullarina kolaylikla uyum saglayarak yinele-
nebilirligi ¢ok yliksek bir deney modeli olus-
turmaktadir (14),

Bu bilgiler 1g181nda biz de laboratuarimizda
bulunan FM3A sican meme kanseri, MCF7
insan meme kanseri, CC531s sigan kolon
kanseri ve C6 fare glioma hiicrelerinden
multiseliiler tiimér sferoidleri iiretmek ama-
cryla bu ¢alismayi planladik.

MATERYAL ve METOD

Tek tabakali tiimor hiicre kiiltiirleri

FM3A (ETCC) ve CC531s [Prof. E. Wisse
(Free University of Brussels, Belgika) tara-
findan saglanmigtir] hiicre soylari RPMI
1640 medyumunda, MCF7 (ATCC) insan
meme kanser hiicre soyu %1 nonesansiyel
aminoasit sollisyonu, ImM sodyum piruvat
ve 0.5 U/ml insan rekombinan insiilini ige-
ren MEM medyumunda ve C6 glioma
(ATCC) hiicre soyu DME-F12 medyumun-
da, 37 C°de %0.5 CO;'li nemlendirilmis in-
kiibasyon ortaminda iiretildiler. Tiim med-
yumlara %10 fetal kalf serumu, 100 TU/m]
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ve 2
mM L-glutamin eklendi.

Sferoid hiicre kiilttirleri

MTS diretimi i¢in sivi iist tabaka (liquid
overlay) yontemi kullanildi (19, Buna gore 6
kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinin zemini
agarla kaplandi. Bu islem i¢in bidistile su
icinde eritildikten sonra sterilize edilerek ha-
zirlanan %3'lik stok agar soliisyonu kulla-
mldi. Zemin kaplama igleminden hemen 6n-
ce 60C%ye dek 1sitilarak sivi hale getirilen




stok agar sollisyonu, hiicre soylarinin {iretil-
digi medyumlarla seyreltilerek %0.5'lik kon-
santrasyona getirildi. Bu soliisyondan 6 ku-
yucuklu hiicre kiiltiir kaplarindaki her kuyu-
cuga 1 ml konularak, kuyucuk tabanina ya-

yilmasi saglandi. Daha sonra hiicre kiiltiir

kaplar1 4C%de 10 dakika bekletilerek zemin-
deki agar tabakasinin jel halini almas: sag-
land1. Ardindan tek tabakali hiicre kiiltiirle-
rinden tripsinize edilerek kaldirilan tiimor
hiicreleri uygun medyumlarda 2,5 x 105 hiic-
re/kuyucuk olacak sekilde siispanse edilerek
kuyucuklara ekildi. Haftada 2 kez olmak
lizere taze medyum degisimleri yapildi. Sfe-
roid geligimleri 21 giin boyunca invert mik-
roskopta gézlendi.

Isik mikroskopik inceleme

MCF7, CC531s ve C6 hiicrelerinden tiiretilen
tiimor sferoidleri erken ve ge¢ donem mor-
folojik ozelliklerini belirlemek lizere 5 ve
14. giinlerde toplanarak %4'liik paraformal-
dehitte 10 dakika siireyle tesbit edildi. Ar-
dindan Sawicki yontemine gore (13 yumurta
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akina sarilarak 1g1k mikroskopik takibe alin-
di ve parafin bloklara gdmiildii. Bloklardan
alinan 4 pm'lik kesitler hematoksilen eosinle
boyanarak, 131k mikroskopik degerlendirme-
ye alind1.

BULGULAR

Stvi st tabaka yontemine gore sferoid olug-
turmaya caligtigimiz C531s ve MCEF7 tlimér
hiicre soylarinda ilk birka¢ saat iginde hiicre-
lerin agarli zemin tzerine yigildiklart ve 24
saat i¢inde kiimelenerek kiiciik agregatlar
olusturduklar: gozlendi (Resim 1). Bu sekil-
de olugmaya baglayan sferoidler 48. saatten
itibaren yuvarlak, sinirlart belirgin ve diiz-
glin sferoid gdriintimlerini aldilar ve ardin-
dan biiyimeye baglayarak yaklagik 1 hafta
icinde olgun tiimor sferoidleri olugturdular
(Resim 2). Bu doénemde bazi MCF7 ve
CC531s sferoidlerinin i¢ béliimlerinde say-

dam ve bog goriinlimlii kesimler saptandi.
Bu goriintliyii tasiyan sferoidlerin sayist 10.
giinden itibaren giderek artti.

Resim 1. {1k 24 saat icinde MCF?7 hiicrelerinin olusturdugu kiiciik agregatlarm invert mikroskoptaki goriintimleri.

(H&E X 320)
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Resim 2. MCF7 hiicrelerinin 7. giinde olugturdugu olgun sferoidlerin invert mikroskoptaki goriintimleri. (*saydam,

bos goriintimlii i¢ kesim). (H&E X 100)

C6 tlimor hiicrelerinin %0.5'lik agarli zemin
icine niifuz ederek agar icinde biiylimeye
bagladiklar1 ve bir kisim hiicrenin de agarli
zemin lizerinde yayilarak, tabaka olusturma-
ya calistiklar1 goriildii. Bunun iizerine zemi-
ni kaplayan agarin konsantrasyonu %1.5
olacak sekilde artirildi ve bu durumda C6
hiicrelerinin zemine tutunamadiklari, agar
icine niifuz edemedikleri ve sferoid olugtur-
ma siireci i¢ine girdikleri goriildii. Olugan bu
C6 glioma sferoidlerinin araliksiz olarak bii-
ytidiikleri ve bir boliimiiniin birbirleriyle bir-
leserek biiyiik kitleler olugturduklar: goriildii
(Resim 3).

FM3A hiicre soyu tiim deney dénemi siire-
since sferoid olugturma egilimi sergilemedi.

Isik mikroskopik degerlendirmede 5 giinliik
MCF7 sferoidlerinin ¢aplar1 genellikle 50-75
pm arasindaydi. Sferoidlerin i¢ ve dig kisim-
larinda bulunan hiicrelerin saghkli oldugu ve
sik1 bir sekilde bir araya gelerek yuvarlak
kitleler olusturduklar1 goriildi. 14 giinliik
MCEF7 sferoidlerinin 5 giinliik sferoidlere
gbre biiyiimiis olduklar1 ve caplarinin 100-

150 pm'ye ulagtigi goriildii. Bu dénemde
sferoidlerin dig kisimlarinda bulunan hiicre-
ler saglikli g6riiniirken, i¢ kisimlarda kroma-
tini kondanse olmus ve fragmantasyona ug-
ramug apoptotik hiicre ¢ekirdegi goriintiileri
izlendi (Resim 4).

Bes giinliik CC531s sferoidlerinin kiiresel
bir diizenlenmeden pstdoglandiiler bir yapi
olusturduklar1 goriildii. 14 giinlik CC531s
sferoidlerinde MCF7 sferoidlerinde oldugu
gibi genel boyut artiginin yani sira diizensiz
pstdoglandiiler yapinin i¢ kisimlarinda
apoptotik niikleus goriiniimlerinin 6n planda
oldugu bazi boliimlerin bulundugu goriildii
(Resim 5).

Beg giinliik C6 sferoidlerinin genellikle
MCF7 ve CC531s sferoidlerinden daha fazla
tiimor hiicresi icerdikleri, daha biiylik olduk-
lar1 ve caplarinin 100-200 pm'ye ulagtigi go-
riildii. 14 gilinliik C6 sferoidlerinin 5 giinliik
sferoidlere gore daha biiylik olduklar: ancak
i¢c kisimlarmda bulunan hiicrelerin MCEF7 ve
CC531s sferoidlerindeki gibi apoptotik go-
riiniimde olmadiklar: izlendi (Resim 6).
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Resim 3. Bir boliimii birbirleriyle birlesmis ve kitleler olugturmug C6 sferoidlerinin invert mikroskoptaki goriintimle-

ri. (H&E X 25)

TARTISMA

Biz bu ¢aligmada hiicre kiiltiir laboratuvari-
mizda bulunan tiimér hiicrelerinden sivi lst
tabaka yontemine gore sferoid olusturarak,
gelisim stireclerini in vitro invert mikroskop
ve 151k mikroskobu ile degerlendirmeyi
amagladik. In vitro sferoid kiiltiirleri gesitli
metodlarla elde edilebilir. Bunlardan en sik
kullanilani siv iisttabaka yontemidir (4, Bu
yontemde (19 hiicre kiiltiir kaplarinin taban
agarla kaplanarak tiimor hiicrelerinin plastik
zemine yapigsmalar 6nlenmekte ve hiicreler
agarli zemin iizerinde biiylimelerini siir-
diirmektedir. Daha sonra bizim de deneyle-
rimizde izledigimiz gibi 1-3 giin i¢inde ki-
clik hiicre kiimelenmeleri olugsmakta ve ar-
dindan iginde tiimor hiicrelerinin siki bir
sekilde organize oldugu diizgiin sferoid ya-
pilar1 sekillenmektedir. Sferoid lretme
teknikleri arasinda siv1 tisttabaka yontemin-
den bagka "spinner flask" ve "gyratory rota-
tion" gibi teknikler de bulunmaktadir
(10,14.16)  Ancak bu yontemler ek donanim
gereksinimi gostermekte ve caligma maliyet-

leri oldukga yiiksek olmaktadir. Sivi Uisttaba-
ka yontemi ise laboratuarlarda kolaylikla uy-
gulanabilecek ucuz, kolay ve hizh bir yon-
tem olarak dikkati cekmektedir (14),

Multiseliiler tiimor sferoidlerinin olugum ve
biiytime siireclerinde farkl: tip gelismeler iz-
lenebilmektedir ®), Bazi tiimor hiicre soylari
bizim MCF7 ve CC531s hiicre soylarinda iz-
ledigimiz gibi belirgin sferoid yapilari gelis-
tirmekte ve belli bir ddnem boyunca biliyli-
melerini stirdiirdiikten sonra in vivo timor-
lerde oldugu gibi bir duraklama ddnemine
girmektedir 34, Bagka bir sferoid gelisme
tipinde ise diizenli sferoid yapilarinin yani
sira, oldukga biiyiik ve diizensiz gekilli kii-
melenmeler de olugabilmektedir ). Bu du-
rum, bizim C6 sferoidlerinde izledigimiz ge-
lismeye uymaktadir. Biz calismamizda C6
glioma sferoidlerinin siirekli olarak biiyii-
diiklerini ve bir boliimiiniin birbirleriyle bir-
leserek biiyiik kitleler olusturduklarmi gor-
diik. Bu durum tiim glioma hiicre soylar1
icin gecerli olmamaktadir, Ornegin U87 gli-
oblastoma hiicrelerinden olusturulan sferoid-
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Resim 4, 14 giinliik bir MCF7 sferoidinin 151k mikroskoptaki gériintimii. (ok baslar: kromatini kondanse olmus ve
fragmantasyona ugramis apoptotik hiicre ¢cekirdegi profilleri. (H&E X 400)

ler stirekli bir biiyiime gostererek 1 mm ca-
pma ulagabilirken U251 glioblastoma sfero-
idleri yaklagtk 100 pm ¢apina ulagtiktan son-
ra biiyiimeleri durmaktadir ), Sferoid gelig-
mesinde s6z edilen bu farkliliklar nedeniyle
sadece bir ya da birkag sferoid sistem {ize-
rinde yapilan galigmalara dayanarak genelle-
me yapmaktan kacinilmas: gerektigi ve fark-
L1 tip sferoidler arasinda in vivo tiimorlerde
de cogunlukla stz konusu oldugu lizere
belirgin farkliliklar bulundugu ifade edil-
mektedir (16),

Literatiirde CC531s hiicre soyundan iiretilen
sferoidler iizerinde yayinlanmig hi¢bir ¢a-
lisma bulunmamaktadir. Bu sferoidlerin
saptadigimiz genel ozellikleri, calistigimiz
hiicrelerden tirettigimiz MCF7 sferoidlerine
benzemekteydi. Her iki sferoidin MTS
olugturma stiregleri, genel biiytime 6zellikle-
ri ve boyutlar: birbirine yakin nitelikteydi.
Ancak 151k mikroskopik degerlendirmemiz-
de CC531s sferoidlerinde bez yapisina fark-
Iilagma benzeri psodoglandiiler bir yap: ge-
ligtigini izledik. Bu durum Wag Rij sicanla-

rindan dimetilhidrazin ile olusturulmusg
CC531s kolon adenokarsinoma hiicre soyun-
dan (D iiretilen sferoidlerin morfolojik ola-
rak in vivo tiimor 6zelliklerini iyi yansittig1-
na isaret edebilir. Buna paralel olarak in vi-
vo morfolojiye yakin dlizenlenme gosteren
bir deney modeli ile yiiriitiilecek bir ¢aligsma-
nin in vivo timor yamtlarinin aragtirilmasin-
da daha saglikli sonuglar verebilecegi de
aciktrr,

Ayrica MCF7 ve CC531s sferoidlerinde
birinci haftadan baglamak iizere slire gec-
tikge daha fazla oranda sferoidin iginde
saydam, hiicre sinirlari belirsiz béliimler
saptadik. Bu boliimler 151k mikroskobunda
izledigimiz apoptotik hiicre profillerinin bol
miktarda bulundugu i¢ kesimlere karsilik
gelmektedir. Sferoidlerin bashica dzellik-
lerinden biri de merkezlerinde nekrotik
béliimlerinin bulunmasidir (416), Kiiltiir
ortaminda bulunan oksijen ve besinlerin ic¢
kesimlere ge¢mesindeki glicliiklere bagh
oldugu diisiiniilen bu nekrotik bolimler, in
vivo tlimorlerin damarlanmas1 zayif olan
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Resim 5. 14 giinliik bir CC531s sferoidinin 151tk mikroskobik goriiniimii. (ok baslar1: kromatini kondanse olmus ve
fragmantasyona ugramis apoptotik hiicre ¢ekirdegi profilleri. (H&E X 400)

kesimlerinde de saptanmaktadir @, Sferoid- bilinmektedir. Bu durum s6z konusu hiic-
lerde periferde bulunan hiicrelerin prolife- releri antineoplastik ajanlara karsi direngli
rasyon gosterdigi, buna karsin nekrotik bo- kilmakta ve sferoidlerdeki multiseliiler di-
liime komsu ara boliimde bulunan hiicrelerin rencin baglica nedenini olugturmaktadir

dinlenme (quiescent) durumunda olduklari G, 45
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C6 hiicrelerinden MTS olustururken hiicrele-
rin %0.5'lik agarli zemin igine niifuz ederek
agar icinde biiylimeye bagladiklarint ve bir
kisim hiicrenin de agarli zemin {izerinde ta-
baka olusturdugunu gtzlemledik. Bu durum-
da agarli zeminin konsantrasyonunu yiiksel-
terek sertligini artirmak suretiyle C6 glioma
hiicrelerinin agar igine gegmesini dnlemeye
calistik. Gergekten de agarin konsantrasyonu
%1,5'e ¢ikardigimizda C6 hiicrelerinin ze-
min i¢ine niifuz edemediklerini ve sferoid
olusturma siirecine gectiklerini gbzlemledik.
Bu durum C6 hiicrelerinin MCF7 ve CC531s
hiicrelerine gore daha saldirgan nitelikte bir
tiimor hiicresi oldugunu diigiindiirebilir. Lite-
ratiirde tiimor sferoidlerinin invazif 6zellik-
lerini belirlemek amaciyla kollajen jeller
icinde penetrasyon kapasiteleri dl¢iilmekte-
dir (L18), Bu durumda agar igine niifuz etme
kapasitesi de hiicrelerin motilite ve invazyon
oOzelliklerini yansitiyor olabilir,

Biz bu ¢calismada FM3A hiicrelerinin sivi {ist
tabaka yontemine gére MTS olugturmadigini
gozledik. Yapti§imiz literatiir aragtirmasina
gbre, bu hiicre soyundan tiretilen sferoidler
tizerinde yapilmig hicbir ¢aligma bulunma-
maktadir. Bunun nedeni FM3A hiicrelerinin
siispansiyon hiicre kiiltiirii halinde iiretilen
bir hiicre soyu olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Bu durum siispansiyon kiiltiirlerinde
tiretilen hiicrelerin sferoid olugturma kapasi-
tesinin tek tabakali kiiltiirde iiretilen hiicre
soylarindan daha diisiik oldugu gézlemlerine
de uymaktadir @,

Sonug olarak siv1 iisttabaka yontemine gore
tirettigimiz MCF7, CC531s ve C6 sferoidleri
gerek invert hiicre kiiltiir mikroskobu ve ge-
rekse 151k mikroskobu diizeyinde gergeklesti-
rilen goézlem kosullarinda farkli gelisim 6zel-
likleri gostermesine karsin, ti¢ boyutlu genel
sferoid morfolojisini tam olarak yansitmak-
tadir. Bu haliyle ¢esitli ilaglarin ve ilag kom-
binasyonlarinin antineoplastik 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde in vivo yanitlar1 daha
gercekei bir sekilde yansitmasi agisindan tek

tabakali kiiltiirlerle birlikte degerlendirmeye
alinmasi gerekir.
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