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OZGUN ARASTIRMA

Endotel Hucreleri Arasinda Nanotiip Tunellemenin ve
Organel lletiminin Goruntilenmesi

Bilge Ozerman EDIS

Istanbul Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, Istanbul.

OZET

Nanotiip tiinelleme hiicreler arasi iletisimde rol almaktadir. Okaryotik hiicrelerin yenilenmek, hayatta kalmak ya da strese direnmek iizere
nanotiip tiineller olusturdugu diisiiniilmektedir. Homotipik ya da heterotipik hiicreler arasinda kopriiler olusturan nanotiip tiinellerin kalsiyum
iyon akigi gibi sinyal molekdillerini ilettigi, organel, patojen ya da onkojenik molekiilleri aktardigi gosterilmistir. Nanotiip tinellerin temel
yapist mikrofilamentlerdir. Stres olusturan gevresel etkenler altinda aktin iskeletinin nanotiip tiinellerin olugmasint tetikledigi ve birbirinden
uzak iki hiicre arasinda koprii olusturdugu belirlenmistir. Uzun-streli hiicre kiltirl ortami endotel hiicrelerinde strese neden olmakta ve
hiicresel yaslanma olugmaktadir. Bu ¢alismada standart hiicre kiiltiirii ortaminda tekrarlayan pasajlar (P) ile ¢ogaltilan insan gobek kordonu
damar endotel hiicreleri (HUVEC) arasinda nanotiip tiinellemenin goriintiilenmesi amaglandi. Floresan mikroskop incelemesi igin aktin
iskeleti ve endozomlar sirast ile falloidin ve anti-EEA1 antikoru ile isaretlendi. Kontrol grubu (P3-4) ve deney grubu (P8-10) HUVEC ler ile
hazirlanan preparatlarda nanotiip tiinel uzunluklar1 6l¢ildi. P8-10 icin ortalama uzunluk 30 pm olarak belirlendi. Endozomlarin nanotiip
tiinel yapisindaki aktin iskeleti ile birlikte konumlandig gosterildi. Bu bulgular, hiicre iginde kargo tasiyan endozomlarin, nanotiip tiinelleme
ile HUVEC’ler arasinda da madde aktarimi yapabilecegini gostermektedir. Sonugta tekrarlayan pasajlar ile ¢ogaltilan HUVEC’ler arasindaki
nanotip tiinellerin mikrofilamentlerin dinamigine bagl olarak islevsel oldugu belirlenmistir. Hiicreler arasinda yeni bir iletisim yolu olarak
kabul goéren nanotiip tiinelleme, stres cevabinin irdelendigi ¢alismalarda morfolojik bir parametre olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Aktin filamenti. Endotel hiicresi. Endozom. Nanotup ttinelleme.
Imaging the Nanotube Tunneling and the Organel Transfer between Endothelial Cells

ABSTRACT

The tunneling nanotube plays a role in intercellular communication. Nanotube tunnels are thought to be formed to regenerate, to survive or to
resist stress by eukaryotic cells. Nanotube tunnels, forming bridges between homotypic and heterotypic cells, have shown to transmit signal-
ing molecules such as calcium ion flux, and to transport organelles, pathogens or oncogenic molecules. The basic structure of nanotube
tunnels is microfilaments. The actin skeleton triggers the formation of a nanotube tunnel and a bridge between two distant cells under stress-
ing conditions. Cellular aging occurs in endothelial cells in a long-term cell culture. In this study, it is aimed to visualize nanotube tunneling
between endothelial cells under cellular aging. Human umbilical cord vascular endothelial cells (HUVECSs) were grown in the standard cell
culture conditions with repeated passages (P). The actin cytoskeleton and endosomes were labeled with phalloidin and anti-EEA1 antibody
respectively, for fluorescence microscopy. Nanotube tunnel lengths were measured in control (P3-4) and experimental (P8-10) HUVECs
preparations. The average length for P8-10 was determined to be 30 um. The endosomes were located together with the actin cytoskeleton in
the nanotube tunnel. These findings show that endosomes, cargo-carrier inside the cell, can also transfer substances between HUVECs by
nanotube tunneling. As a result, nanotube tunnels, formed between HUVECs of high passages depending on the dynamics of the microfila-
ments, were found to be functional. Nanotube tunneling, accepted as a new way of communication between cells, can be evaluated as a
morphological parameter in studies of stress responses.
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tadir. Bakteri, viriis, prion, HIV enfeksiyonu sirasinda
gorilen viral proteinler gibi patojenlerin nanotiip ti-
neller araciligi ile daha hizh yayildigi gosterilmistir®®.
Hiicreler arasi iletisimde sitosolik iyonlarin, proteinle-
rin ve onkojenik mikroRNA’larin nanotiip tiineller ile
tagindigi belirlenmistir’®*?. Hiicre iskeletini barindiran
bu sitoplazmik tiineller, homotipik ya da heterotipik
hiicreler arasinda kopriiler olusturup organel aligveri-
sine olanak saglamaktadir™™. Yapisal incelemelerde
nanottp ttnellerin filopod benzeri hiicre uzantilar gibi
hiicre iskeleti bilesenlerinden olustugu fakat temel
yapisinin aktin filamentleri oldugu gosterilmistir™.

Aktin, Okaryotik hiicrelerde mikrofilament yapisinin
temel bilesenidir ve hiicrede hem monomer hem de
polimer olarak bulunabilir. Bu 0zelligi sayesinde aktin
filamentleri hiicrede dinamik bir yap1 olusturur. Boy-
lece hiicre goégl, morfogenez ve fagositoz gibi hiicre
zarmin siirekli diizenlendigi hiicresel siireclerde aktin
filamentinin polimerlesme ve depolimerlesmesi mor-
folojik degisikliklere yon verir. Filamenttz aktin hic-
re icinde sitosolik faktorlerin ya da organellerin ta-
sinmasina da destek olur. Aktin filamentlerinin (F-
aktin) polimerlesmesi icin gerek duyulan yaklasik 20
kcal/mol degerindeki serbest enerji, hiicre igi
ADP/ATP oranma baghdir™®. Aktin filamentinin uza-
ma agamasinda, ATP bagh serbest G-aktin monomer-
leri filamente eklenir, F-aktin-ATP bilesigi filamentin
hizli polimerlesen ucunda koruyucu kapak gorevi
goriir. Yaglanma gibi enerji metabolizmasinin degisti-
gi kosullar altinda, aktin filamentleri, hiicre i¢i yapisal
farklilagsmayr hizlandirdig1 gibi sensér gorevini de
istlenerek hiicreler arasi iletisimi yonlendirir'’. Dina-
mik aktin iskeleti organellerin hareketine de destek
olmaktadir. Hiicre igine alinan molekiiller endositik
vezikiller ile taginir. Vezikiillerin hiicre i¢inde erken
endozomlara yonelmesini, yiizeylerinde tagidiklari
sinyal peptidleri ile aktin iskeletinin sagladigi goste-
rilmistir'®. Bu asamada aktin ile etkilesen sinyal pep-
tidleri erken endozom iliskili protein (EEA-1) ve
Rab5-GDP proteinidir. EEA1, endozom zari {izerin-
deki fosfatidilinozitol-3—fosfata baglanarak, vezikiil-
lerin sadece yakinlagmasini saglamakla kalmaz, ayni
zamanda ge¢ endozomlar ile fiizyonlarim da aktive
eder. Rab5 erken endozomlarin ge¢ endozomlara
dogru go¢ etme sinyalini Rac-GTP araciligi ile aktin

iskeletine aktarir™.

Stres olusturan cevresel etkenler altinda aktin iskeleti,
nanotiip tiinellerin olusmasin1 tetikler”®. Oksidatif
stresin, astrositler ve hipokampal néronlarda nanotiip
tiinel olusumunu hizlandirdigi gozlenmistir™>*!. Enf-
lamasyonun, kemik iligi kokenli stromal hiicreler ile
akciger alveol hiicreleri arasinda nanotiip tiinellemeye
neden oldugu belirlenmistir®. Hiicre kiiltiirii ortamin-
da virutik enfeksiyonun ardindan Vero, HeLa ve NIH
3T3 tipi hicrelerde nanotip tinellemenin hizlandigi
saptanmistir”®.  Diyabetik kosullarin modellendigi
hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan HUVEC ler ile endotelyal
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projenitor hiicreler arasinda nanotiip tiinellerin olustu-
Su ve bu yapilarin lizozomlarin gegisini sagladigi
gosterilmistir®,

Uzun-streli hiicre kiiltlirii ortaminda tekrarlayan pa-
sajlarin hiicrelerde strese neden oldugu belirlenmistir.
Yiiksek pasaj (P) sayst ile elde edilen endotel hiicrele-
rinde morfolojik yapilarin  bozuldugu, beta-
galaktosidaz enzim etkinliginin artis gosterdigi ve
hiicresel yaglanma olustugu gdzlenmistir™*®. Bu ca-
lismada ¢ok sayida tekrarlayan pasajlar ile ¢ogaltilan
endotel hiicreleri arasinda nanotiip tiinellemenin go-
riintiilenmesi amaglandi. Ote yandan nanotiip tiineller
ile hiicreden hiicreye dogrudan biyomolekiil aktarimi-
n1 gozlemlemek Uzere endozomlar incelendi.

Gereg ve YOntem

Kimyasallar

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler Falcon (Bec-
ton Dickinson Labware Oxnard, CA, USA) ve Nunc
(Maxisorp, Denmark) firmalarindan saglandi. Calis-
mada birinci antikor olarak, anti-EEA1 (Abcam,
Cambridge, UK), ikinci antikor olarak fluoresein izo-
tiyosiyanat (FITC) isaretli anti-tavsan IgG (Santa Cruz,
CA, USA) ve tetrametilrodamin izotiyosiyanat
(TRITC) isaretli falloidin (Sigma, St. Louis, MO,
USA) kullanildi. ProLong Gold Antifade preparat
koruyucusu ile 4',6-diamidino -2-phenylindole (DAPI)
Invitrogen (Life Technologies, Thermo Fisher Scienti-
fic, Inc) firmasindan saglandi.

Hiicre Kultari

Caligmada tiim hiicre soyu insan gdbek kordonu da-
mar endotel hicreleri (HUVEC) (ATCC-CRL-1730)
kullanildi. Standart hiicre kiiltiirii ortami, %10 fetal
sigir serumu (FBS) ve antibiyotik (100 pg/ml strepto-
misin ve 100 U/ml penisilin) i¢eren Dulbecco modifi-
ye Eagle medium (DMEM) F-12 ile hazirland1. Hiicre-
ler 37°C’de ve %5 CO,’li etlivde inklbe edildi. Hiicre
kulturundeki 4-5 giiniin ardindan HUVEC’ler, hiicre
kaziyicist ile yiizeyden kaldirildilar. Hiicre canlilik
tespiti icin tripan mavisi ayirma yontemi kullanildi.
Hemositometre ile yapilan hiicre sayiminin ardindan
HUVECler yeni pasajda 2x10° hiicre/ml olacak sekil-
de yeniden kiiltiir ortamina ekildi. Pasaj sayisi, 3-4 ve
8-10 olan hiicreler sirasi ile kontrol (P3-4) ve deney
grubu (P8-10) olarak belirlendi®®. Hiicrelerdeki morfo-
lojik degisiklikler ters mikroskopta (Olympus) goz-
lendi. Floresan mikroskopta incelenmek {zere hiicre-
ler, iginde yuvarlak lamel bulunan 6 kuyulu hicre
plaklarina (1x10° hiicre/ml) ekildi. Hiicrelerin lamelle-
re yapismasi i¢in gece boyu beklendi.
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Immiinofloresan mikroskopisi ile goriintiileme

Yuvarlak lameller iizerine yayilmis hiicreler fosfatla
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikand1 ve %0,01
Triton X-100/PBS c¢ozeltisinde 10 dakika bekletildi.
Tespit i¢in %2 paraformaldehit/PBS ortaminda 1 saat
+4°C’de inkube edildikten sonra %1 PBS-BSA ile
1:750 oraninda seyreltilen birinci antikor ile 2 saat
boyunca bekletildi. Floresan isaretli antikorlar %]
PBS-BSA ile 1:2000 oraninda seyreltildi ve 1 saat
boyunca uygulandi. Preparatlar floresan mikroskopta
(Olympus BX51) immersiyon objektifi ile x100 bu-
yitmede incelendi. Aktin iskeleti, F-aktine baglanan
falloidin-TRITC ile isaretlenerek kirmizi renkte, hiic-
relerde erken endozom belirteci EEAL icin anti-EEAL
ve anti-tavsan IgG-FITC ile isaretlenerek yesil renkte
gorintiilendi. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile isaretlene-
rek ticli filtre araciligr ile mavi renkte goriintiilendi.
Hicreler arasi uzantilar Olympus DP-72 kamera sis-
temi ile gorintulendi, DP2-TWAIN yazilim programi
ile fotograflandi ve nanotiip tiinellerin uzunluklar
olculdii®”.

Istatistiksel Analiz

Birbirinden bagimsiz P8-10 deney gruplarinda (n=3)
gorilen nanotlip tuneller olctldii ve Student t test

kullanilarak P3-4 kontrol grubu (n=3) ile karsilastirild.

Veriler ortalama + standart hata degerleri olarak su-
nuldu. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edildi.

Bulgular

Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan endotel hiicrelerinin aktin
iskeleti falloidin-TRITC ile isaretlendi. Pasaj sayis1 3-
4 olan kontrol grubu (P3-4) ile pasaj sayist 8-10 olan
deney grubunda (P8-10) hiicreler aras1 kurulan kopri-
ler incelendi. Hiicreler arasi haberlesmeye destek
oldugu distiniilen nanotiip tiinel yapilarindaki F-aktin
goriintiilendi (Sekil 1A). Baglanti kuran iki hiicre
arasindaki nanotiip tiinel uzantilarinin boyu o6l¢iildii
(Sekil 1B). Kontrol grubundaki hiicrelerin, bitigik
hiicreler ile baglanti olusturdugu ve uzantilarin orta-
lama boyunun 10 pm’den disiik oldugu belirlendi
(Sekil 1C). Deney grubundaki hiicrelerin, P3-4 hiicre-
lerinden farkli olarak, morfolojilerinin bozuldugu,
lamel {izerinde yayilmadiklar1 tespit edildi. P8-10
hiicrelerinin bitisikteki hiicreleri asarak, uzaktaki bir
diger hiicre ile kendisi arasinda nanotiip tiinel olustur-
duklar1 goriintiilendi (Sekil 1D). P8-10 endotel hiicre-
leri arasindaki nanotiip tiinelin ortalama boyunun 30
pm’den biiyiik oldugu belirlendi. Kontrol ve deney
grubundan elde edilen ortalama verilerin arasindaki
farkin anlamli oldugu saptandi.
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Sekil 1:
Tekrarlayan pasajlar ile ¢ogaltilan endotel (HUVEC)
hicrelerinde aktin iskeleti (falloidin-TRITC) ve nano-
tlp tunel képrisuniin floresan mikroskop goruntisa.
(A) Endotel hicresinden uzanan nanotiip tiinel. (B)
Kontrol ve deney gruplarindaki iki hiicre arasinda
bag olusturan nanotiip tiinellere ait uzunluk ortalama-
larimin istatistiksel degerlendirilmesi. (C) Kontrol
grubu endotel hiicrelerinin olusturdugu hiicre zari
uzantilart bitigik hiicreler arasinda goriinmektedir.
(D) Uzun-siireli hiicre kiltiriinde ¢ogaltilan P§-10
endotel hiicreleri arasinda nanotiip tiinel képrisi
(beyaz ok basi) (Biiyiitme x100).

Nanotiip tiinel araciligi ile iki hiicre arasinda sitosolik
faktorlerin iletilme olasiliindan yola ¢ikarak
HUVEC’lerde erken endozomlar isaretlendi. Aktin
filamentleri, endozomlar ve hiicre ¢ekirdegi bir arada
goriintiilendi (Sekil 2A). EEA1 proteini ile isaretlenen
endozomlarin aktin filamenti iizerinde oldugu goste-
rildi (Sekil 2B). Benzer isaretleme ile erken endozom-
lar nanotp tiinel ile birlikte géruntulendi (Sekil 3).

Sekil 2:

Endotel hiicreleri arasinda endozomlarin hiicreler
arasi gegisi goriinmektedir. (A) Immunofloresan mik-
roskop incelemesi icin aktin iskeleti (falloidin-TRITC),

erken endozomlar (anti-EEA1) ve hiicre ¢ekirdegi
(DAPI) isaretlemesi bir arada yapilmistir. Iki endotel

hiicresi arasinda endozomlarin gegisi gercgeve ile
belirlenmistir (Biiyiitme x 100). (B) Cergeve icindeki
alanda endozomlar (beyaz ok bagsi) FITC etiketli ikinci
antikor isaretlemesi ile ayirt edilmektedir.

93



Sekil 3:

Iki endotel hiicresi arasindaki nanotiip tiinelden endo-
zomlarin gegisi goriilmektedir. (A) Nanotlp tlnel
aktin iskeletinin falloidin-TRITC isaretlemesi ile aywrt
edilmektedir. Immunofloresan mikroskop incelemesi
icin endozomlar (anti-EEA1) ve hiicre ¢ekirdegi
(DAPI) isaretlemesi bir arada yapumistir. Endozom-
larin yerlestigi nanotiip tiinel ¢erceve ile belirlenmistir
(Buytitme x 100). (B) Cerceve icindeki alanda nanotlp
tiinel ve endozomlar (beyaz ok basi) birlikte goriilmek-
tedir. Endozomlar FITC etiketli ikinci antikor isaret-
lemesi ile ayurt edilmektedir.

Tartisma ve Sonug¢

Hiicreler arasi iletisim, sinyal molekdllerinin bir hiic-
reden diger bir hiicreye aktarilmasina dayanir. Nano-
tlp tinelleme sayesinde biyomolekiillerin yani sira
organellerin de hiicreden hiicreye aktarilmasi s6z
konusudur. Bu calismada, endotel hiicreleri arasinda
olusan aktin temelli nanotiip tiineller, immunofloresan
teknik ile goruntulenmektedir. Aktin filamentlerinin
isaretlenmesi ile nanotiip tiinellerin ortalama uzunlugu
yaklasik 30 pm olarak belirlenmistir. Bu uzunluk
literatiirde belirtilen deger araligi igcinde yer almakta-
dir®. Aktin filementleri stres lifleri ile hiicrenin yapi-
sal Ozelliklerini korumasini saglar, ayrica hiicre ici
trafige destek olur. Aktin filamentlerinin nanotiip
tiinellerin yapisma katilmasi, mikrofilamentlerin hic-

reler arasi iletisimde rol oynadigina isaret etmektedir’.

Tekrarlayan pasajlama (P8-10) sonucu elde edilen
endotel hiicrelerin morfolojik yapilar1 Boisen ve arka-
daglarinin ¢aligmasi ile uyumludur. Bu hcreler ile
kontrol hicreler (P3-4) karsilastirildiginda, bag kuran
iki hiicre arasindaki mesafenin anlamli olarak yiiksek
olmasi nanotiip tlinellerin, hiicresel stres ile gelisen
dinamik yapilar oldugunu gostermektedir.

Hicre icinde erken endozomlar aktin iskeletinden
destek alarak hareket ederler'’. Nanotiip tiinel yapisin-
daki aktin filamenti ile erken endozomlarin birlikte
bulunmasi, bir endotel hiicresine ait organellerin dog-
rudan bir bagka endotel hiicresine iletilmesinde nano-
tiip tiinellemenin islevsel oldugunu gostermektedir.

Nanotiip tlinel olusumunda hiicre zar1 uzantilarinda
oldugu gibi aktin polimerlesmesi gerekmekte ve fila-
mentdz aktin demetler olusturmaktadir. Hanna ve

94

B.Ozerman Edis

arkadaglarinin markofajlar arasinda olusan nanotiip
tiinel biyogenezi iizerine yaptiklar1 ¢alismada polimer-
lesmeyi yonlendiren sinyal yolaklarinin RhoGTPaz
proteinleri ile diizenlendigi gosterilmistir®®. Nanotiip
tlinelin uzama asamasinda RhoGTPaz proteinlerinden
Cdc42 ve Racl’in, WASP ile WAVE2 proteinlerini
indiikledigi ve buna bagl olarak Arp2/3 aktin gekir-
deklenme proteininin etkinlestigi belirlenmistir. Dela-
ge ve arkadaglar1 fare néronal CAD hiicre soyu ile
yaptiklar1 ¢alismada filopod ve nanotiip tiinel olusu-
munun benzer yolaklar tarafindan diizenlendigini fakat
ylzey uzantilarindan birinin uyarilmasinin diger yapi-
nin baskilanmasi ile sonuglandigini belirlemislerdir.
Aktin baglayan ve demet olusumunu saglayan Eps8
proteininin agir1 anlatimi sonucunda, epitelyal hiicrele-
rin aksine noronal hiicrelerde filopodlarin olusumu
baskilanirken nanotiip tiinel sayisinin arttigi belirlen-
mistir. CAD hiicreleri arasinda filopodlarin kargo
tagimadigi, hiicrelerarast vezikiil aktarimimin ancak
nanotiip tiinel ile gergeklestigi gdzlemlenmistir®.
Hiicresel yaslanmanin tetiklendigi bu ¢aligmada, aktin
dinamigindeki  degisimlere bagli  olarak filo-
pod/nanotiip dengesinin, endotel hicrelerinin lamel
iizerinde yayilma hizim1 azalttigi distiniilmektedir
ancak endotel hiicrelerinde nanotiip tunellemeyi yon-
lendiren molekiiler yolaklar heniiz belirlenmemistir.

Endotel hiicreleri arasinda nanotiip tiinellerden mito-
kondri ve lizozomlarin yani sira lipid damlaciklarinin
da gectigi tespit edilmistir*. Aym ¢alismada arasido-
nik asit uygulamasimin nanotiip tiinel ile bir diger
hiicreye gecen lipid damlaciklarini arttirdigi ve nano-
tip tiinel sayisinin ii¢ katina ¢iktigi belirlenmistir.
Pedicini ve arkadaslarinin ¢alismasinda plazma zarinin
gorintiilenmesi amaci ile kullanilan bugday tohumu
aglutinin uygulamasinin ardindan nanotiip tiinel sayi-
sinin HUVEC’ler arasinda arttig1 belirlenmistir®. Bu
lektin tipinin derigsime bagl olarak (EC50 8.17 pg/ml)
hem filament6z aktin, hem de mikrotibl iceren nano-
tip tiinellerin olusumunu hizlandirdigr gézlenmistir.
HUVEC’lerde bugday tohumu agliitinin varliginda,
plazma zari altindaki mikrofilamentlerin yeniden
sekillendigi, Fluo4-y(iklu endotel hiicrelerine mekanik
uyart verildiginde kalsiyum sinyal iletisinin tetiklen-
digi ve kalsiyum dagiliminin nanotiip tiinel araciligi
ile diger hiicrelere gectigi canli hiicre goriintiilemesi
ile tespit edilmistir. Bu ¢alismada endozomlarin, hiic-
resel yaslanma gosteren endotel hiicreleri arasinda
nanotiip tiinel ile aktarildigi belirlenmistir. Buradaki
bulgular, hiicre isleyisini yo6nlendiren mitokondri,
lizozom gibi organellerin yaninda lipid damlaciklar
ve endozom gibi kargo tasiyan organellerden, sinyal
iletimi saglayan iyon akisina kadar, hiicreler arasi
madde aktariminin nanotiip tiinelleme ile saglandigini
gostermektedir.

Endotel hiicrelerinin farkli hiicrelerle bir arada ince-
lendigi ortak kiiltiir ¢caligmalarinda nanotiip tiineller
incelenmistir. Mezenkimal kok hicresinden in vitro
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iskemi modeli uygulanan endotel hicelerine mito-
kondri gegisinin, F-aktin polimerlesmesine bagli ola-
rak nanotiip tiinel ile saglandigi gosterilmistir®. Tagi-
nan mitokondrilerin HUVEC’lerde bazal ve maksimal
oksijen kullanimini arttirdigy, laktat iiretimini azalttig1
ve apoptotik siireci engelledigi ortaya konmustur.
Wang ve arkadaglarinin ¢alismasinda, in vitro kosul-
larda olusturulan iskemik hasarin ardindan noéral kok
hlcrelerin ¢evresinde nanotlip tlnellerin gelistigi
belirlenmis ve mitokondrilerin beyin mikrovaskiler
endotel hiicrelerine nanotiip tiinelleme ile gecisi goste-
rilmistir®.

Endotel hiicrelerinin anjiyojenik 6zelligi tiimor damar-
lanmasinda 6nemlidir. Nanotiip tiinellerin tiimor hiic-
releri ile endotel hiicreleri arasinda da islevsel oldugu-
nu gosteren calismalar bulunmaktadir. Connor ve
arkadaglarmin  yiriittiigi ¢alismada, meme kanseri
hiicre soylari ile endotel hiicreleri arasindaki nanotup
tiinellerden onkojenik molekdllerin yayildigi ve buna
bagli olarak endotelyal hiicelerde fenotipik farklilag-
manin olustugu belirlenmistir®. Arastirmacilar metas-
tatik yayilim nedenini, kanser hiicrelerinden mikroR-
NA’larin nanotiip tiinelleme ile yatay diizlemde ta-
sinmasma baglamiglardir. Errede ve arkadaglarinin
calismasi, CD31/CollV belirte¢lerinin immunohisto-
kimyasal olarak isaretlenen insan glioblastoma doku
kesitlerinde zengin bir nanotiip tiinel agimin bulundu-
gunu ve nanotiip tiinellemenin kapiller benzeri timo-
ral damarlara uzandigmi bildirmektedir. Calismada,
perisitlerden endotel hicrelerine uzanan nanotup tu-
nellerin timdral anjiyojenezi uyardigi 6ne siiriilmiis-
tiir®. Pasquier ve arkadaslarin kemoterapi ajanlarina
olusan direng ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada over ve
meme kanseri hiicreleri ile endotel hiicreleri arasinda
mitokondri gegisini saglayan nanotiip tiinellerin olus-
tugu gosterilmistir. Calismada akim sitometri analizi
ile incelenen MCF7 hiicreleri arasindan mitokondrileri
alan kanser hiicrelerinin, doksorubisine karsi direng
gelistirdigi belirtilmistir®’. Hicreden hiicreye haber-
lesmeyi saglayan nanotiip tiineller ile timor mikrotiip-
lerinin timor gelisiminde ve tedaviye direng olustur-
mada nasil rol oynadig1 Roehlecke ve Schmidt tara-
findan derlenmistir®. Bu ¢ahismalar, heterotipik hiicre
kilttrlerinde endotel hucreleri ile kanser hucreleri
arasinda gelisen nanotiip tiinellemenin tiimor biyoloji-
sindeki 6nemini gostermektedir.

Nanotiip tiinelleme ile hiicreler arasi iletisgimi in vivo
kosullarda kanitlayan az sayida c¢alisma vardir. Seyed-
Razavi ve arkadaglarinin yiiriittiigii ¢calismada Herpes
simplex virus-1 ile enfekte edilen fare korneasinda
olusan nanotiip sayisinin 24 saat i¢inde arttig1 bildi-
rilmigtir. Ayni ¢alismada canli hiicre goriintiileme
teknigi ile hiicresel stres ve sistemik enflamasyon
etkisi altinda kornea miyeloid kdkenli hiicrelerin gov-
desinden nanotiip tiinellerin diger hiicresel uzantilarin
olusum hizindan daha hizli (15,5 pm/dakika) olustugu
ortaya konmustur®®. Alarcon-Martinez ve arkadaslari,

nanotiip tiinel ile bagh perisitlerin, néronal ve mikro-
vaskiiler etkinlige olasi katkisini aragtirdiklar: calis-
mada, iki-foton lazer taramali mikroskop ile fare reti-
nasinda 151k uyarisiin kan akiminda olusturdugu
degisiklikleri in vivo goriintiilemislerdir. Arastirmaci-
lar tek 151k uyarisinin ardindan perisit ¢iftleri ile bag-
lanan kapillerlerin birinde daralma olurken digerinde
genislemenin oldugunu belirlemislerdir. BOylece kan
akiminin ndronal uyart ile uyumlu olarak degismesin-
de, perisitler arasinda haberlesmeyi saglayan nanotip
tiinellemenin etkili oldugunu ortaya koymuslardir®.

Standart hiicre kultirinde yuritulen bu calismanin,
homotipik hiicreler arasinda endozomlarin hangi yone
dogru ilerledigi tespit edilemedigi i¢in bazi sinirlama-
lart vardir. Aydinlik alan mikroskop analizi ile hiicre-
ler canli goriintiilenebilir ve nanotiip tiinelleme izlene-
bilir. Epifloresan mikroskop incelemesinde organelle-
re Ozgil isaretleme ile organellerin hareket yoni ve
hiz1 belirlenebilir.

Gerek in vitro gerekse in vivo kosullarda yUr(tilen
caligmalar nanotiip tiinellerin hiicreler arasi iletisimde
koprii rolii istlendigini gostermektedir. Hucrelerin
icinde bulundugu kosula gore bir hiicre, aktin iskeleti-
nin yon vermesi sonucu olusan nanotiip tiinelleme ile
uzak mesafedeki bir hiicre ile haberlesebilmektedir.
Bu agidan nanotiip tiineller hiicreler arasi haberlesme-
de morfolojik bir parametre olarak degerlendirilebilir.
Sonug olarak bir¢ok hiicre ¢esidi tarafindan olusturu-
labilen bu iletisim kopriilerinin nasil kuruldugunun ve
hiicreler arasinda hangi molekiilerin aktarildiginin
calisilmasi, ilag direnci gelistiren kanser hiicreleri ile
ya da nanotup tinellemeyi kullanan virusler ile miica-
delede yeni kapilar agmasi agisindan onemli goziik-
mektedir.
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