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Oz
Amag: invazyon, embriyonun uterus epiteline implantasyonu gibi normal gelisim siirecinde olabildigi gibi kanser
hiicrelerinin yayilmasi gibi patolojik olaylarda da goriilmektedir. Kanser hiicrelerinin invazyon mekanizmalarini
anlayabilmek i¢in, hiicreleri in vivo ortamlarina yakin bir ortamda arastirmak gerekmektedir. Bu ¢alismanin
amaci, kanser hiicrelerinin invazyon arastirmalarinda kullanilabilecek in vivo ortami taklit eden yeni bir in vitro
kiiltiir ortaminin gelistirilmesidir.
Gereg ve Yontem: insan metastatik meme adenokarsinom (M4A4) ve insan primer kolon karsinoma (HCT-116)
hiicre dizileri kiiltiire edilmistir. iki farkli biyouyumlu doku iskelesi amaciyla bakteriyal seliiloz ve kollajen kdpiik
kullanilmistir. Hiicreler doku iskelelerine ekildikten sonra 3D kanser invazyon kiiltiir modelleri olusturulmustur.
Hiicre morfolojisi degerlendirilmis, Hematoksilen-Eozin boyasiyla histolojik incelemeler yapilmistir.
Bulgular: M4A4 hiicreleri, bakteriyel seliiloz iskelelerinde fibroblastik morfolojiyi korurken, kollajen kopiik
iskelelerinde kiimelenip ¢cogalmistir. HCT-116 hiicreleri ise bakteriyel seliiloz iskelelerinde yogun kiimelenme ve
¢ogalma, kollajen kopiik iskelelerinde ise fibroblastik morfoloji sergilemistir. Histolojik incelemeler, HCT-116
hiicrelerinin bakteriyel seliiloz iskelelerinde, M4 A4 hiicrelerinin ise kollajen kopiik iskelelerinde daha yiiksek
invazyon ve koloni olusumu gosterdigini ortaya koymustur.
Sonug¢: Caligmanin bulgulari, iskele se¢ciminin kanser arastirmalarinda hiicre davranisi ve ¢ogalmasi iizerindeki
onemli etkisini vurgulamaktadir. Histolojik sonuglar, bakteriyel seliiloz ve kollajen kopiik iskelelerinin farkli
kanser hiicre hatlariyla etkilesimlerini ve invaziv davraniglarini etkiledigini gostermektedir. Bu bilgiler, kanser
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hiicresi etkilesimlerinin ve davraniglarinin karmasikligini anlamak ve incelemek i¢in 6zel iskele se¢imine duyulan
ihtiyact vurgulamaktadir.

Anahtar Kkelimeler: 3D Kkiiltiir sistemleri, bakteriyel seliiloz, kollajen kopiik, M4A4 hiicreleri, HCT-116
hiicreleri

Abstract
Aim: Invasion can occur in normal developmental processes such as implantation of the embryo into the uterine
epithelium, but also in pathological events such as the spread of cancer cells. In order to understand the
mechanisms of invasion of cancer cells, it is necessary to investigate the cells in an environment close to their in
vivo environment. The aim of this study is to develop a new in vitro culture medium that mimics the in vivo
environment that can be used in cancer cell invasion studies.
Method: Human metastatic breast adenocarcinoma (M4A4) and human primary colon carcinoma (HCT-116) cell
lines were cultured. Bacterial cellulose and collagen foam were used to produce two different biocompatible tissue
scaffolds. Cells were seeded onto these scaffolds and 3D cancer invasion culture models were created. Cell
morphology was evaluated and histological examinations were performed with Hematoxylin-Eosin stain.
Results: M4A4 cells retained fibroblastic morphology in bacterial cellulose scaffolds, but clustered and
proliferated in collagen foam scaffolds. HCT-116 cells exhibited dense clustering and proliferation in bacterial
cellulose scaffolds and fibroblastic morphology in collagen foam scaffolds. Histological examinations revealed
that HCT-116 cells showed higher invasion and colony formation in bacterial cellulose scaffolds and M4A4 cells
showed higher invasion and colony formation in collagen foam scaffolds.
Conclusion: The findings of the study highlight the important impact of scaffold selection on cell behaviour and
proliferation in cancer research. Histological results show that bacterial cellulose and collagen foam scaffolds
affect interactions with different cancer cell lines and their invasive behaviour. This information highlights the
need for specific scaffold selection to understand and study the complexity of cancer cell interactions and
behaviours.
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1. Giris
Invazyon, embriyonik siiregte embriyonun uterus kiiltir modeli kurulmasi ve kanser invazyon
epitelinden  implantasyonu sirasinda  normal modelinde kullanilabilecek yeni bir in vitro ortamin
gelisimsel siirecte  goriilebildigi  gibi, kanser gelistirilmesi hedeflenmistir. Hiicre
hiicrelerinin epitelyal veya bag dokusu igerisine proliferasyonunu destekleyen ve duragan fazdaki
yayilmasi gibi  patolojik  olaylarda  da hiicrelerin biiyiimesini tegvik eden
goriilebilmektedir. Ister embriyonun Gluconacetobacter xylinus susundan elde edilen
endometriyumdan  implantasyonu  sirasindaki biyouyumlu doku iskelesi BC ile igerdigi capraz
normal gelisim siirecinde, ister kanser hiicrelerinin baglar ve gozenekli yapisi sayesinde hiicrelerin
epitel veya bag dokusuna yayildig1r patolojik Ozgiin polarite 6zelligi sergilemesine yardimet olan
olaylarda olsun, invazyon siirecinde, epitel ve bag biyouyumlu, kollajen tip I iceren doku iskelesi 3D
dokusu hiicreleri ile birlikte ¢gevreden salinan gesitli kiltir modeli i¢in  kullanilmistir. Bu doku
faktorler invazyon siirecini kontrol eder. Ancak, iskelelerine insan metastatik meme adenokarsinom
hem normal hem de patolojik kosullarda bu siireci hiicre dizisi (M4A4) ve insan primer kolon
diizenleyen mekanizmalar tam olarak karsinoma hiicre dizisi (HCT-116) ekilerek 3D
anlagilamamistir ~ (1). Kanser  hiicrelerinin kanser hiicre invazyon modeli kurulmustur. Her iki
invazyonunu aragtirmak i¢in, in vivo ortami taklit hiicre hattt metastatik &zelliklerinden dolay1
eden bir in vitro ortam gelistirilmesi ¢ok 6nemlidir. calismada kullanilmasi tercih edilmistir.
Uc boyutlu (3D) Kkiiltiir sistemleri, hiicrelerin
cevreleriyle ve diger hiicrelerle canli dokuya daha 2. Yontem
benzer sekilde etkilesime girmesine izin verdigi i¢in 2.1. Hiicre Kiiltiirii
2D sistemlere kiyasla fizyolojik olarak uygun bir Insan metastatik meme adenokarsinom (M4A4,
ortam saglar (2). CRL-2914) ve insan primer kolon karsinoma (HCT-
116, CCL-247) hiicre dizileri ticari olarak
Bu calismada, in vitro ortamda invazyon modelinin ATCC'den satin alinmig ve %10 FBS (Capricorn
calisilmasina olanak saglayacak, in vivo ya benzer Scientific, ~ FB_100H/100), %1 penisilin-
yeni  bir  kiiltir = ortammin  gelistirilmesi streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B) ve %1 L-
amaglanmistir. Bu amagla bakteriyal seliiloz (BS) ve glutamin  (Capricorn  Scientific, GLNB) ile
kollajen kopiik (KK) doku iskelelerine, primer ve desteklenmis DMEM:F12 (Biosera,
metastatik kanser hiicre hatlarinin ekilmesiyle 3D LM D12221500)  kiltir ~ ortaminda  kiiltiire
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edilmistir. Tiim kiltiir kosullar inkiibatérde (ESCO,
CCL-170B-8) %5 CO? ile 37C°de standardize
edilmigtir. Ortam her iki giinde bir degistirilmis ve
hiicreler ters mikroskop (Olympus, 1X71) altinda
gbzlemlenmistir.

2.2. Doku Iskelelerinin Uretimi

iki farkli biyouyumlu doku iskelesi Ege Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Bolimii
Hayvan Hiicre Kiiltliiri ve Doku Miihendisligi
Laboratuvart ve Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
uretilmistir.

Bakteriyel seliiloz iiretmek i¢in Glucanoacetobacter
xylinus susu (ATCC 700178) kullanmilmistir. G.
xylinus susu, iretim oncesinde steril
Hestrin&Schramm (HS) sivi ortaminda 30 °C'de ve
150 rpm calkalama hizinda 1-2 giin boyunca aktive
edilmistir. HS besiyeri distile su, % 2 glukoz
(MERCK 108347), % 0,5 maya ekstrakti (MERCK
103753), % 0,5 bakteriyolojik pepton (MERCK
107214), % 0,115 sitrik asit (MERCK 100244) ve %
0,27 Na,HPO4; (MERCK 106580) igermektedir.
Aktivasyonun ardindan peletler, %3 oraninda
pargalanmis %5 agar soliisyonu (Oxoid LP0O011)
iceren HS s1v1 besiyerine (1:1) enjekte edilmis ve 5
glin boyunca hareket etmeden inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan olusan BC distile
suda durulanmis, 0,1 M NaOH (MERCK 106462)
ile saflagtirllmig ve 121°C'de 15 dakika boyunca
otoklavlanmustir.

Kollajen kopiik doku iskelesi liyofilizasyon islemi
kullanilarak  olusturulmustur.  Hiicre  kiiltiiri
plakalari (6-12 veya 24 kuyu) kollajen tip 1 (Santa
Cruz Biotechnology, scl136157) %S5 asetik asit
¢oOzeltisi ile muamele edilmistir. Dondurulmus
¢ozelti, KK doku iskeleleri iiretmek igin 8 saat
boyunca liyofilize edilmistir. iskeleler ihtiyag
duyulana kadar bir desikatérde saklanmistir.
Kullanmadan 6nce numune %70 etanol soliisyonu
(Sigma, 32221) kullanilarak sterilize edilmistir.

2.3. 3D Kkiiltiir modelinin olusturulmasi

BS ve KK doku iskeleleri hiicre ekiminden 1 giin
once 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alinmig ve 1
gece boyunca hiicresiz 500 pl kiiltiir ortami ile
inkiibe edilmistir. Siire sonunda 5x10° h/ml M4A4
ve HCT-116 hiicreleri doku iskeleleri iizerine
ekilerek ve 3D kiiltiir modeli olusturulmustur.
Hicreler kdltirin 1., 3. ve 5. giinlerinde
gbzlemlenmis ve kiiltiir siiresinin sonunda %4
paraformaldehit (Merck, TP704404) ile tespit
edildikten sonra +4 C®de 30 dk tutulmustur. Daha
sonra Ornekler fosfat tamponu (PBS) ile 3 defa
yikandiktan sonra ileri frozen kesit i¢in gdmme
asamasina gecilmistir. Deneyler 1ii¢ bagimsiz
biyolojik Ornekte (n=3) bagimsiz olarak {li¢ kez
tekrarlanmastir.

258

2.4. Frozen Kesitlerin Alinmasi

Hiicre igeren BS ve KK iskeleleri OCT (Jung,
020108926) frozen gomme soliisyonu ile -20 C®de
5-10 dakika tutularak hazirlanmistir. Frozen
bloklardan 7 pm'lik kesitler kriyostat (Leica,
CM1100) ile alinmugtir.

Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Frozen kesitler distile su ile 1-2 dakika yikandiktan
sonra, hematoksilin (1051752500, Merck) ile 1-1,5
dakika siireyle boyanmistir. Kesitler, akan musluk
suyu altinda yikanarak hematoksilinin fazlasi
uzaklagtirilmigtir. Ardindan kesitler, % 0.1 asit alkol
(100327, Merck) batirilip ¢ikarilmis ve akan musluk
suyu altinda yikanarak, eozin (1170811000, Merck)
¢ozeltisinde 1-2 dk boyanmistir. Akan musluk suda
yikanan kesitler, ardisik etanol (100971, Merck)
alkol serilerinden (%70, %80, %95, %100) hizla
gecirilerek, ksilolde (108297, Merck) 10’ar dakika
siireyle bekletilmistir. Boyanmanin  ardindan
kesitler, kapatma mediumu (107961, Merck) ile
kapatilarak 151k mikroskobu (Olympus BX40,
Japonya) kullanilarak goriintiilenmistir.

2.5. Hiicre ve Koloni Degerlendirilmesi
Calismada iki farkli hiicre hatt1 (M4A4 ve HCT-
116) biyouyumlu doku iskelelerine ekilmis ve 3D
kiiltiir modelleri olusturulmustur. Hiicre morfolojisi
degerlendirilmis ve Hematoksilen-Eozin (HE)
boyamasi ile histolojik incelemeler yapilmistir.
Invazyon ve koloni olusum diizeyleri, BS ve KK
iskelelerinde faz-kontrast goriintiileri ve histolojik
incelemelerle belirlenmistir.

2.6. Istatistiksel Analizler

Shapiro-Wilk testini gegen ve normal dagilan veriler
i¢in two tailed student’s t-test, normal dagilmayan
veriler iginse two tailed Mann Whitney testi yapildi.
Veriler mean = SEM olarak sunuldu. Tiim
istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism yazilim1
sirim 9 kullanildi ve istatistiksel anlamlilik P-
degeri < 0.05 olarak belirlendi.

3. Bulgular ve Tartisma

Iskeleler iizerinde hiicre morfolojisi ve cogalmasi
tizerine yapilan ¢alismamiz, M4A4 ve HCT-116
hiicrelerinin  BS ve KK iskeleler {izerinde
kiltirlendiginde farkli davraniglar sergiledigini
ortaya koymustur. M4A4 ve HCT-116 hiicrelerinin
kiiltiir stiresi boyunca fibroblastik karakterde oldugu
goriilmiistiir (Sekil 1a). BC iskeleler iizerinde
kiiltiire edilen M4 A4 hiicrelerinin fibroblastik hiicre
morfolojilerini korurken, HCT-116 hiicrelerinin
3.giinden itibaren bir koloni ve kiimelenme
olusturdugu goriilmiistiir (Sekil 1b). KK iskeleler
izerinde kiiltiire edilen M4 A4 hiicrelerinin 3.glinden
itibaren bir koloni ve kiimelenme olusturdugu
goriliirken, HCT-116 hiicrelerinin ise fibroblastik
hiicre morfolojilerini  koruduklar1  gorilmiistiir
(Sekil 1¢). Bu bulgular, iskele malzemesi se¢ciminin



hiicre davranisint ve proliferasyon modellerini
etkiledigini gostermektedir (3).

“CT 116

e
"
o
x

Sekil 1: M4A4 ve HCT-166 hiicrelerinin Kiiltiiriin
farkh giinlerinde BS ve KK doku iskelelerinde
kiiltiirii. (a) fibroblastik karakterde olan M4A4 ve HCT-
116 hiicrelerinin faz-kontrast goriintiisii. (b) Bakteriyal
seliloz (BS) doku iskelesinde M4A4 ve HCT-116
hiicrelerinin kiiltiiriin 1., 3. ve 5. giinlerindeki faz-kontrast
goriintiileri. Mavi ok: hiicreleri gdstermektedir. (c)
Kollajen kopiik (KK) doku iskelesinde M4A4 ve HCT-
116 hiicrelerinin kiiltiiriin 3. ve 5. giinlerindeki faz-
kontrast goriintiileri. Mavi ok: hiicreleri gostermektedir.
Kirmizi halka: koloni ve kiimelenme gosteren hiicreleri
isaret etmektedir. Olgek: 100 um.

HE boyama kullanilarak yapilan histolojik inceleme,
BS ve KK iskelelerindeki hiicre davranigindaki
farkliliklar1 daha da desteklemistir (Sekil 2a). HCT-
116 hiicreleri, M4A4 hiicrelerine kiyasla BS
iskelelerinde onemli 6l¢iide daha yiiksek invazyon
ve koloni olusumu sergilemistir (p<0.05) (Sekil 2b);
bu da BS iskelelerinin kolon kanseri hiicrelerinin

tipik invaziv davranigini daha iyi
destekleyebilecegini  gostermektedir.  Tersine,
M4A4  hicreleri KK iskelelerinde HCT-116

hiicrelerine kiyasla 6nemli o6lgiide daha yiiksek
invazyon ve koloni olusumu sergilemistir (p<0.05)
(Sekil 2b); bu da KK iskelelerinin meme kanseri
hiicrelerinin metastatik potansiyelini desteklemeye
daha elverisli olabilecegini diisiindiirmektedir (3).
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Sekil 2: 3D kanser invazyon modelinde HE boyamasi.
(a) Bakteriyal seliiloz (BS) ve kollajen kopiik (KK) doku
iskelesinde M4A4 ve HCT-116 hiicrelerinin HE
boyanmasi. Mavi ok: hiicreleri gostermektedir. Kirmizi
halka: koloni ve kiimelenme gosteren hiicreleri isaret
etmektedir. (b) Bakteriyal seliiloz ve kollajen kopiik doku
iskelesinde invaze koloni sayis1. Olgek: 50 um.

In vivo ortamin karmagik mikro ¢evresini daha iyi
taklit etmek i¢cin 2D kiiltiirden, 3D kiiltiir
sistemlerine gecis ¢ok dnemlidir. Bununla birlikte,
3D kiltir modellerinde, kullanilan materyalin

hiicresel  davranis  {izerinde  farkli  etkiler
yaratabilecegi de unutulmamalidir (4). 2D
kiiltiirlerde  hiicreler smirli  etkilesimlerle tek

katmanli olarak biiylirken, 3D iskeleler hiicre
davranigimi 6nemli dl¢iide degistirebilen daha dogal
bir hiicre dis1 matrix (ESM) benzeri ortam saglarlar.
BS ve KK iskelelerindeki M4A4 ve HCT-116
hiicrelerinin spesifik davranislarina iligkin bulgular,
iskele malzemesi sec¢iminin hiicre davranisini
modiile etmede Onemli bir rol oynadigim
desteklemektedir. KK iskelelerindeki M4A4
hiicrelerinin kiimelenme egilimi, kollajenin ESM'yi
taklit etmedeki, hiicre-hiicre etkilesimlerini tesvik
etmedeki ve kiimelenme-cogalmaya elverisli
biyokimyasal sinyaller saglamadaki roliiniin altini
cizmektedir. Ote yandan, HCT-116 hiicrelerinin
morfolojiyi koruma ve KK iskeleleri tizerinde
cogalma yetenegi, kollajen iskelelerin farkli biiylime
modellerine  sahip  farkli  hiicre tiplerini
barimdirmadaki ¢ok yonliiliigiinii géstermektedir (5).
BS iskeleler tizerindeki gozlemler, hem M4A4 hem
de HCT-116 hiicrelerinin farkli davraniglar
sergiledigini, M4A4 hiicrelerinin morfolojilerini ve
¢ogalmalarint  korurken, HCT-116 hiicrelerinin
yogun kiimelenme gosterdigini ortaya koymustur.
Bu davranislar, iskelenin 6zellikle kolorektal kanser
calismalarinda  goriilen  hiicre  kiimelenmesini
destekleme kabiliyetini yansitmakta ve BS
iskelelerinin kanser arastirmalarinda dogru bir
model olabilecegini gostermektedir (6).

HE boyama sonuglarinda gozlemlenen invazyon ve
koloni olusumu egilimleri, BS ve KK iskelelerinin
belirli kanser hiicresi tipleriyle nasil etkilesime
girdigine dair katki saglamaktadir. HCT-116
hiicrelerinin  BS  iskeleleri {izerinde M4A4
hiicrelerine kiyasla daha fazla invazyon ve koloni
olusturmasi, BS iskelelerinin kolon kanseri
hiicrelerinin tipik agresif invaziv davranigini daha
iyi destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Buna



karsin, KK iskelelerindeki M4A4 hiicrelerinin HCT-
116 hiicrelerine kiyasla daha yiiksek invazyon ve
koloni olusumu, KK iskelelerinin meme kanseri
hiicrelerinin metastatik potansiyelini daha iyi
destekleyebilecegini gostermektedir. Bu bulgular,
kanser biyolojisinin belirli yonlerini etkili bir sekilde
incelemek i¢in uygun iskele malzemesini se¢gmenin
onemini vurgulamaktadir (7).

4. Sonug

Calismamizin bulgulari, iskele segiminin kanser
aragtirmalarinda hiicre davranist ve c¢ogalmast
tizerinde etkili olabilecegini vurgulamaktadir.
M4A4 ve HCT-116 hiicrelerinin BS ve KK
iskeleleri iizerindeki farkli tepkileri, belirli kanser
hiicresi davraniglarinin  modellenmesinde iskele
ozelliklerinin dikkate alimmasinin 6neminin altini
¢izmektedir. Histolojik sonuclar da bu gozlemleri
destekleyerek BS ve KK iskelelerinin kolon ve
meme kanseri hiicreleriyle farkli sekilde etkilesime
girerek invaziv ve koloni olusturma yeteneklerini
etkiledigini gostermektedir. Bu bilgiler, kanser
hiicresi  etkilesimlerinin ~ ve  davranislarinin
karmasikligint etkili bir sekilde incelemek ve
anlamak i¢in 0Ozel iskele se¢imine ihtiyag
olabilecegini vurgulamaktadir (8).
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