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Sferoid Olusumuna Etkisi

Liver Cancer Cells
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OZET

Amac: Bu calismada; hlcrelerdeki pasaj sayisi artisi
ile kiresel yapilar yani “sferoid” olusturma egilimleri
arasindaki iliskinin incelenmesi, dolayisiyla karaciger
kanserinde pasaj sayisi artisi ile olasi kanser kok hiicre
sayilari arasindaki iliskinin irdelenmesi hedeflenmistir.
Gereg ve Yéntem: ikinci, yedindi, sekizinci ve dokuzu-
ncu pasaj HepG2 hicreleri; Dulbecco’s Modified Eagle
Media (DMEM), Fetal Bovine Serum Dulbecco’s (FBS)
ve %1 streptomisin-penisilin karigimi iceren besi yer-
lerinde, 37 Cisidaki ve %5 CO2 iceren inkubatorlerde
kaltdre edildi. Tum ylzeyi kapladiktan sonra 1., 2., 3.
ve 4. haftalardaki canli gérintileri Zeiss inverted Faz
Kontrast Mikroskobu kullanilarak kaydedildi. Bu periyo-
dlarin sonunda hcrelerin bir kismi fikse edilerek Hema-
toksilen-Eozin ve Toluidin Mauvisi ile boyandi. Farkli pas-
ajlardan elde edilen gorintulerde sferoidlerin miktari,
sferoidler icerisindeki ve disindaki hucrelerin morfolo-
jik yapilari karsilastirmali olarak incelendi. Sferoidlerin
caplari ve alanlari Imagel) analiz programi kullanilarak
olculda.

Bulgular: Morfolojik agidan Pyrex borosilikat cam,
D263M Schott cam ve polistiren ylzeylerde bulylyen
hicreler arasinda belirgin bir farkliik gdzlemlen-
medi. Ancak hucrelerin kapladigi alanlar olgllerek
karsilastinldiginda; sirasiyla  D263M  Schott cam,
polistiren ve pyrex borosillicate cam kultar ylzeyler
Gzerinde ¢odalma oraninin istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmis oldugu goraldi.

Sonuglar: Calismada; pasaj sayisi artisina bagli olarak
sferoid sayisinda artis oldugu dikkati ¢ekti. Sferoidler-
in icerisindeki, sinirlarindaki ya da sferoid disindaki
hicrelerin morfolojileri birbirlerinden farkliydi; ancak
pasajlar arasinda bir farklilik yoktu. Sferoid caplarinin
birbirlerine oldukca yakin oldugu géruldu. Sferoidlerin
icerisindeki hlicre sayisinin kiltlr stresi arttikca azaldig
ve hlcre icermeyen alanlarin arttigr gézlendi.

ABSTRACT

Aim: The aim of the study was to investigate the relationship
between the increase in the number of passages in the cells
and the tendencies to create spherical structures, or “spher-
oids”, and therefore to investigate the relationship between
the number of passages in liver cancer and possible cancer
stem cell numbers.

Materials And Methods: Second, seventh, eighth and
ninth passage HepG2 cells; were grown in Dulbecco’s Mod-
ified Eagle Media (DMEM), Fetal Bovine Serum Dulbecco’s
(FBS), and 1% streptomycin-penicillin at 37° C and 5% CO2
incubator. After confluency, live images at 1, 2, 3 and 4
weeks were recorded by using the Zeiss Inverted Phase Con-
trast Microscope. Some cells were fixed and stained with
Hematoxylin-Eosin and Toluidine Blue. The morphological
features of the spheroids were examined comparatively be-
tween different passages. Diameters and also the areas of
the spheroids were measured by using the ImageJ analysis
program.

Results: The number of spheroids increases as the num-
ber of passages gets higher. The morphology of the cells at
different part of the spheroids differ. However, there is no
significant difference between the cells from the different
passages at morphological level. The spheroid diameters are
similar at different passages. The number of the cells inside
the spheroids decrease accordingly with the culture time.
Conclusions: The behavior of hepatocellular carcinoma
cells in different passages after the long term culture and
spheroid formation has been evaluated for the first time in
this study. Increase in the formation of the spheroids might
be due to increase at cancer stem cells.

Keywords: HepG2, hepatocellular carcinoma, cancer stem
cell, spheroid



Sonugc: Calismamizda ilk kez farkli pasajlardaki hepa-
toselltler karsinoma hucrelerinin uzun sureli kdltirle-
rdeki davranisi sferoid olusturma 6zellikleri agisindan
karsilastirmali degerlendirilmistir. Sferoid olusumundaki
artma; kanser kdk hicreleri niteligindeki hiicre sayisin-
da artis olabilecegini dustindtrmektedir.

Anahtar Kelimeler: HepG2, karaciger kanseri, kanser
kok hicresi, sferoid

GIRIS

Hulcre kaltirG calismalarinda; bazi hicre tlrlerinin kaltdr
yUzeyine yapisarak cogalmayi tercih ettikleri, bazi tlrlerin ise
ortamda slspansiyon olusturduklarn gézlenmektedir. Yine
bazi hicre turleri; “sferoidler” yani kiresel yapilar olustur-
may! tercih etmektedirler. Ozellikle embriyonik kék hiicreler
ve kanser kok hicreleri bu sekilde davranirlar. Bu ylzden de;
bu hucrelerin kiltir ortaminda tespiti icin “sferoid olustur-
ma” teknigi kullaniimakta; kiresel yapilar olusturan hicreler-
in kok hiicre karakteri tagidigi dstintlmektedir.

Son yillarda kanser kok hucreleri ile ilgili cok énemli veriler
elde edilmistir. Farkli kanser tirlerinde kanserin yayilmasin-
da ve tedaviye direncinde primer sorumlunun bu htcreler
oldugunu savunan arastirmalar artmaktadir. Kanser kok
hicrelerini hedef alan tedavilerin kanser tedavisinde bagariyi
arttiracagina dair gucli kanitlar elde edilmesi nedeniyle; bu
hicrelerin timoral yapilar igerisindeki varligi ve davranisinin
belirlenmesi tzerine yogun arastirmalar yarattlmektedir.
HepG2 hcreleri, iyi derecede farkllasma gostermis hep-
atoselliler karsinoma tanisi konulmus bir hastadan izole
edilmistir. Plazma proteinlerinin baydk bir kismini Gretebilme-
si, biyosentetik ¢zelliklerinin normal hepatositlere benzerligi,
hicre ylzey reseptorlerini koruyabilmesi, kullanilan protein-
leri isleyebilmesi nedeniyle in vitro modellemelerde yaygin
sekilde kullanilan bir hiicre dizisi olmustur. Kaltir yizeyine
yapisarak Uremeyi seven bir hiicre tipi olan HepG2 hiicreleri;
kaltdr icerisinde kiimecikler olusturmayi tercih etmektedirler.
Bu ktimecikler tim kaltir yizeyini kapladiktan sonra farklilas-
maya baslamakta; bazi hicreler kiiresel yapilar olusturmak-
ta, ancak bazi hicreler bu kiresel yapilar disinda cogalmay:
tercih etmektedir. Hlcrelerin tercihinin neden bu sekilde old-
ugu, kiresel yapilar olusturan kanser hicrelerinin ézellikleri-
nin ne oldugu hentiz kesin olarak agiklanamamigtir.

Bu arastirmada; pasaj sayisi ile sferoid olusumu arasindaki
ilskinin incelenmesi ve kanser kok hucrelerinin yogun old-
ugu dustindlen sferoidlerin konumlanmasinda pasaj sayisina
bagl degisimin gozlemlenmesi hedeflenmistir.

GEREC VE YONTEM

Huicre Kiltiri

Hepatoselltler karsinoma tanisi konulmus bir hastadan izole
edilen HepG2 huicreleri (ATCC) ; Dulbecco’s Modified Eagle
Media (DMEM), Fetal Bovine Serum Dulbecco’s (FBS), %!
antibiyotik (streptomisin ve penisilin) iceren besi yerlerinde
kilttre edildi. 37° C'de ve %5 CO2 iceren inkibatorlerde
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ikinci, yedinci, sekizinci ve dokuzuncu pasajdaki HepG2
hicreleri tim yizeyi kapladiktan sonraki 1., 2., 3. Ve 4.
Haftalarda canli gériintileri incelenerek Zeiss inverted Faz
Kontrast Mikroskobu  altinda fotograflar cekildi.
Morfolojik Analiz

lkinci, yedindi, sekizinci ve dokuzuncu pasajlara ait dort
deney grubu dahilindeki hticreler; kultdr ylzeylerini kapladik-
tan sonraki birindi, ikinci, Gglinch ve dordiinci haftalarin
sonunda -20 C ‘da 10 dak. aseton ile fikse edildi. Ardindan,
hematoksilen ve eozin ya da toluidin mavisi ile boyandi.
Boyanmis érneklerin farkli blyltmelerde fotograflar cekildi.
Farkli pasajlarda; ayni ylizeyler Gzerinde olusmus sferoid sayisi
saptandi. Sferoidlerin merkezindeki, sinirnndaki ve sferoidler
disindaki hticrelerin morfolojik ézellikleri karsilastinidi.
Gorintu Analizi

Gekilen fotograflarda gérlintilenen sferoidlerin caplan ve
alanlan Image) (Image Processing and Analyzing in Java)
goriintt analiz programi kullanilarak élculdd.

BULGULAR

Pasaj sayisi arttilca sferoid sayisinda artis oldugu dikkati ceki-
yordu. (Resim 1, 2, 3, 4) . Sferoidin icerisindeki, sininndaki ve
disindaki hticrelerin morfolojileri arasinda belirgin farkliliklar
gozlendi (Resim 5, 6) Ayni pasajda kdltlr slresi uzadikca
sferoidleri  cevreleyen hucrelerin ¢ok daha kalin bir sinir
olusturduklar gordldi (Resim 5, 6). Sferoidlerin icerisindeki
hiicre sayisinin - kultdr stresi arttikca azaldigi ve sferoid icer-
isinde hicre icermeyen alanlarin arttigi gézlendi (Resim 5, 6,
7, 8). Ayni pasaja ait farkli haftalarda hematoksilen ve eoz-
inle boyanmis preparatlarda ; gerek kultir stresi gerek pasaj
saysisi arttiginda daha belirgin gézlenen sferoidlerin morfolo-
jik ozelliklerinin birbirlerine oldukca benzer oldugu saptandi
(Resim 9, 10). Sferoidlerin kiltur stresi arttikca caglarinin
cok degismemesine karsilik, icerdikleri hiicre sayisinin azaldigi
ve sferoid merkezlerinde daha ¢ok bos alanlar gézlendigi dik-
kati cekiyordu (Resim 7,8,9,10). Toluidin mavisi ile boyanmig
orneklerde de gerek pasajlar, gerek kiltlr suresi ile baglantil
olarak sferoid olusumu, gelisimi, sayisi arsinda benzer iliski
gozlendi (Resim 11a, b, ©).

Elde edilen bu gérintiler Image J gorintd analiz programi
kullanilarak analiz edildi. Sferoidlerin alanlarinin pasaj sayisi
ile iliskisi (Sekil 1) basina dusen huicre sayisi, pasaj sayisi art-
tikca sferoid sayisinda nasil bir degisim oldugu (Sekil 2) ve her
bir sferoid basina dlsen sferoid i¢ kisminda yer alan hucre
sayist ile pasaj sayisi arasindaki iliski (Sekil 3) sayisal olarak or-
taya konuldu.
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hafta (sekil 8) sonundaki gortntileri.
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Resim 1, 2, 3 ve 4. Sirasiyla 2. 7. 8. ve 9. pasaja ait HepG2
hlcrelerinin birinci hafta sonunda faz kontrast mikroskobu
altindaki canli gértintUleri. Pasaj sayisi arttikca sferoid sayisin-
da artis oldugu dikkati cekmektedir. 1., 2. ve 3. Resimlerde
henliz sinirlar tam belilenmemis , yeni olusmaya baslamis
sferoidler de gorilmektedir. 9. Pasaja (Resim 4)ait hiicrelerin
olusturdugu cok sayida sferoid dikkati cekmektedir.

| [Ty

Resim 9, 10. 8. pasaja ait HepG2 hiicrelerinin Gglincy hafta
(Resim 9) ve dorduncl hafta (Resim 10) daki gériintleri.

Resim 11 a, b, c. Toluidin mavisi ile boyanmig érneklerde
7. pasaj HepG2 hiicrelerinin besinci (Resim 11a), ikinci (Res-
im 11b) ve Uclncl haftalarda (Resim 11¢) olusturduklar
sferoidler gorilmektedir.

Asagidaki grafik de her bir sferoid basina disen sferoid ic
kisminda yer alan hiicre sayisi iliskisini gostermektedir.

Resim 5, 6. Yedinci pasaja ait HepG2 hicrelerinin ikinci
haftada (Resim 5) ve dérdiincl haftada (Resim 5) kaydedilm-
is canli goérintilerinde iki ayn sferoid gézlenmekte.
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TARTISMA

Gerek embriyonik kék hiicrelerinin, gerekse kanser kék hiicre-
lerinin “sferoid” olarak isimlendirilen kiresel yapilar olustur-
maya egilimli oldugu bildirilmistir. Hatta bu bir teknik olarak
kullaniimakta; htcre kdltUrlerinde uygun sekilde kulttrleri
yapilan hicreler arasinda sferoid olusturanlarin embriyonik
kok hiicreler olarak izole edilebilecegi dustintlmektedir.
Sukach ve ark.; buyime faktorleri ile takviye edilmis serum
icermeyen bir ortamda kultUrlerini yapilmis kanser kok hiicre-
lerinin kdltlr ortaminda yizen sferoidler olusturdugunu
gostermistir (1). Sferoidlerin,  cok yonli sekilleri, kanser
hucrelerinin varligi ve timor topluluguna kiyasla kanser kok
hicrelerinin in vitro genislemesini tesvik etme kapasitesine
sahip oldugu bulunmustur (2,3). Tek hicreli diizeyde kend-
ini yenileme ve farklilasma yeteneklerini degerlendirmeye izin
verdidi icin, sferoid olusumu kanser hiicreleri arastirmasinda
genis bir popularite kazanmistr.

Lu Cao ve ark.(11) yaptiklan deneyde sferoid olusturan
hicrelerin kok hiicre olabilecegini gostermiserdir. Deneyler-
inde ayr kdltir ortamlarina HepG2,MHCC97H, PLC/PRF/S
hiicreleri ekmislerdir ve daha sonra huicreleri sadece olusan
sferoidlerden aldiklar hiicrelerle 12 kereden fazla pasajlan-
mislardir.  Pasajlamalarin sonucunda  sferoidlerden alinan
hcrelerin tek basina yeniden bir sferoid olusturabildigi
gorulmustdr. Parental hicrelere gore pasaj sayisi arttikca
hem kendini yenileme de ve dayanikliikta artis olmustur.
Daha sonra parental hucreler ve sferoid olusturan hicrel-
er farkli dozlarda, farelere enjekte edilmistirHepG2 lar icin
deney sonucu dikkat ceker parental hiicrelerde gozle goralr
bir heterograft olusumu gorilmezken sferoid olusturan
hucreler ayni strede heterograft timor olusturur.

Fumiko Karikusa ve Yoshio Sawasaki(12) ise 30 pasaja kadar
seri sekilde pasajlanmis hepatositlerde pasaj sayisi artisina
bagl olarak kaybedilen &zelliklerin sferoid olusumuyla geri
kazanildigini géstermislerdir. ik 19 pasajda hicreler sferoid
olusumuna izin vermeyecek sekilde pasajlanmistir.20. pasajla
beraber hiicrelerin sferoid olusturmasina izin verilmistir.20.
pasaja kadar hicrelerde pasaj sayisi arttikca hepatositlere
6zgl markerlarda kaybolma gérilmistir.20. pasajla birlikte
sferoid olusturulan pasajlarda kaybolan metabolik ézelliklerin
daha genc sferoid olusturmayan pasajlarla kiyaslanabilecek
kadar geri kazanildigi gérilmustar.

Galismamizda 2.7.8 ve 9. pasaja ait hticreler dort hafta strey-
le incelendi ve yapilan morfolojik analizler ve image j goranta
analiz sisteminin verileri dogrultusunda; sferoid olusumunun
pasaj sayislyla dogru orantili olarak artmis oldugu goéraldu.
Bunun sonucunda da pasaj sayisi arttikca; kok htcrelerin
sferoid olusturmaya egilimli olduklarinin bilinmesi nedeniyle
kanser kok hicrelerinin de artmis olabilecegi distnuldd.
SONUCLAR

Calismada; farkli pasajlardaki hepatosellller karsinoma
hicrelerinin uzun sureli kaltdrlerdeki davranisi; ilk kez sferoid
olusturma 6zellikleri acisindan karsilastirmali olarak deger
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lendirilmistir. Pasaj sayisi ve kiltdr streci ile dogru orantili olar-
ak sferoid sayisinda artis oldugu gézlenmistir. Onceki arastir-
malarda kanser kok hiicrelerinin sferoid olusturma egiliminin
gostermesi nedeniyle; karacier kanseri hlcreleri arasinda-
ki bu 6zellesmis hucrelerin kanser kok hucreleri olabilecegi
dustndlmustdr.
Kanserli dokular icerisinde kanser kok hiicrelerinin miktar ve
davranisi kanser tiriine bagli degiskenlik géstermektedir. Kan-
serli hicrelerle ilgili in vitro calismalarda sferoid olusumu ve
kanser kok hiicre varlig; kanser turline, Uzerinde calisan hiicre
dizisine, kultir ortaminin ¢zelliklerine bagli olarak degisebilir.
Bir diger deyisle; yapilacak arastirmalarla sferoid olusumunda-
ki artisin nedenlerinin tam olarak belirlenmesi gerekmektedir,
cok farkli parametrelerden etkilenebilir. Bu tir arastirmalar;
kanser kok hucrelerinin hangi tur kanserlerde, hangi ortam-
larda ve hangi kosullarda sayilarinin daha yiksek olabilecegi
konusunda &nemli veriler ortaya gikaracaktir.
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