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KISALTMALAR ve SIMGELER

2D: Iki boyutlu

3D: U¢ boyutlu

BC: Bakteriyal seliiloz

BS: Yetiskin sigir serumu

BSA: Sigir serum alblimin

CAMs: Seliiler adezyon molekiilleri
COL/F: Kollajen fiber

COL/K: Kollajen kopiik

CS: Dana serumu

CSF: Koloni stimiile edici faktor

DAB: Diaminobenzidin

DMEM: Dulbecco's Modification of Eagles Medium
DMEM-F12: Dulbecco's Modification of Eagles Medium Nutrient Mixture-F12
EBSS: Earl’s Balanced Salt Solution

ECM: Ekstraseliiler matriks

EGF: Epidermal biiytime faktorii

EMEM: Earl’s Medium Essential Medium
ENDMG: Endotel mezenkim gecisi

EPF: Erken gebelik faktort

FCS: Fetal dana serumu

FSH: Folikiil stimiile edici faktor

GAG: Glikozaminoglikan

HAM’S F12: Hamster Ovary Nutrient Mixture F12
HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution
HOS: At serumu

HS: Insan serumu

IGF: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

LH: Luteinizan hormon

LIF: Lokosit inhibitor faktor

M199: Medium 199 with Earle’s Salts
MEG: Mezenkim epitel gegisi

a-MEM: a-Modification of Eagles Medium
MUCT1: Musin 1
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NBCS: Yeni dogmus buzagi serumu

PBS: Fosfatli tampon soliisyonu

PDGF: Trombosit tiirevli biiyiime faktorii
RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640
SEM: Taramali elektron mikroskobu
a-SMA: o-diiz kas aktini

TE: Trofoektoderm

TGF-p: Transforming biiylime faktorii-f3
TNF-a: Tiimor nekroz faktor o

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
ZP: Zona pellucida
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Disi lireme sistemi yapilari

Uterus tabakalari

Uterus tabakalariin histolojik goriintiisii

Endometrium fonksiyonel ve bazal tabakasi

Endometrium tabakalarinin histolojik goriintiisii
Endometrium kanlanmas1

Uterus menstrual siklus fazlari

Menstrual siklusun proliferasyon, sekretuvar ve menstrual fazi
Endometrium erken folikiiler faz histolojik goriintiisii
Endometrium geg folikiiler faz histolojik goriintiisii
Endometrium luteal faz histolojik goriintiisii

Endometrium menstrual faz histolojik goriintiisii
Endometriumda pinopod ekspresyonu

Implantasyon basamaklarinda etkili olan molekiiller
Implantasyon sirasinda embriyo ve endometrium etkilesimi

Tip 1 epitelyal mezenkimal gegiste goriilen hiicresel doniisiim
basamaklari

Hedef hiicreye gore epitelyal mezenkimal gegis tipleri
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Por6z bakteriyal seliiloz, kollajen fiber ve kollajen kopiik doku
iskelelerinin kiiltlir ortaminda sartlandirilmalart

RL95-2 hiicrelerinin 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre
kiiltiirii

JAR hiicrelerinin 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerindeki hiicre kiiltiirii
Doku iskelelerinin SEM ile elde edilen mikro yap1 goriintiileri
JAR, RL95-2, RL95-2 ve JAR kombine hiicrelerinin BC ve
COL/K doku iskeleleri ile 14. giin kiiltiirii

JAR hiicrelerinin BC ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre
kiiltiirii

RL95-2 hiicrelerinin BCile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre
kiiltiirii

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC doku iskelesinde
3.,5.,7.,10. ve 14. giinlerde kiiltiirii

JAR hiicrelerinin COL/File 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki
hiicre kiiltiirii

RL95-2 hiicrelerinin COL/F ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki
hiicre kiiltiirii

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/File 3., 5., 7.,
10. ve 14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii

JAR hiicrelerinin COL/K ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki
hiicre kiiltiirii

RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki
hiicre kiiltiirti

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 3., 5.,
7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii

JAR hiicrelerinin immunositokimya boyanma bulgulari

RL95-2 hiicrelerinin immunositokimya boyanma bulgulari

JAR ve RL95-2 hiicrelerinde immunohistokimya tekniginin
kontrolii amaciyla yapilan negatif kontrol boyamalari

BC doku iskelesi iizerinde JAR, RLL95-2 ve RL95-2 ile JAR
hiicrelerin kiiltiirii sonrasinda 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerde H-E
analizi

COL/K doku iskelesi iizerinde JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile JAR
hiicrelerin kiiltiirii sonrasinda 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerde H-E
analizi

JAR hiicrelerinin BC ile kiiltiiriiniin 3. giiniinde, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin BC ile 3.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 3.giin
kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin BC ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi
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RL95-2 hiicrelerinin BC ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 5.giin
kiiltiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin BC ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin BC ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 7.giin
kiiltiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin BC ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin BC ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 10.giin
kiiltiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin BC ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin BC ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 14.giin
kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin COL/K ile 3.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 3.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 3.giin
kiiltiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin COL/K ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 5.giin
kiiltiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin COL/K ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 7.giin
kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin COL/K ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 10.giin
kiilturiiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin COL/K ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 14.giin
kiilturiiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA
ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi

JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi

JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi

JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde;
Syndecan-1 ile immunfloresan analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde;
E-kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde;
N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde;
Syndecan-1 ile immunfloresan analizi

RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin
kulturinde; E-kaderin ve o-SMA ile immunfloresan analizi
RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin
kulturinde; N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi
RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin
kiiltiiriinde; Syndecan-1 ile immunfloresan analizi

JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi
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JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi

JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;
Syndecan-1 ile immunfloresan analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;
E-kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;
N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi

RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;
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Bashk: 3D Endometrium Benzeri Kiiltiir Sistemi Kullanmilarak /n Vitro Implantasyon
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1.0ZET

Amac: Hem embriyo hem de kanser hiicrelerinin invazyon modelinde kullanilabilecek ii¢
boyutlu (3D) endometrium benzeri kiiltiir sisteminin gelistirilmesi ve bu sisteme invaziv
ozellikte olan hiicrenin ekimi ile epitelyal mezenkimal gecis mekanizmasinin arastirilmasi
amagclanmistir. [n Vitro ii¢ boyutlu endometrium benzeri kiiltiir sistemi, pordz bakteriyel seliiloz
(BC), kollajen kopiik (COL/K) ve kollajen fiber (COL/F) doku iskeleleri {izerine endometrium
epitelyal hiicre hatt1 (RL95-2) ile invaziv sferoid olusturma 6zelligi olan trofoblast benzeri
koriyokarsinom (JAR) hiicre hatlarinin tekli ve ikili ekimi sonucunda implantasyon, invazyon
basamaklarinda goriilen epitelyal mezenkimal ge¢is mekanizmasinin arastirilmasi
hedeflenmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada iiretilen ti¢ farkli tip doku iskelesi ile ticari olarak satin alinan
RL95-2 ve JAR hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler uygun besiyerlerinde kiiltiire edilip, %80
konfluent olduktan sonra doku iskeleleri iizerine tekli veya ikili olarak ekilmistir. Kiiltiiriin 3.,
5., 7., 10. ve 14. giinlerinde iskeleler %4 paraformaldehit ile fikse edilerek frozen kesitleri
alinmistir. Epitelyal belirtec olarak E-kaderin, mezenkimal belirte¢ olarak N-kaderin, Vimentin,
a-SMA ve Syndecan-1 dagilimlari indirekt immunoperoksidaz ya da immunofloresan boyama
yontemleri ile analiz edilmistir. Doku iskelelerinin karakterizasyonu ise SEM yontemi ile
yapilmistir.

Bulgular: RL95-2 hiicrelerinde E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunoreaktivitelerinin JAR hiicrelerinden daha fazla oldugu, E-kaderin ve Syndecan-1
dagilimlarinin RL9S5-2 hiicresinde, N-kaderin ve Syndecan-1 immunoreaktivitelerinin de JAR
hiicrelerinde diger belirteclere oranla daha fazla oldugu goriildi. Doku iskelelerinin
karakterizasyonu sonucunda; BC gozenek biiytikliigi 97 + 28 um, COL/K gozenek biiyiikligii
109 £ 21pum ve COL/F doku iskelelerinin ¢apinin ise 0,67 + 0,14 um oldugu saptandi. Epitelyal
mezenkimal gecis belirteclerinin her {i¢ doku iskelesinde de boyandigi, fakat BC’ un 6zellikle
metastatik kurulacak modellerde JAR hiicrelerinin kullanilmasinda, COL/K doku iskelesinde
JAR hiicrelerinin 7. giinde, RL95-2 hiicrelerinin ise 14. giinde mezenkimal 6zelliklerinin daha
fazla oldugu, COL/F doku iskelesi kiiltiiriinde ise, RL95-2 hiicrelerinin erken donem
kiiltiirlerinde epitelyal 6zellikten mezenkimal 6zellige donmesini destekledigi, RL95-2 ve JAR
hiicrelerinde E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1" in kiiltiiriin 14. giiniinde
daha fazla oldugu gozlendi.

Sonu¢ ve Yorum: Farkli iskeleler kullanilarak gelistirilen 3D endometrium benzeri kiiltiir
sistemi ile hem kanser hiicrelerinin invazyonu sirasinda hem de embriyo implantasyonu
sirasinda goriilen epitelyal mezenkimal geg¢is mekanizmasinin farkli giinlerdeki ifadelerinde
degisim saptandig1 ve kurulan bu modellerin ileriki arastirmalar i¢in bir 6n ¢alisma niteliginde
oldugu diistintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: 3D Kiiltiir Sistemi, /n Vitro Implantasyon, Metastaz, Bakteriyel Seliiloz,
Kollajen iskele, JAR Sferoidi
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2. SUMMARY

Aim: For using both embryo and invasion models, we aimed to investigate three dimensional
(3D) endometrium-like culture system invasive culture and epithelial mesenchymal transition
mechanism. Via in vitro three-dimensional endometrium-like culture system, epithelial
mesenchymal transition in both implantation and invasion process were analyzed using single
or combine culture of endometrium epithelial (RL95-2) and trophoblast-like chiocarcinoma
(JAR) cell lines on bacterial cellulose (BC), collagen foam (COL/K) and collagen fiber (COL/F)
porous scaffolds.

Materials and Methods: Three different types of tissue scaffolds were used in the study and
RL95-2 and JAR cells were purchased commercially. Cells were cultured on appropriate media,
after 80% confluency of the cells, they were plated onto scaffolds separately or combine. On
culture time; 3., 5., 7., 10. and 14. days, the scaffolds were fixed with 4% paraformaldehyde
and frozen sections were taken. Distributions of E-cadherin as an epithelial marker, N-cadherin,
Vimentin, a-SMA and Syndecan-1 as a mesenchymal marker were analyzed by indirect
immunoperoxidase or immunofluorescence staining methods. Characterization of scaffolds
were analyzed by SEM method.

Results: In the RL95-2 cells, immunoreactivities of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, a-SMA
and Syndecan-1 were higher than JAR cells, in addition, E-cadherin and Syndecan-1
immunoreactivities in RL95-2 cells, N-cadherin and Syndecan-1 immunoreactivities in JAR
cells were significantly higher. After the characterization of the scaffolds BC pore size of 97+28
um, a COL/K pore size of 109+21 um and a COL/F tissue scaffold of 0, 67 = 0,14 um in
diameter were detected. The epithelial mesenchymal transition markers were stained in all three
scaffolds, however, for epitelial mesenchymal transition BC and JAR cells, the mesenchymal
properties of JAR cells on day 7, RL95-2 cells on day 14 on COL/K tissue scaffold were higher,
whereas COL/F scaffold was supported epithelial properties of RL95-2 cells, in addition,
immunoreactivities of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, a-SMA and Syndecan-1 were higher
on combine culture of RLL95-2 + JAR cells on this scaffold at 14. Day of the culture time.
Conclusion: The newly developed 3D endometrium-like culture system using different
scaffolds was supported the epithelial mesenchymal transition mechanisms in both cancer cell
invasion and embryo implantation during different culture periods and it can be a preliminary
study for further research.

Key words: 3D Culture System, In Vitro Implantation, Metastasis, Bacterial Cellulose,
Collagen Scalffold, JAR Spheroids



3.GIRIS

Hiicre kiiltiirii in vivo ortam sartlarimin saglandigi in vitro ortamda hiicrelerin
kontrollii olarak eldesi, ¢cogaltilmasi, farklilastirilmasi ve yasatilmasi prensiplerini
icerir. Hiicre Kkiiltiiriiniin 1950-1960 yillarinda ilk defa uygulanmasindan sonra
giintimiize kadar gelen yeni yontemler ile hiicre kiiltiir sistemleri gelistirilmis ve kanser
calismalari ile kok hiicre ¢aligmalarinin yapilabilecegi bilimsel arastirmalara olanak

saglamistir.

Yapilan tiim bilimsel uygulamalarin temelinde oldugu gibi hiicre kiiltiiriinde de
sonuclarin tekrarlanabilirliligi, glivenirliligi, dogru teknigin uygulanmasi temel sart
olarak kabul edilir. Hiicre kiiltiiriinde laboratuvar uygulamalarinin tanimlanmasi,
standardizasyonu ve In Vitro prosediirlerin gelistirilmesini kapsayan ve tiim diinyada
kabul edilen “Iyi Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar1” (Good Cell Culture Applications-
GCCP) tanimlanmistir. GCCP’nin tanimina gore hiicre kiiltlirii “in vitro ortamda in
vivo ya en yakin sekilde hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesidir” (Hartung

ve ark, 2002).

Tiim genel hatlariyla hiicre kiiltiirii prensibi 1907 yilinda Harrison tarafindan sinir
liflerinin kokenini aragtirirken gelistirilmistir (Harrison ve ark, 1907). Harrison hiicre
kiiltiirinti, viicut disinda hiicrelerin muhafaza edilebilmesini saglayan ve zaman
icerisinde bu hiicrelerdeki farkliliklar1 gozlemlemeye yardimci bir arag¢ olarak

tanimlamistir (Harrison, 1910).

Hiicre kiiltiiriinde, doku miihendisliginin de yardimiyla yeni kiiltiir sistemleri
gelistirilip, klinikte tedaviye ve teshise yonelik uygulamalarda miimkiindiir. Viicut
i¢inde hiicrelerin bulundugu ortam ii¢ boyutlu (3D) oldugu i¢in, iki boyutlu (2D) kiiltiir
sistemlerinde hiicrelerde morfolojik 6zelliklerde degisim ve hiicreler arasi etkilesim
farkliliklar1 goriilebilmektedir (Breslin ve O'Driscoll, 2013). 3D Kkiiltiir substratlar
hiicrelerin tutunmasi i¢in mekanik bir destek olustururken aym1 zamanda in vitro
dokularin biitiinliigli ve kararliligini korumaya yardimci olmaktadir. 3D Kkiiltiir
sistemlerinde temel amag, hiicrelerin hedef doku icerisindeki fenotipini taklit etmesini
saglamaktadir (Kunz Schughart ve ark, 2004). Ayrica 3D Kkiiltiir sistemleri hiicrelerin
farklilasma kapasitelerinde, gociinde ve proliferasyonunda etkili olan hiicre-hiicre
veya hiicre-hiicre dist matriks (ekstraseliller matriks-ECM) sinyalizasyonu
tanimlamaya yardimci olmaktadir (Weaver ve ark, 1997). Bu calismada 3D Kkiiltiir

sistemi, biyouyumlu olan ve hiicrelerin proliferasyonuna yardimci bakteriyal seliiloz
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(BC) ile yine biyouyumlu organ ve doku rejenerasyonunu tesvik eden igerdigi ¢apraz
baglar ile hiicrelerin invaze olmalar i¢in zemin hazirlayan kollajen kopiik (COL/K)
ve kollajen fiber (COL/F) doku iskeleleri kullanildi. Endometrium epitelyal hiicre
hatlar1 ile biyouyumlu BC ve COL doku iskeleleri kullanilarak 3D endometrium
benzeri kiiltiir sistemi gelistirilmesi amaglandi. Hiicre kiiltiiriinde 3D endometrium
benzeri kiiltiir sistemi kullanilmasi, embriyo implantasyonu i¢in bir yeni kiiltiir sistemi
gelistirilmesi yani sira, buna benzer mekanizma ile oldugu diisiiniilen kanser metastaz
modelleri iginde yeni bir 3D Kkiiltiir sistemi olmas1 diger bir amactir. Implantasyon,
metastaz vb. farkli hiicrelerin yer aldig1 fizyolojik veya patolojik durumlardaki
epitelyal mezenkimal gecis varligimin bilinmesi iizerine gelistirilen bu sistemde,
hiicrelerin endometriuma implantasyonu veya kanser hiicrelerinin metastazlar
strasinda, invazyonlarini kolaylastirmak ve dogru bir sekilde tutunmalarini saglamak
icin kullanilan bu degisimin varliginin saptanmasi da hedeflendi. Ayrica gelistirilen
3D implantasyon modeli ile primer insan endometrial hiicre ¢aligsma zorlugunun dniine
gecilmesi, ornek toplamadaki yetersizlik ve etik problemler yasanilmadan in vitro

calisma olanaginin saglanabilecek olmasi da diger bir hedeftir.



4.1. DiSI UREME SISTEMIi

Disi iireme sistemi; i¢ genital ve dis genital organlar olmak iizere incelenir. I¢
genital organlar pelviste yerlesik, bir ¢ift ovaryum, genital kanallar olan fallop tiipleri
(ovidukt veya tuba uterina), uterus, serviks ve vajina kapsamindadir. Dis genital
organlar ise labia major, labia minor ve klitoristir. Meme bezleri ve plasenta ise
fonksiyonel olarak genital sistemle iligkilidir (Sekil 1). Kadin germ hiicreleri olan
oositler ve steroid hormonlar, siklik degisimlerin merkezi olan ovaryumlarda iiretilir.
Oositin fertilizasyonu fallop tliplerinde gerceklesir ve fertilize olmus oosit gebelik
siiresince uterusta yer alir. Uterus, menstrual siklus olarak adlandirilan diizenli
araliklarla tekrarlayan degisikliklere ugrar. i¢ genital organlarm viicut disia agildig

yer ise vajinadir (Ovalle ve Nahirney, 2013).

Female Reproductive System

Copyright © 2002 WebMD Corporation

Sekil 1: Disi {ireme sistemi yapilart  http://www.webmd.com/sex-

relationships/guide/your-guide-female-reproductive-system#1

Disi iireme sisteminin embriyolojik gelisimi, karin arka duvarindaki intermedial
mezodermden farklanan lirogenital kabartidan koken alir. Vitelliis kesesinden gelisen
primordiyal germ hiicreleri, gebeligin altinci haftasinda iirogenital kabartiya goc
ederler. Germ hiicrelerinin ¢evresindeki mezenkim ve sdlom yiizey epiteli arasindaki
etkilesim ile gonad gelisimi ilerler. Yiizey epiteli folikiiler hiicrelere farklilagirken,

oogoniumlar primitif ovaryumdaki germ hiicrelerinden gelisirler. Dolasimda, fetal


http://www.webmd.com/sex-relationships/guide/your-guide-female-reproductive-system#1
http://www.webmd.com/sex-relationships/guide/your-guide-female-reproductive-system#1

hormonlarin etkili olmaya baslamasindan sonra kadin genital kanal sistemi ile dis

genital organlar gelisir (Ovalle ve Nahirney, 2013).
4.1.1. UTERUS HISTOLOJISI

Uterus; pelviste mesane ile rektum arasinda yer alir. Liimeni miikoz membranla
ortilli, duvart kalin miskiiler yapidadir. Goévde veya korpus bdliimii, organin
genislemis st boliimiidiir. Korpusun anterior yiizeyi diiz, posterior yiizeyi konvekstir.
Fundus ise korpusun tuba uterina baglantisinin iistiinde yer alan genislemis
boliimiidiir. Fundusun duvarindan, fallop tiipleri organin igine dogru giris yapar.
Korpus ve fundus histolojik olarak hemen hemen aynidir (Ross ve Pawlina, 2006).
Uterus histolojik olarak {i¢ tabakadan olusur; perimetrium, miyometrium ve
endometrium. Perimetrium; en dista olup bag doku yapisindadir. Peritoneal mezotel
ile ortiiliidiir. Mezotelyumun hemen altinda elastik doku tabakasi bulunur.
Miyometrium; en kalin ve ortadaki tabakadir. Birbirine bagl diiz kas demetlerinden
olusur. Diiz kas demetleri birbirinden tam olarak ayirt edilemez ve uterusun isleviyle
iliskili li¢ tabakadan olusur. Orta kas tabakasi, stratum vaskiilare olarak adlandirilan
kan damari ve lenfatikleri icerir. I¢ ve dis tabaka longitudinal, orta tabaka ise sirkiiler
seyirlidir. Uterin kontraksiyon sirasinda miyometriumun ii¢ tabakasi yapisal ve

fonksiyonel bir sinsityum olustururlar.

Endometrium; uterusun mukozasidir basit prizmatik epitelden olusan menstrual

siklik degisimlere ugrayan yerdir (Sekil 2 ve Sekil 3). (Ovalle ve Nahirney, 2013).
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Sekil 2: Uterus tabakalar1 http://anatomy-medicine.com/endocrine-system/101-the-

uterus.html


http://anatomy-medicine.com/endocrine-system/101-the-uterus.html
http://anatomy-medicine.com/endocrine-system/101-the-uterus.html

Sekil 3: Uterus tabakalarinin histolojik goriintiisii (Ross ve Pawlina, 2006).



Miyometrium ve endometrium, her ay uterusu embriyo implantasyonuna
hazirlayan siklik degisimlere ugrar. Bu degisimler menstrual siklusu olusturmakla
birlikte eger embriyonun implantasyonu gergeklesirse siklus durur. Ancak gebelik

boyunca her iki tabakada biiyiimeye ve gelismeye devam eder.

Gebe olmayan uterusta 50 um uzunlugunda diiz kas hiicreleri yer alir. Uterusun
gebelik sirasinda biiylik Olgiide genislemesini uzunluklart 500 pm bulan diiz kas
hiicreleri saglar. Diferansiye olmamis mezenkimal hiicreler farklilasarak, var olan kas
hiicreleri boliiniip yeni lifler olusarak bag dokusu miktarida artar. Gebelik ilerleyip
fetiis biiyiidiik¢e, uterus duvart giderek incelmekle birlikte, dogumdan sonra eski
haline geri doner. Gebelik sirasinda miyometriumu saglamlastirmak icin tretilen
kollajen, daha sonra kollajeni iireten hiicreler tarafindan enzimatik yikima ugratilir

(Ross ve Pawlina, 2006).

Progesteron; korpus luteum ve plasentadan salgilanip uterus kaslarinin kasilmasini
engellerken, oksitosin; hipofizden salgilanip uterus kaslarinin kasilmasini artirir.
Miyometriumun normal hacmini korumasi ve fonksiyonlarini siirdiirmesi i¢in ise

ostrojen gereklidir (Standring, 2015).
4.1.1.1. ENDOMETRIUM HiSTOLOJiSi

Uterusun en i¢ tabakasi olup soluk kirmizi renkli ve yaklagik 5 mm kalinlhigindadir.
Endometrium iireme ¢aginda, embriyo implantasyonuna ve embriyonik fetal gelisim
olaylara hazirlayan siklik degisimlere ugrar. Salgi hiicreleri ve silyumlu hiicreleri
iceren tek katli prizmatik epitel ile doselidir. Basit tiibiiler yapidaki uterus bezleri ile
hiicreden zengin stromadan olusur. Uterus bezleri, yiizey epitelinin lamina propiyaya
yani endometrial stromaya invajine olmasiyla gelisir. Bu sebeple basit tiibiiler bezler
silyumlu hiicreleri icerir. Endometrial stroma ise mezenkime benzeyip yliksek
diizeyde seliiler yapidadir ve bol miktarda interseliiler ara madde igerir. Endometrium
implantasyonun gerceklestigi yerdir. Kalin ve ylizeyel olan fonksiyonel tabaka
(stratum fonksiyonale) ile ylizeyel tabakanin rejenerasyonunu saglayan bazal
tabakadan (stratum bazale) olusur. Stratum fonksiyonale; menstruasyondan en fazla
etkilenen yer ve menstrual siklus sirasinda prolifere ve dejenere olan kisimdir. Stratum
bazale ise hormonal degisikliklerden etkilenmeyip menstruasyon sirasinda

dokiilmeyen kisimdir (Sekil 4-5) (Ovalle ve Nahirney, 2013).
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Capillaries
Lacunae

Uterine gland

Endometrium

Functional layer

Spiral artery

Straight artery
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Source: Mescher AL: Jungueira’s Basic Histology: Text and Atlas,
12th Edition: http i fwww.accessmedicine. oom

Copyright £ The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Sekil 4: Endometrium fonksiyonel ve bazal tabakasi
http://histonano.com/books/Junqueira%?27s%20Basic %20Histology%20PDF%20W
HOLE%20BO0OK/22.%20The%20Female%20Reproductive%20S ystem.htm
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Sekil S Endometrium tabakalarinin histolojik goriintlisii

http://medcell.med.yale.edu/histology/female genital tract uterine cycle.php

Fonksiyonel ve bazal tabakanin kanlanmasi iki ayr1 kaynaktan gerceklesir.
Serozanin hemen altinda, uterusu ¢evreleyen uterus arteri, 6-10 arkuat artere
dallanarak kan verir. Arkuat arterden ayrilan radial arter, miyometriumun i¢ kas
tabakasina penetre olarak bazal arter ve spiral arteri olusturur. Bazal arterler, kisa ve
diiz yapida olup stratum bazaleyi kanlandirarak, kesintisiz dolasim saglar. Spiral
arterler ise; stratum bazaleyi gecerek uterus bezlerine paralel bir sekilde uzanarak
endometrial yiizeye ulasarak, ¢evrelerindeki yogun kapiler aga drene olurlar. Kapiler
ag, ince duvarli venoz gollenmelere dallanarak, efferent venlere drene olur (Sekil 6).
Menstrual siklus sirasinda diiz arter ve spiral arterlerin proksimal parcalar1 degisime
ugramazken, Ostrojen ve progesteron etkisi altinda spiral arterlerin distal parcalar
menstrual siklus boyunca dejenerasyona ve rejenerasyona ugrar (Ovalle ve Nahirney,
2013). Menstruasyondan bir giin once arterlerdeki vazo konstriiksiyon bu damarlardan
kanlanan kapillerde iskemi ve riiptiirlere neden olur. Uterus bezleri nekroza ugrar.
Endometriumdan dékiilen; uterus sekresyonlart ve kan vajinadan disar1 atilir (Ovalle

ve Nahirney, 2013).

11


http://medcell.med.yale.edu/histology/female_genital_tract_uterine_cycle.php

ENDOMETRIUM
MYOMETRIUM
UTERINE ARTERY

ARCUATE ARTERY
COILED (SPIRAL) ARTERY
STRAIGHT ARTERY

RADIAL ARTERY

GLAND ORIFICES
ON SURFACE OF N
ENDOMETRIUM y

SUBEPITHELIAL
CAPILLARY PLEXUS

VENOUS LAKE

STROMAL
CAPILLARY PLEXUS

VENOVENOUS
ANASTOMOSIS

GLANDULAR
CAPILLARY PLEXUS

ARTERIOVENOUS
ANASTOMOSIS

SPIRAL ARTERY

ENDOMETRIUM

GLAND

VEIN

STRAIGHT ARTERY

MYOMETRIUM

RADIAL ARTERY

Sekil 6: Endometrium kanlanmasi
https://classconnection.s3.amazonaws.com/103/flashcards/134103/jpe/endometrium

blood supply1320440092871.ipg
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4.1.1.2. MENSTRUAL SiKLUS ve HORMONAL DEGIiSIiKLiKLER

Uterus, embriyonun gelismesi ve biiylimesi i¢in 6zellesmis bir organ olup bu
fonksiyonlari yerine getirmek i¢in endometriumda birtakim hazirliklar yapar. Ostrojen
ve progesteron siklik degisimleri kontrol ederek endometriumun yapisini, biiyiimesini,
degismesini ve dokiilmesini saglar. Bu degisimde steroid hormonlarin yanisira lokal
parakrin ve otokrin faktorlerde rol alir. Lokal faktdrlerin en dnemli kaynagi olan

l6kositler; implantasyon, serviks agilmasi ve dogumda rol alir (Kayisl ve ark, 2002).

Menstrual siklus, reprodiiktif donemde gebelik olmadigir durumda, 28 giinde bir
tekrarlayan ve yaklasik bes giin siiren morfolojik, fizyolojik ve hormonal
degisikliklerdir. Menstrual dongili siklig1 ile dogurganlik arasinda iliski bulunur ve
menstrual dongii bozuklugu olan kadinlarda iireme yeteneginde azalma goriiliir
(Koeppen ve Stanton, 2009). Menstrual fazda ortalama 35-50 ml kan kayb1 olusur.
Pitiier bezin pars distalisinden salgilanan ve ovaryum steroid salgilarini diizenleyen
gonadotropinler tarafindan kontrol edilirler. Hipofiz, ovaryum folikiilleri ve korpus
luteum hormonlarinin karsilikli etkilesimleri sonucu, endometrium ve ovaryum siklik
degisimler ge¢irir. Menstrual siklus, menstrual faz (1-4.giin), folikiiler veya proliferatif
faz (4-15.giin), luteal-sekretuvar veya progestasyonel faz (15-27.giin), pre menstrual

veya iskemik faz (28.gilin) olmak {izere dort evreyi icerir (Ovalle ve Nahirney, 2013).

Siklik degisimlerde etkili hormonlar; hipofizden salinan, Folikiil Uyarict Hormon
(Follicle Stimulating Hormone-FSH), Luteinizan Hormon (LH), prolaktin ile
ovaryumdan salinan strojen ve progesterondur. Ostrojen; uterus rejenerasyonunu
uyarip menstrual kanamadan sonra endometrium kalinligini iki {i¢ katina ¢ikararak
biliylimesini saglarken, progesteron; endometrium salgi bezlerinin genislemesini
saglayarak implante olacak embriyo i¢in gerekli birgok maddenin salgilanmasina
yardimci olur. Endometrium fonksiyonalis tabakasinin nekroze olarak dokiilmesi ve
kanlanmasinin baslamas1 menstrual siklusun birinci giliniidiir. Bazale tabakasi ise,
folikiiler fazda endometriumu yeniden onarmak iizere korunur. Menstrual faz FSH
etkisindedir ve ovaryumlarda folikiiler biiylimeyi saglarken, folikiiler faz Gstrojen
etkisindedir ve endometrium rejenerasyonu gerceklesirken bir yandan ovaryum
folikiilii matiirasyonu gerceklesir. LH 1n pik olmasiyla ovulasyon tetiklenir. Luteal
faz, progesteron etkisindedir ve korpus luteum gelisimini uyarir. Korpus luteum

tarafindan iiretilen progesteron, uterus bezlerinin gelisimini etkileyerek, uterus epitel
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hiicrelerinde glikojen birikimini ve spiral arterlerin uzamasini stimiile eder. Tiim bu
endometriumdaki degisiklikler, embriyonun implantasyonu i¢in optimal bir ¢evre

saglamaya yoneliktir (Sekil 7-8 ve Tablo 1) (Ovalle ve Nahirney, 2013).

«————— Follicular phase > Luteal phase ————————»

Gonadotropic
hormone
levels

Ovarian cycle

Ovarian
hormone

Uterine cycle

Phases of the JAES PROLIFERATIVE
uterine cycle > PHASE SECRETORY PHASE
|

DAYS 0 7 14 21 28

Sekil 7: Uterus menstrual siklus fazlar1 http://asanafoods.com/blog/maca-effects-

on-thyroid-hrt-and-menstrual-periods/
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LN
)

Sekil 8: Menstrual siklusun folikiiler, luteal ve menstrual fazi. Kesikli ¢izgi
stratum fonksiyonale ve stratum bazaleyi ayirmakta. A; endometrium folikiiler fazi. B;
endometrium luteal fazi. Endometrium kalinhigr artmis ve bezler kivrintilidir. C;
stratum fonksiyonalisin biiyiik bir boliimii dejenere olup dokiilmiistiir (Ovalle ve
Nabhirney, 2013).

Tablo 1: Endometrial bez ve stromal dokunun siklus giinlerine gore histolojik degisimi

Folikiiler Dénem Bez Ozellikleri Stroma Ozellikleri

Erken Dénem Kisa dar liimenli bezler, Yogun stroma yapisi

(4-7.gtinler) kiibik epitel ve mitoz icinde igsi veya yildizs1
mevcut hiicreler

Orta Donem Uzun hafif kivrintili Degisken miktarda 6demli

(8-10.gtinler) yapida bezler, silindirik stroma ve mitoz mevcut

epitel ve mitoz mevcut
Gec Donem Kivrintili yapida bezler, Daha yogun yapi iginde
(11-14.giinler) silindirik epitel stk mitoz
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Luteal Donem

Bez Ozellikleri

Erken Luteal Donem

Stroma Ozellikleri

16-17.giin Subniikleer glikojen Belirgin bir degisim yok
vakuollerinin goriilmesi ve
yayginlagmasi

18-19.giin Glikojen vakuollerinin Belirgin bir degisim yok
liimene dogru kaymast

19-20.giin Liimenlerde salginin artan ~ Belirgin bir degisim yok
sekillerde goriilmesi

Ge¢ Luteal Donem

21-22.giin Liimenlerde salginin artan  Yogun 6dem olusmasi
sekillerde goriilmesi

23-24.giin Degisen miktarlarda Spiral arteriyollerin
liimen salgis1 ile birlikte belirginlesmesi ve ¢evrede
epitelde vakuoller limene predesidua olusumu
kaynagir

25-26.glin Degisen miktarlarda Yiizey epiteli altinda
limen salgis1 ile birlikte predesidua nin baslayarak
epitelde vakuoller limene yayginlagsmasi
kaynasir

27.giin Bez epiteli tabanlarinda Fokal nekroz, belirgin

Pre menstrual Donem

28.giin

Menstrual Donem

niikleer parcaciklar
(apoptosis)
Kivrimlanmanin
korundugu bezlerde

parcalanma

lenfositler

Kiiciik damarlarda fibrin
olusumu ve kanama

baslangici

4.1.1.3. ENDOMETRIUM FOLIKULER FAZ

Bu evre Ostrojen baglantili graff folikiil gelisimi ile karakterizedir. Graff folikiil

gelisimi ile 17B-0strodiol ve inhibin B

yiikksek konsantrasyonlarda iiretilir.

Hipotalamus ve hipofizde, 6strodiolun konsantrasyonunun artmasi, yiiksek frekansl

dalgalar halinde LH salgilanmasim1 uyararak folikiil gelisimi ve ovulasyonu
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tetikleyerek FSH salgilanmasinin azalmasia sebep olur. LH’1n pik yapmasindan
hemen Once kisa siireligine azalan inhibin B ovulasyondan iki giin sonra seviyesi artar.
Inhibin A ise FSH ve LH 1n pik konsantrasyonlara ulastigi ge¢ folikiiler donemde
artarak luteal donemin ortasinda maksimum diizeye ulasmadan 6nce kisa siireligine

azalir (Celik, 2011).

Folikiiler faz menstruasyondan hemen sonra baglayarak endometrium
rejenerasyonunun gerceklesmesi ile ovulasyondan bir iki giin sonra biter. Uterus
bezlerinin bazal boliimlerindeki epitel geliserek, dokiilmiis mukozal yilizeyi 6rtmek
tizere gelisir. Bezlerin prizmatik hiicrelerinde yiiksek oranda mitoz goriilerek,
stromadaki bag doku hiicreleri cogalip lamina propiya yeniden sekillendirilir. Uterus
bezleri uzayarak sikica bir arada diizenlenir. Baslangicta basit ve diiz durumda olan
bezler ile spiral arterler, bazalden rejenere olmus mukozal yiizeye dogru uzanirlar
(Sekil 9). Geg folikiiler fazda spiral arterler, iyice kivrilarak sarmallar yaparlar. Yine
bu evrede mitoz artig1 ve epitel hiicre yliksekliginde artigla birlikte hiicre ¢ekirdekleri
farkli seviyelerde goriiliir. Folikiiler faz siiresince endometrium kalinligi 0,5 mm den

2-3 mm ye kadar kalinlasir (Sekil 10) (Ovalle ve Nahirney, 2013).

Sekil 9: Endometrium erken folikiiler faz  histolojik  goriintiisii

http://medcell.med.yale.edu/histology/female genital tract uterine cycle.php
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Sekil  10:  Endometrium ge¢  folikiiler —faz  histolojik  goriintiisii

http://medcell.med.yale.edu/histology/female genital tract uterine cycle.php

4.1.1.4. ENDOMETRIUM LUTEAL FAZ

Bu evre ovulasyondan hemen sonra, riiptiire folikiiliin graniiloza ve teka
hiicrelerinin hizli morfolojik doniisiim gecirip korpus luteumu olusturmasi ile
baslayarak, menstrual siklusun 26-27. giinlerinde biter. Korpus luteum tarafindan
Ostrojen ve progesteron salgilanir. Oositin fertilize olmasi ile 6zellikle progesteron
etkisiyle endometrium implantasyona hazirlanir (Ross ve Pawlina, 2006). Progesteron
tarafindan uyarilan sekretuvar aktivitenin ilk belirtileri, ovulasyondan iki ii¢ giin sonra
bez epitel hiicrelerinde ve mukozal yiizeyde goriiliir. Yiizeyel tabakadaki ddemin
kaybolmas: ile endometrium hafifce biiziilerek, epitel hiicrelerinin yuvarlak
cekirdekleri, tiim hiicrelerde ayn1 seviyede ve tiniform bir hal kazanir. Hiicrenin bazal
bolgesinde glikojen birimi olur. Mitotik aktivite bu evrede azdir. Glikojen 21-25.
giinlerde daha aktif salgilanir ve epitel hiicrelerinin apikalinde lokalize olur. Bu evrede
endometrial kalinlik, dort mm veya daha fazladir. Endometrium maksimum kalinliga
ulagir. Uterus bezleri, tirtikli testere gortiniimlii bir hal kazanir. Yiiksek oranda glikojen
ve glikoprotein iceren yogun ve mukoid 6zellikteki sekresyonlar bezlerin liimenine

verilir ve bu evrede epitel hiicrelerinin luminal yiizeylerinde baloncuklar seklinde
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goriiliir. Stromadaki hiicreler, soluk renkli ve biiyiik, bezler dilate durumda ve spiral
arterler endometrium ylizeyine yaklasiktir. Gebeligin gerceklesmesi durumunda,
stromal hiicreler lipid ve glikojen depolayan desidual hiicrelere dontisiirler (Sekil 11)
(Ovalle ve Nahirney, 2013).
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Sekil 11: Endometrium luteal faz histolojik goriintlisii

http://medcell.med.yale.edu/histology/female genital tract uterine cycle.php

4.1.1.5. ENDOMETRIUM MENSTRUAL FAZ

Ovaryumdan progesteron ve Ostrojen salgilarinin azalmasi sonucu olusur.
Fertilizasyonun ger¢eklesmedigi durumda korpus Iuteum 10 giin aktif hormon iiretir.
Hormon diizeylerinde ani diisiisle birlikte stratum fonksiyonaleye kan desteginde
degisimler meydana gelir. Spiral arterlerin duvarlarindaki periyodik kasilmalar,
stratum fonksiyonalenin iskemik hale gelmesine sebep olur. Stromadaki 6dem
azalmasi1 ve bezlerin salgilarinin durmasi ile endometrium yiikseklik olarak biiziisiir.
Iki giin sonra, kisa siireli kan akim1 ve uzun siireli arteriyal kontraksiyon nedeniyle
yiizey epiteli bozulup, kan damarlar riiptiire olur. Uterin sivi, kan ve stratum
fonksiyonaleden dokiilen stromal ve epitelyal hiicreler vajinal akintiy1 olusturur. Bu

akim ile ven, arter ve bezlerin kopmus ucglar1 ortaya ¢ikar. Bu atilim, sadece stratum
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bazale kalana kadar devam eder. Kan pihtilagsmasi menstrual kanama periyodunda
inhibe edilir. Venlerin agik u¢larinda devamli olarak kan sizintis1 olurken, arteriyal kan

akimi, spiral arter duvarlarinin gevsedigi periyotta meydana gelir (Sekil 12) (Ross ve
Pawlina, 20006).

Sekil 12: Endometrium  menstrual faz  histolojik  goOriintiisii

http://medcell.med.yale.edu/histology/female genital tract uterine cycle.php
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4.2. IMPLANTASYON

Insanda implantasyon siireci; oosit matiirasyonunun erken dénemlerinde baslayan,
embriyo ve endometrium arasindaki kompleks ve karmasik bir iligki ile kontrol
edilmektedir (Emiliani ve ark, 2005). Embriyonun endometriuma gelerek zona
pellucidasindan (ZP) ayrilmasi (hatching) ile blastokistin dis tabakasi olan
trofoektodermin (TE) uterusun luminal epiteli (LE) ile etkilesime girdigi genel bir
birliktelik safhasini gerektirir (Kimber, 2000). Insan embriyosu, fertilizasyondan
sonraki altinc1 giinde blastokist haline gelerek implantasyon siirecine girer. Insan
embriyosu 6-8 hiicre asamasindayken implantasyon yetenegi kazanir. Implantasyonu
takiben, plasentasyon olarak da isimlendirilen evrede, plasenta olusumu ile gebeligin

sonuna kadar embriyoyu destekleyecek yap1 kurulmus olur (Parr ve Parr, 1989).

Endometrium ve embriyo, otokrin, parakrin ve endokrin etkilesimler ile
implantasyona hazirlanir (Celik, 2011). Bu hazirlik asamas1 daha embriyo olusmadan
onceki fertilizasyon asamasinda baslar. Ornegin; ejekiilatta bulunan Vaskiiler
Endotelyal Biiylime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor-VEGF),
endometriumu uyararak implantasyon siirecine katkida bulunur (Obermair ve ark,
1999). Bagka bir 6rnek ise; fertilizasyondan yaklasik iki giin sonra maternal dolasimda
saptanan Erken Gebelik Faktorii (Early Pregnancy Factor-EPF) embriyodan gelen
sinyale yanit olarak tretilir (Morton ve ark, 1992). Progesteron hormonu araciligiyla

korpus luteum da endometriuma gonderdigi sinyaller ile uterusu gebelige hazirlar.

Endometrium reseptivitesini belirleyen morfolojik ve biyokimyasal belirtegler
bulunmaktadir. Endometriumda reseptif donemde ortaya ¢ikan kiibik hiicre
ozelliginde olan ve implantasyon i¢in gerekli olan pinopodlar morfolojik belirtec

olarak siniflandirilir (Sekil 13).
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Reseptif

Non-Reseptif

Sekil 13: Endometriumda pinopod ekspresyonu

http://slideplayer.biz.tr/slide/2001974/

Biyokimyasal belirtecler ise endometriumun islevinin belirlenmesinde rol alarak

endometrial fonksiyon testlerinde kullanilir (Tablo 2).

Tablo 2: Endometrium biyokimyasal reseptivite belirtecleri

Hiicre Adezyon Molekiilleri

Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler

Siklinler

Ekstraseliiler Matriks Proteinleri

Integrinler (aVB3), Trophinin/Tastin,
Musin (MUC1)

Lokemia Inhibitér Faktdr (Leukemia
Inhibitory Factor-LIF), Koloni Stimiile
Edici Faktor (Colony Stimulating
Factor-CSF),  Epidermal  Biiyiime
Faktorii (Epidermal Growth Factor-
EGF), IL-1

Siklin E, p27

Fibroz proteinler (Kollajen, Elastin),

Laminin, Fibronektin, Fibrillin, Netrin

22


http://slideplayer.biz.tr/slide/2001974/

Implantasyon; apozisyon, adezyon ve invazyonu olmak iizere ii¢ asamayi igerir.
Blastokistin embriyonik kutbunun endometriuma temas: apozisyon, yapismasi
adezyon ve gomiilme siirecide invazyonu olarak tanimlanir. Her ii¢ asamada da etkili

olan faktorler farklidir (Sekil 14).

LIF* LIF LiF
-8 CSk-1 TGFB-1
MCP-1 IL-18 uPA

I APOZISYON l [ ADEZYON J [ INVAZYON jJ

Sekil 14: Implantasyon basamaklarinda etkili olan baz1 molekiiller (Celik, 2011).

Endometrium ile embriyonun embriyonal kutbu arasinda karsilikli parakrin bir
etkilesim vardir. Ozellikle endometriumdan salgilanan LIF; embriyonun
endometriumu tanimasi i¢in mesaj 6zelligi tasirken, Epidermal Biiylime Faktorii ve
reseptorii (Epidermal Growth Factor EGF ve EGF-R) implantasyon siirecinde
blastokistin gelisimi, trofoblast proliferasyonu ve hatching gibi olaylarda rol alir (Sekil

15) (Obermair ve ark, 1999).

Endometrium

Embriyo

* Proteazlar LIF

e Adezyon

Molekiilleri
e Sitokinler
e COX-2

IL-1

OyO[O|O|O

Sekil 15: Implantasyon sirasinda embriyo ve endometrium etkilesimi (Celik,

2011).
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Immiin sisteme ait hiicreler overlerde, fallop tiiplerinde ve endometrium da otokrin
veya parakrin etkilerle diizenleyici etki gosterirler (Jones ve ark, 2004). implantasyon
immiinolojik ag¢idan inflamatuar bir reaksiyon olup, endometrium lenfosit
topluluklarini igerir. Genel olarak, dogal 6ldiiriicii (Natural Killer) hiicrelerin bir tiirii
olan ve implantasyon aninda goriilen graniile lenfositler, makrofajlar ve T
hiicrelerinden olusur (Johnson ve ark, 1999). Lokositlerin organizasyonu trofoblast ile
implantasyon alanindaki etkilesime bagli olarak degisiklik gosterir. Fetiis, anneden ve
babadan gelen doku antijenlerini tasidigit ve yabanci oldugu halde, cesitli
mekanizmalarla reddedilmez. Fetiise kars1 gelistirilen bu tolerans geri dontisiimliidiir

(Tablo 3).
Tablo 3: Fetiisiin reddedilmemesi icin gelistirilen tolerans mekanizmasi

e Trofoblastlarin mekanik bariyeri
e Maternal immiin sistemin baskilanmasi

e Paternal HLA antijenlerine kars1t 6zgiin immunsupresyon (Paternal HLA
antijenlerini tantyan T lenfositler segici olarak ortadan kaldirilir)

e Trofoblast yiizeyinde MHC class I molekiillerin yoklugu (HLA-A, B, C)

e T lenfositlerin nutrient yoksunluguna maruz birakilmasi

Implantasyon da seliiler adezyon molekiilleri (CAM); integrin, kaderin, selektin
ve Ig’ler de rol alir. CAM’lar yiizey ligandlaridirlar ve glikoprotein yapida olup, hiicre-
hiicre adezyonuna araci olurlar. integrinler hiicre matriksine ve embriyolojik gelisim
dahil bircok fizyolojik olaya katilirlar. Ca™ bagmli hiicre-hiicre adezyon
mekanizmasindan sorumlu olan E-kaderin ve N-kaderin ile P-selektin, L-selektin ve
E-selektin de implantasyonda rol alan seliiler adezyon molekiilleridir. Bunlardan L-
selektin ve E-kaderin en 6nemlisidir ve erken blastokistin uterin duvar ile iliskisinde

rol almaktadirlar (Tablo 4) (Salmani ve ark, 2008).
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Tablo 4: Implantasyonda rol oynayan faktdrlerin kaynaklar ve en etkili olduklar

implantasyon donemleri (Gok¢imen ve Temel, 2004).
Faktor Kaynak Donem 1 Donem IT Donem III
Progesteron Korpus luteum +
Gstrojen Korpus luteum +
HB-EGF Endometriyum +
PGI-2 Endometriyum +
Integrinler Endometrivum +
Drezmozomal proteinler Endometriyum + +
Muic-1 Endometriyum +
Miic4 Endometriyum +
H tip 1 antijeni Endometriyum +
Le-y karbohidrat antijeni ““gf;‘s;g:"m +
HSFG Endometriyum +
Trofinin
Tacstin Endometrivum +
Bystin
Kollajen IV Endometriyum +
T‘[:E\ﬁ:ii Endometriyum +
CD44 izoformian Endometriyum +
TGF-71 Endometriyum 5
%i Endometrivum +
IGF-1
IGE-2 Endometriyum + +
IGFBF
LIF Endometriyum +

Musinler yiiksek molekiil agirlikli glikoproteinlerdir ve implantasyonda rol alirlar.
Ancak 14 tip insan musinlerinden sadece MUC1 ve daha az olarak da MUC6
endometriumda saptanmistir (Gipson ve Inatomi, 1997). MUC1 implantasyonu inhibe
eder ancak blastokist den eksprese olan faktorler, lokal olarak MUC1’in kaybolmasini

saglamaktadir (Brayman ve ark, 2004).

IL-1, IL-11, IL-6, IL-10, IL-15, IL-18, Koloni Stimiile Edici Faktor (Colony
Stimulating Factor-CSF), Tiimor Nekroz Faktor a (Tumour Necrosis Factor a-TNF-
a), Transforming Biliylime Faktorii B (Transforming Growth Factor B-TGF-fB) da
implantasyonda rol alir (Dimitriadis ve ark, 2005). IL-1; monosit ve makrofajlarda
dretilir. Hiicre proliferasyonunu ve diferasyonunu diizenler. Endometrium ve
embriyoda bulunarak bir¢cok molekiiliin ekspresyonunu (IL-6, IL-8, LIF, TNF-q,
COX-2, PGE2, PGF2a ve reseptorleri EP1, matriks metalloproteinaz 1,9) regiile eder
(Dominguez ve ark, 2002).

4.2.1. INFERTILITEDE IMPLANTASYON PROBLEMLERI

Reprodiiktif cagdaki ciftlerin herhangi bir dogum kontrol yontemi kullanmaksizin,
en az bir yil diizenli cinsel iligkiye girmesine ragmen gebelik olusmamas1 durumuna
infertilite denir (Vayena ve ark, 2002). infertilite reprodiiktif cagdaki ¢iftlerin %15’ini

etkilemektedir. Korunmasiz gegen 12 aylik siire sonunda ¢iftlerin %80°1 ilk alt1 ay
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icinde, geri kalanlarin ancak %10’u takip eden 6 ay i¢cinde gebe kalabilmektedir (Wang
ve ark, 2003).

Implantasyon sorunlarmmn {icte biri embriyo anomalilerine, iigte ikisi de
endometrial reseptivitenin yetersiz olusuna baglidir (Simén ve ark, 1998). Tiip bebek
tedavilerinde iyi kalitede embriyo transfer edilmesine ragmen; endometrit, endokrin
anomaliler, immunolojik faktorler, konjenital veya sonradan gelisen anatomik
nedenler implantasyon basarisizligina sebep olmaktadir. Konjenital anomaliler ve
kazanilmis hastaliklar endometrial reseptiviteyi etkileyerek tekrarlayan gebelik kaybi

veya infertiliteyle kendini gosteren implantasyon problemlerine neden olmaktadir.

Maternal ve fetal dokular arasindaki otokrin, parakrin ve endokrin etkilesimler de
diizensizlik veya eksiklik oldugu durumda implantasyon basarisizligi goriiliir
(Kodaman ve Taylor, 2004). Implantasyon ovulasyon sonras1 7-10. giinlerde, 48 saat
gibi belirli zaman araliginda “implantasyon penceresi” olarak adlandirilan dénemde
meydana gelir. Erken spontan diisiik riski, bu donemin sonlarinda olusan
implantasyonlarda artmaktadir (Wilcox ve ark, 1999). Bu donemin disinda ise
endometrium embriyo i¢in reseptif degildir ve kabul edici o6zellik gostermez

(Hoozemans ve ark, 2004).

Apozisyon, adezyon ve invazyon basamaklarinda reseptiviteyi belirleyen ve etkili
olan LIF’in endometrium tarafindan salgilanmamasi1 veya o6zellikle implantasyon
penceresi déneminde olmamasi implantasyon basarisizligina sebep olur. Ote yandan,
LIF’in fallop tiiplerinde ekspresyonunun artmasi burada endometriumu taklit eden
implantasyon penceresinin olusmasina ve dis gebelik olusumuna neden olabilir

(Wallach ve Vlahos, 2004).

Basarili implantasyon trofoblast etrafindaki lokal immiinosiipresyonlara baglidir.
Steroid hormonlarin etkisi altinda, HOX ve LIF gibi endometrial faktorler
implantasyonu regiile eder. Bu gibi faktorlerin eksikliginde veya yoklugunda
implantasyon basarisizligi goriiliir (Hannan ve Salamonsen, 2008). Menstriiel siklus
boyunca birgok endometrial gen ekspresyonunun degistigi gosterilmistir. Ornegin;
endometriozis veya submiikoz myoma gibi durumlarda gelisen HOX geni

disregiilasyonu, implantasyon defektlerine yol agabilir (Talbi ve ark, 2006). aVB3
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integrinin agiklanamayan infertilite, endometriozis ve polikistik over sendromu

olgularinda ekspresyon ifadelerinde farklilik saptanmistir (Apparao ve ark, 2002).

Ovaryan hormon olan dstrojenin implantasyonda énemli bir rolii vardir. Ostrojen,
implantasyonda dogrudan ya da dolayh etki gosteren molekiiller (sitokinler, biiylime
faktorleri, matriks metalloproteinazlar, adezyon molekiilleri, ECM komponentleri)

tizerinde etki gostererek basarili bir implantasyonu etkileyebilir (Minas ve ark, 2005).

Infertilite olgularinin yaklasik %10’unda, tekrarlayan diisiik olgularmin
ise %60’mnda bir neden belirlenemeyip bunun implantasyon penceresi donemine
rastlamamasindan kaynaklandigi bilinmektedir. Bu olgularda, embriyo ile
endometrium arasindaki iletisimde sorunlar meydana getiren erken implantasyon ve

fetiise kars1 olusabilecek immiin yanitin engellenemedigi ge¢ implantasyon goriiliir.
4.3. EPITELYAL MEZENKIMAL GECIS

Epitelyal mezenkimal gegis, hiicrelerin ve hiicreler arasi matriks elemanlarinin
yapisal ve biyokimyasal degisim ge¢irdigi fizyolojik ve patolojik bir olaydir. Epitelyal
mezenkimal gecis siirecinin tamamlanmasi i¢in; bazal membran yapisinin degismesi,
bozulmasi ve epitel hiicrelerinin bazal membran altindaki gevsek bag dokusu i¢ine gog
etmeleri ve hiicreler arasi matriks elemanlarinin iiretiminde biiyiik oranda artis olmasi

gerekmektedir (Kalluri ve Neilson, 2003).

Epitelyal mezenkimal gegis silirecinde etkili ve bu silirecin asamalarim

tanimlamada etkili birgok belirteg¢ vardir (Tablo 5).
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Tablo 5: Epitel mezenkim gecis belirtecleri (Zeisberg ve Neilson, 2009).

KAZANILAN BELIRTECLER AZALAN/KAYBOLAN
BELIRTECLER

Epitel Mezenkim Gegis Tipi Epitel Mezenkim Gegis Tipi

Hiicre Yiizeyi Proteinleri
N-kaderin 1,2 E-kaderin 1,2,3
OB-kaderin 3 Z70-1 1,2,3
aSp1-integrin 1,3
aSP6-integrin 1,3
Syndecan-1 1,3

Hiicre Iskeleti Proteinleri
FSP-1 1,2,3 Sitokeratin 1,2,3
a-SMA 2,3
Vimentin 1,2
B-katenin 1,2,3

Hiicreler Aras1 Matriks Proteinleri

Tip 1 kollajen 1,3 Tip 4 kollajen  1,2,3
Tip 2 kollajen 1,3 Laminin 1 1,2,3
Fibronektin 1,2
Laminin 5 1,2

Kaderinler, tim dokularda hiicreler arast kohezyonu koruyan transmembran
adezyon proteinleridir (Shashikanth ve ark, 2015). Hiicreler arasindaki baglantilarin
azalmasi, tiimor invazyonu ve metastaz gibi baz1 malign 6zelliklerle iliskilidir. E-
kaderin; kalsiyum bagimli, post-golgi ekzositozu ile bazolateral hiicre ylizeyine
iletilen hiicre yapisma proteinidir (Lock ve ark, 2005). Epitel hiicrelerinin hiicre-hiicre
etkilesimlerini, hareketlerini ve ¢ogalmalarini diizenleyen mekanizmalara katilirlar. N-
kaderin; olgun glutamaterjik sinapslarin pre ve postsinaptik membranlarinda eksprese
edilen sinaptik aralik boyunca hiicre disi alanlarin homofilik etkilesim yoluyla
transsinaptik yapismaya aracilik eden proteinlerdir (Pielarski ve ark, 2013). N-kaderin,
hiicre-hiicre baglantisinin yanisira hiicre polaritesinin diizenlenmesinde de rol alarak

hiicre gociinii etkileyebilen hiicre ici sinyalleri iletebilir. Bu kaderin aracili sinyaller
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epitelyal mezenkimal gegiste hiicrelerin gog¢ yoniinii belirler (Péglion ve Manneville,

2012).

Vimentin; 6zellikle mezenkimal hiicrelerde bulunur. Hiicre iskeleti agin1 olusturan
tip III ara filamenttir. Hiicre ¢ekirdeginin periferinde bulunarak hiicre zar1 lizerine,
endoplazmik retikuluma ve mitokondriye ya lateral ya da terminal olarak baglanma
sergiler. Hiicrelere mekanik destek saglanmasinda, organel yerlesiminde, hiicre gogii
ve adezyonunda, hiicre sinyal iletiminde rolleri bulunur (Pérez ve ark, 2015). Epitelyal
mezenkimal gecis sirasinda ifade seviyesindeki artig, kanser hiicrelerindeki mekanik
biitiinligi korumak i¢in olusturulan hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ile

iliskilidir (Liu ve ark, 2015).

Diiz kaslarda ve miyoepitelyal hiicrelerden kaynaklanan tiimorlerde ifade edilen
a-SMA hiicre iskeleti proteinidir. Aktinler, tiim Okaryotik hiicrelerde yiiksek oranda
korunan proteinlerdir. Aktin filamentleri, hiicre iskeletinin bir parcasini olusturarak
hiicre sekli ve hareketinin diizenlenmesinde rol oynarlar. a-SMA gelisimsel olarak
diizenlenmis ve dokuya spesifik bir sekilde ifade edilen sitoplazmik aktindir (Kalluri
ve Neilson, 2003). Miyofibroblastlar ile iliskili a-SMA, kanser hiicrelerinin ilerlemesi

ve metastazinda 6nemli rol oynarlar (Ding ve ark, 2014).

Heparan siilfat ve kondroitin siilfati tagiyan, hiicre iskeletini interstisyel matrise
baglayan hiicre yiizeyi proteoglikani olan Syndecan-1, ¢ogunlukla tek tabakal1 ve ¢ok
tabakali epitel hiicreleri ile plazma hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Epitelyal
mezenkimal gegis sirasinda ifade seviyesi artar. Kanser hiicre c¢ogalmasi ve

invazyonunda, anjiyogenezde rol oynar (Teng ve ark, 2012).

4.3.1. IMPLANTASYON, EMBRIYOGENEZ ve ORGAN GELISIMINDE
GORULEN EPITELYAL MEZENKIMAL GECIS (TiP 1)

Embriyo gelisim siirecinde epitel hiicreleri mezenkim hiicrelerine doniiserek,
gevsek bag dokusu matriksi i¢inde kutuplasmayan, hareketli hiicrelere farklilasir.
Trofoblast hiicrelerinin implantasyondan sonra yayilimci sinsityotrofoblastlara
donlismesi, gastriilasyon sirasinda epiblast tabakasindaki hiicrelerin mezoderm
tabakasini olusturmast veya noral kristadan kokenli noroektoderm hiicrelerinin
mezenkim hiicrelerine dontigiimii ve gocii, embriyonik hayatta goriilen epitelyal

mezenkimal gegistir. Insanda ilk epitelyal mezenkimal gecis 14-15. giinde gergeklesir
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ve olusan doku birincil mezenkim olarak adlandirilir. ikinci epitelyal mezenkimal
gecis yaklasik 10 giin sonra gercekleserek, paraksiyel mezoderm tiirevlerinin ortaya

ctkmasina onciiliik eden ikincil mezenkim olusur (Can, 2014) (Sekil 16).

Implantasyon ve plasenta, epiblast hiicrelerindeki epitelyal mezenkimal gegis ile
olusur. Primitif ¢izgi boyunca yer alan hiicreler apikal bazal kutuplagsmalar1 olan E-
kaderin ifade eden hiicrelerdir. Bu hiicrelerin invajinasyonu, mezoderm tabakasinin
olusumunu baglatir. Embriyogenez asamasinda mezodermin olusumu tip 1 epitelyal

mezenkimal gecis 6rnegidir (Can, 2014).

A 1 2 3 4 5
Epitel HUcre’ yapisma Bazal membranin Hucrenin Mezenkim
fenotipl molekdflerinin y-km‘g ve apuk@lm aynimasi ve fenotipi
yikime blazismesi invazyonu

Bl ol — i

et
—G.»’_a/

Sekil 16: Tip 1 epitelyal mezenkimal ge¢is de goriilen hiicresel doniisiim

basamaklari1 (Can, 2014).

4.3.2. DOKU ONARIMI ve ORGAN FIBROZISINDE GORULEN
EPITELYAL MEZENKIMAL GECIS (TIP 2)

Baz1 epitel dokularinda goriilen fibrozis, sitokinler ve fibroblastlar tarafindan
salgilanan kollajen, tenascin, laminin, elastin gibi hiicrelerarasi matriks bilesenleri
aracilifiyla gerceklesir. Tip 2 epitelyal mezenkimal gecis daha ¢ok bagirsak, bobrek,
akciger, karacigerde goriiliir ve ikincil epitel hiicrelerinin mezenkim hiicrelerine

dontistimii olarak tanimlanir (Sekil 17) (Zeisberg ve ark, 2008).
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Sekil 17: Hedef hiicreye gore epitelyal mezenkimal gecis tipleri (Can, 2014)

43.3. KANSER IiLERLEMESI ve METASTAZDA GORULEN
EPITELYAL MEZENKIMAL GECIS (TIP 3)

Anjiyogenez ve epitel hiicrelerinin asir1 boliinmesi, epitel hiicresi kokenli
kanserlerin baslangic1 olarak kabul edilir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Hiicrenin
yayilimct 6zelligi bazal membran istilasi ile ortaya ¢ikarak, tiimoriin yasami tehdit

eden seviyeye ulastigini gostermektedir.

Tip 3 epitelyal mezenkimal gegis gosteren hiicreler tipik olarak primer timor gibi
davranirlar, daha sonraki agamada invazyon metastaz agsamasina girerler. Yani
strastyla damar i¢ine yayilim, dolasim boyunca tasinim, damar digina sizma, mikro

metastaz olusumu ve kolonilesme goriiliir (Fidler ve Poste, 2008).
4.4. IKi BOYUTLU KULTUR

Hiicre kiiltiirti, izole hiicre popiilasyonlarinin pek ¢ok fizikokimyasal ve fizyolojik
degiskenlerden uzak olarak incelenebildigi bir ortamdir. Hiicre kiiltiiri; kanser
arastirmalarinda, sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler ve biyolojik caligmalarda,
cesitli hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda, doku ve deri miihendisliginde, as1 liretimi

vb. ¢aligmalarinda kullanilir (Vunjak ve Freshney, 2006).

Hasta haklari, hayvan haklari, hayvan refahi gibi etik kavramlar goz Oniine
alindiginda in vitro testler ayricalik kazanmistir. Hiicre kiiltiirii arastirma laboratuvari,

cesitli hiicrelerin in vitro kiiltiirlerini yaparak arastirmacilara kok hiicre, hiicre
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mekanigi ¢aligmalari gibi konularda hiicre i¢i ve hiicreler aras1 biyokimyasal olaylarin
molekiiler diizeyde incelenebilmesi i¢in devamli olarak hiicrelerin temin edilmesi ve
bu hiicrelere istenilen deneysel uygulanmalarin yapilmasi igin firsat saglamaktadir

(Hakeri, 2006).

Hiicre kiiltiiriinde ¢evre sartlarinin kontrolii miimkiindiir; pH, 1s1, osmotik basing,
02, CO> gibi degerlerle karakterize fizikokimyasal ortam kontrol edilebilir.
Numunenin homojenitesinin karakterizasyonu miimkiindiir. Doku numuneleri
heterojendir ve orijininden uzaklastikca ozelliklerinde degisimler olur. Ancak ayni
pasaj diizeyinde ve Ozellikle sivi azotta muhafaza ile bu sorun ¢oziilebilir. Belli
periyotlarla ve yapilacak kontroller ile 6rneklerin homojenitesindeki olasi sapmalar
belirlenebilir. Hiicre Kiiltiiriiniin tekrarlanabilirlik orani yiiksektir. Istatistik
degerlendirmeler kolaylikla gergeklestirilebilir. /n vivo uygulamalarda bu konuda
Onemli smirlamalar mevcuttur. Ayrica hiicre kiltlirii ¢alismalart ekonomiktir.
Kiiltiirler, dogrudan diisiik dozda ve kesin konsantrasyondaki re-ajanlar ile
karsilastirildigindan  hiicre ile dogrudan temas eder. Dolayisiyla in vitro
enjeksiyonlarda gerektiginden ¢ok daha az miktarda maddeye gereksinim vardir

(Vunjak ve Freshney, 2006).

Ancak hiicre kiltliriiniin dezavantajlarida mevcuttur; deneyim gereklidir, kati
aseptik sartlar1 vardir, hiicrelerin orijininde eger ayirici 6zellikler kaybolursa kiiltiire
hiicreleri fonksiyonel doku hiicrelerinden ayirmak zorlasir. Karakterizasyon i¢in stabil
belirteclere ihtiyag vardir ki bu belirtecler i¢in de modifiye kiiltlir sartlar1 gereklidir.
Bilinen dezavantajlarindan dolay: her ne kadar alternatif yontemler gelistirilmekteyse
de heniiz hiicre kiiltiirii teknolojisinin yerini tam olarak alabilecek bir teknik

tanimlanamamistir (Doyle ve Griffiths, 2000).

Besiyerleri (vasat, medium) kiiltiir ortaminin en 6nemli bileseni konumunda olup,
hiicrelere besin, biiylime faktorleri, hormonlar gibi biiylimeyi uyaran ajanlarinin
yanisira kiiltiir ortaminin pH’in1 ve osmotik basincinin regiilasyonunu da saglar.
Besiyerleri laboratuvar ortaminda hiicrelerin normal metabolik aktivitelerini
stirdiirebilmeleri i¢in gerekli mikro ¢evreyi saglar. Kiiltiirde fizikokimyasal sartlarin
(pH ve osmolarite) devamliligini, hiicrelerin ve hiicre liriinlerinin sentezi i¢in nutrient

saglar.
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Besiyerlerinin tarihsel gelisimine bakildiginda, ilk hiicre kiiltiirii deneyleri taze
doku 6ziitleri ve viicut sivilart ile gergeklestirilmis olmasina ragmen, zaman igerisinde
standardizasyon ve besiyeri kalitesi gibi artan ihtiyaclar dogrultusunda tanimlanmis
ticari besiyerlerinin kullanimi 6nem kazanmistir. Hiicre kiiltiiriinde in vitro kosullarda
hiicrelerin sentezleyemedigi esansiyel nutrientler vardir bunlar; inorganik iyonlar,
aminoasitler, vitaminler, enerji kaynaklar1 ve erimig gazlardir. Hiicrelerin
canliliklarinin devamliligi i¢in ticari besiyeri igeriklerine hiicrelerin sentezleyemedigi

esansiyel nutrientler eklenmistir.

In Vitro kosullarda hiicrelerin sentezleyemedigi inorganik iyonlar mevcuttur; Na®,
K*, Ca*?, Mg*?, P*, HCOs, CI, SO4‘dir. Esansiyel aminoasitler; L-lizin, L-metionin,
L-fenilalanin, L-treonin, L-tirozin, L-valin, L-arjinin, L-sistin, L-glutamin, L-histidin,
esansiyel olmayan aminoasitler; L-pirolin, L-glisin, L-serin, L-alanin, L-asparajin, L-
aspartik asit, vitaminler; riboflavin, tiamin, kolin, inositol, biotin, folik asit,
nikotinamid, piridoksin, enerji kaynaklari; D-glukoz, L-glukoz, erimis gazlar; Oz ve

CO; “dir (Tablo 6).

Tablo 6: In Vitro kosullarda hiicrelerin sentezleyemedigi inorganik iyonlar

Inorganik Iyonlar Na*, K*, Ca*?, Mg*?, P*, HCO;3, CI,
SOq4

Esansiyel Aminoasitler L-lizin, L-metionin, L-fenilalanin,
L-treonin, L-tirozin, L-valin, L-arjinin,
L-sistin, L-glutamin, L-histidin

Esansiyel Olmayan Aminoasitler L-pirolin, L-glisin, L-serin, L-
alanin, L-asparajin, L-aspartik asit

Vitaminler Riboflavin, Tiamin, Kolin, Inositol,

Biotin, Folik Asit, Nikotinamid,

Piridoksin
Enerji Kaynaklar: D-glukoz, L-glukoz
Erimis Gazlar 0, CO2

Hiicre kiiltiirinde kullanilan serum, besleyici ve ¢ogalmay:1 saglayict 6zellige
sahip ve vasat bilesimine sudan sonra giren en Onemli maddedir. Serum, hiicre

membran gecirgenligini kontrol ederek lipitlerin, enzimlerin, mikro gidalarin ve iz
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elementlerin hiicre igerisine tasinmasinda rol alir. Toksinleri baglayan tampon 6zelligi
vardir. Tripsin ve proteaz gibi enzimleri notrleyerek, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimlerini yonlendirir. Doku ve hiicre kiiltiirlerinde kullanilan hayvan orjinli
serumlara 6rnek olarak; Fetal Buzagi Serumu (Fetal Calf Serum-FCS), Yeni Dogmus
Buzagi Serumu (New Born Calf Serum-NBCS), Buzagi Serumu (Calf Serum-CS),
Yetiskin Sigir Serumu (Bovine Serum-BS), At Serumu (Horse Serum-Hos), Insan
Serumu (Human Serum-HS) verilebilir. Serum iceriginde; proteinler, polipeptitler,

hormonlar, nutrientler, metabolitler, mineraller ve iz elementler bulunur.

Serumda en ¢ok bulunan bilesik proteinlerdir (albiimin, globiilin, fibrinojen, a-2
makroglobiilin, fotin, transferin). Proteinler, lipoprotein/glikoprotein seklinde
hormonlarin yapisinda ve bazi minerallerle birlikte bulunabilirler. Bu nedenle serum
icindeki protein miktarinin tespiti zordur. Serum igeriginde bulunan protein yapidaki
albiimin; plazma osmotik basincinin devamlhiligini saglar, globiilinler; serum
iceriginde immunglobulin halinde bulunurken, fibrinojen; hiicre-hiicre, hiicre-yiizey
baglanmasini saglar. Serum igerigindeki polipeptid yapida biiyiime faktdrleri bulunur.
Trombosit Tiirevli Biiylime Faktorii (Platelet Derived Growth Factor-PDGF),
Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor-EGF), Insiilin Benzeri
Biiytime Faktorii (Insulin Like Growth Factor-IGF). Serum igerigindeki hormonlarin
(insiilin, hidrokortizon) ise hiicreler iizerinde cesitli etkileri vardir. Ornegin; insiilin,
hiicrede glikoz ve aminoasit artisin1 saglar. Bazi biliylime faktorleri insiilin
reseptorlerine baglanabilir ve glikoz artigini diizenleyebilir. Hidrokortizon ise 6zellikle
fetal serumda bulunur ve hiicre matriks baglantisini artirict 6zelligi bulunur (Tablo 7)

(Doyle ve Griffiths, 2000).

Tablo 7: Serum igeriginde bulunan bilesikler

Protein Albiimin, Globiilin, Fibrinojen, o-2
Makro Globiilin, Fotin, Transferin
Biiyiime Faktorleri PDGF, EGF, IGF

Hormonlar Insiilin, Hidrokortizon

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyerleri ¢esitlilik gostermektedir. Earl’s Balanced
Salt Solution (EBSS), Earl’s Medium Essential Medium (EMEM), Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS) hiicre kiiltiiriinde kullanilan bazi besiyerleridir. Ancak en ¢ok

34



kullanilanlar; DMEM (Dulbecco's Modification of Eagles Medium) ¢ogu memeli
hiicresinin iiremesini desteklerler, RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institu 1640)
memeli hiicreleri i¢in kapsamli olarak genisletilmisti. DMEM-F12 (Dulbecco's
Modification of Eagles Medium Nutrient Mixture F12) besleyici karigim F12’nin
DMEM besiyerine ilavesidir ve memeli hiicre kiiltiiriinde daha fazla giivenirlilik,
tutarlilik ve kontrolii saglar. Ham’s F12 (Hamster Ovary Nutrient Mixture F12)
memeli hiicre kiiltiirlinde kullanilan bir baska besiyeridir. M199 (Medium 199 with
Earle’s Salts) da en ¢ok kullanilan besiyerleri i¢cindedir. a-MEM (a-Modification of
Eagles Medium) besiyerine esansiyel olmayan aminoasit, sodyum piriivat ve ek
vitaminlerin eklenmesi ile olusturulmus ve daha ¢ok primer kiiltlir i¢in kullanilan

besiyeridir (Freshney, 1986).

Hiicre kiiltiirtinde canli bir organ veya dokudan ¢esitli yontemler ile elde edilmis
hiicrelerin kiiltlirine primer kiiltiir denir. Dogrudan dokudan elde edilen hiicre
kiiltiirleridir. Hiicre hatlar1 ise; primer hiicrelerin spontan mutasyonu, kimyasal madde
uygulanmasi ile mutasyon olusturularak elde edilen 6liimsiiz hiicre tipleridir (Doyle

ve Griffiths 2000).

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ve iyon bilesimi bakimindan ekstraseliiler ortama
yakin olup hiicre ¢cogalmasini destekleyen pH indikatorii fenol kirmizisi, cogu besiyeri
icerisinde mevcuttur. Yapilan ¢aligmalarda fenol kirmizisinin Ostrojeni taklit etme

ozelliginde oldugu bildirilmistir.
4.4.1. iKi BOYUTLU DESTEK MATERYALLERI

Hiicreler in vitro ortamda iireyebilmeleri i¢in bir biyomalzeme iizerinde tek
tabakali olarak (monolayer) olarak tutunmak zorundadirlar. Hiicrelerin ¢ogalmaya
baslamasi i¢in Once ylizey lizerine tutunup yayilmasi gereklidir. Dolayisiyla hiicre
kiiltiiriiniin basaril1 olabilmesi i¢in her bir hiicre tipinin tutunmasina, yayilmasina ve
tizerinde dogal fonksiyonlarini yerine getirmesine olanak veren substrat malzemesinin
secimi ¢ok onemlidir. Bu tip, liremek i¢in tutunmaya gereksinim duyan hiicrelere
“tutunma bagimli, monolayer” hiicreler denir. Uzun siire kiiltiire edilerek transforme
olmus, c¢ogunlukla kanser hiicrelerinden elde edilmis bazi hiicreler tutunma
bagimliliklarindan kurtularak siispanse (bir destek materyaline ihtiya¢ duymadan)

halde iiretilebilirler, ancak ¢ogu hiicreler tutunma bagimli olduklar1 igin substrat
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secimi kiiltiire baslamadan once verilmesi gereken en dnemli kararlarin i¢inde gelir

(Doyle ve Griffiths, 2000).
A) Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Klasik Biyomalzemeler

Cam: Kiiltiirler i¢in ilk kullanilan malzemedir ancak kullanimi olduk¢a azalmistir.
Avantajlar1 arasinda ucuz olmalari ve kolay sterilize edilebilmeleri gelir. Yiizeyinin ve

optik ozelliklerinin diizensizlik gosterebilmesi agisindan fazla tercih edilmezler.

Plastik: Tek kullanimlik polistren kiiltiir kaplar1 glinlimiizde rutin hiicre kiiltiirii
calismalarinda en sik kullanilan araglardir. Kullanigl optik 6zellikler ve diizgiin bir
kiiltiir yiizeyine sahiptirler. Polistren hidrofobik bir polimer olmasma ragmen,
tiretimden sonra uygulanan korona atisi, gaz plazma gibi ylizey islemleri ile veya
kimyasal olarak hiicre tutunmasina ve biiylimesine elverisli hale getirilir. Plastik
yiizeylerde yiiksek serum icerigi kullanilmasi, ylizeye baglanan protein miktarin

artirarak ylizey 6zelliklerini maskeleyebilir.

Kiiltiir kaplarinda polistren en yogun kullanilan ve ucuz plastik olmakla beraber,
polivinilklorit, polikarbonat, politetrafloretilen, melinex, thermanox gibi cesitli

polimerlerde hiicre biiylimesi i¢in kullanilabilir.

B) Gecirgen Zar Biyomalzemeler: Yar1 gecirgen zarlar kimyalarina ve gozenek
bliytikliigline bagh olarak gazlarin, suyun ve farkli kiiciik molekiillerin gecisine izin
verirken; hiicreler, bazi proteinler ve benzeri biiyiikk molekiiller i¢in bariyer
olustururlar. Hiicreleri bu tarz substratlar ilizerinde biiyiitmek Oz, CO> ve besinlerin
hiicrelere daha rahat diflize olmalarin1 saglarken bir yandan da epitel hiicreleri gibi
ortam gecirgenligine duyarl hiicreler i¢in dogal habitatlarina yakin destek substratlar

saglamis olurlar.

C) Yiizey Kaplamalari: Ozellikle cam substratlarm hiicre besiyeri ortamiyla
yikanmasi hiicre kiiltlirii verimini artirir. Bunun nedeni olarak, hiicrelerin yiizeyde
olusturdugu mikro/nano desenleme veya ylizeyden temizlenemeyen ¢ok az miktarda
kalintinin neden oldugu diisiiniilmektedir. Benzeri etkileri daha kontrollii ve sentetik
olarak elde etmek icin giiniimiizde kiiltiir kabi yiizeylerine farkli kaplamalar

yapilmaktadir. En fazla kullanilan 2D kiiltiir destek materyalleri; polilizin, kollajen,
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jelatin, fibronektin, laminin, iyon implantasyonu ve ekstraseliller matriks

kaplamalaridir.

Polizin: Poly-L-lizin ve Poly-D-lizin formlar1 vardir. Polizin ylizey yiikiinii
degistirerek hiicre tutunmasini gii¢lendirir. Ozellikle serumsuz kiiltiir vasatlari

kullanilacaksa tercih edilmelidir.

Kollajen ve Jelatin: Kollajen viicudumuzda pek cok dokunun ekstraseliiler
matriksinde bulunan bir proteindir. Jelatin ise kollajenin denatiire edilmis formudur.
Bu iki maddenin substrat yiizeyine kaplanmasi hiicrelerin dogal ortamlarina benzerlik

yaratarak, hiicre fenotiplerinin korunmasi agisindan olumlu sonuglar verir.

Fibronektin ve Laminin: Kollajen ve jelatin gibi fibronektin ve laminin de
ekstraseliiler matriks proteinleridir ve hiicrelerin tutunmasini giiclendirerek hiicrelerin

fonksiyonlarini devam ettirmelerini desteklerler.

Matrijel: ilk defa 1972'de Hynda Kleinman tarafindan belgelenmistir. Jelatin,
laminin, kollajen vb. gibi proteinleri igeren organik bir karigimdir. Bu karisim igerigi
itibariyle, in vivo ortamdaki ECM yapisina benzedigi icin, hiicrelerin laboratuvar
kosullarinda biiyiitiilmesinde substrat olarak kullanilmaktadir. Ayrica matrijel bazal

membran yapisinda olup zengin biiylime faktorleri ve enzimler igerir.

Iyon implantasyonu: Daha c¢ok ileri teknolojik cihazlarm yiizey
modifikasyonunda kullanilan bu teknik, son yillarda hiicre kiiltliri substratlarinin
yiizeylerini modifiye etmek icin kullanilmaktadir. Yiizeye hiicre tutunmasini ya da
fonksiyonlarin1 destekleyici bazi iyonlarin kaplama olusturmadan, yiizey molekiilleri

arasina yerlestirilmesi esasina dayanir.

Ekstraseliiller Matriks: Destekleyici substrat lizerinde ilgili bir hiicre tipini
kiiltiire edip o hiicrelerin trettigi ekstraseliiler matriks iizerinde ikinci bir hiicre
grubunu kiiltiire etme esasina dayanir. Hiicrelerin gereksinim duydugu dogal ortamina
diger kaplamalara oranla daha yakin olmas1 agisindan avantajlidir. Ancak hem ekstra
maliyet ve is giicli gerektirmesi, hem de olusan iiriiniin daha az kontrollii olmasindan
dolay1 sonuglarda farkliliklar yaratabilmesi agisindan kullanim zorlugu ve kisitlilig

vardir.
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D) Yiizey Desenleme: Hiicre-hiicre ve hiicre-biyomalzeme etkilesimlerinin
incelenmesi, hiicresel fonksiyonlarin ve mikro gevresel kosullarin hiicre fenotiplerini
nasil etkilediginin arastirilmasinda kullanilir. Bazi hiicreler, in vitro kosullarda
cogalabilmek, iireyebilmek, canliliklarin1 devam ettirebilmek ya da farklilasabilmek
icin dogal mikro cevrelerine benzer yiizey desenleme ile olusturulmus kiiltiir
substratlarina ihtiya¢ duyarlar. Ornegin; kemik hiicrelerinin kaba piiriizlii yiizeylerde,
sinir hiicrelerinin ise ince fiber ag igeren yiizey desenleme ile olusturulmus kiiltiir
plaklarinda daha saglikli biiyiidiikleri gosterilmistir. Bu sekilde desenlenmis yiizeyler
tizerinde, fotolitografik teknikler, lazer litografi ve soft litografik teknikler baslica

mikro desenleme yontemleri arasindadir.
4.5.UC BOYUTLU KULTUR

Hiicre kiiltiirii biyoloji, tip ve genetik alanlarinda ¢alismalarin temelini
olusturmaktadir. Caligilan materyal de hiicre oldugundan in vivo ya en yakin sonuglar
elde edilmelidir. Ancak rutinde kullanilan 2D kiiltiir sistemleri tam olarak hiicrelerin
ozelliklerini yansitamamakta ve yasam dongiilerinin her agamasinda gereken boyutsal
ve zamansal organizasyona olanak vermemektedir. 3D kiiltiir ortaminda, in vivo da
oldugu gibi hiicre zar1t ECM ile tam bir temas halindedir oysa ki 2D kiiltiirde hiicre
zarmin sadece bir kismi ECM ile temas halinde olup hiicrenin diger kisimlar1 bos
kiiltiir ortamina maruz kalmaktadir. Buda in vivo dan uzak dogal olmayan, polarize
integrin baglanmasini saglayarak hiicrelerin kimyasal aktiviteler igerisine girmesine

ve hiicrelerin olumsuz etkilenmesine sebep olmaktadir (Gieni ve Hendzel, 2008).

Hiicre gocii in vivo kosullar altinda hiicrelerin sahip olduklar1 6zelliklerle zaman
icerisinde gelisir oysa ki 2D Kkiiltiir sistemleri yiizeysel bir ortam sagladigindan hiicre
goclinii normalden ¢ok daha kolay hale getirerek hiicrelerin anormal go¢ yetenekleri

kazanmalarina sebep olur (Gieni ve Hendzel, 2008).

3D kiiltiir sistemleri; hiicrelerin saglikli biiyliylip yasamasinda en 6nemli faktor
olan ECM’1 taklit eder 6zellikte olmalidir. Bu amacla doku miihendisligi yardimiyla
gelistirilen kiiltlir sistemleri hiicre dis1 matriksi taklit eder. ECM hiicrelere mekanik
destek (fibronektin, kollajen, laminin), farklilagma, direkt hiicre baglantisi, hiicreler
aras1 iletisim, morfoloji, proliferasyon, go¢ ve gen ekspresyonu saglamaktadir. Doku

iskelelerinin sadece ECM’1 taklit eder 6zellikte olmasi hiicre kiiltiiriinde kullanim igin
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yeterli degildir. Iskeleler biiyiime faktdrii salinimi yapabilecek yapiya sahip, integrin

baglanma bolgesi igerir 6zellikte olmalidir (Lee ve Mooney, 2001).

Bu kapsamda mikro gézenekli doku iskeleleri, nano fibriller doku iskeleleri, dogal
ve yapay hidrojel doku iskeleleri ECM’i taklit eden 3D kiiltiir sistemleri olarak
kullanilmaktadir (Tablo 8).

Tablo 8: ECM’1 taklit eden doku iskelelerinin avantajlar1 ve dezavantajlari

Doku Iskeleleri Avantajlar Dezavantajlan

Mikro Gozenekli Doku Kullanimi kolaydir Gozenekleri ¢ok genistir

Iskeleleri (100 mikron), hiicreler 2D
ortamda gibi davranis
sergilerler

Nano Fibriller Doku ECM’i1iyi taklit eder Strese dayanakli degildir

Iskeleleri

Hidrojel Doku Iskeleleri  Kiigiik gozeneklere Kompleks tanimlanmis

sahiptir.  Strese  kars1 yapiya sahiptirler
dayaniklidir. Yiiksek

miktarda su tutma 6zelligi

vardir. Hiicrelerin temel

gereksinimlerini

yiiriitebilir.

Hidrojel doku iskeleleri dogal ve yapay olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Dogal
hidrojeller ECM’1 daha iyi taklit edebilmesi i¢in; kollajen, fibrin, hiyaluronik asit,

kitosan, aljinat ve ipek fibriller gibi hiicre dis1 matriks bilesenlerinden olusturulur.

3D kiiltiir sistemi hiicrelerin ¢ogalmasina izin vererek, doku iskelelerine
tutunmasini saglamalidir. Hiicreye toksik etki gostermeyerek, hiicreleri tasiyabilecek
mekanik giicii igermelidir. In vivo ¢alismalarda da kullanilabilmek {izere tasarlanan
iskeleler hiicrelerin ¢ogalmasina paralel bir sekilde biyobozunur 6zellikte olmalidir.
Hiicre kiiltiirtinde kullanilan 3D kiiltiir sistemleri yapilacak ¢aligmaya ve hiicre tipine

gore c¢esitlilik gostermektedir (Paul ve ark, 2004).
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A) Mikro Akis Kanallari: Yiizey desenleme yontemleri ile olusturulan hem iki
hem de ii¢ boyutlu substratlar da kullanilan mikro akis kanallar1 hiicre besi ortaminin
ve hiicre sinyallerinin kolaylikla dolasabilecegi kanallar sistemine dayanir. Hiicre

beslenmesi ve hiicreler arasi iletisimin biiyiik oranda desteklendigi sistemlerdir.

B) Mekanik Uyar:1 Veren Substratlar: Viicut icindeki farkli dokularin mekanik
ozellikleri birbirine benzemektedir. Dolayisiyla sert dokularla yumusak dokularin
hiicre kiiltiirtinde ayn1 substratlarin kullanilmasi dogal ortamin benzetilmesi agisindan
¢ok uygun degildir. Hiicrelerin in vivo fizyolojik ortamlarinda maruz kaldiklari yiikler
diisiiniilerek substrat yiizeylerini farkli sertlikte, farkli elastikiyette ve hiicrelere

degisik mekanik yiikler uygulayacak sekilde modellemek miimkiindiir.

C) Sferoid (Handing Drops) Teknigi: Sferoidler hiicre kolonilerinin kiiremsi
topluluklaridir. Ik olarak 1944 yilinda Johannes Holtfreter tarafindan embriyonik
hiicrelerin kiiresel agregatlart olusumunu gostermesiyle belgelenmistir. Sferoidler
dogal olarak solid dokulari, avaskiiler tiimdrleri ve embriyo benzeri olusumlari taklit
ederler. Kolonize olmus hiicreler kendi 3D ECM'sini iireterek hiicresel iletisim

acisindan in vivoya yakin 6zellik gosterirler.

D) iskele (Scaffold Teknikleri): Hiicre ve dokuya 6zgii in vivo ECM yapisini
yansitacak sekilde tasarlanmis farkli gézenekte, gecirgenlikte ve mekanik ozellikte
hiicre yasam1 ve doku olusumunu destekleyen biyomateryallerdir. Klinik ve rejeneratif
tip uygulamalarinda iskeleler implant olarak kullanilirken, laboratuvar

uygulamalarinda 3D scaffold olarak adlandirilirlar.

E) Jel: Yumusak doku benzeri bir sertlige sahip olup ECM'i taklit eder. Dogal
orijinli ECM karigimlarindan yapilmais jeller (kollajen ve aljinat) daha ¢ok tercih edilir.
En yaygin kullanilan1 matrijel dir. Jeller kiiltiir i¢indeki hiicreler tarafindan organize

edildigi i¢in yapis1 zamanla degisebilir.

F) Metal Substratlar: Paslanmaz celik, titanyum gibi bazi metaller hiicre
bliylimesi i¢in uygun yiizeyler olmalarina ragmen, hem opak olup hiicrelerin
incelenmesini zorlagtirdiklarindan, hem de biyobozunur olmadiklarindan dolay1 doku

miihendisligi uygulamalarinda kullanilmazlar.

40



G) Biyoreaktorler: 3D hiicre kiiltiirii sistemlerinde iskele ile birlikte yiiksek
hacimli hiicre iiretimi ve in vitro doku miihendisligi uygulamalart i¢in kullanilir.
Biyoreaktorler, besleyici maddelerin dolasimina, atiklarin uzaklastirilmasina ve

reaktor i¢indeki ortamin homojen olmasina izin veren yapiya sahiptir.

Sonug olarak, 3D kiiltiir sistemleri; hiicrelerin farklilasma, genel hiicre faaliyetleri,
morfolojileri, cogalma, canlilik, in vivo ortama benzerligi, uyaranlara karst verdikleri

tepkiler goz Oniine alindiginda 2D Kkiiltiir sistemlerine gore daha avantajlidir (Tablo 9).

Tablo 9: 3D’lin 2D kiiltiire gore avantajlart http://www.thewellbio.com/3d-cell-

culture/

Farkhlasma Kok hiicrelerin farklilasma
aktivasyonlarint artirir. Bazi diger kok
hiicrelerin ise farklilasmamis durumda
kalmasini saglar

Gen Ekspresyonu Farkli gen ekspresyon seviyelerine sebep
olarak 2D Kkiiltiirde eksprese olmayan
genlerin eksprese olmasini saglar

Genel Hiicre Fonksiyonlar: Hiicre-hiicre etkilesimini indiikler

Morfoloji Hiicre morfolojisinde polarizasyonda
farkliliklar1 indtikler

Proliferasyon Mezenkimal kok hiicrelerin biiylimesini
ve yuzeye tutunmasini artirir

Canhihk Hiicre  biiylimesini uzun  vadede

etkileyerek yasam kalitesini artirir

4.5.1. POROZ BAKTERIYAL SELULOZ DOKU iSKELESI

Bakteriyal seliiloz aerobik gram negatif bakteri olan Glucanoacetobacter xylinus
susundan elde edilir (Cannon ve Anderson, 1991). Tip I kollajen igerir. Yiiksek su
tutma kapasitesine sahip, kristallik o6zelligi sergileyen, ince fiber agi bulunan
biyouyumlu bir dogal polimerdir (Naritomi ve ark, 1998). Hiicrelere kiiltiire edildikleri
besiyerinden daha fazla besin difiize etmelerini saglamasi, hiicrelerin ¢ogalmasini
saglayan birincil etken oldugu diisiiniilmektedir. BC ‘un igerdigi ince bir fiber ag

tizerinde hiicreler koloni olustururlar. Biyomedikal alanda BC en fazla yara
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bandajlarinda kullanilir. Hiicre proliferasyonunu destekler ve duragan fazdaki
hiicrelerin biiyiimesini tesvik eder. ECM ve biyopolimer iiretimini destekler. Ayrica
termal kararlilik (300 °C) gosterip birgok mikroorganizma tarafindan par¢alanmaya ve
genis bir pH degerleriyle ¢esitli organik ¢oziiciilerde (Barud ve ark, 2007) ¢6ziinmeye
kars1 direnglidir (Phillips ve Williams, 2009). Opak bir goriintiisiine ragmen ylizeyde
biiyiiyen hiicreler mikroskopta kolaylikla gozlenebilir.

B-(1,4) glikozidik baglarla bagli D-glikoz homopolimeridir ve kimyasal olarak iyi
tanimlanmis olup bitki seliilozuyla 6zdestir. Ancak yiiksek oranda kristallik
sergilemesi, ¢ap1 40-60 nm yi bulan uzunlugu ise 1-10 um arasinda degisen fibrillere
sahip olmasi, yiiksek saflikta {iretim asamasinin olmasi ve iiretim sirasinda bir

biyojenik bilesige ihtiya¢ duymamasi onu bitkisel seliilozlardan ayirir (Iguchi ve ark,

2000).
4.5.2. KOLLAJEN FiBER DOKU iSKELESI

Kollajen organ ve doku rejenerasyonunu tesvik etmek i¢in uzun zamandir
kullanilan bir biyomalzeme dir. Ozellikle cilt dokusu yenilenmesinde ve tedavisinde
tercih edilmektedir. Kollajen hiicrelerin invaze olmalari i¢in zemin hazirlayan ve
hiicrelerin hedeflenen fonksiyonel doku ya da organ igerisine diferansiyasyonunu ve
cogalmasmi yonlendiren c¢apraz baglara sahip gozenekli bir biyomalzeme dir.
Biyouyumlu ve biyolojik olarak bozunabilir olmasi doku miihendisliginde tercih
edilme sebeplerinin basinda gelmektedir. ECM proteinlerini icererek doku biiytimesini

destekler (Pham ve ark, 2006).
4.5.3. KOLLAJEN KOPUK DOKU iSKELESI

Kollajen, doku ve organlarin olusumunda 6nemli bir rol oynayarak hiicrelerin
cesitli islevsel faaliyetlerinde yer alir. Toplam viicut proteinlerinin yaklasik %20-
30'unu olusturan en bol miktarda bulunan memeli proteinidir. Iyi bir yiizey aktif
ajandir ve lipit igermeyen bir ara yiize dahi niifuz etme kabiliyetine sahiptir. Albiimin
ve jelatin gibi diger dogal polimerlere kiyasla {istiin biyouyumluluk gosterir (Maeda

ve ark, 1999).

Kollajen kopiik iskelesi, hiicre biiyiimesi i¢in yapisal bosluklara ve in vivo ya

benzer rastgele dizilmis kollajen liflerine sahiptir. Hiicrelerin biiylimesi ve
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canliliklarii desteklemesinde en yararli biyomalzemelerden biri kabul edilmektedir

(Li ve ark, 2002).

Kollajen koptk, yiiksek oranda glilozaminoglikan (GAG) igerigi sayesinde
hiicrelerdeki rejenerasyonu destekler. /n vivo biyolojik aktivitenin bazi yapisal
belirleyicilerini igerir. Ornegin; fibroblastlarin kollajen yiizeyine baglanmasin
saglayan ligant i¢erdikleri gibi ayn1 in vivo da oldugu gibi asetik asitte sisme kinetigine

sahiptirler (Yannas ve ark, 2010).
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5.GEREC ve YONTEM

5.1. HUCRE KULTURU

Tiim calismalar Manisa Celal Bayar Universitesi Histoloji ve Embriyoloji AD
Temel Hiicre Kiiltlirii Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Manisa Celal Bayar

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri 2016-140 tarafindan desteklenmistir.
5.1.1. RL95-2 (CRL-1671) KULTURU

Endometrium epitelyal hiicre hatti RL95-2 (CRL-1671) (ATCC-58027481)
ATCC den ticari olarak satin alindi. Soguk zincir ile getirilen hiicre hatt1 37 C*’lik su
banyosunda ¢ozdiiriilerek, 5 ml besiyeri ilavesi ile 1000 rpm da 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda, siipernatant atilip, pellet ilizerine 3 ml besiyeri ilave edilerek

siispanse hale getirildi. Onceden 2 ml besiyeri ile sartlandirilmig 25 ¢m?lik flaska

aktarilarak 37 C° de, %5 CO»’li ortamda (ESCO, CCL-170B-8) kiiltiire edildi.

RLI95-2; %10 FBS (Capricorn Scientific, FB_100H/100), %1 penisilin-
streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B), %1 L-glutamin (Capricorn Scientific, GLN-
B) ilaveli DMEM:F12 (Biosera, LM_D12221500) kiiltiir besiyeri ile kiiltiire edildi.
Tiim kiiltiir kogullar1 standart olarak 37 C° de, %5 CO>’li ortamda yapildi. Iki giin
sonra, inverted mikroskop (Olympus, IX71) altinda yiizeye tutunan ve tutunmayan
hiicreler gozlendi ve besiyeri degisimi yapildi. Bunun sonucunda yiizeye tutunmayan
hiicreler besiyeri degisimi ile ortamdan uzaklastirildi. Kiiltiir ylizeyine tutunan
hiicrelerin fotograflar: ¢ekilerek, konfluent olana kadar iki giinde bir besiyeri degisimi

yapildi.
5.1.2. JAR SFEROID (HTB-144) KULTURU

Trofoblast benzeri koriyokarsinom hiicre hattin1 temsil eden invaziv 6zellikteki
JAR sferoidi (HTB-144) (ATCC-59061047) ATCC den ticari olarak satin alindi.
Soguk zincir ile getirilen hiicre hatt1 37 C°’lik su banyosunda ¢ozdiiriilerek, 5 ml
besiyeri ilavesi ile 1000 rpm da 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda, stipernatant
atilip, pellet iizerine 3 ml besiyeri ilave edilerek siispanse hale getirildi. Onceden 2 ml
besiyeri ile sartlandirilmis 25 cm? lik flaska aktarilarak 37 C° de, %5 CO>’li ortamda
kiiltiire edildi.
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JAR; %10 FBS, %] penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin ilaveli RPMI1640
(Biosera, LM_R16391500) kiiltiir besiyeri ile kiiltiire edildi. Tiim kiiltiir kosullar
standart olarak 37 C°de, %5 CO’li ortamda yapild1. Iki giin sonra, inverted mikroskop
altinda yiizeye tutunan ve tutunmayan hiicreler gozlendi ve besiyeri degisimi yapildi.
Bunun sonucunda yiizeye tutunmayan hiicreler besiyeri degisimi ile ortamdan
uzaklastirildi. Kiltiir yilizeyine tutunan hiicrelerin fotograflar1 cekilerek, konfluent

olana kadar iki giinde bir besiyeri degisimi yapildi.
5.2. HUCRELERIN PASAJLANMASI

Kiiltlirtin yaklasik 7. gilinlinde, hiicrelerin tutunduklarn kiiltiir kab1 ylizeyinde
tiremelerinin %70-80’¢ ulastig1 donemde pasajlamalari yapildi. Yapilan kiiltiir pasaj 0
(PO) olarak kabul edildi ve hiicreler her pasaj sonrasinda P1, P2, P3 vb. olarak

isimlendirmeleri yapildu.

Pasaj islemi igin; ylizeye tutunmayan hiicreler ile besiyeri kiiltiir kabindan
uzaklagtirildi. Yiizeyinde hiicrelerin tutundugu bos kiiltiir kabina 2.5 ml %0.25
Tripsin-EDTA (Gibco, 1797206) eklenip, 37 C”lik inkiibator de 3-5 dk bekletildi.
Mikroskop altinda hiicrelerin, ylizey tutunmalarindan kurtulup siispanse hale geldigi
goriildiigiinde, Tripsin-EDTA’ nin inhibisyonu i¢in 2.5 ml besiyeri ilavesi yapildi.
Iceriginde inhibe olmus Tripsin-EDTA ve yiizen hiicrelerin bulundugu besiyeri 15
ml’lik konik tabanli tiiplere aktarilarak 1000 rpm ’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda, siipernatant atilip, pellet iizerine 3 ml besiyeri ilave edilerek siispanse hale
getirildi. Onceden 2 ml besiyeri ile sartlandirilmis 25 cm? lik flaska aktarilarak 37 C°
de, %5 CO?’li ortamda kiiltiire edildi.

5.3. HUCRELERIN SIVI AZOTTA STOKLANMASI

Kiiltiir kabindan besiyerinin tamami uzaklastirilarak 2.5 ml %0.25 Tripsin-EDTA
ilavesi ile hiicreler siispanse hale getirildi. Tripsin EDTA’ nin hiicreler iizerindeki
tireme yeteneklerini inhibe edici 6zelliginden kurtulmak i¢in besiyeri ilavesi yapildi.
Siispanse hale gelen hiicreler 1000 rpm da 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda,
stipernatant atilarak pellet lizerine her bir etiketlenmis kriyotiipte (vial, ampul) 1 ml
dondurma vasat1 (%90 Fetal Sigir Serumu + %10 Dimetilsiilfoksit (Applichem,
8L000376) olacak sekilde stoklama islemi yapildi.
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5.4. DOKU iSKELELERIi URETiMi

Uc¢ farkli tip doku iskelesi Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Bolimii Hayvan Hiicre Kiiltiri ve Doku Miihendisligi

Laboratuvari’nda ve Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda iiretilmistir.
5.4.1. POROZ BAKTERIYAL SELULOZ DOKU ISKELESI URETIMI

Poroz bakteriyel seliiloz iiretimi i¢cin Glucanoacetobacter xylinus susu (ATCC
700178) kullanildi. G. xylinus susu iiretimden once 30°C’de 150 rpm ¢alkalama
hizinda 1-2 giin siire ile steril Hestrin&Schramm (HS) sivi besi ortaminda aktive
edildi. HS ortami, distile su, %2 glukoz (MERCK 108347), %0,5 maya oziitii
(MERCK 103753), %0,5 bakteriyolojik pepton (MERCK 107214), %0,115 sitrik asit
(MERCK 100244) ve %0,27 Na2HPO4’ten (MERCK 106580) olusan yapidadir.
Aktivasyon sonrasi olusan pelletler, parcalanmis %5°lik agar soliisyonu (Oxoid
LP0011) iceren HS sivi besin ortamina (1:1) %3 oraninda inokule edilerek 5 giin
siireyle hareketsiz olarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda iiretilen BS’ler
distile suda yikandiktan sonra 0,1 M NaOH (MERCK 106462) ile saflastirild1 ve
121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril hale getirildi.

5.4.2. KOLLAJEN FIBER DOKU ISKELESI URETIMI
(ELEKTROEGIRME YONTEMI)

55 mg kollajen (Santa Cruz Biotechnology, sc136157), 1 mL HFP (1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol) (Sigma C9791) i¢inde manyetik karistirici ile 1 giin boyunca
karistirilarak tamamen ¢6zlinmesi saglandi. Hazirlanan homojen kollajen soliisyonu 5
ml’lik siringaya cekilerek elektro egirme diizenegine yerlestirildi. Diizenekteki
toplayici tabla aliiminyum folyo ile kaplandi ve siringa ucuna olan uzaklig:r 15 cm
olarak ayarlandi. Alliminyum folyo iizerine 10 mm ¢apli lameller yapistirilarak pompa
1 mL/sn ve elektrik akimi 18 kV olacak sekilde calistirildi. Lamellerin tizerinde
kollajen fiber doku iskelesi egirilmesi saglandi. Iskeleler 120 dk boyunca UV ile

sterilize edilerek kullanima hazirlandu.
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543. KOLLAJEN KOPUK DOKU ISKELESIi URETIiMi
(LIYOFILIZASYON YONTEMI)

Asetik asit icerisinde %5 oraninda hazirlanan kollajen tip 1 (Santa Cruz
Biotechnology, sc136157) soliisyonu hiicre kiiltlir kaplarina (6-12 veya 24 gozlii)
eklendi. Biiyiik porlu iskelelerin iiretimi igin soliisyon -20°C-de, kiiciik porlu
iskelelerin iiretimi icin soliisyon -80°C de bir gece bekletildi. Donmus olan soliisyon
8 saat boyunca liyofilize edilerek kollajen kopiik doku iskelesi hazirland. Iskeleler
kullanilana kadar desikatoérde bekletildi. Kullanilmadan 6nce %70 etanol (Sigma,

32221) soliisyonu ile sterilizasyon islemi gerceklestirildi.

5.5. DOKU iSKELELERININ SEM ile KARAKTERIZASYONLARININ
YAPILMASI

Uretilen doku iskelelerinin yiizey yapilar1 ve por caplari taramali elektron
mikroskop (SEM) ile goriintiilenmistir. Biitiin iskeleler tiretim sonrasi liyofilize
edilerek kurutulmus, SEM (Carl Zeiss 300 VP) goriintiileme oncesi altinla piiskiirtme
kaplama yapilarak yiizeyleri iletken hale getirilmistir.

5.6. DOKU iSKELELERINE HUCRE EKiMi ve KULTURU

Calismamizda toplam 11 grup olusturuldu. Gruplardan ikisi hiicre kontrol grubu
olarak ayrild1 ve tekli olarak kiiltiire edildi. Diger gruplarda ise, hiicreler iskele {izerine
ekilerek 14 giin kiiltiire edildi. Grup 1: JAR (Hiicre kontrol), Grup 2: RL95-2 (Hiicre
kontrol), Grup 3: BC+JAR, Grup 4: BC+RL95-2, Grup 5: BC+RL95-2+JAR, Grup
6: COL/K+JAR, Grup 7: COL/K+RL95-2, Grup 8: COL/K+RL95-2+JAR, Grup 9:
COL/F+JAR, Grup 10: COL/F+RL95-2, Grup 11: COL/F+RL95-2+JAR olarak

belirlendi.

Doku iskeleleri 1 giin oncesinden 24 gozlii kiiltiir kaplarina alindi ve hiicre

icermeyen 500 pl kiiltiir besiyeri ile 1 gece inkiibe edildi (Resim 1).
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Resim 1: Por6z bakteriyal seliiloz, kollajen fiber ve kollajen kopiik doku

iskelelerinin kiiltlir ortaminda sartlandirilmalari

Hiicre kontrolii olarak ayrilan ve iskeleye ekim yapilmayip tekli olarak kiiltiire
edilen JAR ve RL95-2 hiicreleri 24 gozli kiiltiir plaklarima ekimi yapildi. JAR ve
RL95-2 hiicre hatlarinin iskeleye kombine ekilecegi grupta, ilk endometrium epitelyal
hiicre hattinin ekimi yapildi. JAR ve RL95-2’nin tekli ekilecegi grupta, kontrollii
deney saglanmasi acisindan iskeleler sartlandirma besiyerinde bekletildi. RL95-2

hiicre hattt Tripsin-EDTA ile siispanse hale getirildikten sonra 1000 rpm da 5 dk

48



santrifiij edildi. Pellet iizerine 1 ml besiyeri ilave edildi ve hiicreler thoma lam1 (Tiefe
Depth Profondew, Germany) iizerinde sayildi. 1x10° hiicre/ml olacak sekilde diliie
edildi. Kombine grubun tiim giinlerine, endometrium epitelyal hiicre hatti1 ekildi.
Ekimden 2 giin sonra endometrium epitelyal hiicrelerin iskelelere tutundugu goriildii.
Bu asamadan sonra, tiim gruplarin hiicrelerinin ekimi yapildi. JAR ve RL95-2
hiicreleri siispanse hale getirildikten sonra 1000 rpm da 5 dk santrifiij edildi. Pellet
tizerine 1 ml besiyeri ilave edildi ve hiicreler thoma lami {izerinde sayildi. JAR
sferoidleri 1.8x10° hiicre/ml, RL95-2 hiicreleri 1x10° hiicre/ml olacak sekilde diliie
edildi (Tablo 10). Tim gruplarin hiicre ekiminden sonra, iki giinde bir besiyeri

degisimleri yapildi.

Tablo 10: BC, COL/K ve COL/F doku iskelelerine JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile

JAR kombine hiicrelerin 24 gozlii kiiltiir plaklarina ekimi

BC+JAR BC+JAR BC+ BC+ BC+ BC+
RL95-2 RL95-2 RL95- RL95-

2+JAR 2+JAR

COL/K+JAR COL/K+JAR COL/K+ COL/K+ COL/K+ COL/K+
RL95-2 RL95-2 RL95- RL95-

2+JAR 2+JAR

COL/F+JAR COL/F+JAR  COL/F+ COL/F+ COL/F+ COL/F+

RL95-2 RL95-2 RL95- RL95-
2+JAR 2+JAR
COL/F+JAR COL/F+ COL/F+
RL95-2 RL95-
2+JAR

Hiicre kontrol gruplar kiiltiirin 7.glinlinde, hiicre ekimi yapilmis iskeleler ise
kiiltiiriin 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerinde %4 paraformaldehit (Merck, TP704404) ile
fikse edilerek +4 C° de saklandu.

5.7. FROZEN KESITLERIN ALINMASI

Bakteriyal selilloz ve kollajen kopiik iskeleleri Cryostat (Leica, CM1100)
icerisinde dondurma mediumu (Jung, 020108926) ile bloklar olusturuldu, -20 C° de 5-

49



10 dk bekletildikten sonra her bir 6rnekten 7 pm luk kesitler lizinli lamlara alind1 ve

kesitler boyamalarin yapilacag: giine kadar -20 C° de saklandi.
5.8. HUCRELERIN IMMUNOSITOKIMYA BOYAMASI

Kontrol grubunu olusturan ve doku iskelesi iizerinde olmayan JAR ve RL95-2
hiicreleri %4 paraformaldehit ile 30 dk tespit edildikten sonra, 2x30 dk PBS ile yikama
isleminden sonra permeabilizasyon i¢in %0,1 Triton X-100 (Applichem, 41.003808)
ile buz iizerinde 15 dakika bekletildi. PBS ile 3x5 dk yikanan ornekler, endojen
peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in %3 H»0. (Merck, K31355100303) ile oda
is1sinda 10 dk bekletildi. Tekrar 3x5 dk PBS ile yikanan hiicreler, blok (Invitrogen,
859043) soliisyonu ile 1 saat oda 1s1sinda bekletildi. Siire sonunda yikama yapilmadan
blocking soliisyonu ¢ekildi ve 1:100 diliisyonundaki primer antikorlar [anti-E-kaderin
(Proteintech, 20874-1-AP), anti-N-kaderin (Proteintech, 13769-1-AP), anti-Vimentin
(Proteintech, 10366-1-AP), anti-a-SMA (Proteintech, 14395-1-AP), anti-Syndecan-1
(Proteintech, 10593-1-AP)] uygulandi ve bir gece (16£18 saat) +4 C° de inkiibe edildi.
Ertesi giin 3x5 dk PBS ile yikanarak antikorlar uzaklastirildi ve biotinlenmis ikincil
antikor ilavesi yapild1 ve 30 dk inkiibe edildi. PBS ile 3x5 dk yikama isleminden sonra
streptavidin hidrojen peroksidaz (Invitrogen, 859043) ile oda 1sisinda 30 dk bekletildi.
Tekrar PBS ile yikanarak, immunohistokimyasal reaksiyonun goriintirliigiini
saptamak amaciyla Diaminobenzidin (DAB) (Scytek, AEMO080) ile 5 dk bekletilen
ornekler distile su ile 3x5 dk yikandi. Mayer’s Hematoksilen (72804E, Microm,
Walldorf, Germany) ile 2-3 dk boyanan 6rnekler distile suda 10 dk yikama isleminden
sonra immunohistokimya kapatma mediumu (Spring bioscience-DMM]125) ile

kapatildu.

59. BAKTERIYAL SELULOZ ve KOLLAJEN KOPUK DOKU
ISKELELERININ HiSTOKIMYASAL HEMATOKSILEN EOZIN
BOYAMASI

Frozen kesitleri alinarak -20 C° de saklanan preparatlar hematoksilen eozin
boyamasindan bir glin 6nce oda 1sisina ¢ikarildi. Ertesi giin 37 C° de bir gece
bekletilmis fosfatli tampon soliisyonu (PBS, Biosera, LM _S20411500) igerisine
almarak 2 ser defa 30 dk (2x30 dk) yikama yapilarak, dondurma mediumundan
uzaklastirilmasi saglandi. Kesitler daha sonra Harris Hematoksilen ile (RRSP67E) 5
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dk boyandi ve distile suda 5 dk bekletildi. Eosin igerisinde (Surgipath, Unno1989-
01601E) 3 dk bekletildikten sonra kesitler tekrar distile su ile 5 dk yikandi. Kesitler
artan alkol serilerinden (%70, %80, %90, %100) (Alkomed Kimya Kozmetik ve Ltd.
Sti AS64-17-5) gecirilerek ksilende (Tekkim, TK 090270-05000-2) 10 dk bekletildi
ve entellan (Spring Bioscience, DMM-125) ile kapatilarak 151tk mikroskobunda
(Olympus IX40) incelendi.

5.10. BAKTERIYAL SELULOZ ve KOLLAJEN KOPUK DOKU
ISKELELERININ IMMUNOHISTOKIMYA BOYAMASI

Frozen kesitleri alinarak -20 C° de saklanan preparatlar bir giin dnce oda 1sisina
cikarildi. Ertesi giin 37 C° de bir gece bekletilmis PBS icerisine alinarak 2x30 dk
yikama yapilarak, dondurma mediumundan uzaklastirilmasi saglandi. 3x30 dk PBS ile
yikama isleminden sonra permeabilizasyon igin %0,1 Triton X-100 ile buz iizerinde
15 dk bekletildi. PBS ile 3x5 dk yikanan ornekler, endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek i¢in %3 H202 oda 1s1sinda 10 dk bekletildi. Tekrar 3x5 dk PBS ile yikanan
ornekler, blok soliisyonu ile 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Siire sonunda yikama
yapilmadan blocking soliisyonu ¢ekildi ve 1:100 diliisyonundaki primer antikorlar;
anti-E-kaderin, anti-N-kaderin, anti-Vimentin, anti-o-SMA ve anti-Syndecan-1
uygulanarak bir gece (16+18 saat) +4 C° de inkiibe edildi. Ertesi giin 3x5 dk PBS ile
yikanarak antikorlar uzaklastirildi ve biotinlenmis ikincil antikor ilavesi yapildi ve 30
dk inkiibe edildi. PBS ile 3x5 dk yikama isleminden sonra streptavidin hidrojen
peroksidaz ile oda 1sisinda 30 dk bekletildi. Tekrar PBS ile yikanarak,
immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla DAB ile 5 dk
bekletilen 6rnekler distile su ile 3x5 dk yikandi. Mayer’s Hematoksilen ile 2-3 dk
boyanan ornekler distile suda 10 dk yikama isleminden sonra immunohistokimya

kapatma mediumu ile kapatildi.

5.11. KOLLAJEN FIiBER DOKU iSKELESININ iIMMUNOFLORESAN
BOYAMASI

Kollajen fiber doku iskelelerinin cam {izerinde olmalarindan dolayr kesit
alimamadi ve boyamalar materyal lizerinde direkt olarak ikili antikor boyamasi
seklinde yapildi. Ornekler %4 paraformaldehit ile 30 dk fikse edildikten sonra 30 dk
PBS ile yikand1. %1°lik Bovine Serum Albiimin (BSA, Sigma, A7906) ilaveli Triton
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X-100 soliisyonu ile permeabilizasyon islemi i¢in 15 dk buz {izerinde inkiibe edildi.
Siire sonunda ornekler %1°lik BSA It PBS ile 2x2 dk yikandi. Bloklama
asamasinda, %1’lik BSA igeren PBS icerisinde hazirlanmis %10’luk goat serum
(Sigma, S26-M) ile 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra anti-E-kaderin ile anti-
a-SMA, anti-Vimentin ile anti-N-kaderin ikili, anti-Syndecan-1 ise tekli olarak 1/100
diliisyolarinda hazirlanarak primer antikorlar 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Ornekler
stire sonunda %1°lik BSA igeren PBS ile 2x2 dk yikandi. Ardindan 6rneklere 1/500
dilisyonundaki rabbit anti-goat FITC (Millipore, AP308F) ve goat anti-rabbit
Rodamine (Santa Cruz Biotechnology, sc-2091) karisimi1 i¢eren sekonder antikor ilave
edildi ve 30 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi. Tekrar yikama agamasindan sonra, ¢ekirdek
boyamas1 DAPI (Cell Signaling Technology 40835) ile 20 dk oda 1s1sinda bekletildi.
Siire sonunda floresan boyamaya uygun kapatma mediumu (Calbiochem, JA1750) ile

kapatilarak, immunfloresans atagmanli mikroskop (Olympus IX71) incelendi.
5.12. IMMUNOREAKTIVITENIN DEGERLENDIRILMESI

Immunositokimya ve immunofloresan boyamalarindaki yogunluklar boyanmanin
oldugu yere gore negatif (-), zayif (+), orta (++), kuvvetli (+++) ve siddetli (++++)

pozitif olmak tizere iki histolog tarafindan farkli zamanlarda degerlendirildi.
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6.BULGULAR

6.1. iKi BOYUTLU HUCRE KULTURU BULGULARI

2D kidiltiir ortaminda, fusiform yapidaki RL95-2 hiicrelerinin tek tabakali halde
cogalma egilimi gosterdigi goriildii. Kiiltlirlin 3. giiniinde kiiltiir kabinin %35-40
civarini kaplarken kiiltiire devam edildiginde 5.giinde %80 konfluent olduktan sonra

pasaj yapildi (Resim 2).

RL95/2
(Endometrium Epitelyal
Hiicre Hatti)

Resim 2: RL95-2 hiicrelerinin 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii. C)lgek:
100 um.
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Yuvarlak epiteliod karakterde olan JAR hiicreleri kiiltiiriin 3. giiniinde tek tek
hiicreler seklinde iken kiiltiire devam edildiginde kiimelesme egilimi gostererek
sferoid yapi1 olusturduklari, kimi hiicre grubunda bu kiimelesmenin tekli oldugu kimi
hiicre grubunda ise ikili gruplar halinde oldugu goriildii (Resim 3). Sferoid yapi
olusturan gruplarda hiicrelerin sferoid yapisinin iist kismindan ¢ogalmaya devam

ettigi, sferoidin periferinde olan ¢gogalmanin daha az oldugu izlendi.

JAR
(Trofoblast benzeri
Koriyokarsinom Hiicre

Hatti)

7.guin

Resim 3: JAR hiicrelerinin 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerindeki hiicre kiiltiirii. Olgek:
100 um.
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6.2. DOKU ISKELELERININ SEM ile KARAKTERIZASYON
BULGULARI

Uretilen doku iskelelerinin yiizey yapilari ve por caplarin taramali elektron
mikroskop ile goriintiilendi. SEM goriintiilerinden ImageJ programi ile goriintii analizi
yapilarak; pordz BC doku iskelelerinin ortalama gozenek biiyiikliigi 97 + 28 um,
kollajen fiber doku iskelelerinin fiber ¢aplar1 0,67 + 0,14 pm ve kollajen kopiik doku

iskelelerinin ortalama gozenek biiyiikliigli ise 109 + 21 pum bulundu (Resim 4).

Resim 4: Doku iskelelerinin SEM ile elde edilen mikro yap1 goriintiileri. A) Poroz

BC doku iskelesi, B) Kollajen fiber doku iskelesi optik mikroskop goriintiisii, C)
Kollajen kopiik doku iskelesi. Olgek: 200 um (A), 10 um (B), 100 um (C).
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6.3. UC BOYUTLU KULTUR MODELi BULGULARI

Poroz bakteriyal seliiloz, kollajen fiber ve kollajen kopiik doku iskeleleri
DMEM:F12 kiiltiir besiyeri ile 24 saat, 37 C° %5 COz li ortaminda hiicre ekiminden
24 saat Once kiiltlir vasatina alinarak sartlandirilmalari saglandi. Sartlandirma ve 14
giinliik kiiltiir siireleri boyunca doku iskelelerinde herhangi bir bozunma goriilmedi
(Resim 5). Kollajen fiber doku iskelesi cam lamel iizerinde oldugundan, bozunma

degerlendirilmesi disinda tutuldu.

BC-JAR-14.giin BC-RL95-2-14.giin BC-RL95-2 ve JAR-14.

giin

COL/K-JAR-14.giin COL/K-RL95-2-14.giin  COL/K-RL95-2 ve JAR-

14.giin

Resim 5: JAR, RL95-2, RLL95-2 ve JAR kombine hiicrelerinin BC ve COL/K doku
iskeleleri ile 14. giin kiiltiirii. Olgek: 100 um.
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6.3.1. POROZ BAKTERIYAL SELULOZ DOKU iSKELESI BULGULARI

JAR hiicrelerinin bakteriyal seliiloz ile kiiltiiriinde; 3. ve 5. giinlerde hiicrelerin
heterojen bir yayilim gosterirken, 7.gilinde hiicrelerin bir araya toplandigi, 10. giinden

itibaren kiimelesme egilimi gostererek, 14.gilinde sferoid yapisini olusturdugu goriildii
(Resim 6).

BC ve JAR
Hiicresiz BC 3.giin

7.giin

10.giin 14.giin

Resim 6: JAR hiicrelerinin BC ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii.
Olgek: 100 pm.
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RL95-2 hiicrelerinin bakteriyal seliiloz ile Kkiiltiiriinde; hiicrelerin kiiltiiriin ilk
giiniinden itibaren iskele lizerinde yapistiklar1 ve cogalmaya devam ettikleri gozlendi.
Kiiltiire devam edildiginde hiicrelerin ¢ogaldiklari, iskele iizerinde ve aralarinda

hiicrelerin oldugu izlendi (Resim 7).

BC ve RL95-2

Hiicresiz BC

S.giin

Resim 7: RL95-2 hiicrelerinin BC ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii.
Olgek: 100 um.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde bakteriyal seliiloz ile kiiltiiriinde ise;
iskele yiizeyinde endometrium epitel hiicrelerinin 2.giinde genis yayilim sergiledikleri
goriildii ve JAR hiicrelerinin ekimi bugiinde gergeklestirildi. JAR hiicrelerinin,
endometrium epitel hiicreleri lizerindeki kiiltiirtinde 3.glinden itibaren hiicrelerin
homojen bir biiyiime egilimi gdsterdikleri, 5.glinde ise JAR hiicrelerinin sferoid yapisi
olusumuna benzer bilyiime egilimi sergiledikleri goriildii. ilk sferoid olusumu ise
7.glinde goriiliir iken, kiiltiiriin 10. ve 14.giinlerinde sferoid sayilarinin arttig1 goriildii

(Resim 8).

BC RL95-2 ve JAR
Hiicresiz BC 3.giin

S.gin 7.gin

10.giin 14.giin

Resim 8: RIL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC doku iskelesinde 3., 5.,
7., 10. ve 14. giinlerde kiiltiirii. Olgek: 100 pm.
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6.3.2. KOLLAJEN FiBER DOKU iSKELESI BULGULARI

JAR hiicrelerinin kollajen fiber ile kiiltiiriinde; 3. ve 5. giinlerde hiicrelerin
homojen bir dagilim gostererek ¢ogaldiklari, 7. giinde kiimelesme egilimine gittikleri
ve 10. giinden itibaren sferoid yapisini olustuklar1 ve 14. giinde kiimelesmeyle birlikte

sferoid sayisinda artig oldugu goriildii (Resim 9).

COL/F ve JAR
Hiicresiz COL/F 3.giin

Resim 9: JAR hiicrelerinin COL/File 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii.
Olgek: 100 pm.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber ile kiiltiiriinde; hiicrelerin iskele ile uyumlu
olarak tiim giinlerde ¢ogaldiklari, hem de fiber yapilari {izerinde hiicrelerin oldugu

goriildii (Resim 10).

COL/F ve RL95-2
Hiicresiz COL/F 3.giin

Resim 10: RL95-2 hiicrelerinin COL/F ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre
kiiltiirii. Olcek: 100 um.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde kollajen fiber ile kiiltiiriinde ise; iskele
yiizeyinde endometrium epitel hiicrelerinin 2.giinde genis yayilim sergiledikleri
goriildii ve JAR hiicrelerinin ekimi bugiinde gergeklestirildi. JAR hiicrelerinin,
endometrium epitel hiicreleri iizerindeki kiiltiiriinde, 3.giinde hiicrelerin sferoid yapis1
olusumu sergiledikleri, 5.giinden itibaren ise 7., 10. ve 14. giinlerde sferoid sayisinin

arttigr gortldii (Resim 11).

COL/F RL95-2 ve JAR
Hiicresiz COL/F 3.giin

10.giin 14.giin

Resim 11: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/F ile 3., 5., 7., 10. ve
14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii. Olgek: 100 um.
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6.3.3. KOLLAJEN KOPUK DOKU iSKELESi BULGULARI

JAR hiicrelerinin kollajen kopiik ile kiiltiirlinde; hiicrelerin iskele ile birlikte tiim
giinlerde ¢ogaldiklari, hem kopiik lizerinde hem de sferoid yapinin iclerinde hiicrelerin
oldugu, kiiltiirlin 14.giintinde hiicrelerin %90 konfluent ulasarak yiizeyi tamamen

kapladiklar1 goriildii (Resim 12).

COL/K ve JAR
Hiicresiz COL/K

Resim 12: JAR hiicrelerinin COL/K ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre
kiiltiirii. Olcek: 100 um.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen kopiik ile kiiltiiriinde; hiicrelerin kiiltiiriin 3., 5. ve 7.
giinlerinde iskelenin aralarinda iken, kiiltiiriin 10. ve 14. giinlerinde ylizeyde de

hiicrelerin oldugu goriildii (Resim 13).

COL/K ve RL9S-2
Hiicresiz COL/K 3.giin

Resim 13: RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerdeki hiicre
kiiltiirii. Olgek: 100 pum.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde kollajen kopiik ile kiiltiiriinde ise;
iskele yiizeyinde endometrium epitel hiicrelerinin esas olarak kopiik lifleri arasinda
oldugu goriildii. JAR hiicrelerinin ekimi ile birlikte, endometrium epitel hiicreleri
tizerindeki kiiltiirde 7. glinde ylizeyde sferoid yapilarinin olustugu, kiiltiiriin 10. ve 14.

giinlerinde sferoid yapilarinin arttig1 izlendi (Resim 14).

COL/K RL95-2 ve JAR
Hiicresiz COL/K 3.giin

10.giin 14.giin

Resim 14: RLL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 3., 5., 7., 10. ve
14. giinlerdeki hiicre kiiltiirii. Olgek: 100 um.
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6.4. HUCRELERIN iMMUNOSITOKIMYA BOYANMA BULGULARI

E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 dagilimlarinin, calismada
kullanilan JAR ve RL95-2 hiicrelerindeki dagilimlar indirekt immunohistokimyasal

analiz yontemi ile incelendi.

JAR hiicrelerinde N-kaderin immunoreaktivitesi kuvvetli pozitif (+++) iken, E-
kaderin ve Syndecan-1 immunoreaktivitelerinin orta siddette pozitif (++), a-SMA
zayif siddetli pozitif (+), Vimentin’ in ise yer yer zayif siddette (-/+) oldugu goriildi
(Resim 15).

RL95-2 hiicrelerinde E-kaderin immunoreaktivitesi kuvvetli pozitif (+++) iken,
N-kaderin, Vimentin ve a-SMA immunoreaktivitelerinin orta siddette pozitif oldugu
(++) ve Syndecan-1 immunoreaktivitesinin ise orta siddette (++) fakat yer yer kuvvetli

pozitif (+++) oldugu saptandi (Resim 16).

JAR ve RL95-2 hiicrelerindeki immunohistokimyasal dagilimlar Tablo 11 de
toplu olarak verilmistir. immunohistokimya tekniginin kontrolii amaciyla yapilan

boyamalar tiim antikorlar icin negatiftir (Resim 17).
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JAR Olcek: 20 pm Olcek: 10 pm

E-kaderin

N-kaderin

Vimentin

a-SMA

Syndecan-1

Resim 15: JAR hiicrelerinin immunositokimya boyanma bulgulari
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RL95-2 Olcek: 20 pm Olcek: 10 pm

E-kaderin \
¢
N-kaderin ) \
N\
¥
LA
7
Vimentin
a-SMA
Syndecan-1

Resim 16: RL95-2 hiicrelerinin immunositokimya boyanma bulgulari
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Tablo 11: JAR ve RL95-2 hiicrelerinin immunoreaktivite degerlendirilmesi

E-kaderin N-kaderin = Vimentin a-SMA Syndecan-1

JAR ++ +++ + + ++
RL95-2 +++ ++ ++ ++ ++/+++
Olcek: 20 pm Olcek: 10 pm
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apamE N -
& 3
2%%,
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Resim 17: JAR ve RL95-2 hiicrelerinde immunohistokimya tekniginin kontrolii

amaciyla yapilan negatif kontrol boyamalar1
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6.5. BAKTERIYAL SELULOZ ve KOLLAJEN KOPUK DOKU
ISKELELERININ HUCRELER ILE KULTURU SONRASINDA
HiSTOKIMYASAL ANALIZi

JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile JAR hiicrelerinin birlikte BC ve COL/K doku
iskeleleri lizerinde yapilan kiiltiirde 6rnekler 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerde inkiibe
edildikten sonra, her analiz giiniinde Ornekler toplanarak frozen gomme icin
hazirlandilar. Iskele {izerine hiicre yerlesiminin analizi igin frozen kesitler

hematoksilen eozin ile boyandi.

BC grubunda; hematoksilen eozin boyamasi sonrasinda BC’a ait kopriiler net
olarak secilemez iken, JAR ve RL95-2 hiicrelerinin oldugu gruplarda iskeleler
tizerinde eozinofilik sitoplazmali, bazofilik ¢ekirdekli hiicreler analiz yapilan tiim
giinlerde goriildii. JAR hiicrelerinin BC {iizerinde kiiltiiriinde, kiiltiiriin 5. giintinde yer
yer sferoid yapilarin varlig tespit edilir iken, kiiltiire devam edildiginde artan sferoid
yapilariin varligr izlendi. RL95-2 hiicrelerinin BC {iizerindeki kiiltiirii sonrasinda
hiicrelerin esas olarak iskele kopriileri iizerinde devam ettigi, iskeleler arasinda
hiicrelerin olmadig1 gézlendi. Bu bulgular analiz yapilan tiim giinler i¢in benzer idi.
JAR ve RL95-2 hiicrelerinin birlikte kiiltiire edildigi BC iskeleleri tizerinde, hiicrelerin
tek tek ekimi sonucunda goriilen bulgulara benzer bulgular oldugu, RL95-2
hiicrelerinin esas olarak kopriiler iizerinde oldugu, JAR hiicrelerinin ise RL95-2
hiicreleri tizerinde ve etrafinda yerlesim gosterdigi saptandi. JAR sferoidleri ise
kiiltiirtin 3. giinlinden itibaren goriildii ve tiim analiz gilinlerinde sferoid yapilarin

oldugu, fakat biiyiikliiklerinin benzer oldugu saptandi (Resim 18).
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BC ve JAR BC ve RL95-2 BC RL95-2 ve JAR

3.giin

S.giin

7.gin

10.giin

14.giin

.

Resim 18: BC doku iskelesi iizerinde JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile JAR hiicrelerin
kiiltiirli sonrasinda 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerde H-E analizi. Clgek: 20 pm.
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COL/K grubunda; hematoksilen eozin boyamasi sonrasinda JAR ve RL95-2
hiicrelerinin tek tek ekildigi gruplarda kiiltiiriin 3. giiniinde kopiik iskelenin iizerinde
yer yer hiicreler gozlenir iken, iskelenin bosluklarinda hiicreler gdzlenmedi. Kiiltiiriin
5. giiniinde JAR hiicrelerinin yine sadece kopiik iskeleler iizerinde yer yer oldugu
gozlenir iken, RL95-2 hiicrelerinin kopiik iskeleler iizerinde JAR hiicrelerine nazaran
daha fazla oldugu saptandi. Bu analiz giliniinde iskelelerin bosluklarinda hala hiicrelere
rastlanmadi. JAR hiicrelerinin COL/K iizerindeki kiiltiir sonu¢larinin kiiltiiriin 7. ve
10. giinlerindeki analizlerinin 3. ve 5. giinler ile benzer oldugu, kiiltiirlin 14. gliniinde
ise JAR hiicrelerinin kopiik iskeleler iizerinde daha fazla oldugu izlendi. JAR
hiicrelerinin COL/K iizerindeki kiiltiirii sonrasinda tiim analiz gilinlerinde sferoid
yapilarina rastlanmadi. RL95-2 hiicrelerinin 7. 10. ve 14. giinlerdeki COL/K
tizerindeki kiiltiir sonuglarinin 5. giindeki sonugclar ile benzer oldugu, hiicre yerlesimi
ve sayisinda bir degisiklik olmadigi goriildii. COL/K iskele iizerinde RL95-2 ve JAR
hiicrelerinin birlikte kiiltiiri sonrasi, kiiltiiriin 3. giliniinde hiicrelerin esas olarak iskele
kopriileri tizerinde oldugu, kiiltiire devam edildiginde kiigiik sferoid yapilarin kopriiler
tizerinde oldugu ve sferoid yapilarinin kiiltiire devam edilmesi ile biiytikliigiiniin

degismedigi gozlendi (Resim 19).
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COL/K ve JAR COL/K ve RL95-2 COL/K RL95-2 ve
JAR

1'—

3.giin

S.giin

7.gun

10.giin

14.giin

Resim 19: COL/K doku iskelesi iizerinde JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile JAR
hiicrelerin kiiltiirii sonrasinda 3., 5., 7., 10. ve 14. giinlerde H-E analizi. Olgek: 20 um.
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6.6. BAKTERIYAL SELULOZ ve KOLLAJEN KOPUK DOKU
ISKELELERININ HUCRELER ile KULTURU SONRASINDA
IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZI

JAR, RL95-2 ve RLL95-2 ile JAR hiicrelerinin kombine halde, BC doku iskelesine
ekimi ile E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 ifadelerinde farkli

siddetlerde immunoreaktivite izlendi (Tablo 12).

JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile JAR hiicrelerinin kombine halde, COL/K doku
iskelesine ekimi ile E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1

ifadelerinde farkli siddetlerde immunoreaktivite izlendi (Tablo 13).
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JAR hiicrelerinin bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; Syndecan-
1, Vimentin, E-kaderin immunoreaktivitelerinin siddetli pozitif (++++), a-SMA ve N-

kaderin immunoreaktivitelerinin ise kuvvetli pozitif (+++) oldugu goriildii (Resim 20).

BC ve JAR 3.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

b o

Syndecan-1
"«;y 1
»
e forl

Resim 20: JAR hiicrelerinin BC ile kiiltiiriiniin 3. giiniinde, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite Syndecan-1, Vimentin, E-kaderin de goriilmiistiir.

75



RL95-2 hiicrelerinin bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; E-

kaderin de kuvvetli pozitif (+++), N-kaderin ve Vimentin de orta siddetli pozitif (++),

a-SMA ve Syndecan-1 de ise zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite goriildi

(Resim 21).

BC ve RL95-2 3.giin

Kontrol immiin Boyama

N-kaderin

-'-"&.'

a-SMA

.....

E-kaderin

Vimentin

Syndecan-1

Resim 21: RL95-2 hiicrelerinin BC ile 3.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-

kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile
3.giin kiiltiirtinde; JAR hiicrelerinin sferoid yapt olusturduklar1 ve E-kaderin
immunoreaktivitesinin ~ siddetli  pozitif (++++), o-SMA ve Syndecan-1
immunoreaktivitelerinin kuvvetli pozitif (+++), N-kaderin ve Vimentin de ise orta

siddetli pozitif (++) immunoreaktivitenin oldugu goriildii (Resim 22).

BC RL95-2 ve JAR 3.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

5.
N-kaderin Vimentin
/’
[S . | |
a-SMA Syndecan-1

Resim 22: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 3.giin kiiltiiriiniin,
kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20 um. En fazla immunoreaktivite E-kaderin de

gOriilmiistir.
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JAR hiicrelerinin bakteriyal seliilloz doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
de siddetli pozitif (++++), N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de ise kuvvetli

pozitif (+++) immunoreaktivite goriildii (Resim 23).

BC ve JAR 5.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

N-kaderin Vimentin

a-SMA Syndecan-1

oF ;b

Resim 23: JAR hiicrelerinin BC ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

um. En fazla immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin, N-kaderin ve Syndecan-1 de siddetli pozitif (++++), Vimentin ve a-SMA da

ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite goriildii (Resim 24).

BC ve RL95-2 5.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

kit
N A
L E

Syndecan-1

A

Resim 24: RL95-2 hiicrelerinin BC ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin, N-kaderin ve Syndecan-1 de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile
5.giin kiiltiiriinde; E-kaderin de siddetli pozitif (++++), Vimentin ve Syndecan-1 de
kuvvetli pozitif (+++), N-kaderin ve o-SMA da ise orta siddetli pozitif (++)

immunoreaktivite goriildii (Resim 25).

BC RL95-2 ve JAR 5.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin
—

N-kaderin

a-SMA Syndecan-1

Resim 25: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 5.giin kiiltiiriiniin,
kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20 um. En fazla immunoreaktivite E-kaderin de

gOriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin bakteriyal seliilloz doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
de kuvvetli pozitif (+++), N-kaderin ve Vimentin de orta siddetli pozitif (++), a-SMA
da zayif siddetli pozitif (+), Syndecan-1 de ise yer yer zayif siddetli pozitif (+/-)

immunoreaktivite goriildii (Resim 26).

BC ve JAR 7.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

Resim 26: JAR hiicrelerinin BC ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin de siddetli pozitif (++++), Vimentin de kuvvetli pozitif (+++), E-kaderin, a-
SMA ve Syndecan-1 de ise orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite goriildii (Resim
27).

BC ve RL95-2 7.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

Resim 27: RL95-2 hiicrelerinin BC ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

um. En fazla immunoreaktivite N-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile
7.gtin kiiltiiriinde; E-kaderin, N-kaderin ve o-SMA da siddetli pozitif (++++),
Vimentin ve Syndecan-1 de ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite goriildii

(Resim 28).

BC RL95-2 ve JAR 7.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

Resim 28: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 7.giin kiiltiiriiniin,
kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20 pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin,

N-kaderin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve 0-SMA da siddetli pozitif (++++), Syndecan-1 de kuvvetli pozitif (+++), N-kaderin
de orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite goriildii. Vimentin de ise

immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu izlendi (Resim 29).

BC ve JAR 10.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

TR

a-SMA Syndecan-1

Resim 29: JAR hiicrelerinin BC ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin bakteriyal seliilloz doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde;
Vimentin ve a-SMA da siddetli pozitif (++++), E-kaderin, N-kaderin ve Syndecan-1

de ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite goriildii (Resim 30).

BC ve RL95-2 10.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

N-kaderin Vimentin
a-SMA
‘ ’
v g |

Resim 30: RL95-2 hiicrelerinin BC ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

um. En fazla immunoreaktivite Vimentin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde bakteriyal seliilloz doku iskelesi ile
10.giin kiiltiiriinde; N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de siddetli pozitif

(++++), E-kaderin de ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite goriildii (Resim 31).

BC RL95-2 ve JAR 10.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

Resim 31: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 10.giin kiiltiirtiniin,
kontrol, = E-kaderin, N-kaderin, = Vimentin, a-SMA  ve  Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20 um. En fazla immunoreaktivite N-kaderin,

Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve a-SMA da siddetli pozitif (++++), N-kaderin ve Syndecan-1 de orta siddetli pozitif

(++), Vimentin de ise zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite goriildii (Resim 32).

BC ve JAR 14.giin
Kontrol Immiin Boyama E-kaderin
i S omei
! »

Resim 32: JAR hiicrelerinin BC ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin bakteriyal selilloz doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin, Vimentin ve Syndecan-1 de siddetli pozitif (++++), N-kaderin de kuvvetli
pozitif (+++), a-SMA da ise zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite goriildii
(Resim 33).

BC ve RL95-2 14.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin
i

N-kaderin Vimentin

S0 an - o

Resim 33: RL95-2 hiicrelerinin BC ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin, Vimentin ve Syndecan-1 de gorilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde bakteriyal seliiloz doku iskelesi ile
14.giin kiiltlirtinde; Vimentin de siddetli pozitif (++++), a-SMA da kuvvetli pozitif
(+++), E-kaderin, N-kaderin ve Syndecan-1 de ise orta siddetli pozitif (++)

immunoreaktivite goriildii (Resim 34).

BC RL95-2 ve JAR 14.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

Vimentin

Resim 34: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde BC ile 14.giin kiiltiiriiniin,
kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20 um. En fazla immunoreaktivite Vimentin de

gOriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; E-kaderin,
Vimentin ve a-SMA da zayif siddetli pozitif (+), N-kaderin ve Syndecan-1 de ise yer

yer zayif siddetli pozitif (+/-) immunoreaktivite goriildii (Resim 35).

COL/K ve JAR 3.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin
[ i

Resim 35: JAR hiicrelerinin COL/K ile 3.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin, Vimentin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; Vimentin
ve a-SMA da zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite goriildii. E-kaderin, N-
kaderin ve Syndecan-1 de ise immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu izlendi (Resim

36).

COL/K ve RL9S-2 3.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

—

.
Y

-

N-kaderin Vimentin

Resim 36: RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 3.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite Vimentin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde kollajen kopiik doku iskelesi ile 3.giin
kiiltiiriinde; Vimentin de siddetli pozitif (++++), E-kaderin ve Syndecan-1 de kuvvetli
pozitif (+++), a-SMA da orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite goriildii. N-

kaderin de ise immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu izlendi (Resim 37).

COL/K RL95-2 ve JAR 3.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

£ B
¥ ¥

4
N -

Resim 37: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 3.giin
kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20 pm. En fazla immunoreaktivite Vimentin de

gOriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-kaderin, N-
kaderin ve Vimentin de siddetli pozitif (++++), a-SMA ve Syndecan-1 de ise orta

siddetli pozitif (++) immunoreaktivite goriildii (Resim 38).

COL/K ve JAR 5.giin

Kontrol Iimmiin Boyama E-kaderin
1 -y S '
R: T
3 %

o1 4

N-kaderin

Resim 38: JAR hiicrelerinin COL/K ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin, N-kaderin ve Vimentin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; Syndecan-
1 de zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite goriildii. E-kaderin, N-kaderin,

Vimentin ve a-SMA da ise immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu izlendi (Resim 39).

COL/K ve RL95-2 5.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

A 3

« ~ ‘, . ; |
¥

P ' o8 -

? e 0 a0

N-kaderin Vimentin

Resim 39: RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 5.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite Syndecan-1 de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde kollajen kopiik doku iskelesi ile 5.giin
kiiltiiriinde; E-kaderin, N-kaderin, Vimentin ve a-SMA da siddetli pozitif (++++)
immunoreaktivite goriildii. Syndecan-1 de ise immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu

izlendi (Resim 40).

COL/K RL95-2 ve JAR 5.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

Resim 40: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 5.giin
kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20 um. En fazla immunoreaktivite E-kaderin,

N-kaderin, Vimentin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; a-SMA da
siddetli pozitif (++++), N-kaderin de kuvvetli pozitif (+++), Syndecan-1 de yer yer
zay1f siddetli pozitif (+/-) immunoreaktivite goriildii. E-kaderin ve Vimentin de ise

immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu izlendi (Resim 41).

COL/K ve JAR 7.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin
a4 ' 2 g '

Resim 41: JAR hiicrelerinin COL/K ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

um. En fazla immunoreaktivite a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1 de siddetli pozitif (++++)

immunoreaktivite goriildii (Resim 42).

COL/K ve RL95-2 7.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

» 5

Resim 42: RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 7.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20
pum. En fazla immunoreaktivite E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-

1 de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde kollajen kopiik doku iskelesi ile 7.giin
kiiltiirtinde; E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de siddetli pozitif

(++++) immunoreaktivite goriildii (Resim 43).

COL/K RL95-2 ve JAR 7.giin

Kontrol immiin Boyama E-kaderin

Resim 43: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 7.giin
kiiltiirtintin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20 um. En fazla immunoreaktivite E-kaderin,

N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1 de siddetli pozitif (++++)

immunoreaktivite goriildii (Resim 44).

COL/K ve JAR 10.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

Resim 44: JAR hiicrelerinin COL/K ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20
pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-

1 de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA da siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite

goriildii. Syndecan-1 de ise immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu izlendi (Resim 45).

COL/K ve RL95-2 10.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

Resim 45: RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 10.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20
pum. En fazla immunoreaktivite E-kaderin, N-kaderin, Vimentin ve Syndecan-1 de

gorilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde kollajen kopiik doku iskelesi ile
10.giin kiiltiiriinde; E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de siddetli

pozitif (++++) immunoreaktivite goriildii (Resim 46).

COL/K RL95-2 ve JAR 10.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

Syndecan-l

e ﬁjo» 2.a)
’ N v,‘ {

Resim 46: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 10.giin
kiiltiirtintin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20 um. En fazla immunoreaktivite E-kaderin,

N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve N-kaderin de siddetli pozitif (++++), Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de ise

kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite goriildii (Resim 47).

COL/K ve JAR 14.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

-

Resim 47: JAR hiicrelerinin COL/K ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin, N-
kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite E-kaderin ve N-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen kopiik doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; a-SMA
ve Syndecan-1 de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite goriildii. E-kaderin, N-

kaderin ve Vimentin de ise immunoreaktivitenin negatif (-) oldugu izlendi (Resim 48).

COL/K ve RL95-2 14.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

LA

Resim 48: RL95-2 hiicrelerinin COL/K ile 14.giin kiiltiiriiniin, kontrol, E-kaderin,
N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 immunohistokimyasal analizi. Olgek: 20

pm. En fazla immunoreaktivite a-SMA ve Syndecan-1 de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde kollajen kopiik doku iskelesi ile
14.giin kiiltiiriinde; E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1 de siddetli

pozitif (++++) immunoreaktivite goriildii (Resim 49).

COL/K RL95-2 ve JAR 14.giin

Kontrol Immiin Boyama E-kaderin

Resim 49: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kombine halde COL/K ile 14.giin
kiiltiirtintin, kontrol, E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1
immunohistokimyasal analizi. Olcek: 20 um. En fazla immunoreaktivite E-kaderin,

N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1 de goriilmiistiir.
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Tablo 12: JAR, RLL95-2 ve RLL95-2 ile JAR kombine hiicrelerin 3., 5., 7., 10. ve

14. giinlerde BC doku iskelesi ile immunoreaktivite degerlendirilmesi

BC Doku Iskelesi JAR RL95-2 RL95-2+JAR
3.giin ++++ +++ ++++
5.giin ++++ ++++ ++++
7.glin +++ ++ ++++

E-kaderin
10.giin ++++ +++ +++
14.giin 4+ 4+ ++
3.giin +++ ++ ++
5.giin +++ ++++ ++
7.giin ++ ++++ ++++
N-kaderin
10.giin ++ +++ ++++
14.giin ++ +++ ++
3.giin ++++ ++ ++
5.giin +++ +++ +++
7.glin ++ +++ +++
Vimentin
10.giin - ++++ ++++
14.giin + ++++ ++++
3.giin +++ + +++
5.giin +++ +++ ++
7.giin + ++ ++++
o-SMA
10.giin ++++ ++++ ++++
14.giin +++ + +++
3.glin +++ + +++
5.giin +++ -+ +++
7.glin +/- ++ +++
Syndecan-1
10.giin +++ +++ ++++
14.gilin ++ ++++ ++
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Tablo 13: JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile JAR kombine hiicrelerin 3., 5., 7., 10. ve

14. giinlerde COL/K doku iskelesi ile immunoreaktivite degerlendirilmesi

COL/K Doku iskelesi JAR RL95-2 RL95-2+JAR
3.giin + - +++
5.giin ++++ - -+
7.glin - -+ FH++

E-kaderin
10.giin ++++ 4+ 4+
14.giin ++++ - 4+
3.giin +/- - -
5.giin ++++ 5 T+
7.giin +++ ++++ ++++
N-kaderin
10.giin +4+++ ++++ bt
14.gilin ++++ - ++++
3.giin + + ++++
5.giin ++++ - ++++
7.giin - o+ .
Vimentin
10.giin +4+++ +H++ ++++
14.giin ++++ - ++++
3. giin + + ++
5. giin ++ - e
7.glin ++++ ++++ ++++
a-SMA
10.giin ++++ +H+++ ++++
14.giin ++++ +++ ++++
3. gﬁn +/- - +++
5.glin ++ + _
7.glin +/- -+ FH++
Syndecan-1
10.giin o+t - T+
14.giin ++++ +++ F+++
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6.7. KOLLAJEN FiBER DOKU iSKELESININ IMMUNOFLORESAN
ANALIZI

COL/F doku iskelesi cam lizerinde olmasindan dolay: hiicre ekimlerinden sonra
hiicre yiizey proteinleri (E-kaderin ve N-kaderin) ile sitoplazmik proteinler (a-SMA
ve Vimentin) ayn1 6rnek {lizerinde boyanma yapilir iken (sirasiyla), hiicre yiizey
proteini Syndecan-1 boyanmasi ayri olarak gerceklestirildi. O nedenle sonuglar verilir

iken ikili boyamalar birlikte, tekli boyama ise ayr1 olarak verilmistir.

JAR, RL95-2 ve RL95-2 ile JAR hiicrelerinin kombine halde, COL/F doku
iskelesine ekimi ile E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-1

ifadelerinde farkli siddetlerde immunoreaktivite izlendi (Tablo 14).
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile kiiltiiriin 3.giiniinde E-kaderin
yogunlugu siddetli pozitif (++++) iken, a-SMA yogunlugunun kuvvetli pozitif (+++)
oldugu izlendi (Resim 50).

COL/F ve JAR 3.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 50: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve 0-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm. En fazla immunoreaktivite E-

kaderin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; N-kaderin de
kuvvetli pozitif (+++), Vimentin de ise orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 51).

COL/F ve JAR 3.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 51: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiirlinde; N-kaderin
ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla immunoreaktivite N-

kaderin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; Syndecan-1 de

siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite izlendi (Resim 52).

COL/F ve JAR 3.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 52: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
de zayif siddetli pozitif (+), a-SMA da ise siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 53).

COL/F ve RL95-2 3.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 53: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin ve o-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiirtinde; N-kaderin

ve Vimentin de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi (Resim 54).

COL/F ve RL95-2 3.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 54: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiirtinde; N-
kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin ve Vimentin de gorilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi (Resim 55).

COL/F ve RL95-2 3.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 55: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin Kkiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin de kuvvetli pozitif (+++), a-SMA da ise orta siddetli pozitif (++)

immunoreaktivite izlendi (Resim 56).

COL/F RL95-2 ve JAR 3.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 56: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde;
E-kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi. Olcek: 50 pm. En fazla

immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin de ve Vimentin de orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite izlendi (Resim

57).

COL/F RL95-2 ve JAR 3.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 57: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde;
N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin ve Vimentin de gorilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 3.giin kiiltiirlinde;

Syndecan-1 de orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite izlendi (Resim 58).

COL/F RL95-2 ve JAR 3.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 58: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 3.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiirtinde; E-kaderin de
kuvvetli pozitif (+++), a-SMA da ise zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite
izlendi (Resim 59).

COL/F ve JAR 5.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 59: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve 0-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm. En fazla immunoreaktivite E-

kaderin de goriilmiistiir. En fazla immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; N-kaderin de
kuvvetli pozitif (+++), Vimentin de ise zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite
izlendi (Resim 60).

COL/F ve JAR 5.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 60: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiirlinde; N-kaderin
ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla immunoreaktivite N-

kaderin de goriilmiistiir. En fazla immunoreaktivite N-kaderin de goriilmistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; Syndecan-1 de

siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite izlendi (Resim 61).

COL/F ve JAR 5.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 61: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
de zayif siddetli pozitif (+), a-SMA da ise orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 62).

COL/F ve RL95-2 5.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 62: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin ve o-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiirtinde; N-kaderin
de zayif siddetli pozitif (+), Vimentin de ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 63).

COL/F ve RL95-2 5.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 63: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiirtinde; N-
kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite Vimentin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 de zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite izlendi (Resim 64).

COL/F ve RLY5-2 5.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 64: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin Kkiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.

122



RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin de kuvvetli pozitif (+++), a-SMA da ise orta siddetli pozitif (++)

immunoreaktivite izlendi (Resim 65).

COL/F RL95-2 ve JAR 5.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 65: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;
E-kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi. Olcek: 50 pm. En fazla

immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin de siddetli pozitif (++++), Vimentin de ise orta siddetli pozitif (++)

immunoreaktivite izlendi (Resim 66).

COL/F RL95-2 ve JAR 5.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 66: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;
N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 de zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite izlendi (Resim 67).

COL/F RL95-2 ve JAR 5.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 67: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 5.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiirtinde; E-kaderin de
kuvvetli pozitif (+++), a-SMA da ise orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 68).

COL/F ve JAR 7.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 68: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve 0-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm. En fazla immunoreaktivite E-

kaderin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; N-kaderin de
kuvvetli pozitif (+++), Vimentin de ise orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 69).

COL/F ve JAR 7.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 69: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiirlinde; N-kaderin
ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla immunoreaktivite N-

kaderin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; Syndecan-1 de

siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite izlendi (Resim 70).

COL/F ve JAR 7.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 70: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; E-kaderin

ve a-SMA da siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite izlendi (Resim 71).

COL/F ve RL95-2 7.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 71: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin ve o-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite E-kaderin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiirtinde; N-kaderin
de siddetli pozitif (++++), Vimentin de ise yer yer zayif siddetli pozitif (+/-)

immunoreaktivite izlendi (Resim 72).

COL/F ve RL95-2 7.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 72: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiirtinde; N-
kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 de zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite izlendi (Resim 73).

COL/F ve RLY5-2 7.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 73: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin Kkiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin de siddetli pozitif (++++), a-SMA da ise zayif siddetli pozitif (+)

immunoreaktivite izlendi (Resim 74).

COL/F RL95-2 ve JAR 7.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 74: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde;
E-kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi. Olcek: 50 pm. En fazla

immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin de ve Vimentin de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi (Resim

75).

COL/F RL95-2 ve JAR 7.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 75: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde;
N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin ve Vimentin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 de orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite izlendi (Resim 76).

COL/F RL95-2 ve JAR 7.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 76: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 7.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-kaderin de
siddetli pozitif (++++), a-SMA da ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi
(Resim 77).

COL/F ve JAR 10.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 77: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve 0-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm. En fazla immunoreaktivite E-

kaderin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; N-kaderin de
orta siddetli pozitif (++), Vimentin de ise zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite
izlendi (Resim 78).

COL/F ve JAR 10.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 78: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; N-kaderin
ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla immunoreaktivite N-

kaderin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; Syndecan-1

de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi (Resim 79).

COL/F ve JAR 10.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 79: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin Kkiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
de siddetli pozitif (++++), a-SMA da ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 80).

COL/F ve RL95-2 10.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 80: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin ve o-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.

138



RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; N-kaderin
de ve Vimentin de yer yer zayif siddetli pozitif (+/-) immunoreaktivite izlendi (Resim

81).

COL/F ve RL95-2 10.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 81: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin ve Vimentin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 de siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite izlendi (Resim 82).

COL/F ve RL95-2 10.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 82: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin de kuvvetli pozitif (+++), a-SMA da ise orta siddetli pozitif (++)

immunoreaktivite izlendi (Resim 83).

COL/F RL95-2 ve JAR 10.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 83: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin
kiiltiiriinde; E-kaderin ve 0-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite E-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin de kuvvetli pozitif (+++), Vimentin de ise orta siddetli pozitif (++)

immunoreaktivite izlendi (Resim 84).

COL/F RL95-2 ve JAR 10.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 84: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin
kiiltiiriinde; N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin de goriilmustiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 10.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi (Resim 85).

COL/F RL95-2 ve JAR 10.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 85: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 10.giin

kiiltiiriinde; Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-kaderin de
orta siddetli pozitif (++), a-SMA da ise kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 86).

COL/F ve JAR 14.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 86: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
ve a-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla immunoreaktivite o-

SMA de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; N-kaderin de

ve Vimentin de orta siddetli pozitif (++) immunoreaktivite izlendi (Resim 87).

COL/F ve JAR 14.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 87: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; N-kaderin
ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla immunoreaktivite N-

kaderin ve Vimentin de goriilmiistiir.
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JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; Syndecan-1

de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi (Resim 88).

COL/F ve JAR 14.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 88: JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin Kkiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-kaderin
de kuvvetli pozitif (+++), a-SMA da ise siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite
izlendi (Resim 89).

COL/F ve RL95-2 14.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 89: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-
kaderin ve o-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite a-SMA de gorilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; N-kaderin
de orta siddetli pozitif (++), Vimentin de ise yer yer zayif siddetli pozitif (+/-)

immunoreaktivite izlendi (Resim 90).

COL/F ve RL95-2 14.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 90: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin de goriilmiistiir.
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RL95-2 hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; Syndecan-

1 de zayif siddetli pozitif (+) immunoreaktivite izlendi (Resim 91).

COL/F ve RL95-2 14.giin
Syndecan-1 DAPI

Merge

Resim 91: RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 pm.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; E-

kaderin de ve a-SMA da siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite izlendi (Resim 92).

COL/F RL95-2 ve JAR 14.giin
E-kaderin a-SMA

DAPI Merge

Resim 92: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin
kiiltiiriinde; E-kaderin ve a-SMA ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite E-kaderin ve a-SMA de goriilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde; N-
kaderin de ve Vimentin de siddetli pozitif (++++) immunoreaktivite izlendi (Resim

93).

COL/F RL95-2 ve JAR 14.giin

N-kaderin Vimentin

DAPI Merge

Resim 93: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin
kiiltiiriinde; N-kaderin ve Vimentin ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um. En fazla

immunoreaktivite N-kaderin ve Vimentin de gorilmiistiir.
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RL95-2 ve JAR hiicrelerinin kollajen fiber doku iskelesi ile 14.giin kiiltiiriinde;

Syndecan-1 de kuvvetli pozitif (+++) immunoreaktivite izlendi (Resim 94).

COL/F RL95-2 ve JAR 14.giin

Syndecan-1 DAPI
Merge

Resim 94: RL95-2 ve JAR hiicrelerinin COL/F doku iskelesi ile 14.giin

kiiltiiriinde; Syndecan-1 ile immunfloresan analizi. Olgek: 50 um.

RL95-2

JAR

RL95-2 + JAR

Resim 95: JAR, RL95-2 ve
RL95-2 + JAR hiicrelerinin
COL/F doku iskelesi ile

kulturi sonrasinda kontrol
immunofloresan analizi.

Olgek: 50 pum.

152



Tablo 14: JAR, RLL95-2 ve RL95-2 ile JAR kombine hiicrelerin 3., 5., 7., 10. ve 14.
giinlerde COL/F doku iskelesi ile immunoreaktivite degerlendirilmesi

COL/F Doku Iskelesi JAR RL95-2 RL95-2+JAR
3.giin ++++ + T+
5.giin +++ + -+
7.giin +++ ++++ ++++

E-kaderin
10.giin I T o
14.giin ++ +++ 4+
3.giin +++ 4+ +
5.giin +++ + ++++
7.glin +++ ++++ +++
N-kaderin
10.giin ++ +/- +++
14.glin ++ ++ ++++
3.glin ++ 4t i
5.giin + + +
7.glin ++ +/- +++
Vimentin
10.giin + +- ++
14.giin ++ +/- -+
3.gin o+ ++++ —+
5gun + ++ 4+
7.giin ++ o+ +
a-SMA
10.giin +++ +++ ++
14.giin +++ ++++ ++++
3.glin ++++ +++ ++
5.giin ++++ + +
7.glin ++++ + ++
Syndecan-1
10.giin +++ ++++ +++
14.giin +++ + o+
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7. TARTISMA

Implantasyon embriyo ve endometriumun reseptif ve adheziv ozelliklerininin
sonucu gerceklesen fizyolojik bir olaydir. implantasyon sirasinda farkli hiicrelerin
molekiiler degisiklikleri sonucunda salgilanan faktorler sayesinde dogru endometrial
hiicreler ile trofoektoderm hiicrelerinin birlesmesi sonucunda epitelden mezenkim
dokuya dogru invazyon siireci baglar. Bu siirecte epitelyal hiicrelerin gosterdigi
degisikliklerin yanisira, mezenkimal veya stromal hiicrelerin de degisiklikleri bu
siirecin sorunsuz tamamlanmasin1 saglar. Endometrial veya stromal hiicrelerden
salgilanan faktorlerin degisiklikleri ya da farkli salgi faktorlerinin salgilanmasi bu
siiregte sorunlar ile karsilasilmasina neden olur (Shahbazi ve ark, 2016). Bircok
gebelik komplikasyonu ya da spontan abortus, implantasyonla iliskili oldugundan
implantasyon ve plasental biiylime i¢in endometrium trofoblast iliskisinin ve trofoblast
invazyon mekanizmasinin aydmnlatilmast kurulacak 3D fonksiyonel endometrium
benzeri kiiltiir sistemlerine baghdir (Parveen ve ark, 2007). Endometrial epitelin
dongiisel degisiklikleri sonucunda salgilanan veya dogru dongiide yeterli diizeyde
salgilanan faktorler endometriumu implantasyona hazirlar. Bu siirecte ozellikle
endometrial EPF, progesteron, integrin, MUCI, LIF, EGF-R gibi faktorler erken
sekresyon ve/veya sekresyon doneminde salgilanir iken, es zamanli olarak
trofoektoderm hiicrelerinde de IL6, IL1 ve IGF vb. faktorler salgilanir. Salgilanan
faktorler disinda bu faktorlerin reseptorlerinin de ekspresyonu implantasyon icin
kaginilmazdir (Zeisberg ve ark, 2003). Gebelik komplikasyonlari, uygun olmayan
trofoblast gocii ve spiral arter doniisiimiiniin basarisiz olmasi ile de iliskilendirilmistir
(Aldo ve ark, 2007). Endotel hiicrelerinin mekanizmasi tam anlasilamamis olmasina
ragmen, trofoblast gocilinli ve doniisiimiinii yonlendirmede 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Ug boyutlu kiiltiir sistemleri ile endometrium trofoblast etkilesimini ve
sinyallesme mekanizmalarinin aydinlatilmasi1 ve degerlendirilmesi ile klinikte

implantasyon basarisizliginin anlasilmasi saglanabilir (Poli ve ark, 2015).

Implantasyon sirasinda  trofoblastlarin  endotel benzeri fenotip &zelligi
kazanmasimin, gebelik komplikasyonlarma katkida bulundugu gosterilmistir.
Intrauterin biiyiime problemleri ve spontan abortus olgularmin yorumlanabilmesi, bir
bakima trofoblast invazyon mekanizmasinin aydinlatilmasina da baglidir. Ciinkii bu
stirecte trofoblastlarin gocliyle endotel hiicrelerinin kaderi belirlenmektedir (Horse ve

ark, 2004). Implantasyon, embriyogenez ve organ gelisim siireclerinde goriilen Tip 1
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epitelyal mezenkimal ge¢is mekanizmasinin aydinlatilmasi normal ve anormal gebelik
olgularinin anlagilmasina katki saglayabilir. Ayrica endometrium epitel ve trofoblast
hiicrelerinin etkilesimlerinin dogru karakterizasyonu, implantasyon ve normal

plasentasyon siire¢lerini anlamada da onemlidir (Aldo ve ark,2007).

Implantasyon siirecine benzer olarak kanser hiicrelerinin de dokuya invazyonu
veya dolasan hiicrelerin epitelden stromal dokuya gegisi sirasinda benzer faktorler
salgilanir. Bu nedenle epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere benzer faktorler
salgilayarak, invazyon yapict Ozellik kazanmalart metastazin gerceklestirilmesine
neden olur. Bu siirecte 6zellikle E-kaderin, N-kaderin, Syndecan-1, OB-kaderin, a5p1-
integrin ve a5P6-integrin gibi hiicre yiizey proteinleri ile Vimentin, a-SMA, FSP-1,
Sitokeratin ve B-katenin gibi sitoplazmik proteinlerin ekspresyonu veya inhibisyonu
gozlenir. Boylelikle epitelyal 6zelligini kaybeden hiicre kolaylikla dolasima gegebilir,
dolagimda kalabilir ve hatta stromaya yerleserek ¢ogalabilmesi igin yeni bir ortam
olusturabilir. O nedenle epitelyal kokenli kanserlerin metastazi daha olasidir (Martin

ve ark, 2013).

Hem implantasyon hem de metastaz siirecinde degisen sinyal yolaklari, hiicresel
ozellikler ve yeni kazanilan belirtecler/faktorler hala aragtirma konularindandir.
Bununla beraber Kkiiltiir sistemlerinin bu siiregleri analiz edebilecek, yeni sinyal
yolaklar1 ¢ikartabilecek ve/veya yeni arastirma modelleri gelistirebilecek diizende

olmasi dnemlidir ve de gereklidir (Jiang ve ark, 2015).

Hiicre kiltiirii teknigi kullanilarak; kanser, sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler
biyolojik calismalar, ¢esitli hastaliklarin tani/tedavi ve arastirmalari, doku ve deri
miihendisligi, as1 iiretimi, kok hiicre calismalari, tiip bebek ve infertilite tedavileri,
farmasotik  proteinlerin  liretim caligmalar1  yapilabilmektedir. Hiicre kiiltiirii
calismalarinda, deneyin etkisinin hiicrenin iizerinde direkt olarak gdzlenebilmesi ve
hayvan kayiplarina neden olmamasi nedeniyle etik olarak uygun bulunmus ve
desteklenmistir. Bununla beraber hiicre kiiltiiriinde elde edilen hiicrelerden yapilan
genetik ¢aligmalar, ilag uygulamalar1 ve hatta in vitro fertilizasyon yontemleri hiicre

kiiltiirtinde ¢alisilan alanlardir (Vunjak ve Freshney, 2006).

Viicut i¢ginde hiicrelerin bulundugu mikro ortam ii¢ boyutlu oldugu i¢in, en dikkatli

ve uyumlu secilmis iki boyutlu substrat bile zaman ic¢inde hiicrelerin morfolojik
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ozelliklerini yitirmelerine, dogal doku fizyolojilerinin bozulmasina, hiicreler arasi
etkilesimlerinin azalmasina ve farklilagmasina neden olur. 2D hiicre kiiltiirii yontemi,
hiicrelere mekanik destek saglayan hiicre dis1 matriksinin, hiicre yiizeyinin ve sinyal
yollarinin ortaya ¢iktig1 fizyolojik hiicre ortaminin gergek bir yansimasi degildir.
Dolayisiyla doku modellemeleri ¢aligsmalarinda 2D kiiltiir dogrudan in vivo deney
sonuglarini yansitmayabilir (Zhang ve ark, 2011). Ug¢ boyutlu substratlarin
hazirlanmas1 ek bir ¢aba ve bilgi gerektirdigi, hem de bu substratlar lizerindeki
hiicrelerin kiiltiir stiresince takibi ve kiiltiir sonrasi analizleri zor oldugu i¢in rutin hiicre
kiiltiirlerinde iki boyutlu substratlar tercih edilir. Ancak 6zellikle doku miihendisligi
calismalari i¢in hiicrelerin fizyolojik ortamlarini ve kendi ekstraseliiler matrikslerini
en uygun sekilde taklit etmeleri amaciyla {i¢ boyutlu, biyobozunur doku iskeleleri
substrat olarak kullamlir (Yoo ve ark, 2011). Ote yandan en dikkatli se¢ilmis iki
boyutlu substrat bile, zaman icinde hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini yitirmelerine ve
hiicreler aras1 farklilagmalara sebep olabilir. Ancak 3D kiiltiir sistemlerinde dogru
iskele se¢imi yapilmadiginda hiicrelere oksijen saglanmasinda, biiyiime faktorlerinin
dagiliminda problemler ortaya ¢ikarak hiicrelerin iireme yetenekleri sinirlanabilir

(Tibbitt ve Anseth, 2009).

Hiicre gogii ile ilgili yapilan 2D Kkiiltiir ¢alismalarinda hiicrelerin go¢ yetenekleri
sergilediklert (Ridley ve ark, 2003) ancak 3D Kkiiltir sistemleriyle
karsilagtirildiklarinda  hiicrelerin in  vivoya 0zgli mekanizmalar1 kullandiklari
bildirilmistir (Timmins ve ark, 2007). Implantasyon sirasinda meydana gelen hiicresel
ve fonksiyonel degisimleri yansitacak ve/veya tanimlayacak es deger bir 2D kiiltiir
sistemi heniiz bulunmamaktadir. Bununla beraber in vivo deneylerde karsilagilacak
etik problemler ve sinirlamalarda, implantasyon c¢alismalarinda kisitlama
getirebilmektedir. Bu amagcla; in vivo mekanizmalarin anlasilmasi ve agiklanabilmesi
icin in vivo ortama uygun, hiicreler ile uyumlu, arastirma kapsamina uygun farkh
ve/veya yeni in vitro 3D kiiltiir sistemlerine ihtiya¢ vardir (Reister ve ark, 2001). 3D
kiiltiir sistemleri en fazla hiicrelerin go¢ yeteneklerinin sergilenmesi, invazyon
mekanizmalarinin arastirmalarinda kullanilmaktadir. Insan meme epitel hiicrelerinin
2D ve 3D kiiltiir karsilastirmalarinda, hiicrelerin 3D kiiltiirde normal biiyiime davranisi

sergilerken, 2D kiiltiirde tliimor olusumu gosterilmistir (Petersen ve ark, 1992).
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3D hiicre kiiltiirii calismalar1 oncelikle kok hiicre alaninda baslamustir. Insan
embriyonik kok hiicrelerinin 3D kollajen doku iskelesi {iizerinde hepatositlere
dontistiigii gostermislerdir (Baharvand ve ark, 2004). Yapilan bagka bir insan
embriyonik kok hiicre ¢alismasinda ise 3D kollajen kiiltiir i¢erisinde hiicrelerin yeterli
bliylime faktorleriyle desteklendigi taktirde sinir, kikirdak, karaciger hiicrelerinin
karakterlerini sergiledigi saptanmistir (Levenberg ve ark, 2003). Fare embriyonik kok
hiicreleri ile yapilan 3D kollajen kiiltiir sisteminde ise kondrojenik farklilasma

saglanmistir (Tanaka ve ark, 2004).

Bu amag i¢in 6zellikle doku miihendisligi alaninda iiretilen iskeleler hem elde
etmesi hem de kullanim kolaylig1 acisindan en uygun materyallerdir. 3D kdiltiir
sistemlerinde iskelelerin hiicrelerin tutunmalarina, yayilimlarina ve hiicreler arasi
iletisimlerine olanak saglayacak go6zenekli yapida olmasi ve ECM’i taklit eden
Ozellikte olmasi tercih edilmektedir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ve ECM’i taklit eden
mikro gdzenekli doku iskeleleri hiicrelerin baglanabilmesi i¢in uygun ortam saglarken,
makro gézenekli doku iskeleleri hiicre gogiine izin verecek yapidadir (Teixeira ve ark,
2010). ECM’i taklit eden en Onemli iskeleler hidrojel doku iskeleleridir. Bunlar
arasinda kollajen ve hiyaluronik asit igeren dogal hidrojel iskeleler oldugu gibi,
polietilen glikol, polivinil alkol gibi dogal kaynakli olmayan hidrojeller de
bulunmaktadir. Ancak dogal hidrojel iskelelerin biyouyumluluklar ve biyoaktiflikleri
daha ytiksektir (Tibbitt ve Anseth, 2009). Endometrium epitel hiicrelerinin de in vitro
kosullarda, in vivo yu fonksiyonel olarak taklit etmeleri icin ekstraseliiler matriks
bilesenlerini igeren kiiltlir sistemlerine ihtiya¢ vardir. Kurulan kiiltiir sistemleri
endometrium dogal ana zar yapilarini, laminin ve tip IV kollajeni de igeren epitel hiicre
baglanmasini ve farklilasmasini tesvik edici 6zellikte olmalidir (Blauer ve ark, 2005).
Bunun i¢in literatlirde en fazla c¢alisilan matrijel iizerine hiicre ekimidir. Matrijel,
tizerindeki endometrium epitel hiicrelerinin tek tabaka halinde polarize olmalarini ve
glandiiler yapilar olusturmalarini tesvik ettigi rapor edilmistir (Alfer ve ark, 2000).
Ancak matrijel, laminin, polilizin kapl kiiltiir plaklar1 da endometriumun fonksiyonel
ozelliklerinin bir kismini yansitmaktadir. Elde edilen sonuglarin klinikte de
kullanilabilmesi i¢in, sonuglarin tam bir fonksiyonel endometrium yapisini1 yansitan
3D Kkiiltiir sistemlerinden elde edilmis olmas1 gerekmektedir (Blauer ve ark, 2005).
Ayrica uzun siireli kiiltiirde matrijelin endometrium epitel hiicrelerinde farklilasmaya

sebep oldugu ve trofoblast goclinii ve doniisiimiinii yonlendirmede olumsuz etkiledigi
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rapor edilmistir (Aldo ve ark, 2007). Bunun icin [n Vitro yapilacak endometrium

calismalarinda kollajen ve seliiloz gibi doku iskeleleri tercih edilmesi dnerilebilir.

Calismada 6zellikle implantasyon ve/veya metastaz modellerinde kullanilabilecek
kiltlir ortaminin aragtirilmasi/gelistirilmesi planlanmistir. Calismada BC, COL/K ve
COL/F “in iiretim asamasinin kolay, hiicrelere toksik etki gostermemeleri, analiz
edilebilir olmalari, hiicrelerin c¢ogalmas1 ve/veya farklilagsmalarini destekleyen

Ozellikte olmalar1 ve en 6nemlisi 3D kiiltiire uyumlu olmalar1 sebebiyle secilmislerdir.

BC; dogal iiriin olmasindan dolayr son yillarda kullanimi tercih edilmektedir.
Ayrica kollajen, aljinat, hiyaluronik asit, fibrin gibi dogal polimerler yanisira
poliglikolik asit, polilaktik asit, polivinil alkol, chitosan, polihidroksietilmetakrilat ve
poli-N-izopropilakrilamid gibi sentetik polimerler ile karsilagtirildiginda hiicrelerin
canlilik oranlarmin bakteriyal selillozda daha c¢ok oldugu, bunun da bakteriyal
selillozun yiiksek su tutma kapasitine sahip olup, hiicrelerin beslenmesini ve
biliylimesini saglayan besiyerinden daha fazla yararlanmalarini saglamasi olarak
yorumlanmistir (Svensson ve ark, 2005). Bakteriyal seliiloz; agar, gellan ve ksantan
gibi biyomalzemelerden farkli olarak ii¢ boyutlu bir nanofiber agina yapisina sahiptir.
Bu ag yapis1 BC’a genis bir ylizey alan1 kazandirarak, kii¢liik molekiillerin taginmasi
icin kanal sistemi ve biliylime faktorlerinin hiicreye daha hizli difiize olmalarini
saglayan iyonlarin gecisine olanak tanir (Bickdahl ve ark, 2008). BC, insan viicudunda
enzimatik olarak bozunmasada, inflamatuar siireclerin aslinda seliilozu bir dereceye
kadar bozabildigi bildirilmistir. Ancak su ana kadar yapilan ¢alismalarda bu bozunma
irtinlerinin hiicreye veya dokuya zarar verdigi ya da toksik oldugu bildirilmemistir

(Moreira ve ark, 2009).

Kullanilan kollajen iskelenin por ¢api, hiicrelerin proliferasyonu ve
polarizasyonlarini etkileyen en onemli faktorlerden biridir. Por c¢apr 50-100 pum
arasinda ise rejenerasyon kapasitesini analiz etmek i¢in uygundur. Bununla beraber
hiicrelerin iskeleler iizerine tutunmasi i¢in ise por ¢aplarinin 200 um veya daha kiiciik
olmast uygundur. Scaffold por ¢aplarinin 10 um dan daha kiigiik olanlarinda ise
hiicreler iceriye penetre olmaz ve o nedenle rejeneratif aktivite ve migrasyon 6zelligi
gerceklesemez (Yannas IV ve ark, 2010). O nedenle iskele por ¢ap1 kadar kiiltiir siiresi
de hiicrelerin canliliklarin1 devam ettirmesinde 6nemli bir kriterdir. Calismamizda

kullanilan BC, COL/K ve COL/F iskelelerinin por ¢aplari sirasi ile 97 + 28 um, 109 +
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21 pm ve 0,67 = 0,14 pm olarak saptandi. JAR ve RL95-2 hiicrelerinin BC ve COL/K
icerisine migrasyonu gozlenir iken, COL/F grubunda daha ¢ok yiizeyde tutunmus
hiicrelerin olmasi ¢apin kiigiik olmasindan dolay1 olabilecegini diisiindiirdii. Hiicre-
iskele baglantis1 optimum bir slire devam etmelidir. Ciinkii, biyobozunur olmayan
iskele bile zamanla kiiltiir kosullar1 altinda hiicrelerin etkileriyle, salgiladiklart ECM
proteinleri ve diger bilesen sayesinde ilk temsil ettikleri durumlardan farkli yanit
olusturabilirler (Yannas IV ve ark, 2010). Calismada farkli analiz giinlerinin se¢ilmesi
bu sebepten dolayr yapilmustir. iskele por ¢apr seciminde, taklit edilmesi istenen in
vivo dokunun yapisinin bilinmesi énemlidir. /n Vitro olusturulan ve in vivoyu taklit
edecek olan kollajen iskele, fonksiyonel olarak in vivoya benzemesi i¢in doku
bosluklarini dahi temsil etmelidir. Yapilan ¢alismalarda /n Vitro implantasyondan
sonra, kollajen doku iskelesinde yeniden hiicre dis1 matriks bilesenlerinin olustugu
bildirilmistir. Hiicreler deneyin ilk asamalarinda kismen bozulmus kollajen demetleri
arasinda cogalirken, implantasyondan sonra yeniden kollajen demet olusumlari
goriilmiistiir. Bunun da implantasyondan sonra hiicrelerin kendi matriks elemanlarin
sentezledigi ve hiicrelerin iskelenin yeniden sekillenmesinde karsilikli rol

oynayabilecegi yorumu yapilmistir (Hoerstrup ve ark, 2000).

In Vitro galismalarda insan primer endometrial hiicreler ile galisma zorluklari
arasinda elde edilme sikintilari, yeterli insan 6rneginin olmamasi ve kiiltiir problemleri
siralanabilir. Bu hiicrelerin Sliimsiizlestirilmesi, yapilacak In Vitro c¢alismalar igin
kolaylik saglayacaktir. Fakat 6liimsiizlesme siireci de kendi i¢inde anormal karyotip
oranlar1 ve anormal fonksiyonel 6zellikleri igerebilir. Bu nedenle secilecek hiicre hatti,
karyotip analizi tamamlanmis, morfolojik ve fenotipik olarak primer endometrium
hiicrelerine benzeyen Oliimsiizlestirilmis hiicrelerden seg¢ilmelidir (Krikun ve ark,
2004). Calismamizda 3D modeli i¢in implantasyona benzer ortam olusturmak adina
RL95-2 endometrium epitelyal hiicresi ile JAR trofoblast benzeri koriyokarsinom
hiicreleri secilmistir. RL95-2 hiicreleri fusiform yapida tek tabakali halde cogalan
hiicreler iken JAR hiicreleri sferoid olusturan ve adheziv 6zellik gosteren hiicrelerdir.
Ticari olarak hazir alinan endometrial hiicrelerin en 6nemli avantaji, elde edilis
kaynaklarinin dogal bélgeden olmalar1 ve kiiltiir sirasinda implantasyon basamagindan

once ve sonra hiicrelerdeki degisimin gézlenebilir olmasidir (Liu ve ark, 1999).
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3D endometrium kiiltiir sistemleriyle yapilan ilk caligmalar, saglikli insan
endometriumunun hormonal cevabi in vitro modellemek tizere kurulmustur (Blauer ve
ark, 2005). Normal adet donglisii sirasinda, insan endometriumu, ovaryan steroid
hormonlarina yanit olarak, biiyiime ve yeniden bi¢imlendirmeye maruz kalir. Folikiiler
Ostrodiol; endometrial hiicre ¢gogalmasini uyarirken, progesteron; corpus luteum'dan
hiicre farklilasmasin1 ve post ovulatuar evreyi yonetir. /n vitro kurulan 3D
endometrium benzeri kiiltiir sistemlerinde kullanilan RL95-2 hiicrelerine uygun
hormonal sinyaller ve stromal-epitel hiicre etkilesimleriyle, normal endometriyal
biiyiime ve yeniden fonksiyonel olarak bigimlendirme goriilmiistiir (Punyadeera ve
ark, 2003). Yapilan bagka bir ¢alismada ise dstrojen ve progesteronun RL95-2 hiicresi
ve stromal hiicre ¢ogalmasini destekledigi gosterilmistir (Pierro ve ark, 2001).
Endometriyal stromal hiicreler sadece epitel mitojenezinde rol oynamakla kalmayip
ayni zamanda epitelyal hiicrelerin islevsel farklilasmasini da modiile ederler
(Groothuis ve ark, 2007). Insan endometriumunun proliferatif bozukluklari
(hiperplazi, kanser), hiperostrojenik durumlara ve beklenmedik Ostrojen replasman
tedavilerine bagl oldugundan, kurulacak in vitro 3D endometrium benzeri kiiltiir
sistemlerinin arastirilmast ve fonksiyonel olarak dogru yapiy1 taklit etmesi klinik
aragtirmalar acidan Snemlidir (Bigsby, 2002). In vitro yapilacak implantasyon
modellerinde, olusturulan 3D endometrium benzeri kiiltlir sisteminin trofoblast
invazyonunun ger¢eklesmesi endometriumun sekresyon fazinda olmalidir. Bunun igin

kiiltiir sistemleri Ostrojen ve progesteron ile desteklenmelidir (Psychoyos, 1976).

In vitro gelistirilen 3D kiiltiir modellerinde, bir¢ok deney in vivo olarak meydana
gelen insan embriyosu implantasyonun erken asamalarini taklit etmek {izere
gelistirilmistir. Bunun i¢in, ECM ile stromal hiicre invazyonu deneyleri trofoblast
yayilimlarini taklit etmek i¢in, insan trofoblast benzeri hiicreler (JAR) ya da blastokist
ile kombinasyon halinde kullanilmistir. insan endometrial hiicreler ve blastokistlerin
3D ko-kiiltiirleri de incelenmistir. Trofoblast/koriyokarsinom hibrid hiicreleri ile
desidua parietalis doku parcalar1 ko-kiiltiirli de yapilan ¢aligmalar arasindadir (Wang
ve ark, 2012). Insan endometrium reseptivitesini ve blastokist implantasyonunu
anlama siirecinde, farkli in vitro modeller gelistirilmistir (Meng ve ark, 2009).
Olusturulan hayvan modelinin insan endometrium reseptivitesini ve blastokist
invazyonunu anlamada kisitlamalar getirdigi ve tam olarak ifade etmedigi

goriilmiistiir. Ornegin JAR sferoidlerinin, tavsan, fare ve tavuk modellerinde invazyon
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basamaklarinda farkli yanitlar verdigi goriilmiistiir (Gru ve ark, 1994). iskele {izerine
insan endometrium stromal ve RL95-2 hiicrelerinin ekimi ile sadece endometrium
epitel hiicrelerinin ekimi ile olusturulan kollajen 3D iskele modelinde, JAR
sferoidlerinin invazyonunda farkliliklar saptanmistir. Ornegin; stromal hiicrelerle
kiiltiire edilen modelde, JAR sferoidlerinin invazyonu sonrasinda epitel hiicrelerinde
nekrotik benzeri yapilar olustugu goriilmiistiir. Ayrica JAR sferoidlerinin tekli
endometrium epitel hiicreleri ile olan iskele modeline invazyonunun daha basaril
oldugu tespit edilmistir. Stromal ve epitel hiicrelerinin birlikte ekimi ile olusturulan
iskele modelinde blastokistin invazyonunda bazi kisitliliklar saptanmistir (Carver ve
ark, 2003). Bir baska ¢aligmada ise matrijel lizerinde kiiltiire edilen endometrium
epitelyal ve stromal hiicrelerine JAR sferoidlerinin ekimi sonrasinda, stromal
hiicrelerin muhtemelen ECM’1 yeniden yapilanma asamasinda, JAR sferoidlerinin
proliferasyonunu kisitladigi goriilmiistiir (Arnold ve ark, 2002). Stromal hiicrelerin
epitelin biiyiimesini ve farklilasmasini yonlendirmede 6nemi de unutulmamalidir
(Ridley ve ark, 2003). Ug farkli insan koriyokarsinom hiicre dizisi (BeWo, Jeg-3, JAR)
endometrium epitelinde trofoblast davranis modellerinin karsilastirilmasi igin
kullanilmistir. Her ii¢ hiicre dizisinde morfolojik farkliliklar kaydedilmistir. BeWo
hiicrelerinin endometrium epiteline %37 oraninda tutunma gosterirken, stromaya
invazyon yapmadig1, Jeg-3 hiicrelerinin %52 gibi bir oranla en yiiksek oranda tutunma
sergileyip, stromanin da bir kismina invaze oldugu, JAR hiicrelerinin ise %12 gibi bir
oranla en diisiik seviyede tutunma gosterip stromaya hi¢ invaze olmadig goriilmiistiir.
Bununla birlikte her ii¢ hiicre dizisi de ayn1 normal trofoblast popiilasyonlarinda
oldugu gibi az sayida organel ve Oncii sitotrofoblast hiicrelerinde oldugu gibi diisiik
yogunluklu sitoplazma icerdigi tespit edilmistir (Gru ve Denker, 1994). JAR
sferoidlerinde, in vivo trofoblast morfolojisine benzeyen, hiicrelerin apikal
kisimlarinda sitotrofoblast benzeri mikrovillus uzantilar1 goriilmiistiir (Blackburn ve
ark, 1988). In vivo implantasyon bolgesinde mikrovilluslar diizlesmekte daha sonra
temas bolgelerinde lokal olarak kaybolmaktadir. Olusturulan in vitro implantasyon
modelinde JAR sferoidlerinde benzer olusumlar goriilmiistiir (Enders ve Schlafke,

1969).
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Calismamizda BC’ un RL95-2 ve JAR hiicreleri ile kiiltiirii sonrasinda hiicre
sayilarinda analiz edilen giinlerde farklilik olmadigi, JAR hiicrelerinde sferoid
olusumu gecikmesine neden oldugu goriilmesi lizerine BC’ un tek tek hiicrelerin
kullaniminda yeterli olmadigi, JAR ve RL95-2 hiicrelerinin BC {izerinde birlikte
kiiltiirti sonrasinda sferoid olusumu ve sferoidlerin BC yiizeyine tutunmasini
destekledigi goriildii. COL/K iskelesinin kullaniminda ise; RL95-2 hiicrelerinin iskele
tizerinde ¢ok az sayida oldugu, JAR hiicrelerinin ise hem tekli hem de RL95-2
hiicreleri ile birlikte kullaniminda sferoid yapi olusumunun goézlenmesi iizerine
COL/K doku iskelesinin 6zellikle JAR hiicresinin tekli veya RL95-2 hiicresi ile
kullanim1 durumunda verimli olabilecegi sonucuna varildi. COL/F ise cam yiizeyinde
olmasindan dolay1 frozen kesiti yapilamadi ve COL/F’in kesit sonrasi ne gibi
degisikliklere ugrayacagi analiz edilemedi. Bununla beraber COL/F’ 1n tekli her iki
hiicre ile kiiltiiriinde hem de JAR ve RL95-2 hiicrelerinin birlikte kiiltiiriinde hiicre

cogalmasini destekleyici ortami sagladigi diistiniildii.

Hiicrelerin metastaz sirasinda gdsterdikleri hiicresel degisikliklerin belirteci olan
E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, o-SMA ve Syndecan-1 ekspresyonlarinda
farkliklarin saptanmasit hem hiicre kiiltiirii analizi hem de hiicresel degisikliklerin
degerlendirilmesi i¢cin 6nemlidir. JAR hiicrelerinin; E-kaderin, Vimentin, a-SMA ve
Syndecan-1 ekspresyonlarinin RL95-2 hiicrelerine oranla daha az oldugu, N-kaderin
ekspresyonunun ise her iki hiicrede benzer oldugu saptandi. Epitelyal belirte¢lerden
E-kaderinin RL95-2 hiicrelerinde kuvvetli pozitif salgilanmasi epitelyal o6zellikte
kullanilabilecek hiicre oldugunu destekledi. Sitoplazmik ve mezenkimal o6zellik
belirtecler olan Vimentin, a-SMA nun RL-95-2 hiicrelerinde goriilmesi, fakat 6zellikle
Vimentin ve a-SMA’ nin JAR hiicrelerinde negatif veya ¢ok az eksprese olmasi,
epitelyal mezenkimal ge¢isi kontrol etme adina 6nemli oldugu diisiiniildii. Bu nedenle
hem JAR hem de RL95-2 hiicrelerinin implantasyon veya metastaz modellerine uygun

hiicreler oldugu sonucuna varildi.

Ayrica implantasyon modeli i¢in 6zellikle RL95-2 ile JAR hiicrelerinin birlikte
kiiltiirii, metastaz modeli i¢in ise RL95-2 ve JAR hiicrelerinin tekli kiiltiirii secildi ve
analiz edildi. Calismanin sonucunda BC ile kiiltiiriin erken 3. ve 5. giinlerinde E-
kaderin ekspresyonunun 6zellikle JAR hiicrelerinde arttig1 ve 5. giinde ise RL95-2

hiicrelerinde normale oranla arttig1 gozlendi. O nedenle BC’ un her iki hiicre tipi igin
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de epitelyal ozelligi destekleyici ortam olusturdugu diisiiniildii. N-kaderin
ekspresyonu, JAR ve RL95-2 hiicrelerinin tekli kiiltiiriinde artmis oldugu, birlikte
yapilan kiiltiirde ise kiiltiirtin 3. ve 5. giinlerinde iskele olmadan yapilan grubun
sonucunun iskele ile yapilan gruba oranla benzer oldugu fakat kiiltiiriin 7. ve 10.
giinlerinde N-kaderin ekspresyonunun arttig1 goriildii. 7. ve 10. giinlerde tekli yapilan
kiiltiirlerde ise N-kaderin ekspresyonu BC iskelesi olmadan yapilan gruplarla benzer
olmasindan dolayr BC doku iskelesinin implantasyon modeli i¢in uygun olabilecegi
diisiiniildii. Kiiltiirtin 10. ve 14. giinlerinde kombine grupta ekspresyon 10. glinde daha
fazla iken tekli kiiltlirlerde ise iskele olmadan yapilan kiiltiir gruplariyla benzer
olmasinin saptanmasi iizerine, 6zellikle implantasyon modeli i¢in BC doku iskelesinin
kullanilabilecegi diisiintildii. Vimentin ekspresyonu, JAR hiicrelerinde kiiltiiriin 3.
giiniinde en fazla iken, kiiltiire devam edilmesi ile azaldig1 goriildii. Bu nedenle JAR
hiicreleri metastaz modelinde kullanilacak ise erken donemde kullanilmas1 gerektigi
sonucuna varildi. Vimentin ekspresyonu, RL95-2 hiicrelerinde kiiltiiriin 10. ve 14.
giiniinde artmasindan dolayr JAR hiicreleri ile birlikte yapilan kiiltiirde benzer
giinlerde ekspresyonun en fazla olmasi nedeniyle, buradaki ekspresyon artiginin
RL95-2 den dolay1 oldugu ve RL95-2" nin epitelyal 6zellikten mezenkimal 6zellige
doniistiirdiigiiniin yanisira implantasyon modeli i¢inde JAR hiicreleri ile birlikte uzun
dénem kiiltliriiniin uygun oldugu goriildii. a-SMA, JAR hiicrelerinde iskele olmadan
negatif iken, kiiltiiriin 3. gilinlinden itibaren ekspresyonun arttig1 gozlenmesi iizerine
metastaz calismasit icin kullanilabilecegi diisiiniildii. RL95-2 hiicrelerinde a-SMA
immunoreaktivitesinin sadece 10. giinde artis oldugu diger giinlerde ise kontrol
grubuyla benzer oldugu go6zlendi. Kombine yapilan ¢alismada ise o-SMA
ekspresyonunun kuvvetli pozitif olmasindan dolay1 iki hiicrenin de implantasyon
modeli i¢in kullaniminin uygun olabilecegi sonucuna varildi. Syndecan-1,
immunoreaktivitesinin JAR hiicrelerinde kiiltiiriin 3. giiniinde Ozellikle en fazla
oldugu, bununla birlikte RL95-2 hiicrelerinde kiiltiiriin 5. gilinlinde arttig1, her iki hiicre
ile yapilan BC doku iskelesi ile kiiltiirii sonrasinda 6zellikle 10. giinde en fazla
immunoreaktivitenin gozlenmesi lizerine metastaz modeli i¢cin JAR ve RL95-2
hiicrelerinin kombine halde, invazyon modeli i¢in ise 10. giinde kullanimin uygun

olabilecegi sonucuna varildi.
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COL/K doku iskelesinde 3. giin kiiltiirde E-kaderin ekspresyonunun kontrol grup
boyamalarinin iskele olmadan yapilan kiiltiir ile benzer oldugu fakat kiiltiire devam
edildiginde E-kaderin ekspresyonunun arttig1 gozlendi. JAR hiicrelerinde E-kaderin ve
Syndecan-1 ekspresyonlarinin azaldigi, Vimentin ve a-SMA de bir miktar artis
olmasma ragmen ¢ok anlamli olmadigr goriildi. JAR hiicrelerinin devam eden
kiiltiiriinde ozellikle 7. giinde E-kaderinin negatif, N-kaderin ve Syndecan-1’ in
kuvvetli pozitif olmasindan dolay:1 bu hiicrelerin kiiltiiriin 7. giiniinde kollajen kopiik
tizerinde epitelyal 6zelliginden ziyade mezenkimal 6zelliginin aktif oldugu diisiiniildii.
Fakat kiiltiiriin 5., 10. ve 14. giinlerinde hem E-kaderin hem de diger belirteglerin
ekspresyonlarinin fazla olmasi kollajen koptik doku iskelesinin kiiltiiriin bu giinlerinde
hem epitelyal hem de mezenkimal ozelliklerini destekledigini ve bu destegin JAR
hiicrelerinin sferoid yapisi ile iligkili olabilecegi diisiiniildii. RL95-2 hiicresinin 3. giin
kiiltiirii sonrasinda E-kaderin, N-kaderin ve Syndecan-1 ekspresyonlarinin negatif
olmasi, Vimentin ve a-SMA’ nin zayif siddette pozitif olmasi epitelyal 6zelligin
azaldig1 ancak mezenkimal 6zelligini de desteklemedigini diisiindiirdii. Kiiltiiriin 5.
giiniinde RL95-2 hiicrelerinde sadece Syndecan-1’ in ¢ok az olmasinin yanisira kiiltiire
devam edilmesi ile 7. ve 10. giinlerde tiim analiz edilen belirteglerde ekspresyonlarinin
siddetli pozitif olmasi, COL/K doku iskelesinin RL95-2 hiicreleri icin hem epitelyal
hem de mezenkimal doku o&zelligini korumasimi sagladigini diistindiirdii. Fakat
kiiltiirtin 14. giiniinde RL95-2 hiicrelerinde E-kaderin, N-kaderin, Vimentin negatif
iken a-SMA ve Syndecan-1" in kuvvetli pozitif olmasi bu hiicrelerin 14. giinde,
ozellikle COL/K doku iskelesinin hiicrelerin mezenkimal 6zelligini destekleyici yoni
oldugu diisiiniildii. RL95-2 ve JAR hiicrelerinin birlikte kiiltiirii sonras1 ise kiiltiiriin 3.
giiniinde sadece N-kaderinin negatif olmasi hem epitelyal hem de mezenkimal
hiicrelerin oldugunu gosterdi. Kiiltiiriin 5. giiniinde ise kombine yapilan COL/K doku
iskelesi kiiltiiriinde Syndecan-1 disinda tiim diger antikorlarin siddetli pozitif olmasi
bu sonucun RL.95-2 hiicrelerinden ziyade JAR hiicrelerinden dolay1 oldugu sonucuna
varildi. Kiiltiire devam edildiginde ise COL/K doku iskelesinin 7., 10. ve 14. giinlerde
tim belirteclerde kuvvetli pozitif oldugu ve ozellikle bu ekspresyonlarin JAR

hiicrelerinden dolay1 oldugu sonucuna varildi.

COL/F doku iskelesi sonrasinda JAR hiicrelerinde N-kaderin disinda digerlerinin
ekspresyonlarinin  bariz bir sekilde arttifi, Kkiiltire devam edildiginde ise

ekspresyonlarin azaldig1 fakat yine COL/K doku iskelesine oranla daha fazla oldugu
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goriilmesinden dolay1 COL/F doku iskelesinin JAR hiicrelerinin epitelyal 6zelliklerini
kazanmasini sagladigi, fakat mezenkimal 6zelliginin de devam etmesini destekledigini
diistindiirdii. RL95-2 hiicrelerinin COL/F doku iskelesi iizerinde kiiltiiriin 3. ve 5.
giinlerinde E-kaderin ekspresyonunun iskele olmadan yapilan gruba oranla azalmasi,
bununla beraber hiicre sitoplazmik ekspresyonlarinin devam etmesi iizerine, kiiltiiriin
erken donemlerinde COL/F doku iskelesinin RL95-2 hiicrelerinde mezenkimal
ozelligi destekledigi diisiintildii. Fakat kiiltiire devam edildiginde RL95-2 hiicrelerinin
epitelyal 6zelligi tekrar kazandig1 ve 6zellikle Vimentin ekspresyonunda azalmaya
sebep oldugu goriildii. Bu da por ¢apinin kii¢iik olmasindan dolay1 hiicrelerin kiiltiiriin
ileri asamasinda fiber iizerinde cogalma ve epitelyal Ozelligini devam etme
kapasitesine sahip oldugunu diisiindiirdii. COL/F doku iskelesinde RL95-2 ile JAR
hiicrelerinin kombine kiiltiirii sonrasinda hem epitelyal hem de mezenkimal hiicrelerin
goriilityor olmasi 6zellikle bu ekspresyonun kiiltiiriin 14. giiniinde en fazla olmasindan

dolayt COL/F doku iskelesi kiiltiiriiniin uzun siireli olmasi sonucuna varildu.

Sonug olarak; BC’ un 6zellikle metastatik kurulacak modellerde JAR hiicrelerinin
kullanilmasinda ve erken dénem kiiltiiriin yapilmasina uygun oldugu bununla beraber
implantasyon modeli i¢in ise 10. giin ve sonrasi kiiltiiriin uygun oldugu sonucuna
varildi. COL/K doku iskelesinde JAR hiicrelerinin 7. giinde, RL95-2 hiicrelerinin ise
14. glinde mezenkimal Ozelliklerinin daha fazla olmasindan dolay1 bu giinlerdeki
kiiltiiriin metastaz modellerine uygun olacagi fakat COL/K implantasyon modeli i¢in
uygun olmadigr sonucuna varildi. COL/F doku iskelesi ise, ozellikle RL95-2
hiicrelerinin erken donem Kkiiltiirlerinde epitelyal o6zellikten mezenkimal o6zellige
donmesini destekledigi, bunun yan1 sira RL95-2 ve JAR hiicrelerinin birlikte uzun
stireli kiiltiiriinde (14. giinde) E-kaderin, N-kaderin, Vimentin, a-SMA ve Syndecan-
1’ in pozitif olmasindan dolayr kurulacak epitelyal-mezenkimal model i¢in kiiltiir

stiresinin 6nemli oldugu sonucuna varildi.
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