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MDAH- 2774 over kanser kok hicrelerinde kemoterapi sonrasi apoptotik etkilerin
incelenmesi

Apoptotic effects of chemotheraphy in the MDAH- 2774 ovarian cancer stem cell
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Ozet

Amag: Mortalitesi en yiksek jinekolojik kanser olan over kanserinin tedavisindeki asil problem niiks ve kemoterapi
direncidir. Kanser dokusunda, patogenezisden sorumlu tutulan, artmis blyiime potansiyeline sahip, uzun 6émurli
hiicre populasyonu kanser kok hicreleri (KKH) olarak adlandirilirlar. KKH'lerinin kemo-rezistans ve agresif
tekrarlayan timorlerden sorumlu oldugu distinidlmektedir. Normal kok hiicreden farkhlasarak kanser dokusunu
olusturan bu hiicreler in-vitro kogullarda Multiselller Timor Sferoid Model (MTS) kullanilarak izole edilmektedirler. Bu
calismada yiksek anti-timoér aktivitesine sahip, deoksisitidin analogu Gemcitabine (2'2'-difluorodeoxycytidine,
Gemzar®)'nin KKH'leri tizerinde anti-apoptotik etkileri incelenmistir.

Yontem ve Gereg: MDAH-2774 insan over kanseri hiicre hattindan ¢ boyutlu hiicre kultirii ile KKH izolasyonu
yapilmis ve sferoidler Gemcitabine ile etkilestiriimistir. 24. ve 96. saatlerde ilagla etkilesen hicrelerdeki apoptotik
degisiklikler p53, bcl-2, caspase-3 immunoreaktivitesiyle degerlendirilmistir.

Bulgular: p53 immunoreaktivitesi agisindan Gemcitabine uygulanan grupta 24. ve 96. saatlerde artis gorilmektedir.
24. saatlerde Gemcitabine uygulanan grupta bcl-2 immunoreaktivitesi azalmisken, 96. saatte 24. saate oranla bcl-2
belirgin artmistir. Caspase-3 immunoreaktivitesi 24/96 saat arasinda her iki grupta azalirken, 96. saatte Gemcitabine
grubunda caspase-3'te azalma gorulmustur.

Sonug: p53 immunoreaktivitesinde artis ile bcl-2'deki azalma ilag etkinliginin bu apoptotik yolaklari kullanarak
gerceklestigini dusundurirken, caspase-3'de beklenen artisin olmamasi caspase yolaginin kullaniimadigini
disundirmektedir. Bugline kadar ilag duyarlilik testleri ve KKH (izerine etki mekanizmalari arastirma deneyleri tek
tabaka hicre kilturleri ile degerlendirilmistir. Bu arastirmalarin KKH izolasyon teknidi kullanilarak degerlendiriimesi
uygun olacaktir.

Anahtar Kelimeler : Gemcitabine, apoptozis, over kanseri, kanser kok hiicresi.

Summary

Aim: A major problem in the treatment of ovarian cancer, which has the highest mortality rates among
gyneacological malignancies, is recurrence and chemoresistance. In the cancer tissue, this population of long-lived
cells with extraordinary expansion potential has been called tumor initiating cells or cancer stem cells (CSCs). It is
thought that CSCs are responsible for these aggressive and recurrent tumors. These cells that differentiate from
normal stem cells and form tumor tissue are isolated in-vitro via the Multicellular Tumor Spheroid Model. In this study,
Gemcitabine (22"-difluorodeoxycytidine, Gemzar®), which is a deoxycytidine analog with excellent antitumor activity
has been used for its anti-apoptotic effects..
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Material and Methods:

CSC isolation was been performed in-vitro three dimensional cell cultures from MDAH-2774

ovarian CSC line and acts of Gemcitabine were determined. CSCs treated at 24th and 96th hours were analyzed for
apoptotic alterations with p-53, bcl-2, and caspase-3 immunoreactivity.

Results: For the Gemcitabine group, p53 immunoreactivity increased at 24th and 96th hours and bcl-2 decreased at
the 24th hour while an apparent increase was determined at 96th hours. Caspase-3 decreased for both groups at
24/96 hours while caspase-3 revealed decrease at 96th hours.

Conclusion:

Increase in p53 immunoreactivity as well as decrease in bcl-2 display that drug activity is through these

pathways while caspase-3 pathway is not active. Therefore, the expected increase could not be assessed. Until now,
drug sensitivity tests and effects on CSCs have been evaluated with monolayer cell culture systems. It is appropriate

to evaluate these studies with CSCs isolation technique.

Key Words: Gemcitabine, apoptosis, ovarian cancer, cancer stem cell.

Girig

Over kanseri, kadinlarda jinekolojik maligniteye bagl
6lim nedenleri arasinda basta gelen nedendir ve ileri
evre over kanserinde genel sagkalim oranlari kétudur
(1). Kemoterapi ve radyoterapi gibi konvansiyonel
tedaviler, kanser hicresi ile saglkli hiicre arasinda
ayirim yapamamakta ve sonug olarak saglikli huicrelerde
bu tedavilere bagh olarak hasar olusmaktadir. Yeni
gelismeler, normal hiicreler ile malign hicreler arasinda,
farkli olan ¢ok sayida molekiler hedefi aciga ¢ikarmistir.
Bu hedefler; hicre siklus duzenleyicileri, bilyiime faktor
reseptorleri, sinyal iletim yolaklari, ila¢ direncine neden
olan molekidiller ve anjiogenezis ile ilgili mekanizmalardir
(2). Tedavide yasanan en blylk problem niks ve
kemoterapi direncidir (3). Gemcitabine, deoksisitidinin
nikleozid analogu olup, benzersiz etki mekanizmasi,
olumlu yan etkilerinin olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle
aralarinda over kanserinin de bulundugu birgok farkli
kanser tipinde tek basina veya diger ilaglarla birlikte
kullaniimasinin  etkinligi test edilmistir. Uygulanma
sonrasinda hafif derecelerde kemik iligi baskilanmasi ve
transaminazlarda artisin yani sira, soguk alginhgi
benzeri durum en sik gorilen toksik etkileridir (4).
Platinum-rezistan over kanserlerinde; topotecan,
lipozomal doksorubisin ve Gemcitabine iceren
monoterapiler alternatif secenekler olarak tedavideki
yerini almistir (5). Pek ¢ok memeli hiicresi tutunmayi

Onleyici cevrede ya da slspanse halde Kkiltire
edildiklerinde 3  boyutlu multiselliler  sferoidlere
farklanabilir. Klasik tek tabakali kiltarlerle

kiyaslandiklarinda multiselliler sferoidler yapisal ve
fonksiyonel 6zellikleri bakimindan gercek dokulara ¢ok
benzemektedir.  Transforme hiicreler  tarafindan
olusturulan multiselliler sferoidler metastaz ve invazyon
calismalarinda ve tedaviye yanitin incelenmesi igin
damarsiz timér modelleri seklinde yaygin olarak
kullaniimaktadir ~ (6). KKH’leri;  embriyolojik  kdk
hiicrelerde de oldugu gibi kendini yenileme, asimetrik ve

104

simetrik hicre bélinmesi 6zelliklerine sahip olmalari
nedeniyle “Kanser Baslangi¢c Hucreleri” (KBH) olarak
adlandirilirlar. KBH'lerinin ¢ok kicuk bir bolimd normal
kok hicre fenotipik 6zelliklerine sahiptir ve asimetrik
bolinme yetenegindedir. Cogalan hicrelerin bazilar
degisiklige ugramadan KKH o6zelliklerini surddrir (7, 8).
Bu calismada MDAH 2774 insan over kanseri hiicre
hattinda t¢ boyutlu hiicre kiltirt ile kanser kok hicresi
izolasyonu yapilarak elde edilecek sferoidler tzerinde
Gemcitabinin apoptotik etkilerinin p53, bcl-2, caspase-3
immundreaktivitesi Uzerinden analiz edilmesi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Hucre kaltirt ko sullari ve kullanilan ilaglar

Bu arastirmada Amerikan Hayvan Hicre Kultlr
Koleksiyonu (ATCC) hicre bankasindan saglanan
MDAH-2774 (CRL no: 10303) hiicre soyu kullaniidi.

Sferoid model ve doku takibi

Uc boyutlu kiiltir modelinde, her bir grup igin agarla
kaplanmis 6 kuyucuklu kiltlir kaplarinin  her bir
kuyucuguna 5 ml medyum icerisinde 1.000.000 canh
MDAH-2774 hicresi ekildi. Hucreler rutin bakimlari
yapilmak kaydiyla nemli %5 CO, hava karisimli ortamda
37° C'de 7 gun sureyle sferoid olusumu i¢in bekletildi.
Deney grubu sferoidlerine etkin dozlarda ilaglar
uygulanirken kontrol grubu sferoidlerine ise herhangi bir
ila¢c uygulamasi yapilmadi. 24 ve 96. saatlerin sonunda
gruplardaki sferoidler %10 paraformaldehitte (Sigma
Chemical Co, St. Louis, Missouri, U.S.A.) tespit edildi.
Rutin doku takip islemlerinden sonra parafinde bloklandi.

fmmunohistokimyasal analiz

Dokular 24 saat boyunca 4°C’'de paraformaldehitte fikse
edildi ve daha sonra rutin protokollere gére parafine
gbmme islemi yapildi. Mikrotom (Leica MR 2145,
Heerbrugg, Switzerland); kullanilarak 5 mikrometre
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kalinhginda kesitler alindi. Rutin protokole uygun olarak
etanol serilerinden gegcirildi ve immunohistokimyasal
analiz icin hazir hale getirildi. Dokulara dnce distile su
ardindan 10 dakika fosfat tamponlu salin (PBS)
uygulandi. Sonrasinda 50 mM Tris buffer (pH 7,5)
icerisindeki % 2 tripsinde (Sigma chemical Co. St. Lois,
Missouri, USA) 37°C’de 15 dakika bekletildi. Kesitlerin
cevresi Dako pen (Dako, Glostrup, Denmark) ile gizilerek
gorunur hale getirildi ve %3 HO» solisyonunda 15
dakika endojen peroksidaz aktivitesi icin bekletildi.
Kesitler primer antikorlar ile inkiibe edildi. p53 (1:100,
Lab Vision), bcl-2 (1:50, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz CA) , caspase-3 (1:100, Invitrogen)
antikorlari kullanildi. Kesitler Biotinli sekonder antikorla
ve Streptavidin konjuge horseradish peroxidase (her ikisi
de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) ile en az
30 dakika inkibe edildi. Son olarak Diaminobenzidine
(DAB) (DeadEnd Colorimetric TUNEL system, Promega,
Madison, USA) eklendi ve 5 dakika kadar beklenerek
immunohistokimyasal isaretlenmesi saglandi. Biitiin
dilusyonlar ve ylkama basamaklarinda PBS kullanildi.
Kesitlere Mayer hematoksilen (Zymed Laboratories,
U.S.A.) ile zit boyama yapildi. Sudan gecirildikten sonra
etanol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilol ile
temizlenerek entellan (Merck) ile kapatildi.

Negatif  kontrol  drnekleri icin  primer  antikor
uygulanmaksizin ve yerine PBS uygulanarak tim
asamalardan gegirildi. Pozitif kontroller ilgili markerlar
icin pozitif olan ndroblastoma o6rnek kesitleri ile
boyanarak gésterildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel ~analizler Student's t-test kullanilarak

yapilmistir.

immunohistokimyasal olarak degerlendirilen p53, bcl-2
ve caspase-3 ekspresyon dizeyleri semikantitatif olarak
HSCORE ile degerlendirildi.

Buna gére, intensite skoru “i” ile gésterilmis olup, her bir
mikroskop alaninda isaretlenme dizeyi 1, 2 veya 3
(sirasiyla zayif, orta veya gicli) olarak derecelendirilmis
ve her bir intensitede isaretlenen hicrelerin dagilhm
ylizdesi %0 dan %100' e kadar belirlenerek formulde “Pi”
ile belirtiimigti,. HSCORE= }Pi (i+1) formulu kullanil-
mistir.

Bulgular

Gemcitabine ba gl caspase-3 ekspresyonu

Gemcitabine 24 ve 96 saat surelerle MDAH-2774
sferoidleri ile etkilestiriimis ve yapilan immunohistokim-
yasal analizde 96. saat Gemcitabine uygulanan grupta
24. saate oranla belirgin azalma goérulmustir (p< 0.05)
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(Tablo-1). Caspase-3 immunoreaktivitesi 96. saatte
Gemcitabine uygulanan grupta kontrol grubuna oranla
belirgin azalmistir (p< 0.05) (Sekil-1).
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Tablo 1. MDAH 2774 hicre hattinin 24 ve 96. saatlerde

uygulanan Gemcitabine’e bagh caspase-3
immunreaktivitesinin karsilastiriimasi.
24-96 saatler arasinda Gemcitabine uygulanan grupta

Caspase-3 imminoreaktivitesindeki azalis asteriks (*, P<0,05)
ile ifade edilmigtir.

Sekil 1. MDAH 2774 hicre hattinin 24 ve 96. saatlerde

caspase-3 ile immunohistokimyasal olarak

incelenmesi (Orijinal buyUtmeler X40.)

a) Kontrol grubu 24. saat caspase-3 immunoreaktivitesi b)
grup 24.saat
grubu 96.

immunoreaktivitesi d) Gemcitabine uygulanan grup 96. saat

Gemcitabine uygulanan caspase-3

immunoreaktivitesi c¢) Kontrol saat caspase-3

caspase-3 immunoreaktivitesi.
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Gemcitabine ba gh bcl-2 ekspresyonu

Gemcitabine 24 ve 96 saat surelerle MDAH-2774
sferoidleri ile etkilestiriimis ve yapilan immunohistokim-
yasal analizde 24. saatte bcl-2 immunoreaktivitesinin
Gemcitabine uygulanan grupta kontrol grubuna oranla
azaldigr gorulmustir (p<0.05) (Tablo-2). Gemcitabine
uygulanan grupta 96. saatte 24. saate oranla belirgin
sekilde arttigr géralmustir (p<0.05) (Sekil-2).

Molekiil: BCL2
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Tablo-2: MDAH 2774 hiicre hattinin 24 ve 96. saatlerde
uygulanan Gemcitabine’e bagl Bcl-2

immunreaktivitesinin kargilagtiriimasi.

24-96 saatler arasinda Gemcitabine uygulanan grupta Bcl-2
immunoreaktivitesindeki artis asteriks (*, P<0,05) ile ifade
edilmigtir.

Sekil 2. MDAH 2774 hicre hattinin 24 ve 96. saatlerde bcl-2 ile

immunohistokimyasal olarak incelenmesi. (Orijinal
buyltmeler X40.)
a) Kontrol grubu 24. saat bcl-2 immunoreaktivitesi b)

Gemcitabine uygulanan grup 24.saat bcl-2 immunoreaktivitesi
c) Kontrol grubu 96. saat bcl-2 immunoreaktivitesi d)
Gemcitabine uygulanan grup 96. saat bcl-2 immunoreaktivitesi
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Gemcitabine’e ba gl p53 immunoreaktivitesi

Gemcitabine 24 ve 96 saat surelerle MDAH-2774
sferoidleri ile etkilestiriimis ve yapilan immunohistokim-
yasal analizde 24 saat ve 96 saat inkiibasyon sonunda
kontrol grubuna oranla belirgin olarak artmis p53
immunoreaktivitesinin bulundugu gosterilmistir (p<0.05)
(Tablo-3), (Sekil-3).

Molekiil: P53

Uygulama
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Siire

Tablo-3: MDAH 2774 hiicre hattinin 24 ve 96. saatlerde
uygulanan Gemcitabine’e bagll p53
immunreaktivitesinin kargilagtiriimasi.

24. saatte Gemcitabine uygulanan grupta kontrol grubuna

oranla artmig p53 imminoreaktivitesindeki artis asteriks (*,

P<0,05) ile ifade edilmigtir. 96. saatte Gemcitabine uygulanan

grupta kontrol grubuna oranla artmis p53
immunoreaktivitesindeki artig asteriks (**, P<0,05) ile ifade

edilmigtir.

Sekil 3. MDAH 2774 hicre hattinin 24 ve 96. saatlerde p53 ile

immunohistokimyasal olarak incelenmesi. (Orijinal
buyltmeler X40.)
a) Kontrol grubu 24. saat p53 immunoreaktivitesi b)

Gemcitabine uygulanan grup 24.saat p53 immunoreaktivitesi c)
Kontrol grubu 96. saat p53 immunoreaktivitesi d) Gemcitabine
uygulanan grup 96. saat p53 immunoreaktivitesi
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Sonug

Over kanseri “kanser kok hicrelerinde” p53’e bagh
apoptotik aktivite etkin olabilir. Diger yolaklari aktive
edebilecek ilaclarla kombine tedavi protokolleri
denenmelidir. Bugliine kadar ila¢ duyarlilk testleri ve
ilaclarin kanser hicreleri Uzerine etki mekanizmasi
arastirma deneyleri tek tabaka hicre kdiltlrleri ile
degerlendirilmistir. Bu tip arastirmalarin KKH izolasyon
teknigi kullanilarak degerlendirilmesi uygun olabilir.

Tartigma

Gemcitabine’'nin timor karsiti etkisinin hangi apoptotik
yolaklar Uzerinden olabilecegine dair literatlir bilgisi
sinirhdir. Bu gahsmada KKH izerine Gemcitabine’nin
olasi apoptotik etkilerinin, p53, bcl-2 yolaklari
kullanilarak gerceklesebilecegi ortaya konulmustur.
Gemcitabine bircok solid timor icin mikemmel timor
karsiti aktiviteleri olan bir deoksitidin analogudur.
Gemcitabine deoksisitidin kinaz ya da diger kinazlar ile
trifosfat  analogu olan  Gemcitabine trifosfata
aktiflendikten sonra DNA ve RNA yapisina katilarak
etkilerini olusturabilmektedir (9).

DNA onariminin inhibisyonu tzerinden gosterdigi etkileri
ile birgok faz | arastirmada cesitli kombine rejimlerde
kendine yer bulmus olan Gemcitabine’in belirgin timor
karsiti etkileri mesane, meme, over, pankreas ve kuguk
hicreli olmayan akciger kanserlerinde tanimlan-migtir
(20). Butun bu basarili etkilerinin yani sira kemoterapi
rejimlerindeki basarih etkileri klinik diizelmenin yani sira
toksisitesinin de hafif myelosupresyonla sinirli olusu ile
oldukca dusuk diizeylerdedir. Apoptozu tetikleyen hem
fizyolojik hem de patolojik bir¢cok ¢esitli uyaran ve durum
olmasina ragmen, butln hicreler ayni uyaranlara limle

yanit vermezler. Bu calismada caspase-3
immunoreaktivitesi 96. saat Gemcitabine uygulanan
grupta 24. saate oranla, 96. saatte Gemcitabine

uygulanan grupta kontrol grubuna oranla azalmistir.

Caspase-3 ekspresyonu Winter RN ve ark. (2001)
yaptiklari calismada normal prostat ve iyi differensiye
prostat adenokarsinomlarina kiyasla orta ve koti
differensiye prostat tiimorlerinde de azalmig bulunmustur
(11). Buna gore calismamizda ya caspase-3 yolagi
kullaniimadidi i¢in ya da kullanilan hiicre hatlari az ya da
orta derecede differensiye hicre populasyonlarindan
olustugundan ekspresyonlarda azalma saptanmis
olabilir. lleri molekiller arastirmalar ile bu durum
belirlenebilir.

Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan isinlama ya da ilaglar
bazi hicrelerde p53 bagdimh yolaklar araciligiyla
apoptotik 6lime neden olabilen DNA zarariyla
sonuglanirlar (12). Bu galismada bcl-2 immunohistokim-
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yasal analizde 24. saatte bcl-2 immunoreaktivitesinin
Gemcitabine uygulanan grupta kontrol grubuna oranla
azalmasi ve 96. saatte 24. saate oranla belirgin sekilde
artis1 ilacin 24. saatte etkinligi mevcutken; ilerleyen
saatlerde etkinliginde dusme olarak dustnulebilir. Buna
g6re kombine rejimlerin denenmesi uygun olacag: fikrini
akla getirmektedir. Apoptotik mitokondrial olaylarin
kontrol ve regulasyonu bcl-2 protein ailesinin Uyeleri
aracihgiyla olur (13). Yapilan bu ¢alismada Gemcitabine
uygulanan grupta 24. saatte ve 96. saatte p53
immunoreaktivite artisi ilag etkinliginin oldugunu ve
apopitoz ydnunde gidisin oldugunu dusundurebilir.
TUmoér supresor proteini p53, bcl-2 protein ailesinin
dizenlenmesinde kritik bir role sahiptir, ancak bu
mekanizma tam olarak acgiklanamamistir (14). Bcl-2
protein ailesi mitokondriyal zar gecirgenligini kontrol eder
ve hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik olabilir.
Simdiye kadar bcl-2 ailesinde toplam 25 gen
tanimlanmistir. Anti-apoptotik proteinler arasinda bcl-2,
bcl-x, bcl-XL, bcl-XS, bcl-w, BAG yer alirken pro-
apoptotik proteinler arasinda da bcl-10, bax, bak, bid,
bad, bim, bik ve blk yer almaktadir. Butin bu sayilan
proteinler hiicrenin apoptozise gidecegini ya da bu
surecten kacacagini belirlemeleri bakimindan son
derece onemlidirler. Bcl-2 ailesi proteinlerin temel etki
mekanizmasinin mitokondriyal membran permeabilitesini
degistirerek mitokondrilerden sitokrom ¢ salinimini
engelleyici rolleri ile dizenleyici olduklari saniimaktadir.
Caspase’lar apoptotik siregte rol oynayan Onemli
mediatérlerdir. Caspase-3 en ©onemli caspase'dir ve
(caspase 8,9 ya da 10 gibi) 6ncu caspase’lar tarafindan
aktive edilir. Caspase-3 0zellikle endonlkleaz CAD'i
aktive eder. Prolifere olan hucrelerde CAD inhibitdr
molekili olan ICAD ile bilesik olugturur. Apoptotik
hicrelerde aktive olan caspase-3 ICAD molekilini
parcalayarak CAD'yi serbest birakmaktadir (15).
Kemoterapi direnci apoptozis mekanizmalarindaki bir
azalma ile iligkili olarak ortaya c¢ikmig olabilir (16). Anti
apoptotik bir protein olan bcl-2 nin varligi ve onun
proapoptotik iligkili esi bax kemoterapi, radyasyon ve
benzeri DNA hasarlayici rejimlerden sonra hicresel
yasayabilirligin énemli bir belirleyicisidir (17, 18).

Onceki kanserlesme modellerinde hiicrelerin énleneme-
yen blyUmesinin bir seri genetik kazanim sonunda
oldugu ve bu genetik aktivasyonlarin hicrelerin cogalma
potansiyellerinin artmasi, hiicre cogalmasini inhibe eden
genlerin sessizlesmesi ve programl hiicre dlimine ait
genlerin  ‘bypass’ edilmesi seklinde ortaya c¢iktigi
disundlmastar. KKH  kavrami, timor biyolojisindeki
normal kok hiicre/projenitdr hiicre yakinligi ve buna bagh
olarak organlarda gorilen “Kendini yenileyebilme
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potansiyeli” ile kanser hicrelerinde gérilen “Siiregelen
proliferasyonlar” arasindaki benzerliklerin gézlenmesiyle
ortaya cikmistir (19, 20, 21). Primer olarak
kemoterap6tik tedavinin baslangictaki butin etkinligine
ragmen ileri evreli over kanserlerinin ¢ogu tanidan sonra
aylar ile yillar icinde tekrarlamaktadir. Hastaligin niks
nedeni bilinmemekle beraber kemoterapi sirasinda
direng kazanan kanser baslatici hicrelerinin niksten
sorumlu olabilecegi ve yeniden blyime ydninde
tetiklenene kadar nisler icinde sessiz kalmig
olabilecekleri dusunulmektedir (22). Bu c¢alismada
teknik olarak sectigimiz MTS hicre kdltari modeli; tek
tabaka hicre kiltiri modelinden yararlanilarak
olusturulmus, ¢ boyutlu hicre kiltaraddr. Ancak tek
tabakali kdltir ortaminda oksijen ve besinler kanser

calismalar MTS'nin  kanserin yayllmasinda mikro-
metastaz modeli olarak kabul edilebilecegini ortaya
koymustur. MTS'yi olusturan hiicrelere ait transmembran
proteinleri ve hiicre-hiicre adezyon molekilleri tek
tabakali kultuirlere gore farkliliklar géstermektedir (24).

Kanser tedavisinde yasanan en ©6nemli problem
kullanilan konvansiyonel tedavilerin normal ve malign
hicreler arasindaki ayirimi tam olarak yapamamasi,
rekiirrens ve kemoterapi direncinin kirllamamasidir. Bu
problemlerin normal ve malign hiicrelerde farkl olan ¢ok
sayidaki hiicre siklus dizenleyicileri, sinyal ileti yolaklari,
anjiogeneziste etki eden mekanizmalar, buyume faktor
reseptorleri ve ilag rezistansina neden olan molekdller-
den kaynaklandigi digtndlmis bunlarin  arastiriimasi
icin farkll kultir modelleri lzerinde ilag arastirmalari

yapimistir. Gunimuzde U¢ boyutlu hicre kiltirleri,
Ozellikleri bakimindan gercek solid tumdrler ile tek
tabaka hlcre  kilturleri arasinda yer  aldigi
disunilmektedir. Organizasyon bakimindan tek tabakali
hicre kdltard ile in-vivo tumér arasinda yer alan
multiseliiler timoér sferoid modeli in-vivo tumor iliskisi
yiksek bir sistem olarak kanser arastirmalarinda
kullaniimaya baslanmistir.  Tumoér buyumesi Uzerine
cesitli faktorlerin etkisini degerlendirmede iki boyutlu
kulturler yerine G¢ boyutlu kultirlerin kullaniimasi son
yillarda tercih edilmektedir (3, 6, 22). Bu calisma,
MTS’lerinin  farkli  bir bakis acisi ile kanser
arastirmalarinda kullanilabilirligini ortaya koymustur.

hlcrelerine esit oranda ulasmakta ve hicreler bu
kosullar altinda iki boyutlu bir biyiime gdstermekteyken;
vicutta kitle olusturan solid timérler ti¢c boyutlu konumda
blyimektedir. Bu durum tumdrlerin kompartmanlari
arasinda oksijen, besin ve buylime faktérleri dagihminin
esit olmamasina yol acmakta ve hucreler farkli
dizeylerde fiziksel ve kimyasal streslerle kargilasmak-
tadir. Oksijenlenmenin disik oldugu bélimlerde hiicre
hasari ve hatta nekroz kendiliginden gelisebilmektedir.
Tek tabakali hiicre kuiltlir modelinin tersine hucresel
yanitlarin gelismesinde 6nemli rol oynadigi disinilen
hicreler arasi iletisim ve molekiler etkilesim ¢ boyutlu
yapida gerceklesmektedir (23). Son yillarda yapilan
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