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OZET

Bashk: /n Vitro Hepatoseliiler Karsinoma Kiltiir Modelinin Mezenkimal

Kok Hiicreler ile Birlikte Kurulmasi ve Arastirilmasi

Amag: Bu calisma, hiicre kiiltiirii kosullarinda yetistirilen Huh-7 hiicre hatti
ile mezenkimal kok hicre (MKH) ve EA.hy926 hiicre hatt1 kullanilarak, karaciger
kanseri arastirmalarinda bu hiicrelerin etkinligi ve molekiiler profillerinin ve
proliferasyonlarinin  ayrintili  bicimde incelenmesini amaglamaktadir. Caligsma
kapsaminda alt1 kuyulu plakalar {izerine ekilmis olan hiicreler, ko-kiiltiir kosullarinda
yetistirilerek, hiicresel davramslar, canli/6lii analizleri, immiinofloresan (iF)

analizleri araciligiyla molekiiler diizeyde karakterizasyon gerceklestirilmistir.

Yontem: Bu g¢alismada Huh-7, mezenkimal kok hicreler ve EA.hy926
hiicreleri standart kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilarak ko-kiiltiir modeli olusturulmus ve
yedi giin inkiibe edilmistir. Hiicre canliligi canli/6lii boyama yontemiyle
degerlendirilmis, protein ekspresyonlarinmn analizi igin IF uygulanmistir. Ayrica gen
ekspresyon diizeylerini belirlemek amaciyla qRT-PCR analizi gergeklestirilmis ve
Alfa-fetoprotein (AFP) ile Proliferasyon Hiicre Nikleer Antijeni (PCNA) genlerinin
ekspresyonlar1 incelenmistir. Elde edilen veriler ile hiicrelerin canlilik, proliferasyon

ve tiimoral 6zellikleri molekiiler diizeyde degerlendirilmistir.

Bulgular: Yedi giinlik inkiibasyon sonunda canli/6lii hiicre analizleri
gergeklestirilmis ve kiiltiir kosullarinda %80’in {izerinde hiicre canliligi saglanmastir.
qRT-PCR analizlerinde AFP ve PCNA gen ekspresyon diizeylerinde gruplara ve
zaman noktalarina bagl degisiklikler gozlenmistir. IF boyamalar1 ise protein
ekspresyonu ve hiicresel aktivitedeki farkliliklar1 dogrulamistir. Elde edilen veriler,
olusturulan ko-kiiltiir modelinin hiicresel canlilik ve fonksiyonel 6zellikler tizerinde

etkili oldugunu gostermistir.

Sonug: Yedi ginlik inkiibasyon sonunda canli/6li hiicre analizleri
gerceklestirilmis ve kiiltiir kosullarinda %80’in iizerinde hiicre canliligi elde
edilmistir. qRT-PCR analizlerinde ise AFP ve PCNA gen ekspresyon duzeylerinde

anlamli degisiklikler gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Huh-7, E.Ahy926, MKH, Canli/6lii analizi, IF, gRT-
PCR



ABSTRACT

Title: Establishment and Investigation of an In Vitro Hepatocellular Carcinoma

Culture Model with Mesenchymal Stem Cells.

Objective: This study aims to investigate the efficacy, molecular profiles,
and proliferation of mesenchymal stem cells (MSC) and the EA.hy926 cell line,
grown under cell culture conditions, in liver cancer research using the Huh-7 cell
line. Within the scope of the study, cells seeded on 6-well plates will be grown under
co-culture conditions, and molecular-level characterization was performed through
cellular behavior, live/dead assays, immunofluorescence (IF) assays, and gene

expression profiling.

Method: In this study, Huh-7, mesenchymal stem cells, and EA.hy926 cells
were cultured under standard conditions to create a co-culture model and incubated
for seven days. Cell viability was evaluated using live/dead staining, IF was applied
to analyze protein expression. Additionally, gRT-PCR analysis was performed to
determine gene expression levels, and the expression of Alpha-fetoprotein (AFP) and
Proliferation Cell Nuclear Antigen (PCNA) genes was examined. The obtained data
were used to evaluate the viability, proliferation, and tumoral characteristics of the
cells at the molecular level.

Findings: Live/dead cell analyses were performed after seven days of
incubation, and cell viability exceeding 80% was achieved under culture conditions.
gRT-PCR analyses revealed group and time-dependent changes in AFP and PCNA
gene expression levels. IF staining confirmed differences in protein expression and
cellular activity. The data obtained demonstrated that the created co-culture model

had an effect on cellular viability and functional properties.

Conclusion: Live/dead cell analyses were performed after seven days of
incubation, and cell viability exceeding 80% was achieved under culture conditions.
gRT-PCR analyses revealed significant changes in AFP and PCNA gene expression

levels.

Keywords: Cancer, Huh-7, EA.hy926, MSC, Live/dead analysis, IF, gRT-PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger, omurgali canlilarda ¢ok sayida hayati islevi yerine getiren baslica
metabolik organlardan biridir. Hem kalpten oksijen ag¢isindan zengin kani hepatik
arter aracilifiyla hem de gastrointestinal sistemden besin yoOniinden zengin kani
portal ven yoluyla alir. Alinan bu kan, hepatosit kordonlar1 arasinda yer alan ve
endotel ile Kupffer hicreleriyle cevrili siniizoidlerden gegerek merkezi venden
hepatik venlere ulasir ve buradan sistemik dolasima katilir. Karacigerdeki hiicresel
yapinin biiyiik bir bolimini (%70-85) hepatositler olusturur (Hamel et al., 2006;
Wang et al., 2019). Bu hicreler, metabolik aktiviteler, salgi islevleri ve endokrin
diizenleme agisindan temel rolleri olan karacigerin ana parankimal hiicreleridir.
Karacigerde bulunan bir diger hiicre grubu ise Kupffer hiicreleridir. Bu hicreler
sinlizoidlerin duvarlarina yerlesmis karacigere 6zgii makrofajlardir ve bagisiklik
yanitinda Onemli gorevler istlenirler (Wisse et al., 1996). Bununla birlikte,
hepatositler ile sinlizoidal endotel arasinda konumlanan hepatik yildiz hiicreleri
(HSC'ler), Disse araliginda yer alan perisit benzeri hiicrelerdir. Normalde inaktif
halde bulunan bu hiicreler, karaciger hasarina yanit olarak aktif hale gelebilir bu da
kolajen iiretimiyle birlikte fibrozis ve siroz gelisimine neden olabilir (Wu & Zern
2000). Karacigerin Onemli islevlerinden biri olan safra {retimi, hepatositler
tarafindan gerceklestirilir. Uretilen safra, epitel hiicrelerle cevrili safra kanallarina

tasinir ve daha sonra bu kanallar araciligiyla karacigeri terk eder (Wisse et al., 1996).

Karaciger, insan sagliginin siirdiiriilebilirligi agisindan kritik rol oynayan ve
birgok hayati fonksiyonu yerine getiren temel bir organdir. Ancak bu hayati organ,
giiniimiizde c¢esitli karaciger hastaliklar1 nedeniyle ciddi tehditlerle kars1 karsiyadir.
Bu hastaliklar, sadece bireysel diizeyde degil, kiiresel saglik sistemi iizerinde de
onemli bir yiik olusturmaktadir. Ozellikle hepatit B ve C viriisleri, Diinya Saglik
Orgiitii’niin verilerine gore diinya genelinde 325 milyondan fazla kisiyi etkileyerek
bu alandaki en biiyiik viral tehditlerden biri haline gelmistir (Wazir et al., 2023). Bu
enfeksiyonlar ¢ogunlukla belirti gdstermeksizin ilerledigi icin tani konulmasinda
gecikmelere yol agmakta ve karaciger hastaliklarimin yayginligina 6nemli 6l¢iide
katki saglamaktadir. Karaciger ¢alismalari igin in vitro modellerin olusturulmasinda,
karaciger hiicrelerinin 6zelliklerini simiile edebilen hiicre hatlar1 ve diger o6zel
hiicreler biiyiik 6nem tasir. Bu hiicrelere Kupffer hiicreleri, endotel hucreleri, birincil

insan hepatosit hdcreleri 6rnek verebiliriz. EAhy926 hiicre hatti, vaskiiler



fonksiyonlarin incelenmesinde sik¢a kullanilir ve kardiyovaskiiler hastaliklarin

arastirilmasinda 6nemli bir rol oynar.

Huh-7 hiicreleri, ilk kez 1982 yilinda 57 yasindaki Japon bir erkekten alinan
karaciger tlimoriinden izole edilmistir ve kokeni hepatosit olan, farklilagmig ve
kanseroz Ozellikler tasiyan bir hiicre hattidir (Nakabayashi et al., 1982). Huh-7
hiicreleri, tanimlanmis kiiltiir ortamlarinda cogaltilabilmesi sayesinde yalnizca
onkogenezin diizenleyici mekanizmalarin1 agiklamakla kalmaz, ayni zamanda gen
ekspresyonunun arastirilmasi ve ¢esitli bilesiklerin hiicre biiyiimesi ve metabolizmasi
tizerindeki etkilerinin sistematik bir sekilde incelenmesi agisindan da olduk¢a uygun

bir model olusturur.

EA.hy926 hiicre hatt1, hibrit hiicreler arasinda en iyi karakterize edilen hiicre
hattidir. EA.hy926, insan akciger karsinomu hiicre hatti A549 ile insan gobek
damarindan izole edilen HUVEC hiicrelerinin birlesimiyle olusturulmustur (Emeis &

Edgell, 1988).

MKH'ler, kendilerini yenileyebilme yetenegine sahip olup, aym1 zamanda
¢ok farklilasabilen hiicrelerdir (Dennis et al., 2002; Torensma et al., 2003). Bu
hiicreler ¢esitli dokulardan elde edilebilir. Ornek olarak, gébek kordonu, endometrial
polipler, adet kani, kemik iligi ve yag dokusu gibi kaynaklar sayilabilir (Ding et al.,
2006; Ding et al., 2007).

3B hiicre kiiltiirleri, hiicrelerin dogal ortamda etkilesime girerek biiylidiigii ve
timor mikrogevrelerini taklit eden modeller olarak 6nemli bir arastirma aracidir. Cok
hicreli kireler, 3B kiiltirlerde yaygin olarak kullanilan modellerden biridir ve
hiicrelerin yer¢ekimi veya doniis gibi fiziksel kuvvetlerle sekillendirilen ortamlarda
biliylimesiyle tiimor benzeri yapilar olusturulmaktadir. Hepatoseliiler Kkarsinom
(HCC), diinya ¢apinda yaygin ve yiiksek mortaliteye sahip bir kanser tiiriidiir, ancak
erken tan1 ve tedavi yontemleri heniiz yeterince gelismemistir. HCC'nin patogenezi
tam olarak anlagilamamis olup, bu alandaki arastirmalar uygun model sistemlerinin
gelistirilmesi gerektigini vurgulamaktadir. Huh-7 hiicre hatt1, karaciger kanseri

aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir modeldir (Jung et al., 2017).

Son yillarda, HCC'nin daha iyi taklit edilebilmesi i¢in biiyiik boyutlu hiicre
kirelerinin dretimi iizerine ¢aligmalar artmistir. Bu baglamda, SFU (Spheroid

Forming Unit — kiiresel yap1 olusturan birim) ad1 verilen yeni bir 3B kiltur sistemi



gelistirilmis ve bu sistemin kanser ilag testlerinde etkin bir model olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. SFU, asili damla ve rotasyon kiiltiir yontemlerini
birlestirerek biiylik hiicre kiirelerinin iiretimine olanak tanimaktadir ve bu kiireler,
hipoksi gibi karmasik tiimor mikrogevrelerini taklit edebilme kapasitesine sahiptir.
Bu tir 3B kiiltiir modelleri, kanser tedavi arastirmalarinda 6nemli bir ara¢ olarak one

¢tkmaktadir (Jung et al., 2017).

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, in vitro hepatoseliiler karaciger modeli
olusturulmasi amaciyla, Huh-7 hicreleri 3B kiiltiir ortaminda diger hiicre hatlar1 olan
mezenkimal kok hiicreler ve EA.hy926 ile birlikte calisilmistir. Bu ¢alismada, yeni
bir yedi gunlik kanser modelinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Arastirma, hiicrelerin
biyolojik &zelliklerini degerlendirmek amaciyla canli/6lii analizleri, iF ve g-PCR
yontemleriyle incelenmistir. Bu dogrultuda, farkl: hiicre popiilasyonlarinin karaciger
kanseri modeli igerisindeki davramiglarinin ve karsilikli etkilesimlerinin daha
kapsamli bicimde ortaya konulmas1 amaglanmaktadir. Elde edilen tiim veriler birlikte
degerlendirildiginde, gelistirilen modelin hem hiicresel canlilig: siirdiirdiigii hem de

fonksiyonel ve molekiler aktiviteyi destekledigi ortaya konmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karacigerin Anatomik Yapisi

Karaciger, insan viicudunun en biiylik organidir ve yaklasik 1500 gram agirliga
sahiptir; bu da yetiskinlerin viicut agirhigmin yaklasik %2,5'ine tekabiil eder.
Karaciger, karn bdlgesinin sag list kadraninda, areolanin sol tarafindan gecen
diyafram ylizeyinde, tipik bir karaciger hagiyla yedi ila on bir kaburga
derinligindedir (Moore & Dalley, 2006). Karaciger, embriyolojik prensiplere goére
gelisen embriyonun endoderm tabakasindan elde edilir. Karacigerin morfolojik ve
islevsel parcalarina donlismeden Once, bu endoderm tabakasi farklilasir. Gogiis
kafesi, ligament6z baglanti olarak da bilinen peritoneal yansima araciligiyla
karacigeri korur. (Bismuth, 1982; Abdel-Misih & Bloomston, 2010). Anatomik
olarak, Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi karacigerin sag, sol, kaudat ve kuadratik loblar1
vardir. Sag ve sol loblar 6n tarafta en belirgin loblardir. Arka tarafta bulunan
kuadratik ve kaudat loblar daha kiigiiktiir. Yukaridaki falciform ligaman sag ve sol
loblar1 birbirinden ayirir. Sag lobun 6n kisminda bir safra kesesi vardir. Karacigerin
kan alimimi saglayan vena kava ve porta hepatis damarlari, sag ve sol loblarin
istlinde bulunan kaudat lobla baglantilidir (Allen,S.E.2002). D1s yiizeyi pliriizsiiz ve
diz, tipik olarak kahverengidir. Karaciger, kaninin %80'ini iki ana kaynaktan alir:
dalak ve bagirsaklar1 bosaltan toplar damardan gelen portal ven, %Z20'sini ise
oksijenli kan tagiyan hepatik arter. Portal ven {ist mezenterik venle birlesir. Ayrica
alt mezenterik ven de splenik vene bosalir. Cogu durumda, karaciger, splenik ve sol
gastrik arterlerle birlikte ¢olyak arterin bir dali olan ortak hepatik arterden kan
almaktadir. Karacigeri besleyen damarlar, bununla birlikte nadiren baska anatomik
degisiklikler gosterir. Karacigerin damar yapisi1 kisiden kisiye degisebilir, ¢linkii
hepatit arterin anatomisi c¢esitli sekillerde degisebilir. (Hiatt, Gabbay, & Busuttil,
1994).
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Sekil 2. 1. Karacigerin anatomik yapisi. (Sibulesky, L. 2013).

2.2. Karacigerin Fizyolojik ve Metabolik islevleri

Viicudun bir¢cok metabolik islemi karaciger tarafindan yonetilir. Temel
besin metabolizmasi, serum bilesenlerinin sentezi ve detoksifikasyon bu
prosediirlerin arasinda yer almaktadir. Karacigerin bu gorevleri, "ritmik olarak
degisen sistemik bir ortamda" gerceklesir. Karaciger, diger organlar gibi igsel bir
zamanlama sistemine sahiptir ve bu sistem sayesinde fizyolojik islevlerini giiniin
uygun saatlerine gore ayarlar. Bu sirkadiyen saat, karacigerin ¢evresel ve genel
degisimlere yanit olarak islevlerini en iist diizeye ¢ikarmak icin kullanilmasini saglar.
(Reinke & Asher, 2016). Sirkadiyen saat, biyolojik zamani "endojen bir zaman
tutucu" olarak diizenler ve organizmanin 24 saatlik dongiilerde ¢evresel degisimlere
adaptasyonunu saglar; bu ritimler, evrimsel olarak korunmus siiregler olup,

neredeyse tiim canlilarda goriiliir. (Peek et al., 2012).

Karacigerin detoksifikasyon islevi, viicuttan ksenobiyotiklerin (toksinler ve
ilaglar gibi yabanci maddeler) ¢ikarilmasini saglar.  Hepatositlerde bulunan
mikrozomal monooksijenazlar, bu maddelerin biyotransformasyonunda 6nemli bir
rol oynar. (Sirica & Pitot, 1979). Ayrica, karacigerin safra iiretme ve salgilama islevi,
yaglarin sindirimini ve viicuttan atiklarin atilmasini saglayan ana islevdir. Atiklarin
organizmadan dogru bir sekilde atilmasmmi saglayarak metabolik denetimin
stirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynar. Karaciger ayni zamanda sindirim sisteminden
emilen maddelerin giivenli bir sekilde islenmesini ve sistemik olarak dolagmasini
denetlemelidir. Bu goérev, kurulusun i¢ denetim sistemlerinin dogru calistigini

garanti etmek icin gereklidir. (Ozougwu, J. C., 2017). Karacigerin fizyolojik



gorevleri, organizmanin homeostazini siirdiirmesine ve cevresel kosullara uyum
saglamasina yardimci olur. Viicudun metabolik dengesini siirdiirebilmesi i¢in
gerekli olan bu karmagik gorevleri yerine getirirken, organizmanin ¢evresel kosullara
en iyi sekilde adapte olmasi gerekir. Karaciger, hayati bir organ olarak viicudu

kontrol eder ve dengeler. (Alamri, Z. Z., 2018).

Vicudun (¢ ana metabolik kategorisi (karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasi) karaciger tarafindan gergeklestirilir. Karaciger, yemekten sonra kan
dolagimina giren glikozdan asir1 miktarda glikozu glikojene doniistiiriir. Bu iglem
glikojenez olarak bilinir. Glikojenin glikoza donistiiriilmesiyle enerji iiretimi
glikojeoliz olarak bilinir. Diisiik kan sekeri seviyeleri buna neden olur. (Mitra, V., &

Metcalf, J., 2012).

Amino asitlerin protein molekiillerinin yapi taslar olarak islev goérmesiyle
protein metabolizmasi gergeklesir. Bir amino grubu (—NH2) ve bir karboksil grubu
(-COOH) olan amino asitler, birbirleriyle baglanarak proteinleri olusturur. Bu
amino asitler, viicut tarafindan tiiketilen proteinlerden elde edilir ve daha sonra kas
proteinleri olusturmak i¢in kullanilir. Ek olarak, amino asitler viicutta ¢esitli
biyokimyasal reaksiyonlar yoluyla gesitli gorevleri yerine getirir. (Mitra, V., &

Metcalf, J., 2012).

Yag asitlerinin iiretimi, lipid metabolizmasinin baglangicidir. Bu islem, asetil
koenzim A veya asetil CoA molekiillerinden yag asitleri iiretir. Karbonhidratlarin ve
bazen proteinlerin katabolizmasi, lipogenez olarak bilinen fazla enerjinin
depolanmasini saglar. Bu, viicudun acil enerji ihtiyacini asan boliimlerinin yag

olarak depolanmasini saglar. (Mitra, V., & Metcalf, J., 2012).

Karacigerin metabolik islevlerinin yan1 sira, viicut fonksiyonlarini
diizenlemek icin biyiime hormonu ve insilin benzeri buyime faktoru-1 (IGF-I) gibi
hormonlar salgiladig1 i¢in 6nemlidir. Karaciger, biiyiime hormonu (GH) ve insiilin
benzeri blyume faktoru-1 (IGF-I) gibi ¢ok 6nemli hormonlarin iiretiminde 6nemli bir
rol oynar. Bu hormonlar, metabolik islevlerde ¢ok oOnemli gorevleri iistlenir.
Karacigerde sentezlenerek karacigerde sistemik dolasima salimir ve hiicresel
yaslanmay1 baslatarak hepatik stellat hiicrelerinin (HSC) inaktivasyonunu tesvik
ederek karaciger fibrozu iizerinde olumlu bir etkiye sahiptir. (Takahashi, 2017). IGF-
I ayrica karacigerde trigliserit birikimini azalttigi, mitokondriyal fonksiyonlari

gelistirdigi ve oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (Yakar et al., 2001; Nishizawa et



al., 2012). Bu sonuglar, IGF-I'nin non-alkolik steatohepatit (NASH) ve siroz gibi

karaciger hastaliklarinin tedavisinde bir iyilestirici ajan olarak kullanilabilecegini

diistindiirmektedir. (Takahashi, 2017).

2.3. Karaciger Hastaliklar ve Kiiresel Saghk Uzerindeki Etkileri
Diinya ¢apinda, karaciger hastaliklar1 yilda yaklasik 2 milyon kisiyi 6ldiirtir.
Karacigerin fonksiyonlarini bozan bir dizi saglik sorunu karaciger hastaliklar1 olarak
bilinir. Sekil 2.2.’de kanser karaciger gosterilmistir. Bunlar siroz, hepatit, karaciger
yaglanmas1 ve karaciger kanseridir. Kronik karaciger hastalifinin insidansi ve
yayginligi, cografi, etnik ve sosyoekonomik faktorlere bagli olarak degisebilir, ancak
hastaligin tam olarak teshis edilmesi ve tanimlanmasi, c¢ok sayida farkli
degerlendirme yontemi ve eksik veriler nedeniyle hala ¢cok zordur. Ek olarak, ¢cogu
vakada sirozun erken evrelerinde tespit edilmemesi, hastaligin yiikiini yanlis

degerlendirmeye yol agabilir. (Asrani, S. K. 2019).

Yillik 1,16 milyon 6liimle diinya ¢apinda en yaygin 11. 61iim nedeni sirozdur,
karaciger kanseri ise 788.000 Oliimle 16. siradadir. Bu iki hastalik, tiim diinyadaki
Olimlerin %3,5'ini olusturmaktadir. 2000 yilina kiyasla, karaciger hastaliklarina
bagl oliimlerde bir artis goriildii. Siroz ve karaciger kanseri sirasiyla en yaygin 6liim
nedenleri olarak siralandi ve sirasiyla 13. ve 20. sirada yer aldi. Hindistan ve Cin,
Latin Amerika, Karayipler, Orta Dogu ve Kuzey Afrika'da karaciger hastaliklarina

bagli 6liimlerin ¢ogunun sorumlularidir. (Asrani, S. K. 2019).

Hepatit A, B, C ve E viriislerinin neden oldugu enfeksiyonlar, diinya ¢capinda
onemli bir saglik sorunu teskil etmekte olup, 6zellikle viral hepatit B ve C ile iligkili
Oltimler, 2020 yilinda 1,1 milyon kisiyle tiiberkiiloz kadar yiiksek bir seviyeye
ulasmistir. epatit A (HAV), diisiik ve orta gelirli iilkelerde yaygin olup, cocuklar
arasinda genellikle asemptomatik seyretmesi nedeniyle dogru vaka verileri eksik
kalmaktadir. Bununla birlikte, ABD, Avrupa ve Asya'da yetigkinlerde enfeksiyon
oranlarinda artis gozlemlenmektedir ve bu artis, 6zellikle madde bagimliligi, evsizlik
ve erkeklerle seks yapan erkekler gibi riskli gruplarda kisiden kisiye bulagma
oranlarinin artmasiyla iligkilidir. Hepatit B'nin kiiresel prevalansi azalma egiliminde
olsa da, bu azalma bolgesel farkliliklar gostermektedir; Ozellikle Afrika ve
Gilineydogu Asya, kiiresel hepatit B yiikiiniin 6énemli bir kismim tasirken, HBV her
yil 1,1 milyon 6liime yol acarak, hepatit B ve C'ye bagli dliimlerin biiyiik kismini

olusturmaktadir. Hepatit B'nin 6nlenmesi i¢in asilama en etkili yontemken, diinya



genelindeki asilamada bdlgesel farkliliklar gozlemlenmektedir. Ote yandan, HCV'nin
kiiresel insidansi 1,43-1,5 milyon kisi arasinda degisirken, 2020'de viremik HCV
enfeksiyonunun yaygimligr %0,7'yve diismiis ve bu azalma, etkili tedavi ve yeni
enfeksiyonlarin Onlenmesi gibi faktorlerden kaynaklanmistir. En yiiksek HCV
yayginligi 2020'de Dogu Avrupa (%2,9) ve Orta Asya'da (%2,6) gozlemlenirken,
Cin, Pakistan ve Hindistan, en yliksek hastalik yiikiine sahip iilkeler olarak one
¢ikmaktadir (Devarbhavi, H/2023).
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Sekil 2. 2. Karaciger kanserinin sematik géruntust (Myojin et al., 2021).

Karaciger hastaliklari, diinya genelinde énemli bir halk sagligi sorunu teskil
etmektedir. HCC, tiim primer karaciger kanserlerinin %90'm1 olusturmakta olup,
karaciger kanseri, tim kanser tiirleri arasinda ikinci sirada yer alan bir 6lim
nedenidir. HCC, dinamik bir sekilde degisen zamansal egilimler sergileyen ve
cografi bolgeler, irksal ve etnik gruplar, cinsiyetler arasinda belirgin farkliliklar
gosteren epidemiyolojik 6zelliklere sahip bir kanser tiiriidiir. Bunun yan sira, HCC
gelisiminde cevresel faktorlerin 6nemli rol oynadigi ve bu faktérlerin ¢ogunun
potansiyel olarak onlenebilir oldugu iyi belgelenmistir. Ayrica, saglikli karacigerde
nadiren goriilen ancak siroz asamasindaki kronik karaciger hasarina yanit olarak
kanser gelisme riskinin belirgin sekilde arttigi hepatokarsinogenez sureci, giderek
daha iyi anlasilmaktadir. Bu siirecteki molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi,
HCC'nin patogenezi {lizerine yapilan arastirmalarin O6nemli bir parcast haline

gelmistir (E1-Serag & Rudolph, 2007).

Karacigerin ana yapisal birimini hepatositler olusturur. Hepatositler,
karaciger hiicrelerinin yaklasik %601n1 ve toplam hiicresel kiitlesinin %80'ini temsil

eder (Allen, 2002). Bu hiicreler, tek bir hiicre kalinliginda diizenlenmis plakalar



seklinde siralanir (Singh, 2007) Kan akisi, hepatik vene dogru, her iki ac¢ik ylizeyden
gecerek hepatositler arasindaki bosluklardan ilerler ve burada toksinler ile besinler
hepatositler tarafindan alinir. Hepatositler, metabolik ve sentetik islevlerin yerine
getirilmesinde 6nemli rol oynayan, zengin bir endoplazmik retikulum, Golgi aygiti,
mitokondri, lizozom ve peroksizom igeren organellerle donatilmistir (Wanson,
Bernaert, & May, 1979). Kronik karaciger hastaliklarinin diinya genelindeki etkisi
bliyliktiir. Tahminlere gore, diinya c¢apinda 800 milyondan fazla kisi, kronik
karaciger hastaliklarindan etkilenmekte olup, Cin'de bu say1 300 milyonu agmaktadir

(Byass, 2014; Gines et al., 2016).

Kronik hepatit sirasinda karaciger hiicre proliferasyonu artarken, siroz
asamasinda hepatosit proliferasyonu belirgin sekilde azalir (Delhaye, Louis, &
Degraef, 1996). Bu durum, karacigerin rejeneratif kapasitesinin siroz evresinde
tilkenmis oldugunu gostermektedir. Kronik karaciger hastaligi sirasinda, karaciger
hiicrelerinde hizlandirilmis telomer kisalmasi meydana gelir ve bu durum, siroz
evresinde yaslanmig hepatositlerin birikmesine yol agar (Delhaye, Louis, & Degraef,
1996).

Son donem karaciger hastaliklari, dekompanse siroz ve karaciger yetmezligi
gibi agir klinik tablolar1 i¢ermektedir. Bu durumlar, portal hipertansiyon, asit,
spontan peritonit, pihtilasma bozukluklari, gastrointestinal kanamalar, hepatik
ensefalopati ve hepatorenal sendrom gibi ciddi komplikasyonlarla seyreder (Arroyo
et al., 2016.). Karaciger sirozu, yilda %57'lik bir 6lim oranina sahip olup, diinya
genelinde yaklasik 1,32 milyon 6liime neden olmaktadir ve bu, tiim 6liimler i¢inde
%2,4'l0k bir paya sahiptir (Tsochatzis, Bosch, & Burroughs, 2014; Allen & Kim,
2016).

2.4. Hepatoseluler Karsinom (HCC) ve Tedavi Yontemleri

HCC igin en yaygm risk faktorli, kronik Hepatit B virisi (HBV)
enfeksiyonudur ve bu durum vakalarin yaklasik %50’sinde gozlemlenmektedir.
Ozellikle gizli HBV enfeksiyonu ve aflatoksin Bl'e maruz kalma, bu riskin
artirllmasinda onemli bir rol oynamaktadir (Sherman 2010; Chen et al. 2010).
Yapilan ¢alismalara gore, HBV tasiyicilarinda HCC gelisme riski, tasiyict olmayan
bireylere kiyasla yaklasik 100 kat daha fazladir. Siroz ile iligkili hastalarda ise, viral



yiik ve enfeksiyonun siiresi, HCC riskini daha da artirmaktadir (Beasley et al. 1981;
Chen et al. 2011).

HBYV enfeksiyonu ile iliskili HCC, as1 ile 6nlenebilir bir hastalik olup, kronik
enfeksiyon ve viral replikasyonu tedavi etmek amaciyla kullanilan antiviral ajanlar,
karaciger hastaliginin ilerlemesini engellemeye yardimci olabilir ve uzun vadede

HCC gelisimini 6nleyebilir (Papatheodoridis et al. 2010; Cho et al. 2014).
Cok erken asama (0)

Cok erken evre, kompansize karaciger fonksiyonu gosteren (Child-Pugh A)
ve siroz ile sinirli olan hastalar1 ifade eder. Bu asamada, hastalar genellikle higbir
semptom goOstermezler ve portal hipertansiyon gelismez. Tiimdr, tek bir lezyon
olarak < 2 cm biyiikliigiinde olup, bu durum karsinom in situ olarak tanimlanur.
Performans durumu, ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) skalalarina gére
0 olmalidir. Bu hastalar, cerrahi rezeksiyonla tedavi edildiklerinde, bes yillik
sagkalim oranlar1 %90’1in iizerinde olup, timoér tekrar1 oldukca nadirdir (Dai

Y.2014).
Erken asama hepatoseliler karsinom (BCLC A)

Erken evre hepatoseluler karsinom (HCC), genellikle tek bir lezyonun
capmin 2 cm'yi astigt ya da {i¢ nodiiler lezyonun her birinin ¢apinin 3 cm'yi
gecmedigi klinik durumu ifade eder. Bu evrede, karaciger fonksiyonu, Child-Pugh
siniflandirmasina gore degerlendirilmelidir ve hastalar yalnizca A ve B gruplarinda
yer almalidir (Llovet et al. 1999). Erken evre hastalarda, portal hipertansiyonun
varligina dair bir belirti genellikle gdézlemlenmez ve serum bilirubin seviyeleri

normal sinirlarda kalir.

Tek lezyonlu hastalarda, cerrahi rezeksiyon i¢in sagkalim, tiimoriin boyutuna
bagli olarak belirlenir. Bu baglamda, Milano kriterleri genellikle karaciger nakli i¢in
bir referans noktast olarak kabul edilmektedir. Milano kriterlerine gore, karaciger
nakli disiiniiliirken tek lezyonun capinin 5 cm'yi gegmemesi veya {i¢ nodiiliin her
birinin ¢apinin 3 cm'yi asmamasi gerektigi belirtilmistir (Otto et al.2013). Ancak, bu
kriterlere uymayan durumlarda, alternatif tedavi yontemlerinin etkinligi genellikle
daha diisiik seviyelerdedir. Ayrica, timor boyutunun artisi, damar invazyonu riskinin

de belirgin sekilde artmasina yol agmaktadir (Sala et al. 2004).
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Kiratif bir karaciger nakli uygulandiginda, bes yillik sagkalim oran1 %50'nin
tizerinde olabilir. Ancak, bu oran, hastanin klinik 6zellikleri, tiimoriin 6zellikleri ve
tedaviye yanitina bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir (Mazzaferro et al.

2009; Arii et al. 2000).
Orta asama hepatoseliler karsinom (BCLC B)

Orta asama HCC, genellikle asimptomatik olan, multifokal hastaligi bulunan
ve damar invazyonu ile ekstrahepatik metastazlarin goriilmedigi hastalan
kapsamaktadir. Bu agamada, lezyonlar genellikle biiyiik boyutlara ulasabilir, ancak
karaciger fonksiyonu genellikle korunur (Child-Pugh A ve B simiflamalar).
Literatiirde, orta asama HCC'li hastalarin ortalama hayatta kalma siiresinin yaklasik

16 ay oldugu bildirilmistir.

Orta asama HCC tedavisinde, transkateter arteriyel kemoembolizasyon
(TACE), sagkalimi artiran etkili bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. Yapilan
randomize klinik ¢alismalarin ve meta-analizlerin, TACE'nin 6zellikle bu hastalar
icin sagkalimi artirdigina dair giiglii kanitlar sundugu goériilmektedir (Llovet & Bruix
2003). Bununla birlikte, asit (portal hipertansiyon nedeniyle gelisen sivi birikimi),
TACE tedavisinin uygulanmasinda 6énemli bir kontrendikasyon olarak tanimlanmig
olup, bu durum bu hasta alt grubunda sagkalimi olumsuz etkileyen en onemli

prognostik faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Cabibbo et al. 2010).
Ileri asama

Ileri asama HCC, hastaligin sistemik 6zellik kazandig1 ve kiiratif tedavi
seceneklerinin biiyiik Olclide ortadan kalktigi bir klinik evreyi temsil eder. Bu
asamada tedavi yaklasiminin temelini sistemik tedaviler olusturmaktadir. Giincel
BCLC yaklagimina gore, ozellikle immiin kontrol noktasi inhibitorleri ile anti-
anjiyojenik ajanlarin kombinasyonlar1 oncelikli tedavi secenekleri arasinda yer
almaktadir. Atezolizumab ve bevacizumab ya da durvalumab ve tremelimumab
kombinasyonlari bu kapsamda en sik tercih edilen rejimlerdir. Bu tedavilerin
uygulanamadigl durumlarda ise tirozin kinaz inhibitorleri (6rnegin sorafenib ve
lenvatinib) veya tek ajan immiinoterapiler alternatif olarak degerlendirilmektedir.
Hastalik progresyonu ya da tedaviye intolerans gelismesi halinde ikinci basamakta

regorafenib, cabozantinib ve belirli hasta gruplarinda ramucirumab gibi ajanlar
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kullanilabilmektedir. Ayrica, uygun hastalarda klinik arastirmalar da tedavi

secenekleri arasinda onemli bir yer tutmaktadir (Reig & Bruix, 2022).
Molekdler siniflandirma

Bir tiimoriin molekiiler simiflandirmasi, biyolojik alt siniflandirmalarin
tanimlanmasina olanak taniyarak, bu siiflandirmalara yonelik terapétik stratejilerin
gelistirilmesini  saglayabilir. Bu tlir molekiiler biyobelirtegler, HCC'nin
evrelenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle AFP seviyeleri, hepatoseliiler
karsinomun prognozunu belirlemede kritik bir biyomarker olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Yiiksek AFP seviyeleri, genellikle kotli prognozla iliskilendirilmekte olup, HCC'nin
karacigerde ilerlemesi ile baglantilidir. Bununla birlikte, AFP i¢in optimum kesme
noktas1 heniiz belirlenmemistir, ancak mevcut veriler, yiiksek AFP seviyelerinin,
karaciger nakli bekleyen hastalarda HCC'nin progresyon riskini arttirdigini

goOstermektedir (Llovet et al. 2012).

HCC rezeksiyonu sonrasi perioperatif mortalite, sirotik hastalarda yaklasik
olarak %2-3 civarindayken, sirozu olmayan hastalarda bu oran daha diisiik
olabilmektedir. Genel bir kilavuz olarak, dekompanse siroz (kanama, asit veya portal
hipertansiyon gibi) bulgular1 gosteren hastalarda, cerrahi rezeksiyonun uygunlugu
sorgulanmalidir. Bu hastalarda, hepatik rezervlerin yetersizligi nedeniyle cerrahi
miidahale dnerilmemektedir. Ideal olarak, rezeksiyon yalnizca timér ¢api < 5 cm
olan hastalarda diistiniilmelidir. (Wong & Frenette 2011; Choi et al.2013). Ancak,
son donem calismalari, tiimor boyutunun aday se¢iminde tek basina yeterli bir kriter
olmayabilecegini ortaya koymaktadir. Tiimoriin boyutu arttikga, damar invazyonu
riski ve metastaz/tekerriir oranlart da artmakta ve 5 yillik sagkalim orant %70'lere

kadar diisebilmektedir. (Roxburgh & Evans 2008. Zhong et al.2013; Liu et al.2014)

2.5. Hucresel Tedavi ve Deneysel Yaklasimlar

Son yillarda, hiicre kiiltiirii calismalarinda klasik iki boyutlu yiizeylerin
yerine destekleyici matriksler, gecirgen membranlar veya ii¢ boyutlu iskelet yapilari
tizerinde hiicrelerin yetistirilmesine yonelik arastirmalar giderek artmaktadir. Bu tiir
sistemler, hiicrelerin dogal mikrogcevresini daha iyi taklit ederek morfolojik ve

fonksiyonel dzelliklerinin korunmasina katki saglamaktadir.

Wang ve calisma arkadaglari, Huh-7 5 hiicre hattin1 kolajen I ve fibronectin

ile kaplanmis mikroporlu iskelet sistemlerinde kiiltirlemis ve bu kosullarin
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hlcrelerin yuzeye tutunma kapasitesini, albimin sentezini ve karaciger-spesifik
aktivitelerini belirgin bigimde artirdigin1 bildirmistir (Wang et al., 2016). Boylece (¢
boyutlu yapilarin, diiz kiiltiir sistemlerine gore daha fizyolojik bir ortam sundugu
vurgulanmistir. Benzer sekilde, Polidoro ve arkadaglarimin derleme galismasinda
EA.hy926 endotel hiicreleri ile hepatoma kokenli hiicre hatlarimin gegirgen
membranlar {izerinde birlikte kiiltlirlenmesine yonelik modeller ele alinmistir. Bu
calismalar, hiicreler arasi iletisim ve mikrogevreye verilen yanitin bu tiir sistemlerde
daha ger¢ekgi bigimde yansitildigimi gostermistir (Polidoro et al.,, 2021). Bu
yaklasimlar 1s18inda, hiicresel tedavi ve deneysel tasarimlarda yalnizca hiicre hatti
secimi degil, ayn1 zamanda kullanilan destek matriks veya iskelet sisteminin
ozellikleri de blyuk 6nem tasimaktadir. 3B yapilar ve membran destekli sistemler,
hiicresel modellerin biyolojik gecerliligini ve klinik arastirmalarla olan uyumunu
artirmaktadir. Bu baglamda, Huh-7 ve HepG2 hiicre hatlari, hepatokarsinom
(karaciger kanseri) ve cesitli karaciger hastaliklarinin incelenmesinde en yaygin
kullanilan in vitro modeller arasindadir. Huh-7 hatti, 6zellikle kronik viral
enfeksiyonlar (6rnegin Hepatitis C) ile iligkili hepatokarsinom g¢alismalarinda tercih
edilmektedir (Arzumanian et al., 2023). Buna karsilik, HepG2 hatt1 karaciger
metabolizmasi, ila¢ toksisitesi, yaglanma ve metabolik bozukluklarla iliskili
karaciger hastaliklarini inceleyen arastirmalarda kullanilmaktadir.”Human in vitro
models of non-alcoholic fatty liver disease” baslikli ¢alismada, HepG2’nin NAFLD
(alkolsiiz yagl karaciger hastalig) modellerinde uygun bir hepatoma hiicre hatti
oldugu belirtilmistir (Godoy et al., 2019). Her iki hiicre hatt1 da, karacigerin fibrozis
veya siroz gibi sertlesmis matriks kosullarmi taklit eden ¢ boyutlu hidrojel
sistemlerinde degerlendirilmistir. Bu galismalar, hiicrelerin mekanik sertlige karsi
gosterdikleri morfolojik ve fonksiyonel tepkilerin, hastalikli karaciger dokusundaki
patofizyolojik degisimleri yansitabildigini ortaya koymustur (Li et al., 2023). Ayrica,
HepG2 hicreleri doku miithendisligi alaninda da sikga kullanilmaktadir. Desellularize
edilmis karaciger iskeletleri {izerine yerlestirilen HepG2 hiicrelerinin uzun siire canli
kaldigi, albiimin sentezini siirdiirdiigli ve karaciger-6zgii fonksiyonlarini korudugu

rapor edilmistir (Takebe et al., 2013).

Sonug olarak, Huh-7 hatt1 daha ¢ok tumor ve viral enfeksiyon modelleri igin
uygun bir hiicresel sistem sunarken, HepG2 hatt1 metabolik hastaliklar ve rejeneratif

karaciger modelleri i¢in degerli bir ara¢ olusturmaktadir. EA.hy926 hatt1 ise
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hepatoma hiicreleriyle birlikte kullanildiginda  endotel-tiimér  etkilesimini
modellemek agisindan 6nem tasimaktadir. Hiicre hatt1 se¢iminin yani sira kullanilan
destek materyali ve kultir sistemi, elde edilen verilerin biyolojik dogrulugunu

dogrudan etkilemektedir.
2.6. Karaciger Kanserinde AFP ve PCNA'nin Biyolojik Rolleri

HCC, diinya genelinde en sik goriilen malign tiimorlerden biri olup, %5'in
altinda bir 5 yillik sagkalim oranina sahip olmasiyla kanser kaynakli 6liimlerin ikinci
en onemli sebebidir. (She et al., 2015. Cui et al., 2018) Cogu HCC vakasi, 6zgiil
biyolojik belirteclerin eksikligi ve klinik semptomlarin belirgin olmamasi nedeniyle
ileri asamalarda teshis edilmektedir ve bu hastalarin %80'inden fazlasinin prognozu
olumsuz yondedir. HCC tanmisinda en yaygin kullanilan ve en Onemli
biyomarkorlerden biri AFP olarak kabul edilmektedir (Luo et al., 2019. Jing et al.,
2020). Onceki arastirmalar, AFPmin hiicre proliferasyonunu destekleme
potansiyeline sahip oldugunu ve karaciger kanseri hiicrelerinin in vivo ortamda
bagisiklik yanitlarindan kagabilme yetenegi gosterdigini ortaya koymustur; bu durum
ise hastaligin prognozu agisindan bagimsiz bir risk faktorii olarak degerlendirilmistir
(Li et al., 2005). HCC'li hastalarda, ¢ap1 3 cm'den kiigiik olan tiimorlerin yalnizca
%33-65'inde serum AFP seviyeleri yiikksek bulunmus (Wang et al., 2019. She et al.,
2015), yaklasik %30'unda ise AFP diizeyi normal seviyelerde kalmistir (Lu et al.,
2017). AFP'nin karaciger kanseri taramasinda biyolojik bir belirte¢ olarak
kullanilmasi sinirli olsa da, bu protein hala en yaygin basvurulan biyomarkdrdiir. Bu
baglamda, AFP-negatif HCC'lerin tan1 ve prognostik degerlendirmeleri icin yeni
biyomarkorlerin  kesfi ve tiimor gelisimindeki biyolojik siireglerin daha iyi

anlasilmasi biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

PCNA, hiicre proliferasyonu, DNA onarimi ve hiicre dongusu
diizenlemesinde énemli bir rol oynayan nukleer bir proteindir (Prosperi, 1997; Chang
et al., 1991). PCNA, bir¢ok farkli niikleer proteinle etkilesime girer ve transkripsiyon
sonrasi diizenleme mekanizmalan tarafindan kontrol edilir. Bununla birlikte, DNA
hasarina tepki olarak, transkripsiyonu p53'e bagimli bir yol araciligiyla tetiklenebilir
(Shivakumar et al., 1995). Hiicre dongiisiinde, PCNA'nin iki farkli fraksiyonu,
deterjan ekstraksiyonu ile tanimlanabilir: deterjanda ¢Oziiniir ve deterjanda
cozinmeyen/DNA'ya bagli fraksiyonlar. ikinci fraksiyon, o6zellikle DNA

replikasyonu ve sentezinde yer alan bdlgelerle siki bir iligski ig¢indedir (Bravo &
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MacDonald-Bravo, 1985.Bravo & MacDonald-Bravo, 1987; Celis & Celis, 1985).
Ozellikle, DNA'ya bagli PCNA'nin seviyesi S fazi sirasinda artar (Bravo &
MacDonald-Bravo, 1985). Benzer sekilde, DNA onarim siireglerinde, PCNA onarim

bolgesine tasinir, DNA'ya sikica baglanir ve bu nedenle deterjanda ¢6ziinmez

(Toschi & Bravo, 1988).

Sirozlu hastalarda yiksek PCNA immiin boyanmasi, hepatoseliiler karsinom
(HCC) gelisme riski ile iligkilendirilmistir (Ballardini et al., 1994. Donato et al.,
2001). Ayrica, HCC'li hastalarda yiiksek PCNA diizeylerinin, hastaligin prognozunu
olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir (Kitamoto et al., 1993. Ng et al., 1994.
Suehiro et al., 1995). Ancak, HCC ile ilgili mevcut literatiirde, PCNA'nin hiicre
proliferasyonunun yani sira DNA onarimina da katilimi iizerinde yapilan ¢aligmalar
sinirlidir. Bununla birlikte, PCNA'nin ¢ok yonlii fonksiyonlari, bu proteinin yalnizca
hiicre proliferasyonunun bir gostergesi olup olamayacagi konusunda bazi
tartigmalara yol agmistir (Ballardini et al., 1994. Donato et al., 2001. Kitamoto et al.,
1993. Ng et al., 1994; Suchiro et al., 1995). Bir¢ok arastirma, siroz ve neoplastik
karaciger dokularinda DNA hasar1 ve genetik dengesizliklerin varligina dikkat
¢ekmistir; bu nedenle, PCNA'nin DNA onarimi siireglerindeki rolii de goz oniinde
bulundurulmalidir (Tsopanoumichalou et al., 1999; Nagai et al., 1997; Yeh et al.,
2001).

2.7. Karacigerin Rejenerasyonu ve Yenilenme Mekanizmalari
Karaciger, telafi edici hiperplazi mekanizmasiyla kendisini yenileyebilir. Bu
stire¢, kaybolan karaciger dokusunun yerine yeni hiicrelerin iiretilmesi ve mevcut
karaciger hiicrelerinin ¢ogalmasi yoluyla gergeklesir. Kalan karaciger dokusu,
organizmanin metabolik gereksinimlerini karsilamak amaciyla genisler ve bu
genisleme, karacigerin islevsel kapasitesini eski haline getirmeye yardimci olur.
Ancak, bu genisleme sirasinda, karacigerin orijinal anatomik yapisinin tam olarak
eski haline donmedigi gozlemlenir. Gergek bir rejenerasyon durumunda, karacigerin
eski haline donmemesi, yalnizca doku hacminin artigiyla sinirli olmayip, organin

mikroskobik yapisinda da bazi farkliliklar olabilir (Farber & Gerson, 1984)

Kayip hepatositlerin ~ yerine gecen hiicrelerin  kokeni, karacigerin
rejenerasyonunu anlamada 6nemli bir faktordiir. Gergek rejenerasyondan farkli
olarak, bazi durumlarda ©6rnegin kismi hepatektomi veya kimyasal karaciger

yaralanmalarinda karacigerin kiitlesi, mevcut hepatositlerin ¢ogalmasiyla yerine
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konur. Bu siire¢, progenitor hiicrelerin aktivasyonunu gerektirmez. Diger bazi
durumlarda ise, 6rnegin galaktozamin gibi kimyasal toksinlerin etkisiyle meydana
gelen karaciger hasarlarinda, progenitdr hiicrelerin aktivasyonu ve bu hicrelerin

¢ogalmasi, organin tamir edilmesinde kritik bir rol oynar (Lemire, Shiojiri, & Fausto,
1991)

2.8. Huh-7 Hepatoseliiliir Karsinom Hiicre Hatti (Huh-7)

Huh-7, 57 yasindaki Japon erkek hastadan cerrahi olarak ¢ikarilan hepatoma
dokusundan elde edilen kalici bir hepatoma hiicre hattidir (Kawamoto et al., 2020).
Huh-7 hiicrelerinin sodyum selenit ile desteklenen kimyasal olarak tanimlanmis
ortamda siirekli cogalabildigi bildirilmistir (Nakabayashi et al., 1982). Bu hiicre hatti,
farklilasmis hepatosit 6zelliklerini kismen korumasi, kiiltiir kosullarina kolay adapte
olmasi ve HCV replikasyon calismalarinda yaygin kullanilmasi nedeniyle karaciger
hastaliklar1 ve HCC aragtirmalart i¢in 6nemli bir in vitro modeldir. Ayrica Huh-7
hiicrelerinin, HepG2 gibi yaygin kullanilan hepatoma hiicre hatlarina alternatif olarak
ilag metabolizmas1 ve ksenobiyotik yamit c¢aligmalarinda kullanilabilecegi
bildirilmektedir (Lin et al., 2012). Aym zamanda Huh-7 hiicre hatti, hepatosit
benzeri morfolojik ve fonksiyonel ozelliklerini kismen koruyabilmesi
nedeniyle karaciger biyolojisi aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hiicrelerin yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olmasi ve kiltir
kosullarina kolay adapte olabilmesi, uzun siireli in vitro ¢aligmalarda énemli
avantaj saglamaktadir. Ayrica Huh-7 hiicreleri, hepatit C virlisunin hicre
icerisinde ¢ogalmasma izin veren yapist sayesinde viral enfeksiyon
mekanizmalarinin aragtirilmasinda sik tercih edilmektedir. Bunun yaninda
TP53 gibi hiicre dongiisli ve apoptoz ile iligkili genlerde mutasyonlar tagimasi,
Huh-7 hiicre hattin1 timor mikrogevresi, kanser progresyonu ve hiicresel stres
yanitlarinin incelenmesi agisindan uygun bir deneysel model haline

getirmektedir (Kawamoto et al., 2020).

2.9. EA.hy926 Hiicre Hatt1 (EA.hy926)

Karacigerle ilgili arastirmalar igin in vitro modellerin gelistirilmesinde,
karaciger hiicrelerinin 6zelliklerini taklit edebilen hiicre hatlar1 ve diger spesifik

hlcreler buyik bir neme sahiptir. Bu hucrelere Kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri
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ve birincil insan hepatosit hicrelerini drnek verebiliriz. In vitro hicre kaltirleri,
karacigerin normal ve hastalikli durumlarindaki biyolojik siiregleri incelemek igin
giiclii bir aragtir. Ornegin, hepatositlerin lipit metabolizmasindaki roliinii incelemek
icin HepG2 veya Huh-7 hiicre hatti kullanilirken, karaciger fibrozu ve inflamasyon
modellerinde Kupffer hucreleri, stellat hiicreler ve endotel hiicreleri gibi stromal
hiicre bilesenleri kullanilabilmektedir. EA.hy926 hiicre hatti, hibrit hiicreler arasinda

su anda en iyi karakterize edilen hiicre hattidir (Bouis et al., 2001).

EA.hy926 hiicre hatti, insan gobek damari endotel hiicreleri (HUVEC) ile
A549 akciger karsinomu hiicrelerinin flizyonu sonucu elde edilmistir (Emeis &
Edgell, 1988). Hibritoma dogasi nedeniyle, bu hiicreler primer kiiltiirlere kiyasla
cesitli dis etkilere kars1 daha az hassasiyet gosterebilir. EA.hy926 hiicre hatti, endotel
hicrelerinin in vitro modelleri arasinda yaygin olarak kullanilmakta olup, hiicrelerin
belirli fonksiyonel 6zelliklerini koruyarak uzun sireli kultivasyonlara uygunluk

gOstermektedir.

Bu hiicreler, von Willebrand faktoriinii (VWF) ifade etmesine ragmen, uzun
stireli kiltivasyonlarda bu faktorin gen ekspresyon seviyelerinde belirgin bir azalma
gozlemlenmistir. EA.hy926 hiicre hatti, 6zellikle anjiyogenez gibi fizyolojik ve
patolojik sureglerin arastirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilan in vitro bir
modeldir (Bauer et al., 1992; Cieslak et al., 2002). Ayrica, biiyiik miktarlarda doku
tipi plazminojen aktivatori (t-PA), plazminojen aktivator inhibitori tip 1 (PAI-1) ve
diistik seviyelerde tirokinaz tretmektedir. Fibrinolitik 6zellikleri, hiicrelerin en az 30

gecis boyunca stabil kalmasini saglar (Emeis & Edgell, 1988).

2.10. Mezenkimal Kok Hucreler (MKH)

Karacigerle ilgili in vitro modellerde, MKH kullanimi, karacigerin biyolojik
Ozelliklerini taklit edebilme potansiyeli nedeniyle biiyiikk Oonem tasimaktadir.
MKH’ler, ¢ok yonliiliikleri ve hiicresel farklilagsma kapasitesi sayesinde, karacigerin
gesitli fonksiyonlarini ve patolojik siire¢lerini in vitro ortamda modelleme agisindan
degerli bir kaynak olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu hiicrelerin kullanimi, karacigerin
rejenerasyon, hiicresel etkilesimler ve inflamasyon gibi biyolojik siireclerini daha
dogru bir sekilde simiile etmeye olanak saglamaktadir (Gonen, Z. B., & Sahin, N. S.
(2019).
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MKH, farkli dokulardan izole edilebilen ve c¢esitli hiicre tiplerine
doniisebilme yetenegine sahip yetiskin kok hiicrelerdir. MKH’ler, bagisiklik
sistemini diizenleyici 6zellikler gosterir ve 6zellikle bag dokusuna ait hiicre tiplerine
farklilasma yetenegi tasir (Salehinejad et al.2020). MKH’ler bir¢ok farkli dokudan
izole edilebilir. Kemik iligi, yag dokusu, gobek kordonu, plasenta, endometriyum,
menstrual kan, sinoviyal membran ve dis pulpast MKH ac¢isindan zengin kaynaklar
olup, Klinik uygulamalara yonelik biylk bir potansiyele sahiptir (Ding et al., 2011).
MKH’ler, belirli yiizey belirteglerine sahiptir. CD73, CD90 ve CD105 pozitif olarak
eksprese edilirken, hematopoietik kok hiicre belirtegleri olan CD45, CD34, CD14 ve
CD79 tasinmaz (Liu et al., 2022). MKH’ler, bagisiklik hiicreleriyle etkilesime
girerek bagisiklik sistemini diizenleyebilir. Makrofajlarin proinflamatuar M1
fenotipinden anti-inflamatuar M2 fenotipine doniisiimiinii tesvik eder. Bu siiregte
prostaglandin E2 (PGE2), TGF-p ve CCL2 gibi immiinomodiilatér molekiiller
salgilar (Liu et al., 2022). Bunun yani sira, MKH’ler T ve B hiicreleri iizerinde de
diizenleyici etkilere sahiptir. Treg (Regiilatér T) hiicre olusumunu artirirken, efektor

T hiicrelerinin aktivasyonunu baskilar (Liu et al., 2022).

MKH’ler, doku yenilenmesi ve onarimi siireglerinde aktif rol oynar.
Ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiylime faktorleri ve sitokinler salgilayarak
hiicresel rejenerasyonu destekler (Ding et al., 2011). Ozellikle karaciger, kemik,
eklem kikirdagr ve sinir dokusunun onariminda kullanimi iizerine c¢alismalar
yapilmaktadir. Yag dokusu kaynaklt MKH’ler, damar endotel hiicreleriyle etkilesime
girerek anjiyogenezi (damar olusumunu) tesvik eder (Liu et al., 2022). MKH’lerin
bir diger 6nemli 6zelligi, hasarli dokulara selektif olarak go¢ etme yetenegidir. Bu
siire¢, stromal tirevli faktor-1 (SDF-1) ve onun reseptorii CXCR4 gibi kemokinler
araciligiyla gerceklesir (Ding et al., 2011). Hasarli bolgelerde bulunan
proinflamatuar sitokinler, MKH’lerin ilgili bolgeye yonlenmesini saglar. Bu o6zellik,
MKH'’lerin hiicre bazli tedavilerde kullanimim1 daha da cazip hale getirmektedir
(Ding et al., 2011). MKH’ler iginde bulundugu mikrogevre ile siirekli etkilesim
halindedir. Mikrogevredeki bilesenler, MKH’lerin proliferasyonunu, farklilasmasini
ve islevlerini dogrudan etkileyebilir. Ornegin, hipoksik (diisiik oksijen) mikrogevre,
MKH’lerin kendi kendini yenileme kapasitesini artirabilir ve osteojenik

farklilasmasini destekleyebilir (Liu et al., 2022).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Tasarimi ve Calisma Gruplari

Bu tez ¢alismasi sadece in vitro hiicre kiiltiiri ortaminda (insan ya da hayvan
viicudu disinda) ve Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU), Tip Fakiiltesi,
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanliginin karar iznin say1
numarasi: E-25403353-050.04-250202182 sayili ve No:39 21.11.25 tarihli etik kurul
izni ile insan kaynakli atik dokulardan elde edilmis MKH’ler ve Huh-7 ve EA.hy926

ticari hiicre hatlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismanin deney plani grafiksel 6zet sekilde Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 3. 1. Calismamin grafiksel 6zeti.

Bu c¢alismada, Huh-7 ve EA.hy926 ticari hiicre hatti, atik insan gObek
kordonundan izole edilmis primer MKH hatlar1 olmak (zere ti¢ farkli hiicre tipi
kullamlmisir. Oncelikle tiim hiicre hatlar1 uygun kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilmustur.
Ardindan, hiicreler kullanilarak bir ko-kiiltiir karaciger kanseri modeli
olusturulmustur. Model kapsaminda farkli hiicre kombinasyonlar1 birbirleriyle
karsilastirilmus, hiicresel canlilik ve 6liim durumlarini degerlendirmek amaciyla iF
boyama analizleri ger¢eklestirilmistir. Bunun yani sira, gen ekspresyon diizeylerini
belirlemek i¢in PCR analizleri uygulanmistir. Bu yaklasim sayesinde, olusturulan
modelde hiicreler arasi etkilesimlerin hiicresel davranig ve fonksiyon {iizerindeki
etkileri kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, 3B statik kultur
ortamlarinda yapilan deneylerde Tablo 3.1.'de gosterildigi gibi 3 hiicre tipi

kullanilmistir.
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Tablo 3.1. Kullanilan kok hticre tipi ve diger hiicre hatlari

Hiicre ismi Hucre Tipi

GoObek kordonu Wharton jolesinden izole

Mezenkimal Kok Hiicre edilen mezenkimal kokenli hicreler
(MKH)
Insan hepatokarsinomdan tiiretilmis
Huh-7 diferansiye epitel benzeri karaciger
hiicresi
HUVEC — Insan umbikal ven endotel
EA.hy926 hiicresi ve A549 fiizyonundan tiiretilmis

damar endoteli hiicre hatti

Burada 3B statik kiltirde Tablo 3.2.'de gosterildigi gibi deney gruplari
olusturulmustur. Ikili, tekli ve {iclii deney gruplar1 olmak (izere 6 kuyucuklu

plakalara hicrelerin ekimi yapilmistir.

Tablo 3.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan farkli hiicre kombinasyonlari

Tekli Grup Huh-7

) Huh-7 + EA.hy926
flili Grup Huh-7 + MKH

Ucli Grup Huh-7 + EA.hy926 + MKH

Hucrelerin biyolojik sureclerini, 6rnegin hiicrelerin ¢ogalmasi, biiylimesi,
migrasyonu ve apoptoz gibi temel aktivitelerinin izlenmesi amactyla, uygulanan
tedavinin etkinligini ve uzun vadeli etkilerini degerlendirmek i¢in deney siirecini
yedi glin boyunca gozlemlenmistir. Bu slregte, 1., 4. ve 7. giinlerde gergeklestirilen
gozlemlerle, hiicre gruplarindaki biyolojik degisimlerin zaman i¢indeki seyrini

inceleyebilmek igin analizler yapilmistir.
3.2. Hicre Kultird Kosullar:

Calismamizda, 3B statik kiiltiir olusturmak amaciyla kullanilan {i¢ farkl
hicre tipi- MKH, Huh-7 ve EA.hy926 kiiltire edilmis ve bu hiicreler iizerinde

deneyler gergeklestirilmistir.
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3.3. Hucrelerin Temini, Cozdurulmesi ve Kilttre Edilmesi

3.3.1. insan wharton jeli kaynakh mezenkimal kok hicrelerin (iWJ-MKH)

izolasyonu karakterizasyonu ve kulttru

Bu tez galismasinda kullanilan MKH hicreleri, insan gébek kordonunun bag
dokusu olan Wharton Jeliden elde edilen hiicreler olup izolasyonu, karakterizasyonu
ve kiiltiir iglemleri titizlikle gerceklestirildi. ilk adim olarak, laboratuvara getirilen
doku 6rnegi %1 penisilin-streptomisin iceren HBSS (Hanks Balanced Salt Solution)
cozeltisi ile birkag kez yikanarak temizlenmistir. Bu yilkama islemi, doku
ornegindeki  yabanct maddelerden ve kontaminasyonlardan  arindirmay1
saglamaktadir. Yikama islemi sonrasinda, doku ornegi makasla yaklagitk 1 cm?
boyutlarinda kiigiik parcalara ayrilmistir. Daha sonra, kiiciik parcalara ayrilan
dokular 90,075 Type | kollajenaz sollsyonu ile isleme alinmistir. Kollajenaz
soliisyonu, hiicreleri bag dokudan serbest birakmak ic¢in kullanilan enzimdir ve
dokular bu solusyon iginde 37 °C sicaklikta, galkalama hareketiyle 60 dakika
bekletilmistir. Bu siire zarfinda, kollajenaz enzimi doku yapisim1 ¢dzer ve hiicreler
serbest hale gelir. Enzimatik isleme sonrasinda, 5 mL HBSS eklenerek doku ¢ozeltisi
1800 rpm hizinda 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda
olusan hiicre pelletine 5 mL HBSS eklenmis ve hiicreler 70 um boyutunda hiicre
slizgeci ile siiziilerek biiylik pargaciklardan ayrilmistir. Ardindan, siiziilen hiicre
cozeltisi tekrar 500xg hizinda 5 dakika santrifiij edilmistir (Hettich Rotina 380R,
Westphalian, Almanya). Bu islem, hiicrelerin daha saf bir sekilde ayrilmasini
saglamaktadir. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant atilmig ve pellete 5 mL
lizis solusyonu eklenmistir. Lizis soliisyonu ile hiicre zarlan parcalanarak hiicreler
serbest birakilir ve bu islem oda sicakliginda 5 dakika bekletilir. Lizis islemi
sonrasinda, ¢dzeltinin igerigi yeniden 5 mL HBSS ile seyreltilmis ve 300 xg hizinda
10 dakika santrifiij edilmistir. Bu islemle hiicreler tekrar ¢okeltilmis, stipernatant
uzaklastirilmigtir. Son olarak, hucre pelletine kiiltiir ortaminin uygunlugu igin %15
Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) besiyeri eklenerek, 75 cm?lik kiiltiir kabmna ekim
yapilmistir. Ekim sonrasi, hiicreler 37 °C, %5 CO; ve yiiksek bagil nem ortaminda
inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon kosullar1 hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in gerekli ortami

saglar.
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Kiltiir stireci sirasinda, hiicrelerin saglikli biliyiimesini ve ¢ogalmasini
saglamak amaciyla, haftada iki kez besiyeri degisimi yapilmistir. Besiyeri degisimi,
hiicrelerin besin ihtiyacini karsilamak ve atik iiriinlerden arindirilmasini saglamak
icin gereklidir. Hiicrelerin biiylimesi izlenmis ve kiiltiir kabinin tabani yaklasik
olarak %80 oraninda hiicrelerle kaplandiginda (konfluent), tripsinizasyon islemi
gerceklestirilerek hiicreler kiiltiir ortamindan ayrilmistir. Bu islemle, hiicrelerin
ylizeyden ayrilmasi saglanmis ve yeniden kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin biiylime ve
cogalma siirecleri ticlincli pasaja kadar tekrarlanmustir. Uglincii pasajin sonunda, elde
edilen htcreler Uzerinde karakterizasyon caligmalari yapilmigtir. Karakterizasyon
icin hiicrelerin mezenkimal kok hiicre 6zelliklerini dogrulamak (izere morfoloji ve
plastige yapisma 6zellikleri; mkh kok hicrelere spesifik neqativ ve pozitif belirtecler
ile immunofenotipik 6zellikleri ve farklilagsma potensiyelleri (Mezoderm kokenli en
az ug¢ farkli hiicreye; adipojenik, kondrojenik ve osteojenik hicrelere) agisindan

analizleri yapilmigdir.

Hiicre hattinin MKH karakterinde oldugu dogrulandiktan sonra deneyler i¢in
gerekli sayiya ulasincaya kadar kiiltirde ¢ogaltilarak gelecekteki deneylerde
kullanilmak iizere -152 °C’lik derin dondurucuda dondurularak saklandi
(kriyoprezerve edildi). Deneylere baslamadan Once hiicreler, uygun ¢ozme
(Thawing) Kkosullarina uyularak ¢6ziildii ve ¢oziilen mkh’lerin, dondurma-¢6zme
sonrast MKH karakterini, canlilik ve proliferasyon 6zelliklerini koruyup korumadig:

dogrulanmak iizere analiz edilerek deneylere baslandi.
3.3.1.1. iIWJ-MKH lerin deney Oncesi canlilik ve proliferasyon analizi

(Cozme sonrasi deneylere baglamadan 6nce hiicreler tripan blue ile boyanarak
thoma laminda canli-6li hiicreler sayilarak % canliliklar1 belirlendi. Bu amagla
dondurulmus hiicre vialleri 37 °C su banyosunda hizli sekilde ¢ozdiiriilmiis ve steril
kosullarda  santrifiij  tiiplerine  aktarilmigtir. ~ Hucrelerden  kriyoprotektan
uzaklastirilmasi amaciyla santrifiij islemi uygulanmis, elde edilen hiicre pelleti uygun
miktarda besiyeri ile yeniden siispanse edilmistir. Canlilik analizi i¢in hicre
siispansiyonundan 6rnek alinarak Trypan Blue boyasi ile karigtirilmis ve Thoma lami
kullanilarak canli-6lii hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Canli hiicrelerin boyay1
disladigi, olii hiicrelerin ise mavi renkte boyandig1 dikkate alinarak hiicre canlilik
orani belirlenmistir. Canlilik degerlendirmesi sonrasinda hiicreler uygun yogunlukta

flasklara ekilmis ve kiiltiir ortam1 olarak DMEM High Glucose (DMEM-HG) ile
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NutriStem besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 37 °C, %5 CO: ve nemli inkiibator
kosullarinda kiiltiire edilmistir. Kiiltiir siireci boyunca hiicre morfolojisi, ylizeye
tutunma 6zellikleri ve konfluens durumlar1 diizenli olarak takip edilmistir. Hiicreler
uygun konfluens diizeyine ulastifinda tripsinizasyon islemi uygulanarak pasajlanmig
ve proliferasyon kapasiteleri degerlendirilmistir. Ayrica kiiltlir siireci boyunca
diizenli besiyeri degisimleri gerceklestirilmis ve deneylerde kullanilmayacak

hiicreler tekrar kriyoprezerve edilmistir.

3.3.2. Insan Karaciger hepatoseliler karsinoma (Huh-7) hiicrelerinin temin

edilmesi, ¢6zinmesi ve kaltaru

Caligmamizda, hepatoseliiler karsinom (HCC) hiicre hatt1 olarak yaygin bir
sekilde kullanilan Huh-7 hiicre hatti kullanilacaktir. Bu hiicre hatti, ATCC'den
(American Type Culture Collection) farkli bir proje kapsaminda temin edilmistir
(ATCC HB-8065). Temin edilen hiicreler, soguk kosullarda muhafaza edilmistir ve
kiiltiir 6ncesi uygun kosullarda ¢oziindiiriilmeleri gerekmektedir. Huh-7 hticrelerinin
cozundiaralmesi icgin, once hucreler -80 °C’de saklanan sekilde sogutulmus
kriyovialden ¢ikarilarak oda sicakligina getirilmistir. Ardindan, hiicreler uygun bir
besiyeri ¢ozeltisi olan %10 fetal bovin serumu (FBS) iceren DMEM/F-12 besiyeri ile
dikkatlice ¢oziindiiriilmiistiir. Coziinme islemi tamamlandiktan sonra, hiicrelerin
saglikli bir sekilde kiiltlir ortamina adapte olabilmesi i¢in, ¢oziindiirme isleminden
elde edilen hiicre ¢ozeltisi, diigiik hizda (125%g) 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu
islem, hiicrelerin 6l hiicrelerden ve besiyeri ¢ozeltisindeki diger kirleticilerden
ayrilmasini saglamaktadir. Santrifiij islemi sonrasinda, slipernatant uzaklastirilmis ve
elde edilen hiicre pelletine uygun besiyeri eklenerek, hiicrelerin homojen sekilde
siispanse edilmesi saglanmistir. Besiyeri olarak %10 FBS iceren 1X DMEM,
hiicrelerin ¢ogalmasini destekleyecek ve uygun bir kiiltiir ortami1 saglayacak sekilde
secilmistir. Bu hiicre ¢ozeltisi, 25 cm?lik kiiltiir kaplarma ekilerek, hiicrelerin
biliyiimesi ve ¢ogalmasi igin gerekli kosullar olusturulmustur. Huh-7 hucreleri,
inklibasyonda %5 CO>’lik atmosferde, %95 bagil nemde ve 37°C ortaminda Kultir
edilmigstir. Bu kosullar, hiicrelerin optimal biliylime hizim1 ve saglikli gelisimini
desteklemek amaciyla ayarlanmistir. Hiicrelerin yeterli ¢cogalma oranina ulasabilmesi
icin kiiltiir ortam1 her iki giinde bir taze besiyeri ile degistirilmistir. Hiicrelerin Kultur
kosullar1 altinda biliylime gdzlemi yapilmis ve hiicrelerin morfolojisi diizenli olarak

mikroskopla incelenmistir.  Hiicreler kiiltir —ortaminda saglikli  sekilde
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cogaldiklarinda, %70-80 c¢ogalma oranina ulastiklarinda pasaj islemi
gergeklestirilmistir. Pasaj islemi, hiicrelerin yeni kiiltiir kaplarina aktarilmasi ve

hiicre yogunlugunun kontrol edilmesi amaciyla yapilmistir.

Sonug olarak, Huh-7 hiicre hatti, ¢alismamizda kullanilacak olan temel
hiicre kaynagidir ve dogru ¢oziinme, kiiltiir ve pasaj kosullar1 altinda saglikli bir
sekilde cogaltilmaktadir. Bu prosediir, hiicrelerin istikrarli bir sekilde biiylimesi ve

deneysel kosullarda kullanilabilir hale gelmesini saglamaktadir.
3.3.3. EA.hy926 endotel hiicre hattimin kiltira ve temini

Endotel hicre hatti olarak kullanilan EA.hy926 (ATCC CRL-2922,
Manassas, ABD) hiicre hatt1 farkli bir proje kapsaminda ticari olarak temin
edilmistir. Soguk kosullarda muhafaza edilen hiicreler, uygun Kkiiltiir kosullarinda
cOzdurulip 125xg hizinda 5 dakika santriftj edilmistir (Hettich, Rotina 380R,
Westphalian, Almanya). Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve
elde edilen hticre pelletine DMEM High Glucose without L-Glutamine, with Sodium
Pyruvate besiyeri eklenerek siispanse edilmistir. Besiyerinde homojenize olan canli
hiicre sayisi, hiicreli besiyeri ¢ozeltisi ile tripan mavisi 1:1 oraninda karistirilarak
Thoma lami yardimiyla sayilmistir. Hiicrelerin canlilik orani belirlendikten sonra,
hiicre ¢ozeltisi T75 kiltiir flasklarina ekilmistir. Sonrasinda hiicrelerin Kaltlrina
saglamak icin %5 CO2'lik atmosfer, %95 bagil nem ve 37 °C ortamda inkubattre
yerlestirilmistir. Hiicreler yeterli cogalma seviyesine ulagsana kadar her 2 giinde bir
besiyeri degistirilmistir. Mikroskopik inceleme sirasinda hiicreler %70 c¢ogalma
oranina ulastiginda, pasaj islemi gerceklestirilip yeni T75 Kkiiltiir kaplarina
aktarilmigtir. Hiicrelerin pasajlanmasi1 sirasinda, o6l hiicrelerin ve atiklarin
uzaklastirilmasi icin Ca?* ve Mg?* igermeyen fosfat tamponu (PBS, Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ile
yikama islemi yapilmistir. Yikama islemi sonrasinda hiicreler 1 mL Tripsin-EDTA
(Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD) enzimi ile 37 °C’lik
inkiibatéorde 2 dakika boyunca muamele edilmistir. Hiicrelerin kiiltiir kabinin
tabanindan ayrildigindan emin olduktan sonra PBS ile tripsinin inaktivasyonu
gerceklestirilmistir. Bu asamada hiicreler fosfat tamponu ile iki kez yikanmistir.
Ardindan hiicre soliisyonu 15 mL'lik tiplere alinmis ve 125 x g hizinda 5 dakika
santrifiij edilmistir. Bu islem sirasinda hiicreler besiyeri eklenerek kiiltiir flasklarina

ekilmistir ve inkiibatérde %5 CO2'lik atmosferde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin
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dondurulma islemi sirasinda, santrifiij sonrasi siipernatantin uzaklastirildigi hucre
pelletleri, +4°C’de bekletilen dondurma besiyeri ile sulandirilmis ve her kriyovialde
en fazla 3 milyon hiicre olacak sekilde -150°C’de (Panasonic MDF-C2156VAN-PE,

Kadoma, Japonya) derin dondurucuda saklanmistir.

3.4. 6-kuyucuklu Plakalarda Ekstraseliler Matriks (ECM)

Kaplanmasi

Hiicreler, 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarinda ko-kiiltiir yontemi kullanilarak
hem ekstraseliler matriks (ECM) ortaminda kiiltiire edilmistir. Ilk asamada, 6
kuyucuklu plakalar 1 mL penisilin-streptomisin igeren PBS ile yikanmig, ardindan
¢Ozelti uzaklagtinlmigtir. Daha sonra kollajen ve fibronektin karisimi ile ECM
hazirlanmig ve bu karigim plaka yiizeylerine 400 pL kaplanarak 2 saat inkibe
edilmistir. Sitirenin sonunda ECM soliisyonu uzaklagtirilmis ve hiicre ekimi
gerceklestirilmistir. Deneyler paralel olarak yiiriitiilmiis olup her deney grubu i¢in ti¢
paralel kuyucuk kullanilmigtir (6rn. 1., 4. ve 7. kuyucuklar).

3.5. Hucrelerin 6-kuyucuklu Plakalara Ekilmesi

ECM ile kaplama igslemi tamamlanan 6 kuyucuklu plakalar hiicre ekimi i¢in
hazirlanmistir. Hiicre ekimi 6ncesinde Huh-7, MKH ve EA.hy26 hiicreleri uygun
konfluens diizeyine ulastiginda pasajlanarak taze kiiltiir ortamina aktarilmistir.

Caligmamizin plaka kaplanmasi ve hiicre ekilme islemleri Sekil 3.2.'de gosterilmistir.

a) b) )
= Huh7 (147)
Kolajen =2 )
] Huh7 + EA hy326 (1.47)
ECM ( Plakalarin kaplanmasi Hicre ekimi T+ MKH f'f”
< I-‘ — ‘\\ L
— ' v

|

\Y}
Huh-7 + EALhy926 + MKH (1.4.7))

Fibronektin

Sekil 3. 2. Hucrelerin 6-kuyucuklu plakalara ekilmesi ile ilgili sematik goriiniim. a)
ECM hazirlanmast b) 6 kuyucuklu plakanin ECM ile kaplanmasi c)

Hicrelerin 6 kuyucuklu plakaya ekilmesi

Deneysel gruplar asagidaki sekilde olusturulmustur:
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1. Yalnizca Huh-7 hicreleri,

2. Huh-7 + MKH (mezenkimal kok hiicre) ko-kultdrd,
3. Huh-7 + MKH + EA.hy926 ticlu kiltird,

4. Huh-7 + EAhy926 ko-kilturi.

Her bir deney grubu ECM kapli olmak tizere iki paralel kosul hazirlanmistir.
Her kuyucuga 300.000 Huh-7 ve 300.000 EA.hy926 hiicresi eklenmis, MKH igeren
gruplarda ek olarak 20.000 MKH hiicresi ilave edilmistir. Hiicre ekimi sonrasinda
plakalar inkiibatore yerlestirilmis ve 1., 4. ve 7. gunlerde analiz edilmek Uzere

kiiltiirlenmistir.

Buharlagsmay1 6nlemek ve kiiltiir ortaminin nem dengesini korumak amaciyla
plaka kuyucuklar1 arasina 1 mL PBS veya Pen/Strep iceren PBS eklenmistir. Hiicre
ekimi tamamlandiktan sonra deneysel silire¢ baslatilmis ve belirtilen zaman
noktalarinda hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ve davranis degisimleri mikroskobik

olarak izlenmistir.

3.6. Orneklerin Toplanmasi

Hiicreler, her bir kuyucuga toplam 4 mL yiiksek glikozlu DMEM besiyeri
icerisinde ekilmistir. Kiiltiir siiresince her iki giinde bir 2 mL besiyeri degistirilmistir.
Giin sonunda gergeklestirilen analizlerde, kuyucuklarin yarist hiicre kaziyict ile
kazinarak hiicreler tiiplere aktarilmis, 5200 g’de 10 dakika santrifiij edilerek peletler
elde edilmistir. Bu peletler dondurularak PCR analizleri i¢in saklanmistir. Geriye
kalan hiicreler ise 1 mL canli/6lii boyama soliisyonu ve besiyeri karigimi igerisinde

degerlendirilmis ve canlilik analizi gergeklestirilmistir.

3.7. Analiz Yontemleri
3.7.1. Canlhi-0lU boyama ile hiicre canliigimin degerlendirilmesi

Hiicre canliligini niteliksel olarak degerlendirmek amaciyla memeli hiicre
kiiltiirlerine yonelik Canli/Olii Boyama Kiti (L3224, Thermo Fisher, Paisley, ABD)
kullanilmistir. Bu kit, canli ve 6li hiicreleri ayirt etmeye yonelik farkli floresan
sinyalleri veren Calcein-AM ve Etidyum Homodimer-1 (EthD-1) c¢ozeltilerini

icermektedir.

Calcein-AM (asetoksimetil ester), hiicre icine nufuz edebilen ve hicre igi

esterazlar tarafindan hidrolize edilerek floresan sinyali veren Calcein’e doniisen,
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baslangicta floresan 6zelligi olmayan bir bilesiktir. Bu doniisiimiin ardindan Calcein
hiicre igerisinde birikerek 495/515 nm dalga boylarinda floresan 151k yayar.
Dolayisiyla membran biitiinliigi korunmus canli hiicrelerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Buna karsilik, Etidyum Homodimer-1 (EthD-1) hicre
membranindan gegemedigi i¢in yalnizca membran biitiinliigli bozulmus 6lii hiicrelere

girerek bu hiicreleri kirmiz1 floresanla isaretler (Pasricha & Sachdev, 2017).

3.7.2. immiinofloresan (iF) boyama yéntemi

Yedi gun boyunca surdirilen deney gruplarinda, her giiniin sonunda ilgili
hiicre tipleri IF boyama protokoliine tabi tutulmustur. Hiicre tiplerine dzgii primer ve
sekonder antikorlar Tablo 3.3.’de aym1 zamanda inmmiinofloresan boyama

yonteminin grafiksel 6zeti Sekil 3.3.’de gosterdigi sekilde belirlenmistir.

Her deney gilinliniin sonunda altt kuyulu kiiltiir plakalarindaki besiyeri
uzaklagtirllmigtir. Plaka tabanina adherent olarak tutunan hiicreler 1 mL fosfat
tamponlu salin (PBS) ile yikanmistir. Ardindan her bir kuyudaki hiicreler 1 mL %4
paraformaldehit ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 1 saat siireyle fikse edilmistir.
Fiksasyon iglemini takiben hiicreler PBS ile yikanmis ve hiicre membran
gecirgenligini saglamak amaciyla uygun permeabilizasyon islemi uygulanmistir.
Daha sonra nonspesifik baglanmalari 6nlemek amaciyla bloklama c¢ozeltisi ile
inkiibasyon gerg¢eklestirilmistir. Bloklama asamasinin ardindan, her hiicre grubuna

0zgu primer antikorlar ilgili tabloda belirtilen konsantrasyonlarda uygulanmustir.

W4
Panaformaldehit

PBS

\ 1 saat inkiibasyon + PBS ile ytkama

DAPI Boyama

Sekonder antikor ekieme Primer ekleme

e Anti-mouse 438 £ &
o:.o Anti rabbit 584 )1\'\ 0.5% Triton
’ X100

\ 2 saatinkibasyon obe & \ . 16 sastinkibasyon \ = +Bloklama \

Sekil 3. 3. Immunofloresan galismamizin grafiksel 6zeti.
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Tablo 3.3. Immunofloresan galismasinda kullanilan deney gruplar1 ve kullamilan

antikorlar
Deney Gruplar Kullanilan Antikorlar
Huh-7 ALB + MRP2
Huh-7 + EA.hy926 ALB + P Miyozin
Huh-7 + MKH ALB + CD142
Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB + P Miyozin
Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB + CD142

Primer antikor inklbasyonu 16 saat sireyle +4 °C’de gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler PBS ile bes kez yikanmustir. Tabloda belirtilen
uygun floresan isaretli sekonder antikorlar hiicrelere uygulanmis ve 2 saat slreyle
oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Sekonder antikor olarak, Anti-mouse 488
(yesil) ve Anti-rabbit 594 (kirmizi1) kullamlmistir. Sekonder antikor inkiibasyonunun

ardindan hiicreler PBS ile ii¢ kez yikanmistir.

Son agamada, ¢ekirdek boyamasi amaciyla DAPI ¢ozeltisi uygulanmis ve 15
dakika inkiibe edilmistir. Fazla boya PBS ile uzaklastirildiktan sonra hiicreler

floresan mikroskop altinda goriintiilenmistir.

Goruntuler, ESTEM binyesinde bulunan Floresan Atagmanli Inverted
Arastirma Mikroskobundan alinmistir (Carl Zeiss Axio Observer D1, Oberkochen,
Almanya).

3.7.3. Hedef genlerin ekspresyon diizeylerinin analizi (g-PCR)

Hepatoseliiler karsinom ile iligkili AFP ve PCNA genlerinin ekspresyon
diizeyleri, bu genlere 6zgii primerler kullanilarak gercek zamanli kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile analiz edilmistir. Oncelikle deney gruplarindan elde
edilen hicrelerden total RNA, RNA izolasyon Kkiti (Macherey-Nagel, Duren,
Germany) kullanilarak izole edilmistir. Saflastirilan RNA sonuglar1 Tablo 3.4'de
gosterilmistir.  Saflagtirilan RNA orneklerinden 200 ng RNA kullanilarak cDNA
sentezi, cDNA sentez kiti (ABM, Richmond, Canada) ile iiretici firmanin
protokoliine uygun sekilde gergeklestirilmistir. qRT-PCR analizleri SYBR Green
PCR Master Mix kullanilarak gergek zamanli PCR cihazinda gergeklestirilmistir.

Reaksiyon karisimi toplam 20 pL hacimde hazirlanmis olup, cDNA sablonu, ileri ve
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geri primerler ile SYBR Green master mix i¢ermistir. PCR amplifikasyonu su dongii
kosullarinda gergeklestirilmistir: baslangic denatiirasyonu 95°C’de 5 dakika,
ardindan 40 dongii boyunca 95°C’de 15 saniye denatiirasyon, 60°C’de 30 saniye
baglanma ve 72°C’de 30 saniye uzama asamalarindan olusmustur. q-PCR analizinin

grafiksel 6zeti Sekil 3.4.”de gosterilmistir.

Vad

-~

Omek Toplanmas: Toplam RNA Izolasyonu RNA— cDNA Q-PCR

Sekil 3. 4. g-PCR ¢alismamizin grafiksel 6zeti.

Elde edilen cDNA o6rnekleri kullanilarak AFP ve PCNA genlerine ait
primerler ile gRT-PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmis ve gen ekspresyon
diizeylerinin normalizasyonu i¢in internal kontrol geni olarak ACTB kullanilmistir.
gRT-PCR analizleri sonucunda elde edilen Ct degerleri, karsilastirmali 27ACt
yontemi kullanilarak analiz edilmis ve deney gruplari arasindaki gen ekspresyon
farkliliklar1 kantitatif olarak belirlenmistir. Tablo 3.4’de gosterildigi gibi nanodrop
spektrofotometrik analiz sonuglarina gore tiim Orneklerde niikleik asit saflik
oranlarimin birbirine oldukca yakin oldugu gozlenmistir. A260/280 oranlarinin ~2.0
civarinda olmasi, 6rneklerin protein kontaminasyonundan biiylik 6l¢iide arindirilmis
oldugunu goéstermektedir. A260/230 oranlarinin 2.0-2.3 araliginda bulunmasi, fenol
ve tuz gibi organik kontaminantlarin minimal diizeyde oldugunu ortaya koymaktadir.
Deney gruplari arasinda konsantrasyon degerlerinde farklilik gézlenmesine ragmen,
saflik oranlarinin benzer olmasi, tiim 6rneklerin ayni izolasyon protokolii ile benzer

kalite standartlarinda elde edildigini gostermektedir. Deneyde kullandigimiz

primerler Tablo 3.5.'de gosterilmistir.
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Tablo 3.4. Farkli hiicre kombinasyonlarinin nanodrop dl¢timleri

Deney Gruplar: ng/uL | A260/230 | A260/230
Huh-7 (1) 34.7 2.15 1.92
Huh-7 (4) 1755 211 2.22
Huh-7 (7) 270.8 2.18 2.27
Huh-7 + EA.hy926 (1) 63.2 2.14 2.25
Huh-7 + EA.hy926 (4) 215.5 2.14 2.30
Huh-7 + EA.hy926 (7) 1935 2.16 2.34
Huh-7 + EA.hy926 + MKH (1) | 138.7 2.13 2.40
Huh-7 + EA.hy926 + MKH (4) | 1805 2.14 2.25
Huh-7 + EAhy926 + MKH (7) | 1245 2.20 2.17
Huh-7 + MKH (1) 75.6 2.17 2.10
Huh-7 + MKH (1) 126.7 2.13 2.31
Huh-7 + MKH (7) 199 2.16 2.32

Tablo 3.5. g-PCR’da kullanilan primerler

Mleri primer | GAAGGATTCCTATGTGGGCGA ACTB

Geri primer | AGCTCATTGTAGAAGGTGTGGT NM_001101.5
Ileri primer | GCTTCCAAACAAAGGCAGCA AFP

Geri primer | ATGGCTTGGAAAGTTCGGGT NM_001134.3
Ileri primer | ATTTGAAGCACCAAACCAGGAG PCNA

Geri primer | CAGGAAATTACAACAGCATCTCCA | NM_182649.2

Bu tez icin secilen primerler EK-1°de goriildigi tiizere tasarlanmustir.
Tasarlanan primerlerin uzunluklari qPCR analizleri i¢in uygun aralikta secilmistir.
ACTB geni icin kullanilan forward primer 22 baz, reverse primer yine 22 baz
uzunlugundadir. AFP geni i¢in kullanilan forward primer 20 baz, reverse primer 20
bazdir. PCNA geni igin ise forward primer 22 baz, reverse primer 24 baz
uzunlugundadir. Genel olarak qPCR ¢alismalarinda primer uzunlugu 18-25 baz
arasinda tercih edilir. Bunun temel nedeni, ¢ok kisa primerlerin hedef dis1 bolgelere
baglanma riskinin artmasi, ¢ok uzun primerlerin ise baglanma verimini
diisiirebilmesidir. Bu caligmada kullanilan tim primerler bu aralikta yer almakta

olup, hem ozgiillik hem de amplifikasyon verimi agisindan uygun oOzellik
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gostermektedir. Forward ve reverse primerlerin birlikte kullanilmasinin nedeni, DNA
polimeraz enziminin yalnizca belirli bir baslangic noktasindan itibaren yeni DNA
zinciri sentezleyebilmesidir. Forward primer hedef dizinin bir ucuna baglanirken,
reverse primer karsi zincirin diger ucuna baglanir. Bu sayede iki primer arasinda
kalan spesifik bolge secici olarak ¢ogaltilir. qPCR siirecinde bu primerler, cDNA
tizerinde yalmizca ACTB, AFP ve PCNA genlerine ait tamamlayic1 dizilere
baglanarak amplifikasyonu baglatmaktadir. ACTB geni normalizasyon amaciyla
referans gen olarak kullanilirken, AFP ve PCNA genleri hedef genler olarak analiz
edilmistir. Primer tasariminda yalnizca hedef gene 6zgii bolgelerin se¢ilmesi biiyiik
onem tasir. Bunun yani sira uygun primer uzunlugu, dengeli GC igerigi, benzer
erime sicakliklar ve ikincil yap1 olusumunun engellenmesi gibi faktorler de dikkate
alinmistir. Genellikle primerlerin GC igerigi %40—60 araliginda segilerek hedef
DNA’ya stabil baglanma saglanir. Ayrica forward ve reverse primerlerin erime
sicakliklarinin (Tm) birbirine yakin olmasi gerekir; cogunlukla 55-65 °C araliginda
ve aralarindaki fark 1-2 °C’yi gegmeyecek sekilde tasarlanir. Bu sayede annealing
asamasinda her iki primerin de ayni1 kosullarda verimli sekilde baglanmasi miimkiin

olur.

3.8. Istatiksel Analiz

Her deney en az ¢ kez tekrar edilmistir. Arastirma verileri, standart sapma (£
SD) dikkate alinarak sunulmustur. Deney siirecinde grup i¢i ve gruplar arasindaki
farkliliklar gibi tiim asamalarda elde edilen verilerin analizi uygun istatistiksel
yontemlerle, 6rnegin tek degiskenli istatistikler, iki degiskenli iligkiler ve grafiksel

yontemler kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. iIWJ-MKH’lerin Flow Sitometri Karakterizasyonu

Izole edilen dokular kiiltiire alindiktan sonra hiicresel aktivite, giinliik olarak
invert faz kontrast mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Bu c¢alisma kapsaminda,
eksplant yontemiyle gerceklestirilen izolasyon sonrasi ilk hiicre ¢ikisi 17. giinde
gozlemlenmistir.  Kiiltiirde gelisim  gosteren  hiicrelerin  fibroblast-benzeri
morfolojide, ig ya da yildizs1 yapida oldugu belirlenmistir. G6zlemler, Wharton jeli
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonunda kullanilan yontemin, hiicre ¢ikis
stiresi ve morfolojik oOzellikler iizerinde belirleyici rol oynayabilecegini ortaya
koymaktadir. Sekil 4.1.’de gosterildigi gibi iWJ-MKH’lerin immunofenotipik olarak
karakterize edilmistir. CD105 pozitifligi %64.50, CD90 pozitifligi %99.97, CD73
%99.78; CD44 %99.93, CD29 %99.95 HLA-A-B-C %0.03, negatifligi CD69 %1.73,
CD45 %0.00, CD25 %0.02, CD34 %0.02, CD19 %0.02, HLA-DR %0.05, CD14 %
0.24 olarak belirlendi. Histogramda hedef antikorlar mavi ve izotip antikorlar

(negatif kontrol) mor ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 1. iWJ-MKH’lerin immunofenotipik olarak karakterize edilmesi. 3.pasaj’da

IWJ-MKH’lerin flow sitometri ile karakterizasyonu.
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4.2. IWJ-MKH’lerin Canlilik ve Proliferasyon Analiz Degerlendirilmesi

Kriyoprezervasyondan sonra yeniden canlandirilan  iWJ-MKH’lerin
morfolojik o6zellikleri, canliliklar1 ve ¢ogalma kapasiteleri degerlendirilmistir.
Hiicrelerin kiiltiire alinmasini takiben 2, 3. ve 4. giinlerde elde edilen mikroskobik
goriintliler incelendiginde, hiicrelerin plastik yiizeye basarili sekilde tutundugu ve
karakteristik fibroblast benzeri igsi morfolojilerini korudugu goézlenmistir (Sekil
4.2). 1lk giin goriintiilerinde hiicrelerin kiiltiir yiizeyine yeni adapte oldugu, hiicre
yogunlugunun diisiik oldugu, kiiltiir alaninin sinirlt bir kismini kapladigi ve %25-30
konfluens dlzeyinde oldugu goriilmiistiir. Dordiincii giinde hiicre sayisinda belirgin
artly meydana gelmis, hiicrelerin c¢ogalarak daha genis alanlarn1 kapladigi ve
konfluensinin %55 oldugu gozlenmistir. Yedinci giin goriintiilerinde ise hiicrelerin
yiiksek yogunluga ulastigi, kiiltiir yilizeyinin biliylik kismim1 kapladigi ve yaklasik
%80-85 konfluens diizeyine eristigi belirlenmistir. Bu bulgular, hiicrelerin
¢oziindiirme islemi sonrasinda proliferatif 6zelliklerini korudugunu gostermektedir. 1
ve 2. pasaj zamani hiicreler tripsinizasyon ile flask yiizeyinden kaldirilmis ve Trypan
Blue boyama yontemi kullanilarak Thoma laminda sayim islemi gergeklestirilmistir.
Sayim sonucunda canli hiicrelerin boyay1 disladigi, 6li hiicrelerin ise mavi renkte
boyandig1 goézlenmistir. Mikroskobik incelemelerde canli hiicre oraninin yiiksek
oldugu ve hiicre popiilasyonunun saglikli bir sekilde ¢ogalmaya devam ettigi
belirlenmistir. Grafik sonuglar1 degerlendirildiginde, hiicre sayisinin kiltiir siiresi
boyunca istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi goriilmektedir. Birinci glinde
yaklagik 1,3 x 10° hiicre bulunan kiiltiirde, dordiincii glinde hiicre sayis1 yaklasik 4,7
x 10%ya yiikselmistir. Yedinci giinde ise hiicre sayisi yaklasgtk 18,5 x 10¢ye
ulagsmistir. Birinci ve dordiincii giinler arasindaki artigin istatistiksel olarak oldukca
anlamli oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde dordiincii ve yedinci gilinler arasindaki
artis ile birinci ve yedinci giinler arasindaki artisin da anlamli oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar, kriyoprezervasyondan sonra yeniden canlandirilan
MKH'lerin yiiksek canlilik oranina sahip oldugunu, kiiltiir ortamina basariyla adapte
oldugunu ve zamanla giiclii bir proliferasyon kapasitesi gosterdigini ortaya
koymaktadir. Hiicre sayisinda gozlenen yaklasik 18 katlik artis, kullanilan kiiltiir
kosullarinin hiicre biiyiimesi i¢in uygun oldugunu ve sonraki deneysel ¢aligmalar i¢in

yeterli sayida canli hiicre elde edildigini gostermektedir.
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Sekil 4. 2. Cozllen V4P4 MKH’lerin morfolojik kontrollerinden elde edilen faz
kontrast mikroskobik gorintileri. a) MKH hicrelerinin 2. gun
mikroskopik gorlntisi b) MKH hicrelerinin 3. gin mikroskopik
goruntuleri c) 4. gin mikroskopik goruntisu. d) ve e) Cozllen hicrelerin
canlilik analizi i¢in thoma lami {lizerine alinmis ve Tripan blue ile
boyanmis 1s1k mikroskopik ornek gorintileri. f) Cozilen MKH’ lerin
coziindlirme islemi sonrasindaki hiicre sayilari ile 1. ve 2. pasajlar

sonrasinda elde edilen hiicre miktarlar1 degerlendirilmistir.

4.3. Canh-0li Boyama ile Hicre Canhihginin Degerlendirilmesi

Sekil 4.3.’de sunulan canli/6lii hiicre boyama analizine ait 1.gln verileri
incelendiginde, tiim deney gruplarinda genel olarak yiiksek hiicre canlilik oranlarinin
korundugu goriilmektedir. En yiiksek canlilik diizeyinin Huh-7 grubunda oldugu
belirlenmistir. Huh-7 + EA.hy926 Ko-kiiltir grubunda canlilik oraninin Huh-7
grubuna kiyasla hafif bir azalma gosterdigi gozlenmekle birlikte, bu azalmanin
istatistiksel veya biyolojik acidan anlamli olmadig1 anlagilmaktadir. Huh-7 + MKH
grubunda da benzer sekilde sinirli bir canlilik azalmasi tespit edilmis olup, Ucli ko-
kaltir modeli olan Huh-7 + MKH + EA.hy926 grubunun canlilik diizeyinin Huh-7 +
EA.hy926 grubu ile biiyiik 6l¢iide benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Genel olarak degerlendirildiginde, elde edilen bulgular gruplar arasinda
belirgin bir sitotoksik etkinin bulunmadigini ve farkli hiicre kombinasyonlarinin
erken kiiltiir doneminde hiicre canlilif1 iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigini

ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, olusturulan ko-kiltir modellerinin 1.gin
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kosullarinda hiicre yasamini destekledigini ve deneysel sistemin biyouyumluluk

acgisindan uygun oldugunu gostermektedir.

Huh-7 Huh-7+ E.A.hy926
€ 1.Giin
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Huh-7 + MKH +
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Sekil 4. 3. Farkli hiicre kombinasyonlariin 1.glin canli/lii analiz sonuglari. a) Huh-
7, b) Huh-7 + EA.hy926, c) Huh-7 + MKH ve d) Huh-7 + EA.hy926 +
MKH, e) 1.gilin deney gruplarinin karsilastirmali grafigi, y ekseni Alan%.

Sekil 4. 4.’te sunulan canli/6lii hiicre boyama sonuglarina ait 4. giine iliskin
grafigi incelendiginde, 1. gline kiyasla bazi gruplarda siirli diizeyde azalma oldugu
gozlenmistir. Huh-7 grubu ile 0¢li Kko-kiiltir grubunun canli hiicre oranlarinin
birbirine olduk¢a benzer oldugu ve yiiksek seviyede korundugu belirlenmistir. Buna
karsilik, Huh-7 + EA.hy926 ve Huh-7 + MKH gruplarinda canlilik oraninin nispeten
daha diisiik oldugu dikkat ¢cekmektedir. Uclii ko-kiiltiir grubu Huh-7 + EA.hy926 +
MKH ise yiiksek canlilik orani hiicreler arasi etkilesimlerin zamanla dengeleyici bir
etki olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Genel degerlendirmede, 4. gunde de tim

gruplarda hiicre canliliginin biiyiik 6l¢iide bir-birine benzer oldugu gorilmektedir.
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Sekil 4. 4. Farkl1 hiicre kombinasyonlarinin 4.giin canli/lii analiz sonuglari. a) Huh-
7, b) Huh-7 + EA.hy926, c) Huh-7 + MKH ve d) Huh-7 + EA.hy926 +
MKH, e) 4.giin deney gruplarinin karsilagtirmali grafigi, y ekseni Alan%.

Sekil 4.5.’de sunulan canli/6lii hiicre boyama sonuglarina ait 7. giine iliskin
grafik incelendiginde, tiim deney gruplarinda canli hiicrelerin biiyiik 6l¢iide varligini
stirdiirdiigi, Huh-7 kontrol grubunda canlilik orani diger gruplara kiyasla daha
yuksek seviyede korunurken, Huh-7 + EA.hy926 grubunda canli hiicre oraninin
nispeten daha dusiiktir. Huh-7 + MKH grubunda canlilik oraninin Huh-7 grubuna
yakin oldugu, Gglii ko-kultir grubunda Huh-7 + EA.hy926 + MKH ise canlilik
dizeyinin Huh-7 + EA.hy926 grubuna benzer sekilde seyrettigi goriilmektedir.

Genel olarak 1., 4. ve 7. gunleri bir-birleri ile karsilastirdigimizda biitiin
ginlerde Huh-7 grubunda yiiksek canlilik gozlemlendigini, Huh-7 + EA.hy926
grubunda her 3 giinde Huh-7’e ragmen hafif azaldigini, Huh-7 + MKH grubunda 1.
ve 4. gunde azalma gozlemlensede 7. ginde Huh-7 ile benzer canlilik oram
g6zlemlenmektedir. Sonra olarak Ucli ko-kiltlr grubuna baktigimizda en yiiksek
canlilik 4.giinde en az canlilik ise 7. guinde gorulmiktedir ancak yine de bltin deney
gruplarinin canli/6lii analiz sonuglari %80 ve Uzeri oldugu ve birbirine yakin

g0zukmektedir.
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Sekil 4. 5. Farkli hiicre kombinasyonlarinin 7.giin canli/6lii analiz sonuglari. a) Huh-
7, b) Huh-7 + EA.hy926, c) Huh-7 + MKH ve d) Huh-7 + EA.hy926 +
MKH, e) 7.gilin deney gruplarinin karsilastirmali grafigi, y ekseni Alan%.

Sekil 4. 6.’te tiim zaman noktalarina ait verilerin birlikte sunuldugu grafik yer
almaktadir. Elde edilen sonuglara gore, tiim deney gruplarinda ve tiim zaman
noktalarinda hiicre canliliginin yiiksek diizeyde korundugu ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig: belirlenmistir.
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Sekil 4. 6. Deney gruplarinin ko-kiiltiir modellerinde canli/6lii analiz sonuglarinin

karsilastirilmast.
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4.4. immiinofloresan Analiz Sonuglar

Sekil 4.7.da immunofloresan boyama sonuglarina ait 1.gline iligskin grafik
incelendiginde goriildiigii gibi Huh-7 grubunda, ALB ve MRP2 ekspresyonlarinin
yiiksek diizeyde oldugu ve hiicrelerin hepatosit benzeri Ozelliklerini korudugu
belirlenmistir. Huh-7 + EA.hy926 grubunda ise, ALB ekspresyonunun yiksek
devam ettigi, ancak P miyozin ekspresyonunun nispeten daha diisiik oldugu
goriilmistiir. Huh-7 + MKH grubunda ALB ve CD142 ckspresyonlarinin benzer
seviyelerde dagilim gosterdigi gdozlemlenmektedir. Uglii ko-kiiltiir grubu ise CD142
ve P miyozin ile boyanmistir. Bu grupta ALB ve CD142 ekspresyonlarinin yiiksek
oldugu, P miyozin ekspresyonunun ise daha diisiik seviyede kaldig1 goriilmektedir.
Genel olarak, 1. gilin sonuclari tiim gruplarda incelenen markerlarin varligini ortaya
koymakta ve farkli hiicre tiplerine ait belirteclerin birlikte goriintiilenebildigini

gostermektedir.

Sekil 4. 7. Hiicre kombinasyonlarinin iF boyama ile elde edilen lgun floresan
mikroskop goéruntdleri. (@) Huh-7 ALB (i) + MRP2 (ii), DAPI (iii),
merge (iv), 1.glin deney gruplarinin karsilastirmali grafigi (v), (b) Huh-
7 + EA.hy926 ALB (i) + P miyozin (ii), DAPI (iii), merge (iv), 1.gln
deney gruplarinin karsilastirmali grafigi (v), ¢) Huh-7 + MKH ALB (i)
+ CD142 (ii), DAPI (iii), merge (iv), 1l.gin deney gruplarinin
karsilastirmali grafigi (v), d) Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB (i) + P
miyozin (ii), DAPI (iii), merge (iv), l.giin deney gruplarinin
karsilastirmali grafigi (v), €) Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB (i) +
CD142 (ii), DAPI (iii), merge (iv), 1.gin deney gruplarinin

karsilastirmali grafigi (v) hiicre gruplarini kapsamaktadir.
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Sekil 4.8.°de sunulan immiinofloresan analiz sonucglarma ait 4.giin
grafiklerine gore, tiim deney gruplarinda hiicresel belirte¢ ekspresyonlarinin genel
olarak korundugu gézlemlenmistir. Huh-7 grubunda ALB ve MRP2
ekspresyonlarinin yiiksek ve birbirine yakin seviyelerde devam ettigi, bu durumun
hepatosit benzeri fenotipin siirdiiriildigiinii destekledigi goriilmektedir. Huh-7 +
EA.hy926 ko-kiiltiir grubunda ALB ekspresyonunun korundugu, buna karsin P
miyozin ekspresyonunun ALB’ye kiyasla daha diisiik diizeyde oldugu dikkat
cekmektedir. Bu durum, hiicresel yap1 ve kontraktil protein ekspresyonunda sinirl
bir farklilasmaya isaret edebilir. Huh-7 + MKH grubunda ALB ve CD142
ekspresyonlarinin birbirine yakin seviyelerde seyrettigi gdzlenmistir. Bu bulgu, her
iki markerin da 4. giinde stabil sekilde ifade edildigini gdstermektedir. Uclii ko-
kaltir grubunda (Huh-7 + EA.hy926 + MKH), ALB ekspresyonunun her iki analizde
de benzer diizeylerde korundugu goriilmektedir. CD142 ekspresyonunun ALB ile
yakin seviyede oldugu, buna karsilik P miyozin ekspresyonunun ALB’ye gore daha

diisiik kaldigr dikkat ¢ekmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, 4.giinde tiim gruplarda hiicresel fenotipin
biiyiik Olgiide korundugu, ancak ozellikle ko-kiiltir gruplarinda bazi markerlar

arasinda relatif ekspresyon farkliliklarinin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir.
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Hicre kombinasyonlarnin IF boyama ile elde edilen 4.giin floresan

mikroskop goruntileri. (a) Huh-7 ALB (i) + MRP2 (ii), DAPI (iii),
merge (iv), 4.giin deney gruplarinin karsilastirmali grafigi (v), (b) Huh-7
+ EA.hy926 ALB (i) + P miyozin (ii), DAPI (iii), merge (iv), 4.gun
deney gruplarinin karsilastirmali grafigi (v), ¢) Huh-7 + MKH ALB (i) +
CD142 (ii), DAPI (iii), merge (iv), 4.glin deney gruplarinin
karsilastirmali grafigi (v), d) Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB (i) + P
miyozin (ii), DAPI (iii), merge (iv), 4.giin deney gruplarinin
karsilastirmali grafigi (v), e) Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB (i) +
CD142 (ii), DAPI (iii), merge (iv), 4.glin deney gruplarinin

karsilastirmali grafigi (v) hiicre gruplarini kapsamaktadir.

Sekil 4.9.de sunulan immiinofloresan analiz sonuglarina ait 7.giin

grafiklerine gore, tiim deney gruplarinda hiicresel marker ekspresyonlarinin genel

olarak korundugu, ancak gruplar arasinda ekspresyon diizeylerinde sinirli farkliliklar

bulundugu gozlemlenmistir. Huh-7 grubunda ALB ve MRP2 ekspresyonlarinin

benzer diizeylerde devam ettigi, ancak Onceki zaman noktalarina kiyasla her iki

markerda da hafif bir azalma egilimi oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum, uzun

stireli kiiltiirde hiicresel fonksiyonlarin kismen zayiflayabilecegine isaret etmektedir.

Huh-7 + EA.hy926 ko-kiltur grubunda ALB ve P miyozin ekspresyonlarinin

korundugu ve birbirine yakin seviyelerde seyrettigi goriilmektedir. Bu bulgu,

endotelyal hiicre varligimin hepatosit benzeri hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel
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stabilitesini destekledigini diisiindiirmektedir. Huh-7 + MKH grubunda ise CD142
ekspresyonunun ALB’ye kiyasla nispeten daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu
durum, mezenkimal kok hticrelerin ko-kiiltiir ortaminda hiicreler arasi sinyalizasyonu
ve mikrogevre etkilesimlerini artirabilecegini gostermektedir. Ucli  ko-Kiiltiir
grubunda (Huh-7 + EA.hy926 + MKH) ALB ekspresyonunun siirdiigii, buna ek
olarak CD142 ve P miyozin ekspresyonlarinin birlikte ve dengeli bir sekilde ifade
edildigi belirlenmistir. Bu yapi1, daha kompleks hiicresel etkilesimlerin bulundugu bir
mikrocevrede fenotipik Ozelliklerin daha  Dbiitiinciil  sekilde korundugunu

gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, 7. giinde tiim gruplarda hiicresel fenotipin
blyiik o6lclide korundugu, ancak kiiltiir siiresinin uzamasina bagli olarak
mikrogevresel faktorler yani, hiicre yogunlugu, besin dagilimi ve hiicreler arasi
rekabet nedeniyle marker ekspresyonlarinda hafif diizeyde degisiklikler meydana

geldigi sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4. 9. Hiicre kombinasyonlarmin iF boyama ile elde edilen 7. giin floresan
mikroskop goruntuleri. (a) Huh-7 ALB (i) + MRP2 (ii), DAPI (iii),
merge (iv), 7. giin deney gruplarinin karsilastirmali grafigi (v), (b) Huh-
7 + EA.hy926 ALB (i) + P miyozin (ii), DAPI (iii), merge (iv), 7. gln
deney gruplarinin karsilastirmali grafigi (v), ¢) Huh-7 + MKH ALB (i)
+ CD142 (ii), DAPI (iii), merge (iv), 7. giin deney gruplarinin
karsilagtirmali grafigi (v), d) Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB (i) + P
miyozin (ii), DAPI (iii), merge (iv), 7. giin deney gruplarinin
karsilastirmali grafigi (v), ¢) Huh-7 + EA.hy926 + MKH ALB (i) +
CD142 (ii), DAPI (iii), merge (iv), 7. giin deney gruplarinin

karsilagtirmali grafigi (v) hiicre gruplarin1 kapsamaktadir.

Sekil 4.10.’da farklir ko-kultir modellerinde Albimin, CD142, MRP2 ve P
miyozin ekspresyonlarinin zamana baglh degisimi karsilagtirilmustir.  Albimin
ekspresyonunun tiim gruplarda ve zaman noktalarinda benzer diizeylerde seyrettigi
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig1 goriilmektedir
(ns). Benzer sekilde, CD142 ekspresyonu da hem farkli ko-kiltir modelleri hem de
zaman noktalar1 arasinda anlamli bir degisim gdstermemistir (ns). MRP2
ekspresyonunda 1., 4. ve 7.giinler arasinda sinirli dalgalanmalar goézlenmesine
ragmen, bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadigr belirlenmistir (ns). Bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde, Albiimin, CD142 ve MRP2 belirteglerinin

farkl1 ko-kiiltiir kosullarinda ve zaman noktalarinda genel olarak stabil bir
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ekspresyon

profili sergiledigi anlasilmaktadir. Buna

karsilik, P miyozin

ekspresyonunda diger belirteglerden farkli bir egilim gdzlenmistir. ikili ko-Kultlr

grubunda P miyozin diizeylerinin zaman boyunca benzer kaldigi goriiliirken, Giglii

ko-kiiltiir grubunda 1. ve 4.giinlerde daha diisiik seviyelerde olan ekspresyonun 7.

giinde belirgin sekilde arttid1 tespit edilmistir. Ozellikle 7. gun tcli ko-kultir

grubunun, diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek P

miyozin ekspresyonuna sahip oldugu goriilmektedir (**p < 0.01, ***p <0.001).
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Sekil 4. 10. Farkli ko-kiltir modellerinde a) Albumin, b) CD142, c) MRP2 d) P

miyozin ekspresyonlari grafikleri.
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4.5. Gen Ekspresyonu Analizleri (AFP ve PCNA)

Sekil 4.11.’da PCNA gen ekspresyonunun farkli kiiltiir gruplarinda 1., 4. ve
7.glinlerdeki degisimi degerlendirilmistir. Huh-7 tekli kdltir grubunda PCNA
ekspresyonunun zamanla azalma egilimi gosterdigi goriilmekle birlikte, bu degisimin
istatistiksel olarak anlamli olmadig belirlenmistir (ns). Huh-7 + EA.hy926 ko-kiltir
grubunda ise PCNA ekspresyonu zamanla belirgin sekilde azalmistir. Ozellikle 1.giin
ile 4.glin ve 1.giin ile 7.giin arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorilmektedir (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Bu sonug, EA.hy926 hiicreleri
ile olusturulan ko-kiiltiir kosullarinda proliferatif aktivitenin zamanla azaldigini
gostermektedir. Huh-7 + MKH grubunda PCNA ekspresyonu 4.giinde 1.giine kiyasla
artis gosterirken, 7.giinde belirgin sekilde azalmistir. Ozellikle 4.giin ile 7.giin
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (**p < 0.01, ***p
< 0.001). Bu bulgu, MKH varliginda proliferatif aktivitenin erken donemde
artabilecegini, ancak uzun siireli kiiltirde azalma egilimine girdigini
diisiindiirmektedir. Uclii ko-kiiltir grubunda ise PCNA ekspresyonunun 1., 4. ve
7.giinler arasinda sinirhi degisiklik gosterdigi ve bu farklarin istatistiksel olarak

anlamli olmadigi belirlenmistir (ns).

Genel olarak degerlendirildiginde, PCNA ekspresyonu tekli kultir ve Gcli
ko-kiiltiir gruplarinda belirgin bir zamana bagh degisim gostermezken, ikili ko-kaltur
gruplarinda daha belirgin olarak gozlenmistir. Ozellikle Huh-7 + EA.hy926
grubunda zamanla azalma, Huh-7 + MKH grubunda ise 4.glinde artis ve 7.glinde
disiis egilimi dikkat ¢ekmektedir. Bu sonuglar, hiicresel mikrogevrenin PCNA
ekspresyonu ve proliferatif aktivite iizerinde hiicre kombinasyonuna bagli farkl

etkiler olusturabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4. 11. Gergek zamanli PCR analizi ile PCNA gen ekspresyonunun her bir
deney grubunda 1., 4. ve 7.giinlere gore degerlendirilmesi. a) Huh-7
grubu, b) Huh-7 + EA.hy926 grubu, c) Huh-7 + MKH grubu, d) Huh-7 +
MKH + EA.hy926 grubu.

Gergek zamanli PCR analizi ile PCNA gen ekspresyonunun 1., 4. ve
7.giinlerde farklt deney gruplar1 arasinda karsilastirilmas:  Sekil 4.12.°de
gosterilmistir. 1.glinde gruplar arasinda PCNA ekspresyonu agisindan belirgin bir
farklilik gbzlenmemistir. Bu durum, erken kiiltiir doneminde proliferatif aktivitenin
tim gruplarda benzer diizeylerde oldugunu gostermektedir. 4.giinde ise Huh-7 +
MKH ve (clu ko-kiiltiir gruplarinda PCNA ekspresyonunun Huh-7 ve Huh-7 +
EA.hy926 gruplarina kiyasla daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Bu artiglarin
istatistiksel olarak anlamli olmasi, 6zellikle MKH iceren ko-kiiltir kosullarinda
proliferatif aktivitenin bu zaman noktasinda desteklenmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. 7.giinde PCNA ekspresyonunda daha belirgin grup farkliliklar
ortaya ¢ikmistir. Huh-7 + EA.hy926 grubunda PCNA ekspresyonunun en yiiksek
seviyeye ulastigi, tglii ko-kiiltir grubunda da yiliksek dilizeyde seyrettigi
goriilmektedir. Buna karsilik Huh-7 ve Huh-7 + MKH gruplarinda ekspresyon daha
disiik kalmistir. Bu bulgular, 7.giinde oOzellikle EA.hy926 igeren ko-klltur

modellerinde proliferatif aktivitenin daha belirgin oldugunu gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, PCNA ekspresyonu 1.glinde gruplar

arasinda benzer diizeylerdeyken, 4. ve 7.glinlerde hiicre kombinasyonuna bagl
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farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Ozellikle MKH igeren gruplarda 4.giinde, EA.hy926
igeren gruplarda ise 7.giinde PCNA ekspresyonunun daha yiiksek olmasi, ko-kultur
mikrogevresinin proliferasyon dinamiklerini zamana ve hiicre tipine bagli olarak

etkileyebilecegini gostermektedir.

7. Gun PCNA Analizi
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Sekil 4. 12. Gergek zamanli PCR analizi ile PCNA gen ekspresyonunun 1., 4. ve
7.glinlerde farkli deney gruplari arasinda karsilastirilmasi. a) 1.gun
PCNA gen ekspresyonu, b) 4.giin PCNA gen ekspresyonu, ¢) 7. Gln
PCNA gen ekspresyonu. Ekspresyon diizeyleri referans grup olarak
Huh-7’¢ gore normalize edilerek relatif olarak ifade edilmistir. Veriler
ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (*p < 0.05, **p < 0.01,

**%p <0.001, ns: anlamsiz).

Sekil 4.13.’de Gergek zamanli PCR analizi ile AFP gen ekspresyonunun 1., 4.
ve 7.giinlerde farkli kiiltiir gruplarinda zamana bagli degisimi degerlendirilmistir.
Huh-7 tekli kiiltiir grubunda AFP ekspresyonunun 1.giinden 7.giine dogru kademeli
olarak artti1 goriilmektedir. Ozellikle 4. giin ve 7.giin degerlerinin 1.giine kiyasla
daha yiiksek oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.
Bu durum, zamanla AFP gen ekspresyonunun arttigin1 gostermektedir. Huh-7 +
EA.hy926 ko-kiiltir grubunda da benzer bir egilim gbzlenmistir. AFP
ekspresyonunun 1.glinde diisiik seviyede oldugu, 4.giinde arttigi ve 7.giinde en
yiiksek seviyeye ulastigi goriilmektedir. 1.giin ile 7.gilin arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli olmasi, bu grupta AFP ekspresyonunun zamana bagl olarak arttigini
ortaya koymaktadir. Huh-7 + MKH grubunda AFP ekspresyonunun 4.gtinde belirgin
sekilde yiikseldigi ve 7.glinde bu yliksek seviyenin devam ettigi goriilmektedir. 1.giin

ile sonraki giinler arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli olmasi, MKH
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iceren Kko-kiiltiir kosullarinda AFP ekspresyonunun erken donemde arttigini
gostermektedir. Uclii ko-kiltir grubunda (Huh-7 + EA.hy926 + MKH) AFP
ekspresyonunun 1. ve 4.giinlerde nispeten diisiik seviyelerde oldugu, ancak 7.glinde
belirgin bir artis gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle 7.giin degerinin diger zaman
noktalaria kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olmasi, bu grupta

AFP ekspresyonunun ge¢ donemde belirgin sekilde arttigin1 géstermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, AFP ekspresyonunun tiim gruplarda
zamanla artis egilimi gosterdigi, ancak bu artisin hiicre kombinasyonuna bagli olarak
farkli zaman noktalarinda daha belirgin hale geldigi anlasilmaktadir. Ko-kultr
sistemlerinde gozlenen yiksek ekspresyon dizeyleri, hiicre ve mikrogevrenin AFP

gen ekspresyonunu artirict yonde etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4. 13. Gergek zamanli PCR analizi ile AFP gen ekspresyonunun her bir deney
grubunda 1., 4. ve 7.gilinlere gore degerlendirilmesi. a) Huh-7 grubu, b)
Huh-7 + EA.hy926 grubu, ¢) Huh-7 + MKH grubu, d) Huh-7 + MKH +
EA.hy926 grubu

Gergek zamanli PCR analizi ile AFP gen ekspresyonunun 1., 4. ve
7.giinlerde farkli deney gruplart arasinda karsilagtirllmasi  Sekil 4.14°de
gosterilmistir. 1.glinde gruplar arasinda AFP ekspresyonu acisindan belirgin bir
farklilik gozlenmemistir. Tiim gruplarda ekspresyon diizeylerinin birbirine yakin
oldugu ve karsilastirmalarin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriilmektedir (ns).
Bu durum, erken donemde hiicre kombinasyonlarinin AFP ekspresyonu iizerinde

belirgin bir etkisinin olmadigin1 géstermektedir. 4.giinde ise gruplar arasinda anlamli
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farklihiklar ortaya ¢ikmustir. Ozellikle Huh-7 + MKH grubunda AFP ekspresyonunun
diger gruplara kiyasla belirgin sekilde daha yiliksek oldugu ve bu farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmektedir (**p < 0.01). Buna karsilik Huh-7, Huh-7 +
EA.hy926 ve Uclu ko-kiiltiir gruplarinda AFP ekspresyonunun daha diisiik
seviyelerde kaldigi dikkat ¢ekmektedir. Bu bulgu, 4. giinde MKH iceren ko-kultir
kosullarinin AFP ekspresyonunu artiric1 yonde etkileyebilecegini gdstermektedir.
7.glinde gruplar arasinda AFP ekspresyon diizeylerinde kismi artis ve azalislar
gozlenmekle birlikte, bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir (ns). Bu durum, gruplar arasinda sayisal farkliliklar bulunsa da bu

degisimlerin biyolojik olarak belirgin bir ayrismaya isaret etmedigini gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, AFP ekspresyonu agisindan gruplar arasinda
anlamh farkliliklar yalmizea 4.glinde gozlenmis olup, bu farkin 6zellikle Huh-7 +
MKH grubundan kaynaklandig1 goriilmektedir. Diger zaman noktalarinda ise hiicre
kombinasyonlarinin AFP ekspresyonu iizerinde belirgin bir farklilagtirict etkisi

bulunmamaktadir.
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Sekil 4. 14. Ger¢ek zamanli PCR analizi ile AFP gen ekspresyonunun 1., 4. ve 7.
glinlerde farkli deney gruplari arasinda karsilastirilmasi. a) 1. giin AFP
gen ekspresyonu, b) 4. glin AFP gen ekspresyonu, ¢) 7. gin AFP gen
ekspresyonu. Ekspresyon diizeyleri referans grup olarak Huh-7’e gore
normalize edilerek relatif olarak ifade edilmistir. Veriler ortalama +
standart sapma olarak sunulmustur (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001, ns: anlamsi1z).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada gelistirilen 3 boyutlu ko-kiltir modellerinin Huh-7 hucreleri
Uzerindeki etkileri, hiicre canliligi, fenotipik 6zellikler, hiicresel organizasyon ve gen
ekspresyon profilleri agisindan kapsamli olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular, hiicresel davranisin yalnizca zamanla degil, ayn1 zamanda mikrogevrenin
yapisal ve hiicresel kompleksligi ile dogrudan iligkili oldugunu agik sekilde ortaya
koymaktadir. Literatiirde, ¢ok hiicreli 3B organoid sistemlerinin hiicreler arasi
etkilesimleri artirarak daha heterojen ve fizyolojik olarak anlamli mikrogevreler
olusturdugu, bu sayede hiicresel fonksiyonlarin, proliferasyonun ve timor benzeri
davraniglarin daha gercekgi sekilde gozlemlenebildigi bildirilmistir (E1-Defy et al.,
2024). Bu ¢alismada da ozellikle ko-kultir ve Gc¢li kaltar sistemlerinde hicrelerin
daha organize ve kompleks yapilar olusturdugu goézlenmis olup, bu durum soz

konusu literatiir bulgularini desteklemektedir.

Tekli Huh-7 kiiltiir modeli incelendiginde, 1. giinde elde edilen %92.75 canlilik
orani hiicrelerin 3B ortama hizli ve basarili bir sekilde adapte oldugunu
goOstermektedir. Bu yiksek canlilik orani, hiicrelerin erken donemde belirgin bir stres
yanit1 gostermedigini ve mikrogevre ile uyumlu bir sekilde etkilesime girdigini
diisiindiirmektedir. Immiinofloresan analizlerinde saptanan ALB ve MRP2
pozitiflikleri, hucrelerin hepatositlere 6zgl fonksiyonel proteinleri ifade ettigini
goOstermektedir. Albuminin hepatosit diferansiyasyonu ve fonksiyonunun temel
gostergelerinden biri oldugu, MRP2’nin ise safra asidi ve organik anyonlarin
taginmasinda gorev alan 6nemli bir membran transport proteini oldugu literatiirde
bildirilmistir (Niwa et al., 1996; Kawai et al., 2001). Bu dogrultuda, gézlenen pozitif
boyanma bulgular1 hiicrelerin hepatosit-benzeri fenotipik 6zelliklerini stirdiirdiigiinii
desteklemektedir. Bu bulgu, 3B kdltir sistemlerinin hicresel diferansiyasyonu
destekledigini ve hiicrelerin in vivo benzeri davranis sergilemesine olanak sagladigin
bildiren ¢aligmalar ile uyumludur (Edmondson et al., 2014). Zaman ilerledikce (4. ve
7. giinlerde), hiicre canliliginin yiiksek seviyelerde korunmasi (%90 civari), 3B
mikrogevrenin  hiicreler i¢in siirdiiriilebilir bir yasam alam1 sagladigini
gostermektedir. Bu durum, 3B kiiltiir sistemlerinin hiicresel homeostaz1 destekleyici
roliinii vurgulamaktadir. PCR analizlerinde AFP ekspresyonunun zamanla artis
gOstermesi, hicrelerin hepatosit iliskili 6zelliklerini korudugunu diisiindiirmektedir.

Buna karsilik PCNA ekspresyonunun zamanla azalmasi veya diisiik seviyede
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seyretmesi, hiicrelerin proliferatif fazdan ¢ikarak daha stabil ve diferansiye bir
fenotipe yoneldigini diisiindiirmektedir. Literatirde de 3B kiltir sistemlerinde
hiicrelerin baslangigta proliferatif bir faz gosterdigi, ancak zamanla fonksiyonel

stabilizasyon ve diferansiyasyon siirecine girdigi bildirilmistir (Edmondson et al.,
2014).

Huh-7 + EA.hy926 ko-kiiltiir modeli degerlendirildiginde, endotel hiicrelerinin
varliginin hiicresel organizasyon ve fenotipik ozellikler iizerinde etkili oldugu
goriilmektedir. 1. giinde gozlenen nispeten daha diisiik canlilik (%84.75), hiicrelerin
ko-kiiltlir ortamina adaptasyon siireci ile iligkili olabilir. Literatlirde Huh-7 hicreleri
ile olusturulan ii¢ boyutlu kiiltiir modelinde, hiicrelerin 3B ortamda yeniden organize
olarak daha in vivo benzeri davranis sergiledigi ve karaciger fonksiyonlarinin
degisebildigi gosterilmistir (Sainz et al., 2009). Bu baglamda, erken ddnemde
gozlenen canlilik degisimlerinin hiicresel yeniden organizasyon siireci ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Immiinofloresan analizlerinde gdzlenen P miyozin
ekspresyonu, sitoskeletal organizasyon ve hiicreler arasi etkilesimlerin varligina
isaret etmektedir. Benzer sekilde, literatiirde yapilan bir ¢alismada hepatosit ve
endotelyal hiicrelerin birlikte kiiltlire edildigi sistemlerde hiicreler aras1 etkilesimlerin
arttigini ve bunun hepatik fonksiyonlar1 destekledigini gostermistir (Zhang et al.,
2016). Bu dogrultuda, elde edilen bulgular hiicreler arasi etkilesimlerin hiicresel
organizasyonu etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Zamanla hiicre canliliginin
stabilize olmasi ve fenotipik markerlarin korunmasi, ko-kiiltiir ortaminin hiicreler
icin uygun bir mikrocevre saglayabildigini gostermektedir. Literatirde hicre
davraniginin mikrogevre, hiicre-hiicre etkilesimleri ve fiziksel sinyaller tarafindan
diizenlendigini bildirmistir (Bhatia & Ingber, 2014). Bu durum, elde edilen
bulgularin mikrogevresel etkiler ile uyumlu oldugunu gostermektedir. PCR
analizleri incelendiginde, AFP ekspresyonunun zamanla artis gostermesi hiiresesel
fonksiyonlarin sirdiiriildigiinii diisindirmektedir. Literatirde G¢ boyutlu kaltur
sistemlerinde hepatosit benzeri hucrelerde diferansiyasyon ve fonksiyonel
maturasyonun desteklendigini bildirmistir (Sharma et al., 2019). Buna karsilik PCNA
ekspresyonunun bazi zaman noktalarinda diisiik seviyelerde seyretmesi, proliferatif
aktivitenin  sinirhh  olabilecegini  diisiindiirmektedir. Bu  bulgular  birlikte
degerlendirildiginde, hiicrelerin zamanla hepatosit iliskili fonksiyonel 6zelliklerini

korurken  proliferatif  aktivitelerinde  degisimler meydana  gelebilecegi
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distintilmektedir. Huh-7 + MKH grubunda, immanofloresan analizlerinde ALB ve
CD142 ekspresyonlarinin  zamana bagli olarak biiyilk 06l¢iide korundugu
goriilmektedir. Bu durum, mezenkimal kok hiicrelerin bulundugu ortamlarda
hepatosit ~ benzeri  hiicrelerin  fenotipik  Ozelliklerini  siirdiirebildigini
diistindirmektedir. Literatiirde de mezenkimal kok hiicrelerin parakrin sinyaller ve
hlcre-hiicre etkilesimleri yoluyla ¢evre hiicrelerin fonksiyonlarini destekledigi ve
mikrogevreyi modiile edebildigi bildirilmistir (Yin et al., 2019; Campbell et al.,
2015). CD142 ekspresyonunun bazi alanlarda ALB’ye kiyasla nispeten daha yiiksek
g0zlenmesi, MKH’lerin hiicresel mikrogevre ve hiicreler arasi etkilesim siireclerinde
aktif rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu, mezenkimal kok hiicrelerin
doku organizasyonu ve hiicresel etkilesim siireclerinde diizenleyici rol oynadigini
gosteren c¢aligmalar ile uyumlu olarak degerlendirilebilir (Yin et al., 2019). PCR
analizleri incelendiginde, AFP ekspresyonunun zamanla artis gostermesi hiicresel
fonksiyonlarin  silirdiirtildiigiinii ~ diisiindiirmektedir. Buna karsiik PCNA
ekspresyonunun bazi zaman noktalarinda diisiik seviyelerde seyretmesi, proliferatif
aktivitenin  simirli  olabilecegine isaret etmektedir. Bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, MKH igeren sistemlerde hiicrelerin proliferasyondan ziyade
fonksiyonel stabiliteyi korumaya yonelik bir egilim sergileyebilecegi
diistiniilmektedir. Literatiirde de ti¢ boyutlu ko-kiltur sistemlerinde mezenkimal kok
hiicrelerin hiicresel diferansiyasyon ve fonksiyonel maturasyonu destekleyebildigi

bildirilmistir (Campbell et al., 2015).

Uclii ko-kiiltiir modeli (Huh-7 + E.A.hy926 + MKH), bu calismanin en dikkat
cekici bulgularimi ortaya koymaktadir. Bu sistemde hiicresel etkilesimlerin sinerjik
etkisi ile daha kompleks ve fizyolojik olarak anlamli bir mikrogevre olustugu
gozlenmistir. Literatiirde, hepatositlerin endotel ve stromal hiicrelerle birlikte
kiiltirlenmesinin fonksiyonel kapasiteyi artirdigi ve in Vvivo benzeri yapilar
olusturdugu bildirilmistir (Wang et al., 2018; Takebe et al., 2013). 4.giinde gbzlenen
AFP ve PCNA artisi, hiicrelerin hem proliferatif hem de fonksiyonel olarak aktive
oldugu bir gec¢is fazimi temsil etmektedir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada, Huh-7
hicrelerinin HUVEC ile ko-kiiltiiriinde proliferasyonun arttigini gostermistir. Bu
bulgular, calismamizda gozlenen aktivasyon fazi ile uyumludur (Jung et al., 2017).
7.ginde AFP ekspresyonunun yliksek seviyede kalmasi ve PCNA’nin dengelenmesi,

hiicrelerin proliferatif fazdan fonksiyonel diferansiyasyona gectigini gostermektedir.
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PCNA’nin hepatoseliiler karsinomda proliferasyon ile iligkili onemli bir belirteg
oldugu bilinmektedir (Li et al., 2025). Bu nedenle PCNA’nin dengelenmesi,
hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyondan uzaklasip daha fizyolojik bir duruma
gectigini diislindiirmektedir. AFP ekspresyonundaki zamana bagli degisimler ise
hepatoseliller karsinomun heterojen yapisi ile aciklanabilir. Literattirdeki bir
calismada, HCC’de marker ekspresyonunun zaman ve mikrogevreye bagli olarak
degisebilecegini bildirmistir (Hoshida et al., 2009). Bu baglamda g¢alismamizda
gozlenen dinamik AFP degisimleri literatiir ile uyumlu ve biyolojik olarak

anlamhidir.

Genel olarak tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, hiicrelerin zamanla {i¢
temel fazdan gectigi goriilmektedir. 1.gin — homeostatik adaptasyon, 4.gin —
proliferatif ve fonksiyonel aktivasyon, 7.gin — fonksiyonel maturasyon ve
proliferasyonun dengelenmesi. Bu sire¢ tcli ko-kiltir modelinde gozlenmis olup,
bu modelin hiicresel davranisi1 yonlendiren mikrogevreyi sagladigini géstermektedir.
Sonug olarak, Huh-7 + MKH + E.A.hy926 (¢l ko-kiiltiir modeli; hiicresel canliligi
koruyan, hepatosit fenotipini strdiren ve hicreleri proliferatif durumdan fonksiyonel
diferansiyasyona yoOnlendiren gelismis bir sistemdir. Bu model, ileri in vitro
karaciger modelleri, hastalik modellemeleri ve ilag gelistirme ¢alismalari i¢in giiglii

ve fizyolojik olarak anlaml1 bir platform sunmaktadir.

Bu calismada kullanilan tiim analizler (canli/6lii, immiinofloresan ve qRT-
PCR) acgisindan elde edilen sonuglar, baslangi¢ hipotezleri ile biiyiik 6l¢iide uyumlu
bulunmustur. Canli/6lii analizleri agisindan, 3B ko-kiltlr sistemlerinin hiicre
canliligin1 desteklemesi ve uzun siireli kiiltlirde stabilite saglamasi beklenmekteydi.
Elde edilen sonuglar bu beklentiyi dogrulamis; tiim gruplarda 7.giine kadar %80’in
tizerinde canlilik korunmus ve 6zellikle ti¢lii ko-kiiltlir sisteminde yiiksek canlilik
oranlarinin devam ettigi gozlenmistir. Bu durum, kompleks mikrogevrenin hiicresel
stresin azaltilmasina ve hiicre yasaminin desteklenmesine katki sagladiginm
gostermektedir. IF analizleri agisindan, hepatosit fenotipinin korunmasi ve ko-kultdr
sistemlerinde hiicresel organizasyonun artmasi beklenmekteydi. Bulgular bu beklenti
ile uyumlu olarak, ALB ve MRP2 gibi hepatosit markerlarinin tiim zaman
noktalarinda korundugunu ve o6zellikle ko-kultlr sistemlerinde daha organize ve
kompleks yapilarin olustugunu gostermistir. Ayrica endotel ve MKH igeren

gruplarda sitoskeletal organizasyonun (P miyozin vb.) daha belirgin hale gelmesi,
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hiicreler arasi etkilesimin arttigini ortaya koymustur. qRT-PCR analizleri ag¢isindan,
AFP ve PCNA gen ekspresyonlarinin zaman ve mikrogevreye bagli olarak degismesi
beklenmekteydi. AFP igin beklenti, 3B ve Ozellikle ko-kiiltiir sistemlerinde artig
gostermesi yoniindeydi ve elde edilen sonuglar bu beklentiyi dogrulamistir. AFP
ekspresyonu oOzellikle 4. ve 7.glinlerde artis goOstermis ve hepatoselliiler
fonksiyonlarin siirdiiglinii ortaya koymustur. Buna karsilik PCNA agisindan
baslangigta artis beklenmekteydi, ¢linkii 3B mikrogevre ve ko-kiltir sistemlerinin
hiicre proliferasyonunu tesvik edebilecegi ongoriilmiistiir. Nitekim ozellikle 4.giinde
bazi gruplarda proliferatif aktivitede artis goézlenmistir. Ancak 7.giinde PCNA
ekspresyonunun azalmasi veya dengelenmesi, baslangi¢c beklentisinden farkli olarak
hiicrelerin proliferatif fazdan ¢ikarak daha stabil ve fonksiyonel bir fenotipe
yoneldigini gostermistir. Bu durum, 3B Kltir sistemlerinde zamanla proliferasyonun

baskilanarak diferansiyasyonun 6n plana ¢iktigini bildiren literatiir ile uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinin temel amaci, Huh-7 hiicreleri kullanilarak olusturulan ii¢
boyutlu mono, ikili ve Ucli Kko-kiiltir modellerinin hiicresel davranig, fenotipik
ozellikler ve fonksiyonel aktiviteler agisindan degerlendirilmesi ve bir karaciger
mikrogevresinin in vitro olarak modellenmesidir. Elde edilen sonuglar, 3B kultir
sistemlerinin hiicrelerin yalnizca canliligimi siirdiirmekle kalmayip ayni zamanda
fonksiyonel oOzelliklerini koruyarak daha gergek¢i bir doku benzeri yapi
olusturdugunu acgikc¢a ortaya koymustur. Calisma kapsaminda tiim deney gruplarinda
hiicrelerin kiiltiir ortamimna basarilt sekilde adapte oldugu ve yiiksek canlilik
oranlarinin  korundugu belirlenmistir. Bununla birlikte, 0&zellikle ko-kultir
sistemlerinde  hiicreler aras1  etkilesimlerin  artmasiyla  birlikte  hicresel
organizasyonun daha diizenli hale geldigi ve hepatosit benzeri fonksiyonlarin
giiclendigi gdzlenmistir. Immiinofloresan analizlerinde ALB ve MRP2 gibi hepatosit
belirteclerinin ~ korunmasi, hiicrelerin  fenotipik  stabilitesini  siirdlirdiiglinii
gostermektedir.  Gen  ekspresyon  analizleri  degerlendirildiginde, = AFP
ekspresyonundaki artis hiicrelerin  fonksiyonel aktivitesinin devam ettigini
gosterirken, PCNA duzeylerindeki goérece azalma hucrelerin proliferatif fazdan
fonksiyonel stabilizasyona yoneldigini diisindiirmektedir. Bu durum, 3B ko-kultir
sistemlerinin klasik 2B kiiltiirlere kiyasla daha fizyolojik bir denge sagladigini ve
hiicrelerin farklilagma-benzeri bir davramis sergileyebilecegini gdstermektedir.
Ozellikle Ggli ko-kiiltiir modelinin, hem hiicre canliligt hem de fonksiyonel ve
fenotipik gostergeler agisindan dengeli ve gelismis mikrocevreyi sundugu
belirlenmistir. Mezenkimal kok hiicreler ve endotel hiicrelerinin birlikte varligi,
hiicreler arasi sinyallesmeyi artirarak hepatosit fonksiyonlarinin siirdiiriilmesine
sinerjik katki saglamistir. Bu bulgu, ¢ok hiicreli sistemlerin karaciger doku
mithendisligi ve hastalik modelleme ¢alismalarinda kritik bir 6neme sahip oldugunu

gostermektedir.

Sonug olarak, bu c¢alisma MKH iceren 3B ko-kiltir sistemlerinin Huh-7
hicreleri icin daha fizyolojik, fonksiyonel ve surddrilebilir bir mikrogevre
sundugunu ortaya koymus ve 6zellikle ti¢lii ko-kultlr modelinin in vitro karaciger

modelleri agisindan iyi bir aday oldugunu gostermistir.

Gelecek calismalarda, kiiltiir siiresinin uzatilmasi ve uzun donem stabilitenin

degerlendirilmesi, farkli hiicre oranlarinin optimize edilmesi ve ek karaciger
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fonksiyon testlerinin (iire {iiretimi, sitokrom P450 aktiviteleri vb.) yapilmasi
onerilmektedir. Ayrica, bu modelin ilag toksisite testleri, hastalilk modelleme
calismalar1 ve ¢ip Uzerinde organ platformlar1 veya mikroakiskan ¢ip ile entegre
edilerek kullanilmasi, ELISA veya baska analizlerle degerlendirilmesi sistemin
translasyonel degerini 6nemli 6lgiide artiracaktir. Bunun yaninda, primer hepatositler
veya hasta kaynakli hiicrelerle yapilacak calismalar modelin  klinik

uygulanabilirligini daha da gii¢lendirecektir.
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