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TGF-B Degisim (transforming) biiyiime faktorii beta
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3D Ug boyutlu



1. OZET

Fare Ince Bagirsak Kriptlerinden Elde Edilen Hiicrelerden 3-Boyutlu Kiiltii ile

Organoid Olusturulmasi

Ince bagirsak epiteli, basit yapis1 ve siirekli yenilenme yetenegi sayesinde memeli
yetiskin kok hiicre ¢alismalarinda kullamilabilecek en uygun dokulardan biridir. ince
bagirsagin epitel yapisint Kript ve villus yapilart olusturmaktadir. Villuslar, alt mukozada
bulunan kript adi verilen yapida yerlesik kok hiicre popiilasyonundan siirekli olarak
yenilenmektedir. Bu tez kapsaminda, kok hiicrelerin siirekli ¢ogalip farklilasma 6zelliginden
dolayi ince bagirsak epiteli se¢ilmistir. Kriptin yapisinda bulunan kok hiicreler etraflarindaki
nis (mikrogevre) hiicrelerinin destegiyle fonksiyonlarini yerine getirmektedir. Bu nedenle,
doku kiiltiirii caligmalarinda, tek bir hiicre tipi yerine doku olusumunda rol alan farkl: hiicre
gruplariyla ¢alisilmasi gerekmektedir. Bilim adamlar1 bu gibi durumlarda canli model
organizmalara yonelmektedirler. Canli organizmalar {izerinde c¢alisma zorluklarinin
asilmasma yonelik arayislar, 3-boyutlu (3D) kiiltiirler ile elde edilebilen organoid
sistemlerinin olusturulmasina yol agmistir. Hedef organdan kdken alan ve stroma olusturma
yetenegine sahip kok hiicrelere, gerekli kosullarin saglanmasiyla olusturulan, minyatiir
organ benzeri yapilar, organoid olarak adlandirilir. Organoid sistemi ile ¢alisilacak dokunun

yapisini olugturan tiim hiicrelerin ayni1 kiiltiir ortaminda tiretilmesi saglanmaktadir.

Bu c¢alismayla, 3-boyutlu kiiltiir sisteminin kurulmasi ve organoid olusturulmasi
amaclanmistir. Organoid sisteminin kurulmasi ileride yapilacak, kript biyolojisi, kok hiicre
caligmalari, markir gen arama ve anti kanser tedavilerinin gelistirilmesi gibi ¢alismalar igin,
in vitro ortamda organin fizyolojik ortamimin taklit edilebilmesi ve genetik dengesizlik
olugmadan uzun siire ¢ogaltilabilmesi gibi 6nemli avantajlar saglayacagini diistinmekteyiz.
Bu calismada, fare ince bagirsak kript yapisindan izole edilen hiicrelerden 3-boyutlu kiiltiir
ile in vitro ortamda organin minyatiir hali olan, ince bagirsak organoidi olusturulmustur.
Organoidlerin olusturulmasi ve yeni ¢aligmalarin planlanmasi, {ilkemize ve {iniversitemize
diinyada son zamanlarda iizerinde ¢okca calismalarin baglatildig1 ve gelisme gosteren bir

konuya dahil olma sansi1 verecektir.

Anahtar Kelimeler: Ince bagirsak epiteli, Kript, Organoid, Yetiskin kok hiicre



2. SUMMARY

Establishment Of Organoid From The Cells Of Mouse Small Intestine Crypts By 3-D

Culture

Small intestinal epithelium is one of the most convenient tissue for mammalian adult
stem cell studies thanks to its simple structure and rapidly regeneration ability. The intestinal
epithelium consists of crypt and villus. Villus is enriched by several contiguous, proliferative
‘crypt’ compartments within the underlying submucosa. In this study, small intestine is
chosen due to its property of rapidly proliferation and differentiation ability of stem cells.
Tissue stem cells function with the support of niche (microenvironment) cells. Therefore, in
tissue culture studies various cell types should be used rather than a single type of cells.
Scientists trend to living organisms when they need this kind of situations. Challenges of
studying with living organisms have led to the establishment of organoids which are obtained
by three-dimensional cultures. Mini-organ like structures generated by providing necessary
conditions for stem cells which are originated from target organs and able to form stroma,
are called organoids. Organoid systems allow different cell types originated from same tissue

to grow in the same culture dish.

In this study it is aim to establish 3-dimensional culture system and organoid. To
form the organoid system will provide significant benefits, such as modelling the
physiological environment of an organ and long term replication without genetic instability
for future studies including crypt biology, stem cell research and marker gene search,
development of anti-cancer treatment, etc. In this study, we have been formed organoids
from the cells isolated from mice intestine crypt structures using 3-dimensional culture
techniques. We strongly suggest that establishment of organoids will contribute to our
university, country and the studies which have been shown great progress and attracts

growing interest in the world, recently.

Key Words: Small intestine epithelium, Crypt, Organoid, Adult stem cell



3. GIRIS ve AMAC

Ince bagirsak yapisinda bulunan ve kendini yenileme 6zelligi olan kok hiicreler
diizenli olarak c¢ogalabilmekte ve siirekli bir dongii icinde ince bagirsak epitelindeki
hiicreleri olusturma yetenegi gostermektedirler. Bir kriptte tahminen 4-6 kok hiicre
bulunmaktadir. Belli bir dokuyu olusturan ve bu dokuya ait toplam hiicre popiilasyonu iginde
sadece kii¢iik bir kismi temsil eden yetiskin kok hiicrelerin belirlenmesi oldukga zor bir
stirecti. Ancak, giiniimiizde yapilan g¢alismalarda yetiskin kok hiicreler igin segici olan
markirlar kullanilarak, bu hiicrelerin doku hemostazisi, doku ve organ tamir mekanizmalari,
kanser olusumu ve gelisimindeki rolleri belirlenmeye baglanmigtir. Son on yilda bagirsak
epitelinde bulunan kok hiicre popiilasyonlari igin de, ¢esitli markirlar {izerinde galismalar
yogunlagmistir (1). Giiniimiizde, kok hiicre ¢alismalarinda, organ biyolojisinin
anlasilmasinda ve kanser ¢alismalarinda, 2-boyutlu (2D) sistemin yaninda 3-boyutlu kiiltiir
sistemleri de kullanilmaya baslanmistir. Iki-boyutlu kiiltiir sistemleri, kullanilan hiicre
hatlarinin zaman iginde genotipik degisimler ve diisiik pasajlanma kapasiteleri gostermesi,
capraz-kontaminasyonu engellemek i¢in siirekli kontrol grubu olusturma zorunlulugunun
bulunmasi gibi dezavantajlari da beraberinde getirmektedir (2). Bu nedenlerden dolay1

caligmalarda yeni bir kiiltiir sistemi olan 3-boyutlu organoid kiiltiirleri gelistirilmistir.

Bu c¢alismada, fare ince bagirsak kript yapisindan elde edilen ve igerisinde kok
hiicrelerin de bulundugu hiicre popiilasyonundan, 3-boyutlu kiiltiir sisteminde epitel
hiicrelerinin stroma olusturan hali olan kript-villus organoid yapis1 olusturulmasi
hedeflenmistir. Fare ince bagirsaginda bulunan kok hiicreler bu 3-boyutlu sistemde ¢ogalip
farklilasarak ince bagirsagin minyatiir hali olan bagirsak organoidlerini olusturabilmektedir.
Organoid sisteminin kurulmasi ince bagirsak biyolojisinin anlagilmasina katki saglayacak
caligmalarimiz i¢in alt yap1 olusturacaktir. Organoid kiiltiirii, fare hiicrelerinden yapilabildigi
gibi insandan biyopsi ile alinan materyallerden de olusturulabilmektedir. Bu ¢alisma ile
birlikte laboratuvarimizda 3-boyutlu doku kiiltiir sisteminin kurulmasi ile beraber
planlanacak yeni calismalara zemin olusturacaktir. Bu kapsamda yapilan bu tez caligsmast,
ileride yapmayi diisiindiigiimiiz ¢esitli hastaliklarin tedavisine yonelik ¢alismalar i¢in bir

baslangi¢ olusturacaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. ince Bagirsak

Ince bagirsak, sindirim sisteminde son besin sindiriminin, metabolit emiliminin ve
endokrin salgilanmanin yapildig1 béliimdiir. Ince bagirsak, sindirim kanalinin mide ile kalin
bagirsak arasinda kalan kismidir ve yapi olarak duodenum (on iki parmak bagirsagi),
jejunum ve ileum olmak ftizere ii¢ kisimdan olusmaktadir (3). Duodenum, mideden sonra
baslayan, ince bagirsagin ilk ve en kisa boliimii olup mideden gelen ve mide 6zsuyuna maruz
kalmis besinlerin (kimus) pankreastan gelen sindirim enzimleri ve safra kesesinden gelen
safra ile bu besinlerdeki yaglarin, karbonhidratlarin ve proteinlerin sindiriminin gerceklestigi
boliimdiir (4, 5). Jejunum, ince bagirsagin orta kisminda yer alan boliimiidiir ve emilimin
yapilmaya baslandig1 kisimdir. Burada yer alan villuslar sayesinde yiizey alan1 maksimum
seviyede genisletilmektedir. Ileum ise bagirsagin son kismi olup jejunumda oldugu gibi

besinlerin sindirimine ek olarak B12 vitamininin ve safra asidinin emildigi kisimdir (6).

Ince bagirsagin zeminini kaplayan epitel, tek hiicre kalinliginda olup, memeli
bagirsaklarinda patojenlere ve toksinlere karsi bariyer olusturmaktadir. Buna ek olarak,
yasamak i¢in gerekli olan sindirimi tamamlanmis besin maddelerinin bagirsak liimeninden
emiliminden de sorumludur (7). Ince bagirsak epitelinin siitunlu tek tabakal1 yapisi, Kript ve
villus olmak tizere iki kisma ayrilmaktadir (Sekil 1). Epiteli olusturan villuslar, maksimum
besin tutulumu ve absorbsiyonu saglamak igin parmak benzeri uzantili yapilar olusturup
limen ylizeyini genisleterek, limeni c¢evrelemektedir. Villusu olusturan hiicreler, alt
mukozada gomiilii kript ad1 verilen yapilarda lokalize olmus proliferatif 6zellikteki kok
hiicrelerin ¢ogalip farklilasmasiyla siirekli olarak yeniden iiretilmektedir (8). Villusu
olusturan hiicreler her 3-5 giinde bir tamamen yenilenmektedir (9). Kok hiicrelerin ¢ogalip
farklilagsmasi ile villusu olusturan ii¢ tip hiicre (enterositler, goblet ve enteroendokrin
hiicreler) ve bunlara ek olarak kriptte kalan paneth hiicreleri ile birlikte ince bagirsak
epitelini olusturmaktadir. Bu dort tip hiicreden, enterositlerin absorbsiyondan, goblet
hiicrelerinin mukus salinimindan, enteroendokrin hiicrelerinin hormon salinimindan ve
paneth hiicrelerinin ise bazi bakterilerin hiicre duvarini eriten lizozim enzimini salinimindan
ve antimikrobiyal hormon salinimindan da sorumlu oldugu bilinmektedir. Lizozim enzimi
antibakteriyal 6zellige sahiptir ve bagirsak florasinin kontrol edilmesinde rol oynamaktadir.
(10). Enterositler, absorbsiyondan sorumlu hiicreler olup apikal yiizeyleri mikrovilluslar ile
kaplhidir. Mikrovilluslar sayesinde yiizey alanit genisletilerek emilimin ve tasimimin

maksimum seviyesinde olmasi saglanmaktadir (11). Enterositlerin temel gorevleri arasinda
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iyonlarin, suyun, karbohidratlarin, amino asitlerin, peptitlerin, yaglarin ve B12 vitamininin
emilimi yaninda, bazi immunoglobulinlerin (Ig) salinimi da yer almaktadir. Goblet hiicreleri,
enterositlerin arasina serpistirilmis bir sekilde konumlanmaktadir ve epitel yiizeyinde
koruyucu, kaygan bir katman olusturan mukus salinimindan sorumludur. Bagirsak epitelinde
bulunan enteroendokrin hiicreleri sekretin, torotensin, kolesistokinin ve nodrotensin gibi
gesitli hormonlarin salinimindan sorumludur (12). Enterositler, goblet hiicreleri ve
enteroendokrin hiicreleri villus boyunca gog ederlerken, dordiincii tip farklilagsmais hiicre olan
Paneth hiicreleri kriptin dip kisminda kalmakta ve yaklasik 6-8 hafta canliliklarini
stirdirmektedir (13). Villus boyunca hareket eden hiicreler apoptoz mekanizmasi ile
dengede tutulmaktadir ( Sekil 1).
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Sekil 1. Ince bagirsak epiteli (Clevers’dan 14)

Kript yapisinda yer alan kok hiicreler, paneth hiicreleri ve oncii hiicreler bir diizen
icerisinde yerlesmistir. Test tiipli seklinde olan kript yapisinda, kok hiicreler paneth hiicreleri
arasinda bulunmaktadir. Kriptlerin taban kismini merkez kabul edip yukartya (kriptten
villusa) dogru gidildiginde 4. pozisyonda bulunan hiicreler +4 olarak adlandirilan kok
hiicrelerdir ve bu hiicrelerin aktif olarak boliinme yetenekleri vardir. Bir kriptte tahminen 4-
6 kok hiicre bulunur ve +4 pozisyonunun iistiinde kalan hiicreler ise kok hiicrelerin aktif bir
sekilde boliinmesi ile olusan, diger hiicrelere farklilasacak Oncii hiicreleri olusturur (15)

(Sekill). Kriptteki +4. pozisyonundaki kok hiicrenin hasar gérmesi durumunda, Kript



tabanindaki boliinme yetenegine sahip ancak sessiz fazda bulunan kok hiicrelerden biri

boliinerek +4 pozisyonuna gonderilir (16).
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Sekil 2. Ince bagirsak kript yapis1 (Sasai’den 16)
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4.2. Kok Hiicre Kavrami

Kok hiicreler, kendilerini  yenileyebilme 6zelliginde olan, boliindigiinde
farklilasabilen hiicreler olusturan ve klon olusturma yetenegine sahip hiicreler olarak
tanimlanmaktadirlar (17). Kok hiicreler boliindiiklerinde, kendileri gibi kok hiicre ve
yenilenecek dokunun gereksinimi olan, farklilasma yoniinde ilerleyecek hiicrelere
doniistirler (18). Kok hiicrelerin hayat dongiisii, sperm hiicresinin yumurta hiicresini-

dollemesinden baglayarak yasamin sonuna kadar devam etmektedir (19).

Kok hiicreler, temelde totipotent, pluripotent ve multipotent olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Totipotent kok hiicreler, erken embriyonik donemdeki 8 hiicreye kadar olan
tiim blastomerler olup, teorikte bu hiicrelerin her biri yeni bir canli olusturma yetenegindedir.
Pluripotent kdk hiicreler, organizmada birgok dokunun olugmasini saglayan kok hiicrelerdir.
Blastositin i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler bu o6zelliktedir ve endoderm, ektoderm ve
mezodermden koken alan ¢ok farkli hiicre ¢esidine farklilagabilmektedir. Multipotent kok
hiicreler ise yer aldiklar1 dokunun hiicrelerini olusturmaktadir. Yetiskin kok hiicreler bu

grupta yer almaktadir (Sekil 3) (20-23).
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Sekil 3. Kok hiicre gesitleri (Wobus’tan 23)

4.2.1. Yetiskin Kok Hiicreleri

Yetiskin kok hiicreleri, erken embriyonik gelisimini tamamlamis bir organizmada
bulunan kok hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Totipotent ve pluripotent embriyonik kok
hiicreler diginda kalan tiim kok hiicreler bu gruba girmektedir. Bu kok hiicreler organizmada
cogalan hiicrelerin Onciileri olup hasarlanan dokularin yenilenmesinde gérev almaktadir.
Somatik kok hiicreler olarak da adlandirilan bu hiicreler bazen dokuya 6zgii kok hiicreler

olarak da adlandirilmaktadir (18).



Giiniimiizde en ¢ok iizerinde durulan yetiskin kok hiicre tipleri, hematopoietik,
mezenkimal, noral ve bagirsak kok hiicreleridir. Bunlarin disinda farkli organlarda da kok
hiicrelerden bahsetmek miimkiindiir. Yetiskin kok hiicrelerin hemen hemen higbiri dogrudan
farklilasmis hiicrelere doniismemekte, bulunduklari organda Once Oncli hiicrelere

doniismekte ve gogalmanin sonunda tamamen farklilagmis hiicreleri olusturmaktadir (18).
4.2.1.1. ince Bagirsak Kok Hiicreleri

Ince bagirsak kok hiicreleri, organ biyolojisi ve kok hiicre galismalarinda en cok
caligilan model sistemlerden biri haline gelmistir (24). Bu 6zelligi, memelilerde kendini en
hizli yenileyen dokulardan biri olmasindan kaynaklanmaktadir (25). Viicut i¢in gerekli besin
almimunt siirekli ve saglikl bir sekilde saglamak {izere biitlin bagirsak epiteli her 3-5 giinde
bir tamamen yenilenmektedir. Bu yenilenme islemi kript tabanindaki kok hiicrelerinin Kript-
villus ekseni boyunca ¢ogalip farklilagmasi ve villus boyunca go¢ etmesi ile saglanmaktadir.
Tek bir ince bagirsak kok hiicresinin, kendini yenileyebilme, kript-villus yapsindaki
enterosit, entoroendokrin, goblet ve paneth hiicresi gibi farkli hiicre tiplerini olusturabilme

ve klon (klonalite) olusturabilme olmak iizere, ii¢c 6nemli 6zelligi vardir (18).

Ince bagirsak kok hiicrelerinin kript yapisindaki lokalizasyonlari hakkinda gesitli
fikirler ortaya atilmistir. Yapilan ilk ¢alismalarda kript tabani orjin olarak alindiginda
yukariya dogru sayilan 4. hiicrenin kok hiicre oldugu diistiniilmekteydi (26, 27). Bunun
yaninda, kok hiicrelerin, kript tabaninda iki paneth hiicresinin arasinda lokalize oldugunu
gosteren caligmalar yapilmistir (28). Bugiin kabul edilen model ise ince bagirsak kript
tabaninda iki ayrt kok hiicre popiilasyonu oldugu, hiicrelerin ¢ogalmasi ve kriptin
devamliligin1 saglayan mekanizmalardan sorumlu aktif olan kok hiicrelerin, +4
pozisyonundaki kok hiicreler oldugu, yaralanma ve hasar sonucu yeni bir aktif kok hiicre
olusumundan ve kript onarimindan sorumlu olanlarin ise daha pasif olan kript tabaninda
lokalize olmus kok hiicreler oldugu yoniindedir (29, 30). Kok hiicrelerden + 4
pozisyonundaki hiicrelerin, kript ve villuslardaki tiim hiicre tiirlerini olusturabildikleri

gosterilmistir (31).

Kriptte yer alan kok hiicreleri tespit etmek icin ¢esitli isaretleme yontemleri
kullanilmistir. Varsayilan kok hiicrelerin tespit edilmesinde kullanilan ilk yontem radyoaktif
isaretli timidin izleme ¢alismalaridir (32). Bu gibi isaretleme yoOntemleri ¢esitli RNA
baglayict proteinlerin (MSI1, WIP1 vb.) markir olabilecegine yonelik sonuglar ortaya
koymustur (31, 33). Ancak, yapilan ilave ¢alismalar ile bunlarin ince bagirsak kok hiicreleri

igin spesifik ve kullanish birer markir olmayacagi gosterilmistir (34).



Hans Clevers ve ark. 2007 yilinda, Kriptin tabaninda bulunan kok hiicreler tarafindan
eksprese edilen ve Wnt yolaginda bir hedef gen olan Lgr5 (Lésin-zengin-tekrar-igeren G-
protein bagl reseptor 5) isimli bir marker gen tanimlamiglardir (9). Bu Lgr5 pozitif (Lgr5™)
hiicreler, ince bagirsak epitelini olusturan 4 farkli hiicreye de doniisebilmektedir. Kript
tabaninda bulunan Lgr5" kok hiicreleri kendini yenileyebilme ve pluripotent 6zellikleri ile
bagirsak kok hiicreleri igin iyi bir markir 6zelligi tasimaktadir (9). Kriptte bulunan bu Lgr5*
kok hiicreleri zarar gordiiklerinde ve fonksiyonlarini yerine getiremeyip elimine
olduklarinda, 4. pozisyonun altinda kalan yavas dongiilii kok hiicreler tekrar etkin bir

bigimde Lgr5" hiicre grubunu olusturmaktadir (35).

Gilinlimiizde, fare ve insan modellerinde bu kok hiicreleri belirlemek igin ¢ok c¢esitli
markirlar veya bu markirlarin kombinasyonlar1 (Lgr5, CD133, CD44, CD24 ve Bmil)
kullanilmaktadir (9, 36, 37). Bu markirlardan CD44’{in ince bagirsak kok hiicreleri igin
onemli bir markir oldugu gosterilmistir. CD44 ekspresyonunun Wnt sinyal yolagini aktive
ettigine yonelik ¢caligmalar da mevcuttur (36, 38). Diger bir markir CD24 ise paneth hiicreleri
tarafindan eksprese edilmektedir. CD24 ekspresyonu olan paneth hiicrelerinin kok hiicrelerle
dogrudan temasta oldugu cesitli yontemler ile gosterilmistir (39). CD24 eksprese eden

paneth hiicreleri kok hiicreler i¢in mikrogevreyi olusturmaktadir (39).

Ince bagirsak kok hiicrelerinin Wnt, Notch ve BMP (Kemik morfogenetik proteini)
gibi birgok hiicre sinyal yolagi tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (40, 41). Ayrica, kok
hiicreler ¢evreden gelen sinyaller tarafindan da uyarilarak fonksiyonlarini yerine getirmek

icin diizenlenmektedir (42).
4.2.2. Kok Hiicre Mikrocevresi

Kok hiicreler, fonksiyonlarini devam ettirebilmek igin diizenleyici proteinlerin
varligina ve igsel diizenleyici sinyallere ek olarak, c¢evredeki hiicrelerden gelen dissal
diizenleyici sinyallere de ihtiya¢ duymaktadirlar. Kok hiicrelerin i¢inde bulundugu bu 6zel
histolojik ortam kok hiicre mikrogevresi (kok hiicre nigi) olarak adlandirilmaktadir (43). Bir
kok hiicre mikrogevresinin, kok hiicreye kazandirdigi i¢sel ve digsal kontrol mekanizmalarin

kombinasyonu kok hiicre popiilasyonunun varliginit devam etmesini saglamaktadir (44).

Birgok dokuda bulunan yetiskin kok hiicreler, farklilasmamis ve uzun Omiirlii
hiicrelerdir. Bu hiicrelerin hem korunmasi hem de fonksiyonlarin1 yerine getirmesinde
mikrogevre 6nemli bir role sahiptir. Niste yer alan hiicrelerin, kok hiicrelerin yerlesimini

arttirdigi, etkinlik kazanmalarini destekledigi ya da farklilagmamis halde kalabilmelerini



sagladigl, kisacasi kok hiicre islevlerinin uzun siireli korunmasi i¢in gerekli oldugu

bilinmektedir (18).

Yapilan ilk caligmalarda bagirsagi ¢evreleyen mezenkimal hiicrelerin bagirsak kok
hiicrelerinin nisi oldugu oOne siiriilmiistiir. Ancak daha sonra yapilan g¢alismalarda bu
hiicrelerin bagirsak kok hiicreleri i¢in tek baglarina nis fonksiyonu sagladiklarina iligskin bir
bulgu saptanamamistir (18, 45). Kript tabaninda lokalize olmus paneth hiicreleri,
antimikrobiyal molekiiller salgilayan, bagirsak mukozasinin savunmasindan sorumlu
hiicreler olarak bilinmektedir. Bu 6zelliklerinin yaninda, paneth hiicrelerinin ¢evreledikleri
bagirsak kok hiicrelerinin, korunmasinda da gorev aldiklart bilinmektedir (46). 2011 yilinda
yapilan in vitro ¢alismalarda kript tabanindaki bagirsak kok hiicrelerini ¢evreleyen paneth
hiicrelerinin bagirsak kok hiicrelerinin nisi oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismada, ince
bagirsak kok hiicreleri ve paneth hiicreleri ayr1 ayri toplanip, birlestirilerek yapilan kiiltiir ile
sadece kok hiicreler kullanilarak yapilan kiiltiir karsilastirilmistir. Sonug olarak, kok hiicreler
ve paneth hiicrelerinin birlikte olusturdugu organoidlerin sadece kok hiicrelerden olusan
organoidlerden anlamli bir sekilde fazla oldugu ve organoidlerin gelisiminin daha hizl
oldugu gosterilmistir. Organoidlerin olusumunun anlamli bir sekilde arttig1 ve gelisimlerinin
hizlandig1 gosterilmistir. Paneth hiicreleri, kok hiicreler igin temel nis sinyallerini
salgilayarak, kok hiicrelerin fonksiyonlarmi artirmakta ve kok hiicrelerin kendini

yenilemesini kolaylastirmaktadir (39).
4.3. U¢ Boyutlu Kiiltiir Sistemi

Bir yumurta hiicresinin sperm tarafindan dollenmesi ile baslayan doku ve organ
gelisimi, ileri derecede kompleks olmasina ragmen ¢ok iyi organize edilmis bir siirectir.
Hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda organogenez stireci hakkinda
yadsiamaz bilgiler elde edilmistir (47, 48). Bu yontemlerden en fazla kullanilan1 2-boyutlu
kiiltir sistemleridir. Bu yontemle temel hiicre biyolojisi i¢in ¢cok dnemli bilgiler saglanmustir.
Ancak, fizyolojik parametrelerdeki degisiklikler, doku veya organin mimarisi, hiicre-hiicre,
hiicre-matriks etkilesimleri, biyokimyasal etkilesimler ve sinyal yolaklarindaki
yetersizlikten dolay1 2-boyutlu sistemler sinirli kalmaktadir (49, 50). Bu sebepden 3-boyutlu

kiiltirlerin kullanilmasi ve gelistirilmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmistir (51).

Yaklasik 30 yil 6nce arastirmacilar, in vitro ortamda, epitel hiicrelerin ve farkli kokenli
hiicrelerin yagamlarini siirdiirebilmeleri i¢in 3-boyutlu ortami saglayacak, hiicre dis1 matriks
olusturacak kollajen jeller ile ¢alismaya baglamislardir. Bu jeller ile 3-boyutlu sferoid

(kiiresel) formlar olusturulmus ve 3-boyutlu kiiltiir sistemleri gelistirilmistir (52).



4.4. Organoid Kavram

2009 yilinda Sato ve arkadaslari tarafindan 3-boyutlu bir kiiltiir sistemi olan organoid
kiiltiirleri olusturulmustur (53). Yetiskin kok hiicreler 3-boyutlu bir matriks igerisine ekilmis
ve organ orjinini olusturan yapinin olusmasina imkan saglanmistir (54, 55). Tek bir kok
hiicreyi stimule edecek gerekli sartlar saglanarak hedef organdan koken alan, stroma
olusturabilen minyatiir yapiya organoid adi verilmektedir (Sekil.4). 3-boyutlu kiiltiirde
olusturulan organoidlerin, organin normal ortamindaki mimarisiyle ayn1 6zelliklere ve ayni
onarim mekanizmalarina sahip oldugu goriilmiistiir. Glinlimiize kadar laboratuar ortaminda
bagirsak, kolon, mide, pankreas, prostat ve karaciger gibi dokularda bulunan kok
hiicrelerden hem fare hem de insan organoidleri olusturulmustur (37, 53, 54, 56-59). Normal
organoidlere ilaveten ¢esitli kanser dokularindan da (ince bagirsak, kolon, pankreas, mesane
ve prostat) organoid kiiltiir sistemleri kurulabilmistir (2, 54, 57, 60-62). Kanser
organoidlerinin olusturulabilmesi ile, kanser biyolojisinin anlasilabilmesi ve in vitro da test
edilen ilaglarm in vivo’da olusturacagi etkinin tahmin edebilmesi miimkiin olacaktir.
Boylece kanser organoid kiiltiir sistemi ile klinik 6ncesi kullanighh ve giivenilir timor
modellerinin olusturulmasi saglanmistir (63). Organoidin olusumuna katilan kok hiicrelerin

gereksinimleri in vitro da karsilanarak bu sistem uzun siire kiiltiir edilebilmektedir (55).
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Sekil 4. Ince bagirsak organoidinin sematize sekli (Sato’dan 53)

4.5. Organoid Kiiltiirii

Model sistem ve organizmalar, bilimsel ¢aligmalarda hiicre ve organ biyolojisi, sinyal
yolaklari, canlilik, apoptoz, kanser biyolojisi ve tedaviye yonelik ilag ¢calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Bu model sistemlerden en yaygin ve temel olarak kullanilan1 2—boyutlu

yani tek tabakali olarak biiyiitiilen hiicre kiltiirleridir (63). Hiicre hatlari, adenoviriislerden



elde edilen ve oliimsiizliige neden olan genler kullanilarak, bazi genlerin overeksprese
ettirilmesi ile sonsuz telomeraz aktivitesi kazandirilarak ya da kendiliginden 6liimsiizliik
gelistirilen hiicreler (kanser hiicre hatlar1) ile olusturulmaktadir (64, 65). Cesitli yontemler
kullanilarak olusturulmus hiicre hatlari, olusturulduklar1 primer hiicreden farkli birgok
ozellik tasimaktadir. Dolayisiyla hiicre kokenli bu sistemler, hedef dokuyu dogru bir sekilde
yansitamamaktadir (66). Hiicre kokenli bu sistemlerde canlilik, apoptoz gibi yolaklar ile
ilgili galismalar ya da tedaviye yonelik ila¢ arastirmalari sinirli kalmakta ve primer
hiicrelerin olusturdugu cevabi dogru olarak yansitamamaktadir (67). Primer hiicreler
olusturulduklari doku veya organ i¢in en kullanish ve uygun modellerdir. Ancak, izole edilen

hiicrelerin ex vivo ortamda yasama siireleri oldukga kisitlidir (66).

Ozellikle anti-kanser veya diger hastaliklar i¢in ilag denemelerinde kullanish ve
yeterince etkili bir model sistem bulunmamaktadir. Son on yilda potansiyel anti kanser
ajanlarinin biiylik bir hizla artmasina karsin bu ilaglarin ancak %10’luk kismi Klinikte
basarili olmustur (68, 69). ilaglarn tedavi edici olamamasi ve ilag gelistirme ¢alismalarinin
Klinik diizeyde etkisinin diisiik olmasi, beklenmeyen toksisite gostermelerinden
kaynaklanmaktadir. Bu da galisilan ilaglarin klinik 6ncesi, uygun bir model sistemde test
edilememesinden kaynaklanmaktadir (70). ilag gelistirme ¢alismalarinda, ilacin hedefi olan
dokuya yonelik ¢alismalarda 2 boyutlu hiicre kiiltiirleri sik¢a kullanilan model sistemlerdir
(71). Ancak aday ilacin test edilmesi i¢in bu 2-boyutlu kiiltiirler tek baslarma yeterli
olamamaktadir. Dolayisiyla bu durumun ilave bir metot ile desteklenmesi gerekmektedir.
Bu gereklilik hiicre kiiltiiriindeki hiicre-hiicre ve hiicre-ekstrasellular matriks iliskisinin
siirlt olmasi veya yoksunlugundan kaynaklanmaktadir (72). Bunun aksine 3-boyutlu
kiiltiirlerde, ayni dokuyu olusturan farkli hiicreler bir arada bulunmakta ve hiicre-hiicre,
hiicre-ekstrasellular matriks iligkisi iyi bir sekilde saglanmaktadir (73). Yapilan ¢alismalarda
3-boyutlu kiiltiirlerin ilag etkinligi ve toksikoloji ¢aligmalarinda 2-boyutlu kiiltiirlere gore
daha anlamli sonuglar ortaya koydugu gosterilmistir. Bu da yapilan yeni ilag ¢alismalari, ilag
kombinasyon gelistirme ¢alismalar1 ve diger ¢alismalar i¢in hedef dokuyu taklit etmede en

etkili yontemin 3-boyutlu kiiltiirler oldugunu gostermektedir (74).

Diinyanin bir¢ok bolgesinde, kanser yiiksek 6liim oranmi ile hala temel bir saglik
problemidir (75). Kanser biyolojisinin anlasilabilmesi ve ilag deneme ¢aligsmalari igin farkli
timor modelleri olusturulmustur (2). Kanser ¢alismalarinda fare kanser modelleri en yaygin
olarak kullanilan stratejidir (76). Diger bir yaklagim ise kanser hiicre hatlar1 ve hastadan elde
edilmis tiimor ksenograflaridir (PDTX). Bu iki modelin yaninda yeni ve gelismekte olan

ticlincii bir kanser modeli de “primer tiimor organoid sistemi”dir (2). Bu ii¢ kanser modeli



bazi 6zellikleri bakimindan Tablo 1’de birbirleri ile mukayese edilmistir. Kanser hiicre
hatlarinin tek tip hiicreden olusmasi, genotipik degisikliklere sahip olmasi ve primer kanser
hiicresini bire bir yansitamamasi gibi bazi dezavantajlari mevcuttur. Bunun yaninda, fare
kanser modellerinin maliyetli olmasi, ¢alisma sonunda farelerin 6ldiiriilmesi, timor-konakg1
iligkisinin her zaman saglanamamasi ve etik problemlere yol agmasi gibi bazi temel
dezavantajlara sahiptir. Primer tiimor organoid sistemi ise cerrahi olarak tiimor dokusundan
biyopsi alinmasi ile hayvanlardan ve insanlardan kolaylikla olusturulabilmektedir (57).
Ayrica, hastalardan olusturulan tiimdr organoidleri bire bir hastadaki tiimorii yansitmakta ve
ayn1 genetik altyapiyr tasimaktadir. Bu da yeni ila¢ tasarimlarinda ya da kisiye 6zgii ilag

gelistirilmesinde avantajlar saglamaktadir.

Tablo 1. Hiicre hatti, ksenograftlar ve organoidlerin birbirleri ile mukayesesi. (+++): cok
iyi, (++): kullanilabilir, (+): miimkiin, (-):kullanigh degil (Sachs’dan 2)

Ozellik Hiicre Hatlan Ksenograftlar Organoidler
Calisma kolayligt +++ - +

Baglatma basar1 + ++ -

orani

Gelisim +++ + o+
Biyolojik stabilite + ++ +4+

Kanserin taklidi + ++ ++

Genetik +++ - 4

manipiilasyon
Normal kontrol - - ++

3-boyutlu gelisim +/- +++ 4

4.6. Ince Bagirsak Organoidi

Ince bagirsak kriptlerindeki hiicre popiilasyonu igin in vitro olarak dokunun normal
ortaminda bulunan mikrogevresinin taklit edilmesiyle ve minumum ihtiyaglarinin
karsilanmasiyla ince bagirsagi olusturan kript-villus  yapis1  Kkiiltiir  ortaminda
olusturulabilmektedir. Olusan bu yap1 ince bagirsak organoidi olarak adlandirilmaktadir
(53). Bu organoidler, ince bagirsagin dogal fizyolojik ortaminda bulunan haline hem

morfolojik hem de yapisal olarak ¢ok benzerdir (77). Kriptleri olusturan hiicreler, normal



doku ortaminda alt mukozaya gomiili halde laminler gibi ara filamentler tarafindan
cevrelenerek doku mimarisini olusturmakta ve canliliklarini siirdiirmektedir. Kriptlerden
izole edilen hiicreler doku ortamini olusturacak ekstraseliilar matriks ile desteklenmez ise
anoikis olarak adlandirilan apoptoz benzeri bir mekanizma ile hiicre 6liimii gergeklesir (53).
Kript biyolojisinin temelini olusturan Wnt sinyallerini in vitro ortamda saglayabilmek igin
Whnt agonisti R-spondin, organoid sisteminde kript sayisini artirmak amaciyla BMP
sinyallerini baskilayan Noggin ve mitojen olarak da EGF kullanilmaktadir. Bazal membrani
olusturmak i¢in ise 6zel bir jele ihtiyag vardir. Kiiltiir ortaminda bazal laminayi taklit etmek
ve 3- boyutlu ortami saglamak amaciyla laminlerce ve kollajenlerce zengin matrijel
kullanilmaktadir. Bu sekilde hiicreler matrijelli ortamda biiyiimeyi secerek hiicre 6liimiinden
kurtulurlar (78-81). Matrijel, Engelberth-Holm-Swarm farelerinin sarkomlarindan elde
edilen lamin, kollajen 4 heperan siilfat proteoglukan ve entaktin/nidojen gibi ekstraselluler
matriks proteinleri agisindan zengin bir matrikstir (78, 82). Hiicre dis1 matriks proteinlerinin
yaninda, TGF-beta, epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve
doku plasminojen aktivitorleri gibi ¢ok ¢esitli bitylime faktorlerini de igermektedir (81, 83).
Matrijel normal ve transforme epitel ve diger hiicre tipleri igin etkili bir tutunma ve

farklilagsma ortami olusturarak 3-boyutlu kiiltiir ortam1 saglamaktadir.
4.7. ince Bagirsak Organoid Olusumunun Molekiiler Mekanizmasi

Ince bagirsak homeostazisi Wnt, Notch, EGF ve BMP olmak iizere iyi tanimlanmis
dort yolak tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir (Sekil 5) (84). Bu yolaklar in
vitro’da indiiklendiginde kiiltiir ortaminda ince bagirsak organoidleri olusturulabilmektedir
(85).

Whnt yolagi, ince bagirsakta bulunan kok hiicrelerin hem proliferasyonundan hem de
farklilagmasindan sorumludur. ince bagirsak kok hiicre kaderinin belirlenmesinde ve
cogalmanin yonlendirilmesinde hayati 6nem tasimaktadir (86). Wnt yolag: ince bagirsak
kript tabaninda kok hiicreler ile temas halinde bulunan farklilasmis paneth hiicrelerinin de
olusmasini saglamaktadir (87). Wnt yolagina gelen sinyaller Frizzled-Lrp5/6 koreseptorleri
ile etkilestiginde B-katenin stabilize olmaktadir. B-katenin de gesitli proteinleri uyararak bir
transkripsiyon faktorii olan Tcf4’iin aktivasyonunu saglamaktadir. Bu aktivasyon kok

hiicrelerin gogalma potansiyelini artirmaktadir (Sekil 5A-C).

Kok hiicrelerde bulunan Lgr5 reseptorii, Wnt agonisti olan R-spondin tarafindan

uyarilmaktadir. Yani kiiltiir ortamina eklenen R-spondin proteini Wnt sinyallerinin gii¢lii bir



arttiricisi olarak rol oynamaktadir. Bdylece R-spondin tarafindan Wnt bagimli ince bagirsak

kok hiicrelerinin ¢ogalmasi giiglii bir sekilde indiiklenmektedir (88).

ERK

A

Wnt BMP EGF

= ; N
(@ NG Paneth cell

\. Smad1/5/8

Sekil 5. Bagirsak kript villus yapisi ve sinyal yolaklari. A) Kriptin histolojik konumu, B)
Kok hiicrelerin ve paneth hiicrelerinin lokalizasyonu, C) Kok hiicre ve paneth
hiicrelerinin biyolojik etkilesimleri (Clevers’dan 84).

Notch sinyal yolagi, kok hiicre devamliliginin saglanmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir (89). Notch sinyal yolagi kok hiicrelerin kendini yenileme ve yeni kok hiicre
olusturma siirecini kontrol eden bir yolaktir. Boliinmekte olan kok hiicrelerde ve Onciil
hiicrelerde bloke edildiginde ise hiicreler salgi hiicrelerine farklilagmaktadir (90). Paneth
hiicreleri salgi yapabilen ve kok hiicrelere nis saglayan hiicrelerdir. Paneth hiicreleri Notch
yolagini uyaran sinyaller salgilayarak, komsu kok hiicreleri uyarmakta ve kok hiicrelerin
boliinmesi ile olusan onciil hiicrelerin enterositlere farklilasmasini saglamaktadir (91). Kok
hiicrelerden olusan oncii hiicreler kript boyunca ilerlediklerinde paneth hiicrelerinden
uzaklasirlar. Bu hiicrelerden bazilart Notch sinyallerini down regule edip kendi kaderlerini
belirleyerek, salgi yapabilen hiicrelere farklilasirlar. Paneth hiicreleri ile iletisimi kopmayan
oncii hiicreler ise Notch sinyalleri aktif oldugu icin enterositlere farklilasirlar (92). Ozetle
Notch sinyalleri 6ncii hiicrelerin enterosit ya da salgi hiicrelerine farklilagmasini kontrol

eder.

EGF, kok hiicreler ve kok hiicrelerden ¢ogalan dncii (progenitor) hiicreler iizerinde
oldukga giiclii bir mitoz indiikleyici etkisine sahiptir. EGF, Ras/Raf/Mek/Erk sinyal

yolaginin ligand1 olup bu yolak, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasma gibi birgok biyolojik siirecte



etkilidir. Bu yolak kript epitelinde oldukga aktif olup kript sayisinin artmasini saglamaktadir
(93) (Sekil 5C).

Son olarak BMP villus olusumunda oldukga aktiftir., BMP sinyal yolagi aktif
oldugunda, uyarilan reseptor Smadl/5/8 ve Smad4’iin kompleks olusturmasin1 saglar.
Olusan bu transkripsiyon faktor kok hiicrelere negatif yonde etki ederek, kok hiicrelerin
cogalmasimi baskilamakta ve bu sekilde ¢ogalmanin dengede tutulmasini saglamaktadir
(Sekil 5C). BMP sinyalleri Nogin tarafindan inhibe edildiginde, kript yapilar1 villuslarin
kenarlar1 boyunca artis gostermektedir. Yani baskilanan BMP sinyalleri kok hiicrelerin
cogalarak yeni kriptler olusturmasini indiiklemektedir. Bu sekilde, kiiltiir ortamina Noggin

ilavesi ile kriptlerin sayisinin artmasi saglanmaktadir (94).

Kiiltiir ortamina ilave edilen cesitli proteinler ile bahsedilen sinyal yolaklari
baskilanarak ya da indiiklenerek ve gerekli suplementler eklenerek ince bagirsak

organoidlerinin in vitro da olusturulmasi saglanmaktadir (85).



5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec
5.1.1. Cahismada Kullanilan Farelerin Temini

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dalinda gerceklestirildi. Calismada kullanilan deney hayvanlar1 Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden saglandi. Deneylerimizde
cinsiyetin 6nemli olmadig1 yaklasik 1 ile 2 aylik fareler kullanildi. Karadeniz Teknik
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alman 18.11.2014 tarihin ve 2014/52

protokol numarali izin dogrultusunda, fiziksel Otanazi yoOntemlerinden olan servikal

dislokasyon uygulanarak farelerden ince bagirsak dokusu alindi.

5.1.2. Kimyasallar

EDTA disodyum dihidrat (Na EDTA.2H20)
Tris-HCI (C4H12CINO3)

Kalsiyum kloriir (CaCly )

Hidroklorik asit (HCI)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Etil alkol (C2HsOH)

1-Butanol (CsH100)

Ksilen, ekstra piire (CgH1o)

Eozin Y (C2oHsBraNa2Os )

Dimetil Siilfoksit ((CH3)2SO )

HEPES (CgH1sN204S)

Formaldehit (HO(CH.O)nH

Mayers hematoksilen solusyonu
Sodyum kloriir (NaCl)

Potasyum Kloriir (KCI)

Disodyum hidrojen potasyum (NazHPO4.2H20)
Potasyum fosfat (KH2POa4)

Magnezyum Kloriir (MgCl2.6H20)
Kalsiyum Kloriir (CaCl2.2H20)
Trisodyum sitrat (CeHsNasO7.2H20)
Sitrik asit (CeHgO7.H20)

Sodyum fosfat tribazik (NasPO4.12H,0)

AppliChem, A29370500

Merck, 1.01547.0.100
Merck,910TA654681
Merck, 1.00314.2500
Merck, 106462

Mey, Tiirkiye

Merck, 1.009.882500
Merck, 1.086.612500
Merck, 1.159.350100
Sigma, D8418-100
Sigma, H3375-25
Sigma, P6148
Sigma, MHS1-100
Merck, 1.064.041000
Merck, 1.049.361000
Reidel-deHaen, 4272
Sigma, P9791
Merck, 1.058.331000
Merck, 1.023.821000
Merck, 1.064.480500
Sigma, 27102
Sigma, 04277



Sodyum azid (NaNs)
5.1.3. Doku Kiiltiirii Malzemeleri

Matrijel Membran Matriksi
Rekombinant Fare Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)
B-27® Supplement

N-2 Supplement

Advanced DMEM/F-12
Penisilin-Streptomisin (10,000 U/mL)
TrypLE™ Express Enzim (1X)
Dulbecco Fosfat tamponu
Rekombinant Fare R-Spondin-1
Rekombinant Fare Nogin

Glutamin 200mM

N-Asetil-L-sistein (CsHgNO3S)

Sigir Serum Albumin (BSA)

Sigir Fetal Serum (FBS)

5.1.4. Hiicre ve Hiicre Yiizey Antikorlar

Propidyum Iyodid Boyama Solusyonu
Anti-fare CD24 Antikoru

Maymun anti-fare IgG Sekonder Antikor
Alexa Flour 488, Esek Anti-sigan 1gG

Tavsan anti-insan Lizozim Poliklonal Antikor

Keci anti tavsan 1gG
5.1.5. Cihazlar

Sogutmal1 yiiksek devirli santrifiij
Yiiksek devirli santrifiij

Class Il steril kabin

CO: Etiiv

Vorteks

Karistirici

Su banyosu

Invert mikroskop

Otomatik pipet seti

Sigma, S2002

Corning, 356231
Gibco, PMG8041
Gibco, 17504044
Gibco, 17502048
Gibco, 12634010
Gibco, 15140122
Gibco, 12605010
Gibco, 14190094
R&DSystem, 3474-RS-050
Peprotech, 250-38
Lonza, BE17-605E
Sigma, A9165-5
Amresco, 0332-25
Capricorn, FBS-11B

BDbiosci 5166211E
Biolegend, 101803
ThermoScie. A31571
Lifetech, A21208
RayBio, 119-17210
SantaCruz, sc2030

Eppendorf 5804, Almanya
Eppendorf 5810, Almanya
MetiSafe, Tiirkiye
Heraeus, Almanya

IKA, Cin

Stuart, Ingiltere

Stuart, Ingiltere

Nikon, Japonya

Rainin, ABD


http://www.thermofisher.com/search/global/searchAction.action?query=dulbecco%27s+phosphate-buffered+salines&navigator=seproductcategorynavigator&modifier=Balanced+Salt+Solutions%2FDulbecco%27s+Phosphate-Buffered+Salines

Pipetaid

Hassas terazi

pH metre

Manyetik karistirici

Buz makinesi

Distile su cihazi

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-86 °C)
Buzdolabi

Etiv

Termomikser (1s1tic1 blok)
Otoklav

Akim sitometrisi
Mikroskop

Mikroskop kamerasi

Mikrotom

5.1.6. Sarf Malzemeleri

Cesitli boyutlarda pipet uclar

Mikrosantrifiij tiipler
Falkon Tiipler (15 ve 50 ml)
24 kuyucuklu pleyt
Serolojik pipetler

70 pm filitre

Parafin Kasetleri

Metal parafin blok

Isolab, Almanya

Ohaus, ABD

Hanna, Portekiz

IKA, ABD

Hoshizaki, Japonya

GFL 2004, Almanya
Argelik, Tiirkiye
Thermo, ABD

Argelik, Tiirkiye
Memmert, Almanya
Eppendorf, Almanya
Tutnauer 3150 ELV, italya
BD Bioscience, ABD
Olympus BX51, Japonya
Olympus DP71, Japonya
Leica RM2255

Axygene, ABD

Axygene, ABD

Greiner Bio-One, Almanya
Corning, ABD

Greiner Bio-One, Almanya
BD Falcon, ABD

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya



5.1.7. Soliisyonlar
1. N-Asetil-L-sistein Cozeltisi
Hazirlanisi:
0.81595 ¢ N-Asetil-L-sistein (CsHgNO3S)

5 ml deiyonize su iginde ¢o6ziildiikten sonra son hacim deiyonize su ile 10 ml’ye
tamamlandi. 0.2 pm enjektor filtresinden gecirilerek steril edildi. 50 pl olacak sekilde

ependorf tiiplere alikotlandi.
2. 1 M 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonik asit (HEPES) (pH 7.5)
Hazirlanisi:

1.1915¢g HEPES (CsH18N204S)

5 ml deiyonize su iginde ¢6ziildii, toz NaOH ile pH 7.5’e ayarlandiktan sonra son
hacim deiyonize su ile 15 ml’e tamamlandi. 0.2 pm enjektor filtresinden gegirilerek steril
edildi ve -20°C’de saklandi.

3. 1X Fosfat tamponu ( Ca*? ve Mg*? icermeyen) (pH 7.4)

Hazirlanisi:
8¢ NaCl
029 KCI
144 ¢ NaxHPO4
0.24 g KH2PO4

800 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii, 1 N HCI ile pH 7.4’e ayarlanarak son hacim

deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi ve 4°C’ de saklandi.



4. 1X Fosfat tamponu (Ca*? ve Mg*? i¢ceren) (pH 7.4)

Hazirlanisi:
0.033¢g CaCl»
001g MgCl:
029 KCI
029 KH2PO4
8¢ NaCl
145¢ NaxHPO4

800 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildi, 1 N HCI ile pH 7.4’¢ ayarlanarak son hacim
deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi ve 4°C’ de saklandi.

5. 0.5 M Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) (pH 8.0)
Hazirlanisi:
1.8612 g Na; EDTA.2H.0

50 ml deiyonize su i¢inde ¢6ziildii, toz NaOH ile pH 8.0’a ayarlanarak son hacim

deiyonize su ile 100 mI’ye tamamlandi. C6zelti 0.2 pm enjektdr filtresinden gegirilerek steril

edildi ve 4°C’ de saklanda.
6. 2.5 mM EDTA/PBS c¢ozeltisi

Hazirlanan 0.5 M EDTA ¢ozeltisinden 125 pl alinarak PBS ile son hacim 25 ml’ye

tamamlandi.
7. %1 Sigir serum albiimin ¢ozeltisi
Hazirlanisi:

01g Sigir Serum Albumin

10 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii. 0.2 pm enjektor filtresinden gegirilerek steril edildi.

4°C’ de sakland.



8. Rekombinant (fare) Nogin
Hazirlanisi:

20 pg Noggin 400 pl %0.1°lik BSA c¢ozeltisinde ¢oziildi. 20 pl olacak sekilde

ependorf tiiplere alikotlandi.
9. Rekombinant (fare) R-Spondin-1
Hazirlanisi:

50 pg R-spondin-1 1 ml %0.1°’lik BSA ¢ozeltisinde ¢6ziildii. 100 ul olacak sekilde

ependorf tiiplere alikotlandi.
10. %4 Paraformaldehid (PFA) Cozeltisi
Hazirlanisi:

049 PFA
10 ml Mg*?ve Ca*? iceren PBS iginde ¢oziildii. 0.2 um enjektor filtresinden gegirilerek

steril edildi. Her defasinda taze olarak hazirlandi.
11. %1 Eozin Y Cozeltisi
Hazirlanisi:

01g Eozin Y

10 ml deiyonize su iginde ¢oziildii.

12. Bloklama Cozeltisi

Hazirlanisi:
8.22¢ Sitrik asid
21.52 g Di-sodyumhidrojen fosfat
29 Sodium azid

1000 ml deiyonize su iginde ¢oziildii. 0.2 um membran filtresinden gegirilerek steril
edildi.

Bloklama calisma soliisyonu hazirlanisi:

190 ul bloklama soliisyonuna her kullanimdan 6nce 10 pul H2O: eklenir.

13. Fiksasyon soliisyonu

Hazirlanisi:



5.88¢ Trisodyum sitrat dihidrat
1800 ml deiyonize suda ¢oziildii. 5 N HCI ile pH 6.0’a ayarlanarak son hacim

deiyonize su ile 2000 ml’ye tamamlandi.
5.2. Yontem
5.2.1. Fare Ince Bagirsak Kript izolasyonu

Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alinan izin
dogrultusunda, fare diseksiyonu ile ince bagirsaktan kript izolasyonu yapilmak {izere fiziksel
dtanazi yontemlerinden olan servikal dislokasyon uygulandi. ince bagirsagin deudoneum ve
jejunum kisimlart kesilerek, soguk PBS igerisine transfer edildi (Sekil 7). Bagirsagi
cevreleyen yag dokusu ve mezenter (bagirsak askisi, ince bagirsagi karin duvarinin arka
boliimiine tutturan karin zar1 kivrimi) miimkiin oldugunca sivri uglu bir makas yardimi ile
temizlendi. Ince bagirsagin ici siringa yardimryla Mg*? ve Ca*? igermeyen PBS ile yikandu.
Bagirsak PBS ihtiva eden petride ince uclu makas ile boylamasina agildi. Mg*? ve Ca*
icermeyen PBS ile titresim hareketleri yapilarak bagirsagin i¢i yikandi. Bagirsak temiz bir
petriye alindiktan sonra forsep yardimiyla agildi ve lam ile villiislar kazinarak temizlendi.
Lam ile temizleme islemi herhangi bir partikiil gelmeyene kadar birka¢ defa tekrarlandi.
Daha sonra bagirsak 3-5 cm olacak sekilde kesildi. Bagirsak pargalart 20 ml PBS igeren
falkona aktarildi ve 5-6 kez kuvvetlice galkalanarak yikandi. Bagirsak pargalari tekrar 20 ml
PBS iceren falkona aktarildi ve calkalanarak yikandi. Yikama islemi PBS de herhangi bir

artefak gézlenmeyinceye kadar siirdiiriildii.
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Sekil 6. Fare sindirim sistemi sematize goriinimii (95)



Temizlenen doku pargalar1 2.5 mM EDTA igeren 25 ml PBS tiipe aktarildi. 4°C de 30
dakika karistiricida birakildi. Siire sonunda bagirsak pargalart 10 ml PBS igeren falkona
aktarildi. Kuvvetlice calkalanarak kriptlerin dokiilmesi saglandi. Siipernatan Advanced
DMEM/F-12 besiyeri igeren falkona transfer edildi. Bagirsak pargalari tizerine tekrar 10 ml
PBS eklendi ve kuvvetlice ¢alkanarak siipernatan tekrar Advanced DMEM/F-12 igeren tiipe
transfer edildi. Bu islem birgok kez tekrarlanarak miimkiin oldugunca ¢ok kript elde edildi.
Toplanan kriptler 1200 rpm’de 4 °C de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirilarak
pellet tizerine 10 ml Advanced DMEM/F-12 besiyeri eklenerek yeniden siispanse edildi.
Kript-besiyeri karisimi 70 pum filtreden temiz bir falkon tiipe siiziildi. Stiziilen karisim 800
rpm’de 4 °C’de 4 dakika santrifiij edildi. Pellet tizerine 5 ml Advanced DMEM/F-12 besiyeri
eklenerek yeniden siispanse edildi. Elde edilen karisimdan 10 pl alindi ve invert mikroskop
altinda incelenerek kriptler sayildi. Kriptler 1500, 3000 ve 5000 kript olacak sekilde 15
ml’lik ti¢ ayr1 falkon tiipe alikotlandi (Sekil 7).

Sekil 7. Fare ince bagirsagindan Kript izolasyonu. A) Fare ince bagirsagi, B) Ince bagirsak
icinin soguk PBS ile yikanmasi, C) Petriye alinan ince bagirsagin boylamasina
acilmasi ve temizlenmesi, D) Ince bagirsak parcalarmin 4°C’de 30 dakika
inkiibasyonu, E) Toplanan kriptlerin invert mikroskop altindaki goriintiisii, X4
biiyiitme, F) Kriptlerin invert mikroskop altindaki goriintiisii X20

5.2.2. Toplanan Kriptlerden Tek Hiicre Siispansiyonu Elde Edilmesi

1500, 3000 ve 5000 kript ihtiva eden 15 ml falkon tiipler 4°C’de 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Pellet iizerine 5 ml proteaz (TrypLE™ Express Enzimi 1X) ve 50ul DNaz
eklendi. Tiipler 37°C su banyosunda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Kriptler her 10

dakikada bir siringa ile mekanik olarak parcalandi ve bu islem 3-4 kez tekrarlandi.



Orneklerin invert mikroskop altinda tek hiicre haline gelip gelmedikleri kontrol edildi. Tek
hiicre slispansiyonu haline gelen karisima, proteaz aktivitesinin inhibe edilmesi i¢in 2 ml
FBS eklendi. Siispansiyon 1500 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan

uzaklastirilarak, ekim yapilmak tizere pellet buza alindu.
5.2.3. Matrijelin Hazirlanmasi ve Tek Hiicre Siispansiyonunun Matrijel ile Ekilmesi

Ticari olarak satilan ve 4°C’de sivi fazda bulunan matrijel 400 pl olacak sekilde
alikotlandi. Alikotlanan tiipler -20°C’de muhafaza edildi. Ekim yapilacak 24 kuyucuklu
pleyt 1 giin 6nceden 37°C etiivde inkiibasyona birakildi. Kullanilacak matrijel en az bir saat
once 4°C’de tutuldu. Matrijel siv1 hale gelince 400 pl olarak alikotlanan matrijel izerine 200
ul Advanced DMEM/F-12 besiyeri eklenerek karistirildi. Tek hiicre siispansiyon pelletini
iceren 15 ml falkon tiiplere 150 pl matrijel/Advanced DMEM/F-12 besiyeri karigimi
eklenerek, pellet bu matrijel karigimi ile siispanse edildi. Olusturulan tek hiicre stispansiyonu
ekim yapmadan matrijel ile 4°C’ de inkiibe edildi. Tek bir kuyucuga 50 pl tek hiicre ve
matrijel karisimi 4 nokta olacak sekilde damlatildi (Sekil 8). Matrijelin polimerlesmesi igin
pleyt 37°C etiivde 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda uygun besiyeri eklenerek ekim
tamamlandi. Organoidlerin olugsmasi i¢in 24 kuyucuklu pleyt 37°C, %5 CO> i¢eren ortamda
kiiltiir edildi. iki giinde bir medyum degistirilerek kiiltiire devam edildi.
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Sekil 8. Matrijelin kuyucuklara ekilmesi

5.3. Organoid Kiiltiirii i¢cin Bazal Medyum Hazirlanmasi

Organoid kiiltiir sisteminin gereksinimlerini saglamak i¢in bazal medyum hazirlandi.
50 ml falkon tiipe 400 pl Glutamin (200 mM), 400 ul HEPES (1 M), 400 ul Penisilin-
Streptomisin (10 000 U/mL) konuldu. Son hacim 40 ml olacak sekilde Advanced DMEM/F-

12 besiyeri eklendi. Bu bazal medyum fare ince bagirsak organoid kiiltiirii i¢in kullanildu.



5.3.1. Fare Ince Bagirsak Organoidlerinin Kiiltiir Ortam

3-Boyutlu kiiltiir sisteminde kok hiicrelerin canliliklarini siirdiirebilmesi, gogalip
farklilasabilmesi ve fare ince bagirsaginin minyatiir bir halini olusturabilmesi i¢in ¢esitli
sinyal yolaklarmi indiikleyecek rekombinant proteinler, cesitli biliylime faktorleri ve

suplementler bazal medyuma eklendi (Tablo 2).

Tablo 2. Organoid kiiltiirti besiyeri bilesenleri

Malzeme Stok Konsantrasyon Final Konsantrasyon
Advanced DMEM/F12 1X 1X
GlutaMax 200 mM 2mM
HEPES 1M 10 mM
Penisilin/streptomisin 50 U/ml 0,5 U/ml
N2 Suplement 100 X 1X
B-27® Suplement 100 X 1X
N-Asetil-L-Sistein 500 mM 1 mM
Fare Rekombinant EGF 50 ug/ml 50 ng/ml
Fare Rekombinant Nogin 100 ug/ml 100 ng
Fare Rekombinant RSpondin-1 100 ug/ml 500 ng

5.4. Organoidlerin Pasajlanmasi

Yeni kullanilacak matrijel, solid forma donmesi i¢in 4°C’de bir saat inkiibe edildi.
Pasajlanacak kuyucuklardaki besiyeri pipetaj yapildi ve matrijelin pargalanmasi saglandi.
Besiyeri, matrijel ve organoid karisimi1 15 ml falkon tiipe aktarildi. Kuyucuklarda organoid
kalmamasi i¢in, soguk Advanced DMEM/F12 besiyeri ile tekrar yikandi ve toplandi. 15 ml
falkona toplanan organoidler, bir cam pastor pipetiyle pipetajlanarak mekanik olarak
parcalandi. Organoidler %70 oraninda tek hiicre siispansiyonu haline getirildikten sonra
1000 rpm’de 4°C de, 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda asagidan yukariya dogru
pellet, matrijel ve en iistte besiyeri olmak iizere tiipte 3 faz gozlendi. Besiyeri ve matrijel

miimkiin oldugunca pellete zarar verilmeden uzaklastirildi. Tiip 1- 2 dakika buzda bekletildi.



1:6 oraninda pasaj yapildi. Pellete 150 pl solid matrijel eklendi ve karistirildi. Matrijel,
organoid karisimindan 50 pl cekilerek 24 kuyucuklu pleytlere ekim yapildi. Matrijelin
polimerlesmesi igin pleyt 10 dakika 37°C etiivde inkiibe edildi. Her bir kuyucuga 500 pl
organoid kiiltiir besiyeri eklenerek 37°C’de, %5 CO igeren ortamda kiiltiire edildi.

5.5. Organoidlerin ve Fare ince Bagirsak Dokusunun Parafine Gomiilmesi

Dokularin mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmesi ile yapilan ve gomme ile
sona eren islemler dizisi “doku takibi” olarak isimlendirilmektedir. Doku takibi dehidrasyon,
seffaflandirma ve sertlestirme asamalarindan olusmaktadir. Dehidrasyon, dokularin parafine
gomiilmesi i¢in gerekli olup ¢esitli dehidrasyon yontemleri (etil alkol, metanol, isopropanol,
biitanol ve aseton vb. ) vardir. Calismada dehidrasyon etil alkol ile yapilmistir. Seffaflagtirma
(temizleme) islemi i¢in dehidrasyon maddesini temizleyebilen ajanlar kullanilmaktadir.
Temizleme islemi i¢in kullanilan birgok kimyasal i¢inden (ksilen, toliien, benzen ve
kloroform vb. ) ksilen segilmis ve fare ince bagirsagi parafine gomiilmeden Once
kullanilmistir ancak organoidlerin parafine gomiilmesinde bu asamaya ihtiyag
duyulmamaktadir. Dehidrasyon ve temizlemeden sonra dokularin mikrotom ile
kesilebilmesi i¢in sertlestirilmesi gerekmektedir. Bu islem cesitli sertlestirme ajanlari

iginden (parafin, mumlar, regineler, agar ve jelatin, vb.) parafin ile gergeklestirilmistir (96).

Besiyeri pipetaj yapilarak, matrijel mekanik olarak parcalandi ve organoid, besiyeri ve
matrijel siispansiyonu 15 ml falkona toplandi. Uzerine 10 ml soguk Advanced DMEM/F12
eklendi. Organoidlerin hasar gormemesi i¢in diisiik hizda, 500 rpm 4°C de 2 dakika santrifiij
edildi. Stipernatan miimkiin oldugunca uzaklastirildi. Siipernatan uzaklagtirildiktan sonra
pellet iizerine 10 ml %4’ lik PFA eklenerek, 4°C’de karistiricida (roller mixer) 1 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 800 rpm’de 4°C’de, 3 dakika santrifiij edildi.
Siipernatan pellete zarar vermeden uzaklastirildi. Pellet tizerine 3 ml %70’lik etil alkol
eklendi. Organoidler 16 mm cam tiiplere aktarildi. Organoidlerin dibe ¢okmesi i¢in bir siire
beklendi ve alkol uzaklastirildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Son yitkamadan sonra 3 ml %70

alkol icerisinde organoidler parafine gomiiliinceye kadar 4°C de saklandi.

Parafine gomiilme asamasinda, alkol tiipiin dibinde bir miktar kalacak sekilde
uzaklastirildi. Tiipe 2 ml kadar %1 eozin y (y: yellowish, eozin sarisi) ¢6zeltisi eklendi ve
bu sekilde 1 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda eozin miimkiin oldugunca
uzaklastirildi. Organoidler %100 etil alkol ile iki defa yikandi. Her yikamada 15 dakika
%100 etil alkol de inkubasyona birakild1. Etil alkol ile yikama isleminden sonra organoidler

butanol ile 3 kez yikandi. Her yikama arasinda 15 dakika beklendi. Bu siire zarfinda



organoidlerin tiip dibine ¢okmeleri saglandi. Bu sekilde pellet (organoidler) dagitilmadan

butanol uzaklastirildi.

Parafine gomiilecek organoidler igerisinde sivi parafin bulunan cam tiip icerisinde 30
dakika 65 °C’lik etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, sivi parafin bir miktar
uzaklastirildi. Kalan parafin ve organoidler, dibi ¢ukur metal parafin bloga dokiildii. Eozin
ile sartya boyanan organoidler, s1v1 parafinin i¢inde sivri uclu bir metal ile gukurun ortasina
toplandi. Organoidler merkeze toplandiktan sonra, parafin kaset nazikge metal bloga
yerlestirildi. Organoidler dagitilmadan metal blok parafinin katilagmasi i¢in soguk bir
zemine oturtuldu. Bir giin boyunca soguk zeminde bekletilen parafin kasetler, kesit almaya
uygun hale getirildi (Sekil 9).

Sekil 9. Parafin bloga gémiilmiis eozin ile boyanmis organoidler (parafin blok 2.8 x 4 cm)

Fare ince bagirsak dokusundan duedenum kismi soguk PBS igerisine alindi.
Etrafindaki yag dokusu ve kan damarlar ince uglu makas yardimu ile uzaklastirild. Igerisi
siringa yardimi ile temizlendi. Doku 3 mm silindirler olacak sekilde pargalara ayrildi.
Parcalar %4°liik PFA ¢ozeltisi icerisinde 3 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda PFA uzaklastirildi ve soguk PBS igerisine transfer edildi. PFA’nin tamamen
temizlenmesi i¢in soguk PBS 3 kez degistirildi ve doku pargalar1 yikandi. Her yikamada 5
dakika beklendi. Ardindan doku pargalar1 sirastyla her birinde 10 dakika bekletilmek tizere
%50, %70, %80, %95 ve %100 etil alkolden gegirildi. %100 etil alkolde 10 dakika iki kez
daha inkiibe edilen dokular ksilene aktarildi. 5 kez 10’ar dakika ksilende yikanarak etil
alkoliin uzaklastirilmasi saglandi. Bu islemden sonra doku pargalar1 56°C s1vi1 parafinde ayni1
sicakliktaki etiiv igerisinde 1 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan siv1 parafin degistirilerek
doku pargalar1 ayni sartlarda gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin dokular liimen kismi
kesit alinacak yiizeye dik olacak sekilde parafin kasetlere gomiildii. Bir glin boyunca soguk

zemin lizerinde bekletilen kasetler kesit alinmaya uygun hale getirildi.

5.5.1. Parafine Gomiilen Orneklerden Kesit Alma



Parafin kasetler c¢arkli mikrotom cihazinin blok tutucu kismina tutturuldu.
Organoidlerin ve ince bagirsagin bulundugu parafin kasetlerin 6n yiizleri tiraglandi. Dikey
kizak sistemi iizerinde, blok tutucu bashigin asagi yukari hareketi ile kesit alindi. Isik
mikroskobunda inceleme yapilabilmesi i¢in seri ve ince kesitler alindi (3-5 mikron). Kesitler
one dogru aktig1 icin belli uzunluktaki kesitler igerisinde su olan bir kaba aktarildi. Kesitler

su ylizeyinde yiizerken, lam ile kesitlerin altindan girerek lam ylizeyine yapismalar1 saglandi.

5.5.2. Ahnan Kesitler icin Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi ¢ekirdek ve sitoplazma ayriminda kullanilir ve
dokunun farkli bolgelerini farkli renkte boyar. Hematoksilen ¢ekirdegi mavi-siyah, eozin ise
sitoplazmay1 ve bag doku elemanlarii pembe-kirmizi renkte boyar. Hematoksilen
sollisyonlari, asit ve alimiinyum hematoksilenler olmak iizere ikiye ayrilir. Bu calismada

aliminyum hematoksilenlerden olan Mayer’in hematoksileni kullanildi.

Hematoksilen-Eozin boyama yapilacak ince bagirsak ve organoidleri barindiran
parafin bloklardan 5 um’lik kesitler alinarak lam iizerine yerlestirildi. Lamlar 60 °C’lik
etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin boyama iglemi i¢cin Hematoksilen-E0zin
boya seti olusturuldu. HE boya setinin baslangicini deparafinizasyon ve dehidrasyon
soliisyonlar1 olusturur. Kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in, kesitler 5’er dakika 2 kez
ksilende tutuldu. Dehidrasyon islemi i¢in %100, %96, %90, %80, %70, %60, %50,%25 etil
alkol serisinde ve dH20’ da 1’er dakika tutuldu. Kesitler hematoksilen boya soliisyonunda 2
dakika tutuldu. Kesitler 5 dakika ¢esme suyunda yikandi. Kesitler %50, %60, %70, %80,
%090 etil alkol serisinde 1’er dakika tutuldu. Ardindan kesitler 2 dakika eozin boya
sollisyonunda tutuldu. Cesme suyunda 5 dakika yikandi. %96 etil alkolde 10 dakika, %100
etil alkol de 2 kez 2’ser dakika tutuldu. Ardindan ornekler ksilende 2 kez 2’ser dakika
tutuldu. Ornekler iizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi ve bir penset yardimiyla

hava kabarciklar ¢gikarildi.

5.6. Organoidi Olusturan Hiicrelerin Akim Sitometrik Analizleri

Akim sitometrisi, akan bir sivinin igindeki hiicre ya da partikiillerin karakteristiginin
Ol¢iilmesini saglayan bir yontemdir (97). Tek hiicre seviyesinde analiz yapabilen ve 15-60
saniyede 30000-70000 arasi hiicre degerlendirebilen akim sitometrisi (flow sitometri) analiz
yontemi giiniimiizde altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde, siispansiyon
halindeki materyal, lazer 1s1gmin oldugu bir boliimden gegirilmekte ve bu 1$1gmn 6niinden

gecerken verdigi sinyaller toplanarak analiz edilmektedir. Olusan sinyallerden



hiicrenin/partikiiliin biiylikligii ve graniilitesi gibi fiziksel 6zelliklerinin yaninda, canliligi,

enzim aktivitesi, hiicre tiiri, DNA icerigi gibi cesitli Ozellikleri hakkinda da bilgi

toplanabilmektedir (98). Bunun yaninda bazi sitometriler partikiilleri fiziksel (yiiklerine

gore) olarak da gruplayabilmektedir.
toplanabilmektedir (sorting) (Sekil 10).

Gruplanan bu partikiiller ayr1 bir tiipe
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Sekil 10. Akim sitometrisi ¢alisma prensibi (Karaboz’dan 99)

Akim sitometrisi hiicre icerisindeki veya ylizeyindeki spesifik yapilarin varligina

baglidir. Ancak hiicrelerin giiclii floresan veren molekiilleri yoktur. Bu sebeple hiicreler

etkili floresan 151ma yapan boyalarla etiketlenirler. Bu boyalar, hiicreler hakkinda spesifik

bilgiler elde etmek i¢in hiicre yilizeyindeki veya i¢indeki hedef molekiillere boya konjuge

antikorlarla tutturulur (100).

Hiicre yiizey markirlar1 genellikle spesifik hiicreler i¢in, hiicre yiizeyinde bulunan

proteinlerdir. Bu proteinler siniflandirma belirleyicisi (clasification determinant, CD) olarak

isimlendirilir ve hiicre yilizey molekiillerinin taninmasinda, arastirilmasinda kullanilir. Bu



proteinler sayesinde hiicrelerin immunfenotiplemesi gerceklestirilir. CD molekiilleri hiicre
icin ¢ok Onemli olan reseptdr veya ligand olarak gorev gorebilir. CD molekiilleri akim

sitometrisi basta olmak {izere gesitli yontemler ile hiicre belirlemede kullanilmaktadir.

Organoidlere ylizey boyama uygulamak igin, organoidler tek hiicre siispansiyonu
haline getirildi. Organoidler 50 ml falkon tiiplere toplandi, sogutmali santrifiijde 1000 rpm
4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet iizerine 5 ml proteaz (TrypLE Express Enzim) ve
50ul DNaz eklendi Tiipler 37°C su banyosunda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Kriptler
her 10 dakikada bir siringa ile mekanik olarak parcalandi ve bu islem 3-4 kez tekrarlandi.
Orneklerin invert mikroskop altinda tek hiicre haline gelip gelmedikleri kontrol edildi. Tek
hiicre slispansiyonu haline gelen karisima, proteaz aktivitesinin inhibe edilmesi igin 2 ml
FBS eklendi. 2000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirilarak
hiicreler 5 ml soguk Advanced DMEM/F12 besiyeri ile yikand1. Santrifiij islemi tekrarlandi.
Yikama islemi 2 kez uygulandiktan sonra pellet tizerine 450 pul Advanced DMEM/F12
besiyeri eklenerek yeniden siispanse edildi ve ependorf tiipline aktarildi. Bu tiipten 50 pl
alinarak bagka bir tiipe negatif kontrol olarak ayrildi. Geriye kalan 400 pl’lik siispansiyon
iceren tiipe, primer antikor (Anti-mouse CD24) son konsantrasyon 1/200 oraninda olacak
sekilde eklendi ve buzda 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda 6rnek 2000
rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirilip, pellet 500 ul Advanced
DMEM/F12 besiyeri eklenerek yeniden siispanse edildi. Ornek son konsantrasyon 1/500
olacak sekilde sekonder antikor (Anti-sican 1gG Sekonder antikor, Alexa Flour 488) ile
buzda 30 dakika ve karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda 6rnek 2000 rpm’de 4°C de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirilip, pellet 500 pul Advanced DMEM/F12
besiyeri eklenerek yeniden siispanse edildi. Son konsantrasyon 1/100 olacak sekilde
propidyum iyodid (PI) hem kontrole hem de 6rnege eklenerek, hiicreler akim sitometrisinde
sayild1. Hiicrelerin analizleri cihaz tizerindeki programla yapildi (Tim antibodiler Advanced

DMEM/F12 besiyeri igerisinde uygulandi).

Ayni islemler CD44 yiizey boyamasi i¢in de uygulandi. Tek hiicre siispansiyonu haline
getirilen organoidler 2000 rpm’de 4°C’de 5 dakika satrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Pellet tizerine 450 pl Advanced DMEM/F12 besiyeri eklenerek yeniden
siispanse edildi ve ependorf tiipline aktarildi. Bu tiipten 50 pl alinarak baska bir tiipe negatif
kontrol olarak ayrildi. Geriye kalan 400 ul’lik siispansiyon igeren tiipe, primer antikor (Anti-
mouse CD44) son konsantrasyon 1/200 oraninda olacak sekilde eklendi ve buzda 30 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda 6rnek 2000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan uzaklastirilip, pellet 500 ul Advanced DMEM/F12 besiyeri eklenerek yeniden



siispanse edildi. Ornek son konsantrasyon 1/500 olacak sekilde sekonder antikor (Anti-sigan
IgG Sekonder antikor, Alexa Flour 488) ile buzda 30 dakika ve karanlikta inkiibe edildi.
Stire sonunda 6rnek 2000 rpm’de 4°C de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirilip,
pellet 500 ul Advanced DMEM/F12 besiyeri eklenerek yeniden siispanse edildi. Son
konsantrasyon 1/100 olacak sekilde propidyum iyodid (PI) hem kontrole hem de 6rnege
eklenerek, hiicreler akim sitometrisinde sayildi. Hiicrelerin analizleri cihaz tizerindeki
programla yapild1 (Tiim antibodiler ve boyalar Advanced DMEM/F12 besiyeri igerisinde
uygulandi).

Propidyum iyodid DNA’y1 boyayan floresan 1sima yapan bir boyadir. Erken faz
apoptotik hiicreler ve/veya Olmiis hiicreler icin belirleyici o6zelliktedir. Bu o6zelligi ile

genellikle bir hiicre popiilasyonundaki 6liime giden/6lii hiicreleri belirlemek i¢in kullanilir

(101).

5.7. Organoidi Olusturan Paneth Hiicrelerinin Anti-lizozim ile Immunohistokimyasal

Olarak Boyanmasi

Immiinohistokimya (IHC), belli bir dokuda bulunan antijenlerin gdsterilmesi igin
isaretlenmis antikorlarmn kullanildigi bir yéntemdir. Immiinohistokimya antijen-antikor
iligkisine dayanan, formalin ile fikslenmis, parafine gomiilmiis dokularda spesifik
antijenlerin gosterilmesi i¢in uygulanan giiclii bir yontemdir. Immiinhistokimya yapilmis
dokudaki antijen-antikor yapisi 11k mikroskopu altinda goriintiilenebilmektedir. Bu
yontemin en biiyiik avantajlarindan biri spesifik antijenin etrafindaki doku morfolojisinin

klasik histolojik boyama (hemotoksilen) yapilarak gosterilebilir olmasidir (102).

Organoidler ve ince bagirsak dokusu yukarida anlatildig1 gibi uygun sekilde parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklar kesit almadan 1 saat 6nce -20 °C’de inkiibe edildi.
Mikrotom cihazi yardimiyla 5 um’lik kesitler alindi. Kesitler lama aktarildi ve hot pleyt
tizerinde 1 saat bekletilen preparatlar 60 °C etiivde 1 giin inkiibe edildi. Ertesi giin 6rnekler
3 kez 5’er dakika ksilende tutuldu. Ardindan %100, %96, %90, %80, %70, %60, %50 ve
%25 etil alkol serisinde 1’er dakika tutuldu ve distile sudan gecirilerek alkol uzaklastirildi.
Ardindan Hidrojen peroksidaz (H202) igeren bloklayici tampon soliisyonu ile 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi preperatlar metal lam boyama sepetine konularak
fiksasyon soliisyonu i¢inde 20 dakika kaynatildi. Kaynama islemi tamamlandiktan sonra
preperatlar ¢esme suyundan gegirildi, ardindan PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Preperatlar
plastik bir lam tasima kabina kesitler yukariya bakacak sekilde konuldu. Ardindan kesitin
tizeri 6n bloklama soliisyonu (%1°lik BSA/PBS) ile tamamen kapatilacak sekilde 30 dakika



inkiibe edildi. Primer antikor (Tavsan anti-insan Lizozim Poliklonal Antikor) %0,05 lik
BSA/PBS ile 1:2000 diliisyon oraninda sulandiridi. On bloklama sonrast, plastik lam tagima
kabinda preperatin {izerini tamamen kaplayacak sekilde primer antikor ile 24 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda preperatlar PBS icinde 3 kez 5’er dakika
yikandi. Sekonder antikor (Anti-tavsan HRP) %0,05 lik BSA/PBS igerisinde 1:1500 olacak
sekilde sulandirildi. Preperatlarin {izeri tamamen kapanacak sekilde sekonder antibodi ile 2
saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 6rnekler PBS ile 3 kez 5’er dakika
yikandi. Preperatlar diaminobenzidin (DAB) ile yiizeyleri tamamen kaplanarak 10 dakika
inkiibe edildi. Siire sonunda su ile yikanan 6rnekler hematoksilen soliisyonunda 1 dakika
tutuldu. Ornekler %25, %50, %60, %70, %80, %90, %96, %100 etil alkol serisinden
gecirildi ve ksilende 5 dakika tutuldu. Ornekler iizerine entellan damlatilarak lamel ile
kapatildi ve bir penset yardimiyla hava kabarciklar1 c¢ikarildi. Ornekler mikroskop altinda

analiz edildi.
5.8. Organoidlerin Sivi Nitrojende Dondurulmasi

Organoid kiiliitiiriiniin siirekliligi i¢in organoidler DMSO igeren %20 FBS/Advanced
DMEM/F12 ile dondurularak sivi nitrojende stoklandi. Bunun igin 2-3 kuyucuktan
organoidler toplandi, 15 ml falkon tiipiine aktarilip, 4°C’de 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatan uzaklastirilip pellet tizerine 900 ul %20 FBS-Advanced DMEM/F12
dondurma medyumu eklendi ve 2 m1’lik contali saklama tiiplerine (vial) konuldu. 10 dakika
buzda bekletilen tiiplere 100 pl DMSO eklendi. Tiipler 20 dakika buzda bekletildikten sonra
-80°C’de 24 saat saklandi. Ertesi giin sivi nitrojen tankina aktarildi.



5.9. Dondurulmus Organoidlerin Coziilmesi

Organoidleri i¢eren vial s1v1 nitrojenden ¢ikartildi. Vialin i¢inde bir miktar buz kalacak
sekilde vial 37°C su banyosunda ¢oziildii. Coziilen organoidler %20 FBS- Advanced
DMEM/F12 iceren 5 ml medyum fizerine pastér pipeti ile aktarilarak karistirildi.
Siispansiyon 4°C’de 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirilip pellet
tizerine 5 ml %20 FBS-Advanced DMEM/F12 medyumu eklendi ve tekrar santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda siipernatan miimkiin oldugunca uzaklastirdi ve {izerine 50 pl matrijel
eklenerek organoidler matrijel ile karistirildi. 24 kuyucuklu pleyt’in bir kuyucuguna 50 ul
matrijel organoid karisimi 4 nokta olacak sekilde damlatildi. Matrijelin polimerlesmesi igin
pleyt 37°C etiivde 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda uygun besiyeri eklenerek ekim
tamamlandi. Organoidlerin biiyiiyiip, gelisebilmesi i¢in 24 kuyucuklu pleyt 37°C, %5 CO-

iceren ortamda kiiltiir edildi. Her iki glinde bir medyum degistirilerek kiiltiire devam edildi.



6. BULGULAR

Calismamizda, tek bir bagirsak kok hiicresinin uygun sartlarda yasatilabildigi ve
gerekli sinyal yolaklarin1 indiikleyebilecek proteinlerin, suplementlerin ve biiyiime
faktorlerinin eklenmesi ile ince bagirsak epitelini olusturan kript-villus yapis1 3-boyutlu
kiiltir yontemi ile elde edildi. Epitel kok hiicrelerinin siirekli faaliyetlerinden dolayi tek bir
kok hiicreden limen yapisini olusturabilen organoidler in vitro ortamda olusturuldu.
Olusturulan organoid yapisindaki kript-villus yapilar1 HE boyama ile 151k mikroskobunda,
kript tabaninda bulunan paneth hiicreleri hem anti-lizozim boyama ile 151k mikroskobunda
hem de CD24 antikoru kullanilarak akim sitometrisinde ve paneth hiicreleri arasindaki kok

hiicreler ise CD44 antikoru kullanilarak akim sitometrisinde gosterildi.

Organoidlerin uzun siire kiiltiir edilebilme, pasajlanabilme ve dondurulup-¢oziilebilme
ozellikleri vardir. Bundan dolayi, bu calisma ile ileride yapacagimiz bir¢ok calisma igin,

uygun ve elverisli bir model kiiltiir sistemini doku laboratuvarimizda kurmus olduk.
6.1. Fare Ince Bagirsaklarindan Kriptlerin izolasyonu

Calisma kapsaminda organoid kiiltlirinii olusturabilmek i¢in, 2-4 aylik Balb-c 1rki
farelerden ince bagirsaginin deudonum ve jejunum kisimlarindaki kok hiicrelerin lokalize
oldugu Kriptlerin izolasyonu yapild1 (Sekil 11). Saglikli bir sekilde kok hiicrelerin de iginde
bulundugu hiicre popiilasyonunun elde edilmesinde kriptlerin izolasyonu biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Ayn1 zamanda, kriptlerin “test tiipii”” seklindeki morfolojilerinin de dagilmamis

ve hasar gormemis olmasi gerekmektedir.



Sekil 11. ince bagirsaktan izole edilen kriptlerin invert mikroskop goriintiileri. A) X4
biiyiitme, B) X10 biiyiitme, C) X20 biiyiitme, D) X40 biiyiitme.

6.2. Kriptlerden izole Edilen Hiicrelerden Organoidlerin Olusturulmasi

izole edilen kriptlerden tek hiicre siispansiyonu olusturuldu (Sekil 12A-B). Bu hiicreler
matrijel ile karistirilarak 24 kuyucuklu pleytlere ekildi. Uygun besiyeri eklenerek
organoidlerin olusumlari invert mikroskop altinda gozlemlendi. 10 giin boyunca organoidler
izlendi. 2. glin sonunda kok hiicrelerin yogun faaliyetleri sonucu hiicreler klon/sferoid yap1
olusturarak kiiresel limen yapisi seklini aldi (Sekil 12C). Bu yap1 4-5. giinde liimen
olusumunu tamamlad: (Sekil 12D-E). Bu agsamadan sonra liimen yapisindan kript kisimlari
tomurcuklanarak olustu. Bu asamada ince bagirsak epitelininin organodi olusmus oldu

(Sekil 12F-H). Organoidleri olusturan kript ve villus kisimlar1 ise Sekil 13° de gosterilmistir.



Sekil
12. Ince

6. glin

bagirsak organoid olusumu (0-9. giin). A) Tek hiicre siispansiyonu, X4 biiyiitme,
B) Sferoid yapilarin olugsmaya baslamasi, X4 biyiitme, C) Sferoidlerin
belirginlesmesi, X4 biiylitme, D) Cok sayida sferoidin farkli boyutlarda goriiniir
hale gelmesi, X4 biiyiitme, E) Sferoidler tizerinden kript tomurcuklarinin
goriilmeye baslanmasi, X4 biiyiitme, F)Sferoidler tizerinde kript tomurcuklarinin
belirginlesmesi, X10 biiyiitme, G) Sferoidler {izerinde karakteristik kript ve villus
kisimlarinin  goriilmesi, X10 biiyiitme, H) Olgun organoidin goriilmesi. X4
bliylitme



Sekil 13. Kript ve villus kisimlarimin invert mikroskop goriintiileri. A) Kript ve villus
kisimlarinin goriildiigii olgun organoid, X10 biiyiitme, B) Olgun bir organoiddeki
kript ve villus kisimlarinin detayli goriiniimii, X40 biiyiitme

6.3. Organoidlerin Hematoksilen ve Eozin Boyanmasi

Olusturulan organoidler ve fare ince bagirsagi parafin bloklara gomiilerek ayr1 ayr1 5-
7 um’lik kesitler alindi. Bu kesitler histolojik incelemelerde en ¢ok kullanilan Hematoksilen
ve Eozin (HE) boyama ile boyanarak isik mikroskobu altinda incelendi. Fare ince
bagirsagiimn (Sekil 14) ve organoidlerin (Sekil 15) epitel morfolojileri HE boyama ile
gosterildi.



E

Sekil 14. Fare ince bagirsak dokusunun HE ile goriintiilenmesi A) X40-B-C) X100
bliylitme

S . g A

Sekil 15. Organoidlerin HE boyast ile morfolojilerinin goriintiisii, A-C) X40 biiyiitme, D)
X100 biiytitme

Yapilan HE boyama ve 151tk mikroskobunu analizinin sonucunda, olusturdugumuz
organoidi olusturan epitelyal dokudaki kript ve villus morfolojisinin ince bagirsak epiteli ile
benzer oldugu gosterilmistir. Hem fare ince bagirsak epitelinin hemde organoidleri olugturan

epitel hiicrelerinin “tek katli prizmatik epitel benzeri hiicrelerden” olustugu anlasildi.



6.4. Organoidlerdeki Paneth Hiicrelerinin Anti-Lizozim Ile Immiinohistokimyasal
Olarak Tespit Edilmesi

Kok hiicrelerin nis hiicresi olan paneth hiicreleri ayn1 zamanda ¢esitli bakterilerin
peptidoglukan tabakasini pargalayan lizozim enzimi salgilamaktadir. Kript tabaninda
bulunan paneth hiicrelerinin bu 6zelliginden yararlanilarak, anti-lizozim antikoru ile tiretmis
oldugumuz organoidlerdeki lokalizasyonu immunohistokimyasal olarak gosterildi (Sekil
16).

Anti-lizozim antikoru ile 151k mikroskobunda gosterilen Paneth hiicrelerinin, liimenin
etrafindaki kahverengi hiicreler oldugu gosterildi. Boyamalarda iki paneth hiicresinin
arasinin anti-lizozim antikoru ile boyanmadig1 ve bu boyanmayan hiicrelerin bagirsak kok

hiicresi olduklar1 diistiniildii.
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Sekil 16. Organoidlerdeki paneth hiicrelerinin immonohistokimyasal olarak gosterilmesi.
A B ve D) X40 biiyiitme, C) X20 biiyiitme ile goriintiilenen paneth hiicreleri
(kirmizi1 ok).



6.5. Organoidi Olusturan Hiicre Popiilasyonundaki Hiicrelerinin Akim Sitometrisi Tle
Tespit Edilmesi

Organoidlerin olugmasini saglayan kok hiicrelere gerekli mikrogevreyi saglayan ve
onlarin nis hiicresi olan Paneth hiicreleri, CD24 yiizey antijeninin ekspresyonunu
gostermektedir (39). Paneth hiicreleri, kok hiicrelerin fonksiyonlarini yerine getirmeleri i¢in
zorunlu EGF, Wnt ve Notch ligand1 gibi gesitli molekiil ve proteinlerin ekspresyonunu
saglamaktadir. Olusturdugumuz organoid yapisindaki kript tabaninda bulunan ve koék
hiicreleri ¢evreleyen paneth hiicrelerinin varligi CD24 antikoru kullanilarak akim sitometri

analizi ile gosterildi (Sekil 17).

A AD1 CONTROL B A02CD24+488
o _Gate: (Pl in P2) o _Gate: (Pl in P2)
3 aPl+ CD24- Pl+ CD24+ 3 aP|+ CD24- Pl+ CD24+
0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
% %
% %
Y
€
a %
Pl- CD24+ * 2 Pl D24+
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B 7 R T X Ry 7.7 S P R S X Ry 77

Sekil 17. Organoidi olusturan hiicre popiilasyonundaki CD24 ekspresyonu. A) Yiizey
boyamasi yapilmayan hiicreler, B) Yiizey boyamasi yapilan hiicreler

Birgok calismada CD44 pozitif hiicrelerinin bagirsak kriptlerindeki kok hiicrelerin
yiizey markirt oldugunu gosteren g¢alismalar bulunmaktadir (36, 103). Yiizey boyama
yapilarak tek hiicre slispansiyonundaki kok hiicreler CD44 antikoru kullanilarak akim

sitometri analizi ile gosterildi (Sekil 18).



A AD1 CONTROL B  A03CD44+488

o Gate: (Pl-inP2) o} Gate: (Pl-inP2)
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Sekil 18. Organoidi olusturan hiicre popiilasyonundaki CD44 ekspresyonu. A) Yiizey
boyamasi yapilmayan hiicreler, B) Yiizey boyamasi yapilan hiicreler



7. TARTISMA ve SONUC

Iki boyutlu kiiltiir sistemleri temel hiicre biyolojisi ve tiimdrogenez igin ¢igir agan
yaklasimlar saglamistir. Buna en iyi 0rnek, meme kanseri tedavi yontemlerinden olan
Ostrojen reseptdr terapisi, Ostfojen bagimli hiicre hatlariin 2-boyutlu kiiltiirlerde
olusturulmasi ve bu hiicre hatlar1 ile yapilan arastirmalar sonucunda bulunmustur (104).
Ancak fizyolojik parametrelerdeki degisiklikler, organin veya tiimoriin doku mimarisi,
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri, biyokimyasal etkilesimler ve sinyal yolaklari
g0z Oniine alindiginda 2-boyutlu sistemler yetersiz kalmaktadir. Gelistirilen 3-boyutlu kiiltiir
sistemleri ile matrikse gomiilii olarak yetistirilen hiicreler veya hiicresel-sferoidler, dokularin
ve tiimorlerin in vivo ortamdaki mimarisini olusturmada kullanilmaya baslanmistir. Bu
nedenle bu 3-boyutlu kiiltiir sistemleri kok hiicre, organogenez, normal doku ve timorli
doku mukayesesi, ilag gelistirme ve toksisite gibi ¢alismalar i¢in daha uygun sistemler haline
gelmisgtir (105).

Hans Clevers ve Toshiro Sato 2009 yilinda, biyolojik siirecler ve hastaliklarin
calisilmasinda ¢i8ir acacak kullanigh bir model sistem olan ve yetiskin kok hiicrelerden
organ yapisinin kopyasini olusturan organoid kiltiir sistemini gelistirdiler. Aragtirmacilarin
bu konudaki ¢aligmalar1 halen devam etmektedir (106-108). Giiniimiizde diinyanin birgok
laboratuvarinda farkli tipte organoidler ile gerek kanser gerekse diger hastaliklarin
tedavisine yonelik aragtirmalar yapilmaktadir (108-110). Organoidlerin sinirsiz ¢gogalma
potansiyelleri, biyolojik olarak stabil olmalari ve dondurulabilme kabiliyetleri gibi
avantajlarindan dolay1 bu kiiltiirler kullanislt bir model sistem olarak kullanilabilmektedir.
Ulkemizde de bir ilk niteliginde olan bu calisma ile, 3-boyutlu organoid kiiltiir sistemi
kurulmustur. Bu kiiltiir sistemi ile birlikte cesitli arastirma ve gelistirme ¢alismalari i¢in

kullanigh ve bir¢ok avantaji olan bu model sistem laboratuvarimiza kurulmustur.

Ince bagirsak epiteli diger memeli dokularmna kiyasla kendini yenileme orani en
yiiksek olan dokudur. Bu sebeple kok hiicre, organogenez ve kanser ¢aligmalari icin 1yi bir
ortam saglamaktadir. Ince bagirsak dokusunun in vitro olarak laboratuvar ortaminda 3-
boyutlu kiiltiir ile ¢ogaltilabilmesi yapilacak ¢esitli calismalar i¢in muazzam bir materyal
ortaya ¢ikarmustir. Ince bagirsak kok hiicreleri bagirsak kriptlerinin tabaninda lokalize olup
bu kok hiicrelerin siirekli boliinmeleri ile degisime ugrayacak oncii hiicreler olusur. Bu
hiicreler, villus boyunca hareket ederek degisik hiicrelere farklilasmakta ve villusun
tepesinde apoptoz mekanizmasi ile dengede tutulmaktadir. Farklilasma yeteneginde olan bu

hiicreler absorbsiyon yapan enterositler, salgi yapan paneth hiicreleri, goblet hiicreleri ve



enteroendokrin hiicreleri gibi degisik hiicrelere farklilasabilmektedir. ince bagirsaktaki
yetiskin kok hiicreler 3-boyutlu bir matriks igerisine ekilerek organin minyatiir halini
olusturmaktadir. Organoidler, hiicre hatlarina gore epitelin dogal fizyolojik ortamda bulunan
haline ¢ok daha yakindir. Calismamizda, dokunun normal fizyolojik ortamdaki hali taklit
edilerek ve kok hiicrelerin boliinebilmesini indiikleyebilecek minimum ihtiyaglari

karsilanarak kript-villus yapist kiiltiir ortaminda olusturuldu.

Literatiirde farkli arastirmacilar tarafindan tek bir kok hiicre veya kriptin matrijele
gomiilmesiyle ince bagirsak organoidlerinin olusturuldugu bildirilmistir. Calismamizda
kullandigimiz besiyeri ortami literatiirde uygulanan besi ortami ile ayni Ozellikleri
tasimaktadir (37, 53, 54, 66, 77, 84). Izole edilen kriptler tek hiicre siispansiyonu haline
getirilerek, bu hiicre slispansiyonu ile organoidler olusturulmustur. Tek hiicre siispansiyonu
icindeki ince bagirsak kok hiicreleri organoidlerin olusumunu gerceklestirirken,
stispansiyondaki diger hiicreler ise apoptoz benzeri bir mekanizma ile ortadan elimine
olmustur. Yapilan ¢alismalarda, kullanilan farelerin yaslar1 1-5 ay arasinda degismektedir
(53, 111). Calismamizda, 3 aylik farelerle organoid olusturulmaya baslandi ancak bu
yetiskin farelerden verimli bir sekilde kript dolayisiyla kok hiicre izolasyonu yapilamadi.
Geng fareler (yaklasik 4-6 haftalik) kullanilarak yapilan denemeler de ise Kkript
izolasyonunun dolayisiyla kripti olusturan hiicrelerin tek hiicre silispansiyonu haline
getirilmesi daha kolay gerceklestirildi. Bu hiicrelerden kurulan organoidlerin hem daha hizli

hem de daha verimli olduklar1 goézlendi.

Ince bagirsak organoidlerinin yam sira kolon, pankreas, mesane ve prostat
dokularindan da organoidler elde edilebildi ve ¢esitli arastirmalarda kullanilmaya baslandi
(2,61, 107, 108, 110, 112). Sato ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, hasta adenom ve
karsinomlarindan biyopsi yontemi ile organoidleri olusturdular (54). Boylece kanserli
dokudan elde edilen kanser organoidi ile normal dokudan olusturulan organoid arasinda
biyolojik olarak mukayese yapilabilme sans1 elde edildi.

Organoidler insan normal doku ve tiimdr yapisini iyi bir sekilde temsil etmektedir (2).
Ancak organoid kiiltiirii i¢in uygulanan terapdtik yanitin etkinligi heniiz bilinmemektedir.
Arastirma i¢in kullanilan kiiltiir sartlar1 bu terapdtik yaniti etkileyebilir. Ciinkii kiiltiir
bilesenleri ¢ok sayida biiyiime faktorii ve g¢esitli yolaklar1 indiikleyen proteinler
icermektedir. Bu da kanser hiicrelerinin onkogen aktivitelerini etkiliyor olabil. Diger bir
bilinmez ise in vitro uygulanan bir terapotik ajanin klinik uygulamasinin ne kadar etkili

olacagidir. Bu konular heniiz aragtirma asamasindadir.



Ince bagirsak kok hiicrelerin paneth hiicrelerinin arasinda yerlestigi bilinmektedir.
Paneth hiicreleri kok hiicrelerin nis hiicreleri (mikrogevre) olarak gorev gérmektedir. Paneth
hiicreleri, kok hiicrelerin fonksiyonlarini yerine getirebilmelerini saglayan ¢esitli proteinleri
ve sinyal yolaklarini aktive edecek ligandlar salgilamaktadir. Yapilan arastirmalarda kok
hiicre ve paneth hiicrelerinin birlikte kiiltiir edilmesi ile olusan organoid verimliliginin
sadece kok hiicreler ile kurulan organoidlerden ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (39).
Bu derece 6nemli olan Paneth hiicrelerinin yiizey markirlarindan olan CD24 antikoru ile
akim sitometrik analizle organoid sistemindeki popiilasyonu gosterilmistir (39). Biz de
calismamizda CD24 antikoru ile akim sitometrisinde, paneth hiicre popiilasyonunun ve anti-
lizozim antikoru ile de boyanarak paneth hiicrelerinin varligini 151k mikroskobunda
gosterdik. Boyamalarda iki paneth hiicresinin arasinin anti-lizozim antikoru ile boyanmadigi
ve bu boyanmayan hiicrelerin bagirsak kok hiicresi olduklari diisiintildii. CD44 antikoru ile
de paneth hiicreleri arasinda ve +4 pozisyonundaki kok hiicre populasyonu akim sitometrisi
ile gosterildi. Ancak tek bir ylizey markir1 kullanilarak belirlenen popiilasyonun kok hiicre
ya da oncii hiicre oldugu tam olarak belirlenemedi. (37). Calismamizda, paneth hiicreleri ve
kok hiicreleri toplayabilecek (sorting) bir akim sitometri cihazimiz olmadigindan, iki hiicre

toplulugunun birlikte olusturacagi organoid verimliligi gosterilemedi.

Bu calisma ile iilkemizde ilk kez doku laboratuvarimizda fare ince bagirsagi icin 3-
boyutlu organoid kiiltiir sistemi kuruldu. Bu sistemin kurulmasi, fare ya da insana ait bir ¢cok
dokudan organoidlerin olusturulabilmesi i¢in alt yap1 imkan1 saglayacaktir. Diinyada bir¢ok
arastirmacinin 6zellikle kanser ¢alismalarina odaklandigi giiniimiizde bu 3-boyutlu organoid

kiiltira sistemi ile literatiire 6nemli katkilar saglayacagimiz kanaatindeyiz.



8.

SONUC ve ONERILER

Organoid kiiltiir sisteminin kurulmasi ve bu sisteme ait alt yapinin olusturulmasi

amaciyla yapilan bu ¢alismada asagidaki sonug ve Onerilere varilmistir.

1.

Fare ince bagirsak epitelindeki Kripti olusturan kok hiicreler kullanilarak 3-boyutlu kiiltiir
sistemi ile organoid olusturuldu. Bu 3-boyutlu kiltiir sistemi iilkemizde ilk defa

universitemizde kullanildi.

. Ug-boyutlu kiiltiir sistemi kullanilarak, gerekli etik kurul onaymnm alinmasm takiben

insan normal ince bagirsak organoid modeli olusturulabilecektir. Bunu takiben hem fare
hem de insan ince bagirsak organoidinin olusmasini saglayan kok hiicrelerin

izolasyonunda kullanilacak farkli markirlar belirlenebilir.

. Olusturulan ince bagirsak organoidleri kullanilarak, ince bagirsak sistemini etkileyen

hastaliklarin etiyolojisindeki mekanizmalar ortaya ¢ikarilabilir.

. Diinyada bir¢ok arastirmact 3-boyutlu organoid Kkiiltiirlerini kullanarak calismaya

baslamistir. Ancak halen organoidi yapilmamis bir¢ok doku ve organ tipi mevcuttur.
Calismamizda kurdugumuz alt yapi ile heniiz organoidi olusturulmamis bir dokuya
odaklanip, bu dokunun ihtiya¢ profili belirlenerek organoidlerin olusturulmasi ile

literatlire 6nemli katkilar saglanabilir.

. Yeni olusturulacak farkli doku organoidleri i¢in kok hiicre markir gen arama ¢alismalari

planlanabilir. Farkli dokulardan olusturulmus organoidlerin ekspresyon profillerini

ortaya ¢ikararak buna benzer markir genler tespit edilebilir

. Kanserli organoid olusturmada gerekli etik kurul onay alinarak ilk agamada farelerde

istenilen dokuda kanser olusturulup, ardindan bu dokudan alinacak biyopsi
materyallerinden kanserli organoid olusturulabilir. Yine insan organoidi olusturmak i¢in
gerekli etik izinler alinarak, hastalardan alinacak farkli biyopsi materyallerinden hem
normal hem de kanserli organoid olusturulabilir Bu sekilde, ¢esitli anti-kanser ilag ya da
dogal bilesimlerle ¢alismalar yapabilme sansi elde edilebilir. Ayn1 zamanda, ¢esitli anti-
kanser ilaglar1 tek tek ya da kombine sekilde organoidlere uygulanarak, bu ilaglarin
etkinlikleri de test edilebilir.
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